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EbpITORIAL

APUESTAS DE LA FACEN AL DESARROLLO DEL CONOCIMIENTO Y LA
INVESTIGACION CIENTIFICA

INVESTMENTS OF THE FACEN TO THE DEVELOPMENT OF KNOWL-
EDGE AND SCIENTIFIC RESEARCH

Jacques Delors, en el documento “Los Cuatro Pilares de la Educacion” (Delors, 1996)
discute como una educacion integral, para la vida, se basa en cuatro pilares: aprender a
conocer, aprender a hacer, aprender a vivir juntos, aprender a ser. A partir de estos pilares
se construyen procesos educativos que llevan a la formacion de individuos autébnomos,
responsables y éticos. Esta concepcion engloba una educacion que, basada en compe-
tencias, capacita al individuo para hacer frente a nuevos desafios a lo largo de su vida,
reconociendo que el proceso educativo es continuo, sobrepasando las barreras aulicas.

El desarrollo de profesionales que no solo posean conocimientos tedricos sino valores
éticos y que en su desempefio busquen el beneficio social es un desafio que enfrenta
la Universidad. La FACEN, no ajena a ello, ha implementado a lo largo de los afios
estrategias educativas basadas en clases teoricas, actividades practicas y servicios a la
comunidad. Cumpliendo con su compromiso de formacion de profesionales de calidad,
este afno, la FACEN ha asumido el desafio de revisar los planes curriculares de sus 13
carreras migrando de un sistema educativo basado en objetivos a uno basado en com-
petencias.

Como Facultad de Ciencias, la FACEN ha asumido desde sus inicios el desafio de
formar investigadores, ofreciendo y sosteniendo carreras de indole cientificas como
las Licenciaturas en Biologia, Biotecnologia, Geologia, Quimica, Matematica Pura y
Estadistica. Asimismo, posee un plantel de docentes e investigadores encargados del
desarrollo de las lineas de investigacion institucionales cuya ultima actualizacion se
encuentra en la Resolucion 0364/2016 (FACEN 2016a). Ante la necesidad de fortalecer
el vinculo entre docencia e investigacion, la FACEN ha desarrollado el Programa de
Iniciacion Cientifica, el cual ofrece Tutores que participan en la formacion cientifica
personalizada de estudiantes y egresados. Este programa fue formalizado recientemente,
mediante la Resolucion 0511/2016 (FACEN 2016b).

Ademas de formar investigadores, la FACEN, ha asumido en compromiso de con-
tribuir con la construccion del conocimiento cientifico en el Paraguay, promoviendo,
financiando y ejecutando Proyectos de Investigacion. Actualmente la institucion posee
28 proyectos de investigacion financiados por el Consejo Nacional de Ciencia y Tec-
nologia, 5 con financiacion del Rectorado de la Universidad Nacional de Asuncion, sin
contar con aquellos de financiacion propia.

Como institucién reconocemos que la contribucion cientifica se lega de generacion
en generacion a través de las publicaciones, y que estas son las bases para nuevos descu-
brimientos. Es por ello, que la FACEN cuenta con dos revistas cientificas, Reportes
Cientificos de la FACEN y Steviana, las cuales contribuyen al fortalecimiento de la
ciencia a nivel nacional. Contar con Revistas Cientificas locales, que cumplan con los
estandares de la ciencia moderna, implica recorrer un arduo camino de mejora continua.
Por otro lado, representa el desafio de sostener la periodicidad a pesar de la falta de
incentivos y valoracion a la que son sujetas las publicaciones locales. Sin embargo, el
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premio para aquellas revistas que lo logran, es el orgullo de mantener e incrementar el
patrimonio cientifico nacional.

Felicito a Reportes Cientificos de la FACEN, por este nuevo logro, insto a los in-
vestigadores a colaborar con el crecimiento de nuestra revista y al comité editorial a
continuar con empefio en la busqueda de la excelencia.

ProF. MSc. ANDREA WEILER
Directora del Departamento de Biologia
FACEN - UNA
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DISTRIBUCION DE PRODUCTOS Y MECANISMO EN FASE GASEOSA DE REACCIONES

PRODUCTS AND MECHANISM OF THE REACTION OF OZONE WITH UNSATURATED
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Resumen: Las reacciones en fase gaseosa de las moléculas de ozono con 6-metil-5-hepten-2-ona, 2-metil-
2-pentenal y crotonato de etilo han sido investigadas a 298 Ky 760 Torr de aire sintético utilizando camaras de
simulacion atmosféricas. Los productos principales observados en la reaccion de O, con 6-metil-5-hepten-2-ona
fueron acetona, 4-oxopentanal y metil glioxal. Propanal y metil glioxal fueron observados en la reaccion de O,
con 2-metil-2-pentenal; glioxilato de etilo y acetaldehido fueron determinados como productos de las reacciones
del crotonato de etilo con O,. Los resultados fueron utilizados para postular los mecanismos de degradacion de
estos compuestos organicos en la atmosfera.

Palabras clave: mecanismos de ozondlisis, COVs insaturados y oxigenados, FTIR, fotoreactores atmosféricos
de paso multiple.

Abstract: Product distributions of the gas-phase reactions of O, molecules with 6-methyl-5-hepten-2-one,
2-methyl-2-pentenal and ethyl crotonate have been investigated at 298 K and 760 Torr of synthetic air using an
atmospheric simulation chamber. The main products observed in the 6-methyl-5-hepten-2-one with O, reaction
were acetone, 4-oxopentanal and methyl glyoxal. Propanal and methyl glyoxal were observed in the reaction of O,
with 2-methyl-2-pentenal and ethyl glyoxylate and acetaldehyde were determined as products for the reactions of
ethyl crotonate with O,; the results are used to postulate atmospheric chemical mechanisms of the VOCs studied.

Key words: ozonolysis mechanisms, oxygenated and unsaturated VOCs, FTIR, multiple-pass atmospheric

Vol. 8, N°1 (2017): 5-11

photoreactor.

INTRODUCCION
Las cetonas, aldehidos y ésteres insaturados son
compuestos organicos volatiles (COVs) oxigenados
emitidos a la atmodsfera por una variedad de fuentes
antropogénicas y biogénicas, como las industrias y
la vegetacion (Atkinson, 2000), los cuales una vez
en la atmoésfera pueden degradarse por los distintos
oxidantes troposféricos como los radicales OH, radi-
cales NO,, atomos de Cl y moléculas de O,. En este
trabajo, se presenta el estudio de los productos de las
reacciones de moléculas de O, con 6-metil-5-hepten-
2-ona, 2-metil-2-pentenal y crotonato de etilo a 298
Ky 1 atm de presion. El mecanismo de reaccion de
los compuestos insaturados con 0zono tiene como
paso inicial la formacion de un aducto denominado

Recibido: 20/3/2017

ozo6nido primario, formado por la adicion del ozono
al doble enlace >C=C< del compuesto insaturado,
este ozonido es inestable y se fragmenta originando
compuestos carbonilicos y los birradicales inter-
mediarios denominados “birradicales de Criegee”
(Finlayson y Pitts, 2000).

Las degradaciones atmosféricas de los COVs in-
saturados iniciadas con 0zono en areas contaminadas
se espera que resulte en la formacion principalmente
de acidos, aldehidos, anhidridos y otros compuestos
dicarbonilicos, los cuales estaran expuestos a reac-
ciones subsecuentes con los radicales OH presentes
en la tropdsfera y a procesos fotoliticos iniciados
por la luz solar (Johnson y Marston, 2008; Gai et
al., 2009; Bernard et al., 2010). De esta manera, la

Aceptado: 26/4/2017
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elevada reactividad de estos compuestos insaturados
y también de sus productos primarios, implicaria
la formacion del smog fotoquimico y aerosoles
organicos secundarios (AOS) en la atmosfera, si
son emitidos en grandes cantidades. Los resultados
fueron utilizados para postular mecanismos atmos-
féricos los cuales pueden ser incorporados dentro
de los modelos de transporte quimico para obtener
estimaciones de las contribuciones de las emisiones
de este tipo de compuestos con ozono y la formacion
de otros fotooxidantes en la tropdsfera.

METODOS

Los experimentos fueron llevados a cabo en una cama-
ra de simulacion de paso multiple de 480 L con detec-
cion por espectroscopia infrarroja con “transformada
de Fourier” (FTIR) “in situ” a 298 £3 Ky 760 Torr
en aire sintético; una descripcion detallada del reactor
puede encontrarse en Barnes et al., 1993 y 1994. Por
lo tanto solo se proporciona una breve descripcion
la camara, la cual esta constituida por un cilindro de
vidrio de 3 m de longitud, con un paso 6ptico de 48,11
m, sellado en ambos extremos por un recubrimiento
de teflon-aluminio. El sistema puede ser evacuado por
una bomba turbomolecular equipado dentro del reac-
tor con un ventilador de teflon magnético que permite
la homogeneizacion de los reactantes. Un sistema de
espejos tipo “White” esta ubicado dentro del reactor,
acoplados a un FTIR Nicolet Magna 550 que permite
monitorear “in situ” los reactantes y productos en el
intervalo de 4000 -700 cm!, registrando los espectros

infrarrojos con una resolucion de 1 cm™.

El ozono fue generado a través de una descarga
eléctrica en un flujo de oxigeno puro. De manera
complementaria, los productos de reaccion fueron
identificados a través de espectrometria de masas
con trasferencia protonica (PTR-TOF-MS). Los ex-
perimentos fueron realizados por duplicado para cada
compuesto insaturado en presencia de un exceso de
monoxido de carbono como capturador de los radi-
cales OH para evitar las interferencias de los mismos.
Las concentraciones iniciales de los reactantes en
ppmV (1 ppmV= 2.46 x 10" molécula cm™ at 298
K) fueron: 6-metil-5-hepten-2-ona (16-17), 2-metil-
2-pentenal (10-11), crotonato de etilo (10-12), ozono
(1-2), monoxido de carbono (34-41). Los productos
de la reaccion en fase gaseosa fueron monitoreados
y asignados por espectroscopia FTIR utilizando los
espectros de referencia disponibles. Los reactantes
fueron analizados en las siguientes frecuencias infra-
rrojas (en cm™): 6-metil-5-hepten-2-ona 2928; 2-metil-
2-pentenal 2983; crotonato de etilo 1186.

Los compuestos insaturados 6-metil-5-hepten-
2-ona, 2-metil-2-pentenal y crotonato de etilo fueron
provistos por Sigma Aldrich con una pureza de 99%,
97% y 99% respectivamente. El monodxido de carbo-
no fue provisto por Messer Griesheim, 99% y el aire
sintético fue obtenido de Air Liquide, 99.999%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos de la reaccion de O, con 6-metil-
5-hepten-2-ona, 2-metil-2-pentenal y crotonato

Tabla 1. Rendimientos de los productos de oxidacion de las reacciones de 6-metil-5-hepten-2-ona, 2-metil-2-pentenal y crotonato
de etilo iniciadas por moléculas de O,, con deteccion por FTIR “in situ”.

COV insaturado Productos identificados Rendimiento (%)
CH,C(O)CH,CH.C(OH e
CH,C(CH,)=CHCH,CH,C(O)CH, CH,C(O)CH, 39+4
(6-metil-5-hepten-2-ona) CH,(0) 25+3
CHCO)COH e
- CHCO)COH e
-metil-2-pentena CH.(0) s
- HC(O)C(O)OCH,CH, 49+ 6
T Crotomtode s} cH o 1o 4
CH,(0) 5+£3
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Figura 1. Concentracion vs. Tiempo de o 6-metil-5-hepten-

2-ona y sus productos de reaccion, \/ acetona y o formalde-
hido.

de etilo y sus rendimientos son presentados en la
Tabla 1.

Reaccion 6-metil-5-hepten-2-ona + O,

Se observaron 4-oxopentanal, acetona, formaldehido
y metil glioxal como productos de reaccion, de los
cuales fueron cuantificados la acetona y el formalde-

Productos formados (ppm)

T T T T 1

T
0,0 0,1 0,2 03 0,4 05 0,6

6-metil-5-hepten-2-ona consumido (ppm)

Figura 2. Gréfico de la concentracion de productos de reaccion
o acetona y \/ formaldehido en funcion de la concentracion
del 6-metil-5-hepten-2-ona consumido en la reaccién con O,

hido (véase Tabla 1). Los compuestos carbonilicos
4-oxopentanal y metil glioxal han sido identificados
simultaneamente por FTIR y por PTR-TOF-MS.
En las Figuras 1 y 2 se muestran respectivamente
la variacion de concentracion del reactante y de los
productos respecto al tiempo de reaccion y los pro-
ductos formados respecto al reactante consumido,
de cuyas pendientes se obtuvieron los rendimientos

o 0.
u e,
7 e c==2¢
—_ + (0]
H3C\ H/zc CH3 3 S e I \\cn2
c—c¢ H;C H \0
/ 0\ S
H;C H ?, e \040
‘»“& %‘?/ /
¢ & HcC
‘o0 o} A
Cc—CH o + He ”
A 2 o c c
H \0 o c \C/ \I,;"/ \CH3
~F He” * e, 2
H
* (\""3 * 4-oxopentanal
Productos Productos

Figura 3. Mecanismo propuesto para la reaccion: 6-metil-5-hepten-2-ona + O, (en los recuadros rojos se muestran los productos

de reaccion identificados).
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Concentracion (ppm)
»

0 100 200 300 400 500
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Figura 4. Concentracion vs. Tiempo de o 2-metil-2-pentenal
y sus productos de reaccion, o formaldehido,"/ propanal.

de los productos de reaccion. El formaldehido se
originaria por los birradicales de Criegee CHe(OOp)
CH,CH,C(O)CH,y (CH,),CeOOQs a través del canal
hidroperdxido. El mecanismo de degradacion pro-
puesto se muestra en la Figura 3.

El rendimiento de la acetona de (39 + 4) %
implica que la fragmentacion del ozoénido pri-
mario formado de este alqueno tri-sustituido es
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Productos formados (ppm)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

2-metil-2-pentenal consumido (ppm)

Figura S. Grafico de la concentracion de productos de reaccion
o Propanal, \V formaldehido en funcion de la concentracion del
2-metil-2-pentenal consumido en la reaccion con O,.

ligeramente favorecido hacia la formacion del
birradical mas sustituido (CH,),CeOQe. Smith et
al. (1996) cuantificaron la acetona (0,302 + 0,048)
y 4-oxopentanal (0,82 £+ 0,21) para la ozonolisis
del 6-metil-5-hepten-2-ona a través de CG-FID y
CG-IR e indicaron la preferencia para la forma-

(o)
\
H \C—H
C,Hs CH,
o 00 o)
CH,—CH,_ &/ \ /7
3 2 C\ c—C

\
H H3C/ H

Propanal +
Productos

¢'o\\
o~ O
\\ I l', 0
—> H/T—i\c/
C,Hs CH; L
‘&“%\?’ 0%«9
C 74 0
o N\
/06 \\c_ c//
cH2—C / \
H J
* Metil glioxal
Productos

Figura 6. Mecanismo propuesto para la reaccion: 2-metil-2-pentenal + O, (en los recuadros rojos se muestran los productos de

reaccion identificados).
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cion del birradical mas sustituido (CH,),CeOOe.
También Grosjean ef al. (1996) cuantificaron como
producto acetona (0.2822 + 0.023) en la reaccion de
la ozonolisis del 6-metil-5-hepten-2-ona, a través
de cromatografia liquida con sistema de detec-
cion ultravioleta, sin embargo, no cuantificaron el
4-oxopentanal. Asi los resultados obtenidos indican
un buen acuerdo con los obtenidos por Smith et
al. (1996) y Grosjean et al. (1996), indicando la
preferencia en la fragmentacion del ozénido para
formar el birradical mas sustituido (CH,),CeOOe
y el producto 4-oxopentanal.

Reaccion del 2-metil-2-pentenal + O,

En las Figuras 4 y 5 se muestran respectivamente
la variacion de concentracion del reactante y de
los productos respecto al tiempo de reaccion y
los productos formados respecto al reactante
consumido, de cuyas pendientes se obtuvieron
los rendimientos de los productos de reaccion.
Los principales productos encontrados fueron
propanal y metil glioxal (véase Tabla 1), que de
acuerdo al mecanismo propuesto en la Figura 6
son originados por la fragmentacion del ozonido
mediante los canales A y B. El metil glioxal fue
identificado mediante FTIR y PTR-TOF-MS,
pero no fue cuantificado ya que no se disponia
del espectro de referencia infrarrojo calibrado.
El formaldehido puede formarse a través de

sin O,

con O,

Concentracion (ppm)

6(‘)0
Tiempo (s)
Figura 7. Concentracion vs. Tiempo de o crotonato de etilo y

sus productos de reaccion \/ glioxilato de etilo, o acetaldehido
y ¢ formaldehido.

reacciones por el canal hidroperoxido del birra-
dical CH,Ce(OOe)C(O)H y CH,CH,CHe(OOs).

El rendimiento de propanal de (40 £ 3) %
sugiere que para este alqueno tri-sustituido
existe una ligera preferencia por la fragmenta-
cion del ozonido que generara el birradical mas
sustituido, obteniéndose el birradical de Criegee
di-sustituido (CH,)HC(O)CeOOe, en tanto, que
Grosjean et al. (1996) en su estudio utilizando
cromatografia liquida con sistema de deteccion
ultravioleta, midieron aproximadamente rendi-
mientos iguales para los productos carbonilos pri-
marios, butanal (0.527 = 0.055) y glioxal (0.559
+ 0.037) de la reaccion O, + trans-2-hexenal,
indicando que para este alqueno di-sustituido
no existen preferencias para la formacion de un
birradical particular.

Reaccion crotonato de etilo + O3

En las Figuras 7 y 8 se muestran respectivamente
la variacion de concentracion del reactante y de los
productos respecto al tiempo de reaccion y los pro-
ductos formados respecto al reactante consumido, de
cuyas pendientes se obtuvieron los rendimientos de
los productos. La suma de los rendimientos de los
carbonilos primarios, glioxilato de etilo y acetalde-
hido es alrededor de 65%, el mecanismo propuesto
de la degradacion del crotonato de etilo ante el ozono

Productos formados (ppm)

Crotonato de etilo consumido (ppm)

Figura 8. Grafico de la concentracion de productos de reaccion
o glioxilato de etilo, \V acetaldehido y o formaldehido en
funcion de la concentracion del crotonato de etilo consumido
en la reaccion con O,

DISTRIBUCION DE PRODUCTOS Y MECANISMO EN FASE GASEOSA DE REACCIONES DE OZONO CON COMPUESTOS INSATURADOS OXIGENADOS
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Figura 9. Mecanismo propuesto para la reaccion: Crotonato de etilo + O, (en los recuadros rojos se muestran los productos de

reaccion identificados).

se indica en la Figura 9. En la Tabla 1 se indican
los productos formados para esta reaccion. La for-
macion del formaldehido es atribuido a la reaccion
del birradical de Criegee CH,CH(OOe) a través del
canal hidroperoxido. Basado en el rendimiento no
hay evidencia de la preferencia en la descomposicion
del ozonido primario de este alqueno di-sustituido
para formar el birradical con el sustituyente mas
voluminoso (C,H,OC(O))(H)CeOOQe.

En el estudio de mecanismos de reaccion de
ozonolisis de otros ésteres como acetato de trans-
2-hexenilo, estudiado a través de cromatografia
liquida con sistema de deteccion ultravioleta por
Grosjean et al. (1996), los autores indicaron que
son favorecidas ambos canales de fragmentacion
del ozonido, formando como productos butanal y
acetato de 1-oxoetilo con rendimientos de (0.473
+ 0.023) y (0.583 £ 0.141) respectivamente. Asi
también, en el estudio de reacciones de ozonolisis
a través FTIR realizado por Bernard et al. (2010)
del acrilato de metilo con productos glioxilato de
metilo (0.30 = 0.06) y formaldehido (0.43 = 0.01)
y acrilato de etilo con productos glioxilato de etilo
(0.53 £0.08) y formaldehido (0.45 + 0.07) no indi-
can preferencia en la formacion de ningun birradical

en particular proveniente de la fragmentacion del
0zo6nido.

CONCLUSION

Las reacciones de ozondlisis estudiadas indican
que la fragmentacion del ozonido primario esta
influenciada por la estructura de los birradica-
les que han de formarse. De acuerdo con los
resultados de rendimientos de los productos de
reaccion obtenidos en este trabajo, se favorece
ligeramente la formacion del birradical menos
voluminoso. Aunque esta tendencia no predomina
en la ozondlisis del éster, como se ha demostrado
en estudios previos para la ozondlisis de los és-
teres, la fragmentacion del ozénido no favorece
la formacion de ningun birradical en particular
(Grosjean et al. 1996; Bernard et al. 2010). En
cuanto al destino atmosférico, los productos de
las reacciones de ozondlisis de los compuestos
estudiados en base a su estructura son compues-
tos carbonilicos, que podrian reaccionar con los
radicales OH o degradarse a través de la fotolisis
en la atmoésfera, o bien en algunos casos como
los productos muy oxigenados podrian formar

ELizaBetH GAONA COLMAN, MARIA B. BLANCO, IAN BARNES & MARIANO A. TERUEL, PP. 5-11
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nucleos de condensacion contribuyendo asi a la
formacion de aerosoles organicos secundarios.
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Resumen: Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son componentes toxicos y cancerigenos, cuya
fuente principal son de combustibles fosiles. Requieren largo tiempo para biodegradarse. Se considero la ad-
sorcion para disminuir la infiltracion y la contaminacion de las aguas subterraneas por los HAPs proveniente
de tanques subterraneos. Los estudios de adsorcion se realizaron en Batch para determinar las isotermas de
adsorcion, la capacidad de adsorcion y de retencidn, para adsorbentes como carbon activado, alimina activada
y tierra de diatomea utilizando, acenafteno, fluoranteno, antraceno y fenantreno. Se han realizado estudios de la
cinética de adsorcion para cada uno de ellos, comparando con modelos matematicos. La mayoria de los HAPs
estudiados con los distintos adsorbentes se han adaptado mejor al modelo de Langmuir y el adsorbente que
presentd mayor capacidad de adsorcion y de retencion fue el carbon activado y todos ellos siguen una cinética
de pseudo segundo orden.

Palabras clave: contaminantes, cinética de adsorcion, HAPs, aguas subterrdneas.

Abstract: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are toxic and carcinogenic components, whose main
source is fossil fuel. They require long time to biodegrade. Adsorption was considered to reduce infiltration and
groundwater contamination by PAHs from underground tanks. Adsorption studies were carried out in batch to
determine the adsorption isotherms, adsorption capacity and retention to adsorbents such as activated carbon,
activated alumina and diatomaceous earth using, acenaphthene, fluoranthene, anthracene and phenanthren.
Adsorption kinetics studies have been performed for each of them, comparing with mathematical models. Most
of the HAPs studied with the different adsorbents have been better adapted to the Langmuir model and the
activated carbon was the adsorbent that presented greater capacity of adsorption and retention and all of them
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follow a pseudo second order kinetics.

Key words: contaminants, adsorption kinetics, PAHs, groundwater.

INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)
son considerados como los componentes mas
toxicos de los productos del petréleo, asociados
a efectos cronicos y cancerigenos. A menudo, son
distinguidos por el numero de anillos que poseen, y
se conocen mas de cien compuestos diferentes. La
familia de los HAPs, son un grupo de hidrocarburos
con moléculas que contienen dos o mas anillos aro-
maticos de seis carbonos fusionados a través de dos
0 mas atomos de carbono (Figura 1), pero algunos
de ellos contienen también anillos de cinco carbonos
como el acenaftileno y el benzo (b) fluoranteno.
Una definicion estricta de los HAPs, es aquella
que los define como compuestos formados por dos

Recibido: 14/11/2013

0 mas anillos aromaticos unidos. Estos pueden ser
divididos en dos grupos segin su peso molecular:
los de bajo peso molecular formados por los de 2 a
3 anillos y los de alto peso molecular formado por
aquellos que contienen en su estructura mas de 3
anillos. Los HAP derivados incluyen a los HAPs
que tiene un alquilo u otro radical unido a un anillo;
también se encuentran los compuestos aromaticos
heterociclicos (HAC), que incluyen a los HAP en
los cuales cualquier atomo de carbono en un anillo
esta sustituido por un atomo de nitrégeno, oxigeno,
o un atomo de azufre (Roy, 1997). Se caracterizan
por que suelen ser solidos, transparentes, blancos o
amarillos verdosos palido y pueden tener un débil
y agradable olor.
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Algunos estudios recientes muestran que al-
gunos HAPs, principalmente los mas pesados,
presentan toxicidad en aguas a niveles bajos de
solubilidad. La mayoria de los peligros en los
sistemas acuaticos, resultan de la toxicidad fotoin-
ducida causada por la excitacion de los estados de
los HAPs, debido a la radiacion UV (Roy, 1997).

Lasolubilidad de los HAPs en agua disminuye al
ir aumentando el peso molecular y el tamafio de la
molécula, con el consiguiente aumento del caracter
lipofilico. Los HAPs identificados por su significa-
cion medioambiental, presentan todos ellos caracter

lipofilico, y son potencialmente bioacumulados y
concentrados en suelos y sedimentos tanto mas
cuanto mayor sea su persistencia en cada medio.
(Botello, 2005).

En la Figura 1 se observan las estructuras de los
16 hidrocarburos aromaticos policiclicos declarados
en 1976 por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (U.S. EPA) como contaminantes
prioritarios, debido a sus efectos cancerigenos, mu-
tagenos y teratogenos para los organismos acudticos
e incluso para el hombre (Sbarato et al., 2002).

El benzo[a] pireno es el hidrocarburo aromatico

Naftaleno Acenafteno Acenaftileno Fluoreno
GO
Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno

e CC

®

-1
g

Criseno Benzo (a) Benzo (b) Benzo (k)
antraceno fluoranteno fluoranteno
Acenaftileno Dibenzo (a, h) Indeno (1,2,3 Benzo (g,h,i) -
antraceno — ¢, d) Pireno perileno

¢
QOOO

C

c
X see

Figura 1. Los 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos considerados como contaminantes prioritarios por la Agencia America-
na de la Proteccion del Medio Ambiente (EPA) y la Union Europea (Directiva 2000/60/EC). Adaptado de Nadal et al. (2004).

EVALUACION DE PROCESOS FISICOQUIMICOS DE ADSORCION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPS)



14 Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017)

policiclico mas estudiado y es considerado como el
mas representativo de los compuestos de este grupo,
se acostumbra expresar los impactos ocasionados
por los HAPs en términos de equivalencia con
el benzo[a] pireno. Si bien, es un contaminante
con efecto carcindgeno, apenas si existen hasta el
presente valores limite y estandares ambientales.
(Rodriguez Suarez, 2011).

La infiltracion, afecta en menor grado a las aguas
subterraneas, debido a que el suelo posee una capa-
cidad de atenuacion, lo que prolonga el problema
en el tiempo y en el espacio (Nuiiez, 2002).

Por lo general, los tanques de combustibles y
tuberias estan sometidos a la corrosion y a fallas
estructurales que crean fugas y escapes introdu-
ciendo una variedad de contaminantes en el agua
subterranea. Las fugas son muy frecuentes en los
tanques de acero pelados que no fueron protegidos
contra la corrosion o bien los tanques que poseen
muchos afios bajo tierra, almacenando derivados
del petroleo. Un litro de gasolina es suficiente para
producir un millén de litros de agua subterranea
inutilizable (Sophocleous, 2002).

En la actualidad en el Paraguay, existen de-
nuncias de hechos de contaminacion de suelos y
aguas subterraneas por combustibles principal-
mente gasoil, provenientes de tanques subterraneos
deteriorados (Méndez, 2009). En este trabajo de
investigacion nos interesa la fuente de contamina-
cion del agua subterranea por los HAPs, debido a la
fuga de tanques de almacenamiento y de derrames
de combustibles derivados de petréleo.

METODOLOGIA

Se utilizaron materiales de vidrio para prepara-
cion de soluciones de concentracion conocida.
Se realizaron analisis con un Espectrofotometro
Ultravioleta-Visible de la marca GENESYS 10S
UV-Vis, con un software de procesamiento de datos
llamado VISIONIite Scan Version 5.0. Se realizaron
estudios de Batch a 20 °C, para determinar las iso-
termas de adsorcion para cada uno de adsorbentes
carbon activado, alimina activada y tierra de diato-
mea con los cuatros HAPs estudiados (acenafteno,
fluoranteno, antraceno y fenantreno). Con este

método seleccionamos el material adsorbente que
presentd mayor efectividad para retener los HAPs.

Caracterizacion de los HAPs

Los HAPs contienen anillos aromaticos en su es-
tructura, los cuales son capaces de absorber radia-
cion UV. Esta absorbancia es funcion de la longitud
de onda de la radiacion incidente, de manera que
el espectro que relaciona estas dos variables es
caracteristico para cada compuesto.

Obtencion del Limite de Deteccion y Cuantifi-
cacion

Los limites de deteccion y cuantificacion son para-
metros que determinan la capacidad de analisis de
un método analitico en unas condiciones de mayor
sensibilidad que permite el sistema informatico.
Definen la sensibilidad, o la minima cantidad de
analito que puede producir una sefial significativa.

El limite de deteccion (CL) se define como la
minima concentracion de analito en una muestra
que se puede detectar en un proceso de analisis con
un nivel aceptable de confianza, pero no necesaria-
mente cuantificada.

El limite de cuantificacion (LQ) es la concen-
tracion minima de analito que puede determinarse
con un nivel aceptable de exactitud y precision.

Es el limite inferior para medidas cuantitativas
precisas, como opuesto a la deteccion cualitativa. Se
puede definir como la concentracion de analito que
proporciona una sefal igual a la sefial del blanco,
mas diez veces la desviacion estandar del blanco.
(Compafi6 Beltran y Rios Castro, 2002)

Para la obtencion de los limites de deteccion
y cuantificacion se prepararon una disolucion del
blanco de cada uno de los HAPs usando como
solvente 40% de metanol en agua de cada uno de
los HAPs, con los adsorbentes. A partir de ésta se
deja por un tiempo de 24 horas, para alcanzar el
equilibrio.

Obtencion de recta de calibrado

Para la obtencion de la recta de calibrado se ha
realizado una serie de diluciones adecuadas a partir
de la solucion madre de 100 ppm de cada uno de los

Maria CAROLINA SAMUDIO PEREZ, pp. 12-25
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HAPs y se ha medido su absorbancia a la longitud
de onda escogida anteriormente.

Tratamiento previo de los adsorbentes

Se realizo un recubrimiento de los adsorbentes, car-
bon activado, tierra de diatomea y alimina activada
con acido clorhidrico diluido. Pasado unos minutos
se realiz6 un segundo bafio con etanol, dejando una
capa fina de recubrimiento, para luego dejar en la
estufa a 60°C por un tiempo de 24 horas, en que los
adsorbentes deben mostrar un aspecto seco, de no
ser asi se prolonga el tiempo de estancia en la estufa.

Obtencion de Curvas de Carga: Isotermas de
Adsorcion

La experiencia consistio en hacer variar la masa de
adsorbente para una concentracion determinada de
HAPs. Se utilizaron 100 ppm de cada HAPs para
la alimina, la tierra de diatomea y para el carbon
activado.

Se introdujo en cada tubo entre 10 a 20 ml de
cada solucion de HAPs de una concentracion deter-
minada y masa del adsorbente variable agitandolo
durante un tiempo necesario y luego se dejo 24
horas, tiempo estimado para alcanzar el equilibrio.

Pasado este periodo, se analizaron las muestras
realizando las lecturas de las absorbancias con el
espectrofotometro.

Equilibrio de adsorcion

Los resultados experimentales obtenidos con
cada adsorbente se utilizaron para determinar los
parametros de equilibrio de ambas isotermas de
adsorcion, modelos de Langmuir y de Freundlich.
Estos modelos, permitirian conocer la cantidad
maxima de HAPs susceptible de ser fijada sobre el
adsorbente para una concentracion en disolucion
dada, buscando una relacion tedrica entre estos dos
valores: Ceqy Q.

Modelo de Langmuir

Para comparar el modelo con los resultados expe-
rimentales se representa Ceq/Q en funcion de Ce,
dando la pendiente b y la ordenada en el origen el
valor de K.

Modelo de Freundlich

Para cada HAPs con los adsorbentes, se realiza el
estudio comparativo de las isotermas de adsorcion
con el modelo de Freundlich y se representaran
como log Q en funcién a Ceq.

Influencia del solvente en la preparacion de
disoluciones.

Las disoluciones se realizaron con agua, pero debi-
do a que son poco solubles se ha afiadido metanol
para favorecer su disolucion.

Para ver el efecto del solvente anadido en la lec-
tura de absorbancia, se realizaron las lecturas de las
diferentes absorbancias de diferentes disoluciones
de concentraciones conocidas para cada HAPs con
diferentes porcentajes del solvente.

Estudio de las cinéticas de adsorcion de cada
HAPs

Para el estudio experimental de la cinética de ad-
sorcion se ha dispuesto de una masa conocida del
adsorbente en 500 ml de una disolucién de 100
ppm de concentracion de cada HAPs. A intervalos
de tiempo se ha tomado una muestra que ha sido
estudiada con el espectrofotometro analizando su
concentracion, para determinar la evolucion decre-
ciente de la misma en funcidn del tiempo. Se les
aplicaron los modelos de cinética de orden cero,
primero y segundo orden, asi como las especificas
para cinética de adsorcion de pseudo primer orden
y pseudo segundo orden.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los HAPs

Se han obtenido los espectros de absorcion ex-
perimentalmente utilizando el espectrofotometro
GENESYS 10S UV-Vis, con un software de pro-
cesamiento de datos VISIONIite Scan Version 5.0,
empleando una solucién con una concentracion
determinada para cada HAPs. Se ha tenido en
cuenta el pico que presenta la mayor absorbancia a
la concentracion dada para determinar la variacion
de la absorbancia con la concentracion.

La Tabla 1 muestra el resumen de las longitudes de

EVALUACION DE PROCESOS FISICOQUIMICOS DE ADSORCION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPS)
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Tabla 1. Longitud de onda caracteristica de cada HAPs.

HAPs Longitud de onda (nm)
Acenafteno 226
Fluoranteno 286

Antraceno 376
Fenantreno 250

onda caracteristicas de cada hidrocarburo aromatico
policiclico que se han seleccionado para el analisis.

Los cuatros HAPs estudiados presentan una ab-
sorcion entre 200 nm y 500 nm, lo que corresponde
a absorciones debidas a transiciones electronicas
entre orbitales m—m*, los cuales se encuentran
presentes las estructuras moleculares, ya que se
trata de moléculas heterociclicas aromaticas (Skoog
et al., 2008).

Obtencion de la recta de calibrado

Las rectas de calibrado se han obtenido elaborando
las graficas de Absorbancia vs. Concentracion para
cada hidrocarburo aromatico poli aromatico, con los
valores obtenidos experimentalmente.

Acenafteno (A= 226 nm)

La Tabla 2 muestra las concentraciones de Acenaf-
teno y sus respectivos valores de absorbancia que
seran utilizados para el grafico de la concentracion
con respecto a la absorbancia.

Tabla 2. Datos de Concentracion de Acenafteno, absorbancias,
pendiente, intercepto, coeficiente de correlacion.

Con:;rl;tl;a)ncién Abs Resultados
0 0 Pendiente 0,5211
0,198 0,105  Intercepto  -0,0029
0,395 0,199 R’ 0,9997
0,790 0,400
1,220 0,633
1,580 0,825

Fluoranteno (A= 286 nm)

La Tabla 3 muestra las concentraciones de fluoran-
teno y sus respectivos valores de absorbancia que
seran utilizados para el grafico de la concentracion
con respecto a la absorbancia.

Tabla 3. Datos de Concentracion de Fluoranteno, absorbancias,
pendiente, intercepto, coeficiente de correlacion.

Con:le);::':;cién Abs Resultados
0 0 Pendiente 0,1601
1,25 0,147  Intercepto  -0,0238
2,50 0,308 R’ 0,9986
4,00 0,597
7,00 1,088
10,00 1,589

Antraceno (A= 376 nm)

La Tabla 4 muestra las concentraciones de antra-
ceno y sus respectivos valores de absorbancia que
seran utilizados para el grafico de la concentracion
con respecto a la absorbancia.

Tabla 4. Datos de Concentracion de Antraceno, absorbancias,
pendiente, intercepto, coeficiente de correlacion.

Concentracion

(o) Abs Resultados
0 0 Pendiente 0,0246
1,785 0,045  Intercepto 0,0045
2,550 0,064 R’ 0,9996
5,101 0,128
10,201 0,265
25,511 0,643
40,801 0,997

Fenantreno (A= 250 nm)

La Tabla 5 muestra las concentraciones de fenan-
treno y sus respectivos valores de absorbancia que
seran utilizados para el grafico de la concentracion
con respecto a la absorbancia.
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Tabla 5. Datos de Concentracion de Fenantreno, absorbancias,
pendiente, intercepto y el coeficiente de correlacion.

Con:;g::;dén Abs Resultados
0 0 Pendiente 0,3146
0,437 0,181  Intercepto 0,0334
0,875 0,324 R’ 0,9986
1,750 0,606
3,501 1,123
4.220 1.350

Obtencion de Curvas de Carga: Isotermas de
Adsorcion

Se determinan la concentracion en equilibrio de
los HAPs (Ceq) después de 24 horas y la cantidad
en miligramos del HAPs adsorbido por gramo de
carbon activado (Q). Los resultados se presentan
en la Tabla 6.

Mediante los mismos se observa que el carbon
activado presenta un mayor valor de carga de masa
adsorbida Q que los demés adsorbentes con cada
uno de los HAPs evaluados, con mayor valor con
el antraceno y el menor valor el acenafteno.

Los valores de la carga de masa adsorbida Q en
orden decreciente son del antraceno, fluoranteno,
fenantreno al acenafteno con el carbon activado.

El comportamiento de los tres primeros HAPs
en la secuencia sefialada, se relacionan por la acce-
sibilidad de las mismas a la superficie del carbono,
ya que todas poseen un numero de enlaces pi conju-
gados iguales (7), siendo el de mayor carga de masa
adsorbida Q el del antraceno, debido a que posee
Tabla 6. Resumen de los valores de la carga de masa de

HAPs en miligramos adsorbida por cada gramo de adsorbente
utilizado.

HAPS (oo MM i,
Acenafteno 30,8 11,0 15,85
Fluoranteno 74,3 15,6 38,20
Antraceno 82,8 30,3 25,47
Fenantreno 44.4 33,6 19,11

una estructura de disposicion lineal de sus anillos
aromaticos lo que facilita la adsorcion.

En cuanto a que el acenafteno tenga menor carga
de masa adsorbida Q, se relaciona con su grado de
aromaticidad menor (menos enlaces pi conjugados)
con respecto a los demas HAPs mencionados, ade-
mas de la estructura molecular.

Modelizacion del equilibrio de adsorciéon

Los resultados anteriores obtenidos se utilizaran
para determinar los parametros de equilibrio, em-
pleando los modelos de Langmuir y de Freundlich,
de manera a conocer cual de los modelos es el que
se adapta mejor para cada HAPs, y determinar cual
de ellos posee mayor capacidad de adsorcion.

Modelo de Langmuir
El modelo de Langmuir (Ecuacion 1), se utilizo
para cada uno de los HAPs con sus adsorbentes.

1 1 1

0 kC b Ecuacion 1
donde b (mg/g) y Kb (I/mg) son constantes relacio-
nadas con la capacidad de adsorcion y entalpia de
adsorcion que es la cantidad de calor involucrado
en el proceso de adsorcion de un mol de sustancia
respectivamente, Ce (ppm) es la concentracion de la

Q (mg HAP/g Adsorbente)

Ce (ppm)

Figura 2. Representacion del comportamiento de la adsorcion
segun Langmuir.
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disolucion en el equilibrio y Q (mg/g) la capacidad
de retencion del adsorbente. La Figura 2 representa
el comportamiento de la adsorcion segiin Langmuir.
Los resultados obtenidos se detallan a continuacion.

En la Tabla 7 se presenta un resumen de los
valores de las constantes Kb de las isotermas de
Langmuir, observandose que todos los HAPs pre-
sentan un valor mayor con el carbon activado que
con los demas adsorbentes, con lo que todos los
HAPs con el carbon activado poseen mayor entalpia
de adsorcion.

Tabla 7. Las constantes (Kb) de las isotermas de Langmuir
para cada uno de los HAPs con los adsorbentes estudiados.

Carbén  Alimina Tierra

(angmuir) Activado Activada Diatomea
(Vmg) (/mg) (Vmg)
Acenafteno 0,0051 0,0006 0,0003
Fluoranteno 0,0044 0,0002 0,0047
Antraceno 0,0095 0,0070 0,0032
Fenantreno 0,0220 0,0033 0,0250

En la Tabla 8 se presentan los valores de la
capacidad de adsorcidon segun las isotermas de
Langmuir (b), observandose que todos los HAPs
presentan un valor mayor con el carbon activado
que con los demas adsorbentes.

El segundo adsorbente de mayor capacidad
de adsorcion es la tierra diatomea y por tltimo la
alimina activada.

Tabla 8. Las constantes b de las isotermas de Langmuir para
cada uno de los HAPs con los adsorbentes estudiados.

b Carbon  Alumina Tierra
(gt Activado Activada Diatomea
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Acenafteno 42,0 15,20 31,4
Fluoranteno 117,6 14,99 439
Antraceno 117,6 31,14 32,2
Fenantreno 47,8 43,86 19,3

Modelo de Freundlich
El modelo de Freundlich (Ecuacién 2), se utilizo
para cada uno de los HAPs con sus adsorbentes.

Lagquflogk+%logcu Ecuacion 2
uacl

donde by 1/n son dependientes de la temperatura,
y gsat puede ser tomado como funciéon o no de
la misma. Los resultados obtenidos se detallan a
continuacion.

Q (mg HAP/g Adsorbente)

Ce (ppm)

Figura 3. Representacion del comportamiento de la adsorcion
segun Freundlich.

En la Tabla 9 se presentan los valores de coefi-
ciente de correlacion lineal de cada HAPs, obtenida
de los modelos evaluados segin las de Langmuir
y de Freundlich, observandose que para todos los
HAPs adsorbidos en carbon activado, el modelo
que mejor se ha adaptado al comportamiento ex-
perimental es el de Langmuir por el valor mayor de
R2; mientras que para la alimina activada, el mo-
delo que mejor se ha adaptado al comportamiento
experimental es el del Langmuir para la mayoria
de los HAPs a excepcion del Fluoranteno que se
adapta mejor al modelo de Freundlich.

En cuanto que para la Tierra diatomea, el mo-
delo que mejor se ha adaptado al comportamiento
experimental de Langmuir es con el Fluoranteno,
el Antraceno y el fenantreno, mientras que el Ace-
nafteno se adapta mejor al modelo de Freundlich.
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Tabla 9. Valores de coeficiente de correlacion lineal de cada uno de los HAPs para las isotermas de Langmuir y Freundlich.

HAPs Carbén Activado Alumina Activada Tierra Diatomea
Langmuir  Freundlich | Langmuir  Freundlich | Langmuir  Freundlich
Acenafteno 0,9319 0,8589 0,9129 0,7846 0,7062 0,9005
Fluoranteno 0,8856 0,8439 0,6130 0,8274 0,7476 0,6741
Antraceno 0,9816 0,9369 0,9775 0,7192 0,9007 0,7809
Fenantreno 0,9931 0,8917 0,8411 0,5574 0,9862 0,4739
Estudio de la influencia de la utilizacion del sol- Acenafteno

vente en la preparacion de disoluciones

Se han obtenido las rectas de calibracion para cada
porcentaje de metanol utilizado, siendo los resulta-
dos y gréficos obtenidos los siguientes.

En la Figura 4 se observan los graficos realizados
con igual concentracién de acenafteno, utilizando
metanol en distintos porcentajes 40%, 50% y 70
%, se observa que las graficas son muy parecidas
dando una pendiente bastante similar.

Resultados Obtenidos Grafico
Acenafteno - % Metanol
40% y =0,5349x + 0,0058 0s
Metanol R?=0,9992 08
0.7
0.6
50% y=0,5299x + 0,0038 w 05
Metanol R?=0,9994 2 0a 1
0.3 4
0.2 4 —Lineal {40% Metanol)
70% y =0,5229x - 0,005 —— ineal (70% Metanol)
0.2 1 —— Lineal (S0% Metanol)
Metanol R%2=0,9996 o . . ,
0.5 1 15 2
C (ppm)

Figura 4. Influencia en la recta de calibrado de la cantidad de metanol en la preparacion de las disoluciones de Acenafteno.

Absorbancia versus concentracion.

Fluoranteno

En la Figura 5 se observan los graficos realizados
con igual concentracion de fluoranteno, utilizando

metanol en distintos porcentajes 40%, 50% y 70
%, se observa que las graficas son muy parecidas
dando una pendiente bastante similar.
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Resultados Obtenidos Grafico
y=10,1649x - 0,0494
40% Metanol Fluoranteno - % Metanol
R?=0,9995 18 1
16 1
=0,1668x - 0,0798 |
70% Metanol Y e
R?=10,999 12
y=0,176x + 0,0889 @ 7
50% Metanol -
R?=0,9991 08 1
0.6 4
—— Lineal (70% Metanol)
0.4 4
——Lineal (50% Metanol)
0.2 4 —— Lineal (40% Metanol)
oo.uo Z.EI) i;ﬂ 6.(’» &;ﬂ) !l)iw 12.‘@

C (ppm)

Figura 5. Influencia en la recta de calibrado de la cantidad de metanol en la preparacion de las disoluciones de Fluoranteno.
Absorbancia versus concentracion.

Antraceno metanol en distintos porcentajes 40%, 50% y 70

: 7 . 0 7 .
En la Figura 6 se observan los graficos realizados %o, se observa que las graficas son muy parecidas
con igual concentracién de antraceno, utilizando ~dando una pendiente bastante similar.

Resultados Obtenidos Grafico
40% y =0,0244x + 0,0054
Antraceno - % Metanol
Metanol | R?=0,9998 121
70% y=0,1668x - 0,0798 1]

Metanol | R*=0,9990

50% y = 0,0246x + 0,0186 S ]
Metanol | R*=0,9998

—— Lineal (70% Metanol)
—— Lineal (S0% Metanol)
—— Lineal (40% Metanol)

[ 5 10 15 20 25 30 35 4 as

C (ppm)

Figura 6. Influencia en la recta de calibrado de la cantidad de metanol en la preparacion de las disoluciones de Antraceno.
Absorbancia versus concentracion.

Fenantreno %, se observa que las graficas son muy parecidas
En la Figura 7 se observan los graficos realizados ~ dando una pendiente bastante similar.
con igual concentracion de fenantreno, utilizando El estudio de la influencia del uso del metanol

metanol en distintos porcentajes 40%, 50% y 70  seharealizado para los cuatro HAPs, obteniéndose
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las rectas para diferentes porcentajes de metanol, afiadido en la disolucion para la preparacion de los
los que han mostrado pendientes similares, verifi- HAPs, no afecta significativamente a la lectura de
cando de esta manera que la cantidad de metanol las absorbancias.

Resultados Obtenidos Grafico

y =0,0244x + 0,0054

40% Metanol
R%2=0,9998

Fenantreno - % Metanol

y=0,1668x - 0,0798 *

70% Metanol w2
R%2=0,9990
y=10,0246x + 0,0186 -

50% Metanol 2
R%2=0,9998 o o

Figura 7. Influencia en la recta de calibrado de la cantidad de metanol en la preparacion de las disoluciones de Fenantreno.
Absorbancia versus concentracion.

Estudio de las cinéticas de adsorciéon de cada un comportamiento similar en todos los casos de
HAPs un decaimiento rapido al principio de la adsorcion
La cinética se ha seguido con el carbon activado  disminuyendo lentamente a tiempos mas largos.
de adsorbente considerando que este es el que ha

presentando mayor capacidad de adsorcion, con Tabla 10. Modelos Cinéticos aplicados al acenafteno y al

respecto a los otros estudiados. fluoranteno.
En la Figura 8 se observa el decaimiento cinético
de los cuatro HAPs estudiados en funcion del tiem- Acenafteno  Fluoranteno  Unidades
po. (ver tablas 10y 11). En las mismas se observan k= 00032 0.0106 ppm/min
Orden | o _ | 5956 5,1274 Ppm
Cero 0
R’=  0,6300 0,5462
Evoluciéon de la tracion de HAPS vs tiempo _ 0.0029 0.0023 -
Primer _ ; i
12 Orden | CO= 12,8379 25,2973 Ppm
10 ] R= 0,271 0,6114
= 08 4 = 0,0003 0,0001 Ppm'/min
£ ol Segundo | (o _ ) 0714 25,0000 Pom
o Orden o
04 R= 08141 0,6733
0.2 k= 0,0188 0,0298 min’!
Pseudo
0.0 T T T 3 = -1
0 50 100 150 200 1° Orden Q. 14,9423 24,3858 me-g
dempo (i R’ = 0,9788 0,9821
po (minutos)
Q= 28,1690 40,1606 mg.g!
I —o— Acenaft F —o—F —o— ] p d < |
2 Ordon | K= 1931110°  1,8636.10° gy
Figura 8. Cinética de Adsorcion del Acenafteno, Fluoranteno, . 091
Antraceno y Fenantreno. R= 0,9986 0,999
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Tabla 11. Modelos Cinéticos aplicados al fenantreno y al
antraceno.

Fenantreno Antraceno Unidades

k= 0,0068 0,0317 ppm/min

%&‘:‘ C,= 2224 5,3557 Ppm
R= 04598 0,4856

) = 0,0035 0,0099 min’!

lg::i“e‘: Co= 21,3467 48211 Ppm
R= 05635 07518

k= 0,0002 0,0042 Ppm'/min

Sggr‘;';i" C,= 206185 5,0050 Ppm
R=  0,6637 0,9104

k= 00312 0,0315 min”

1Es(§lrl:1‘:n Q= 302471 15,1985 mg.g”
R= 09700 0,9867

Q= 62,5000 29,0698 mg.g’

Al

zfs(;"r‘g:n k= 1831110°  3,6911.10° g;‘fl'
R= 09995 0,9996

Por lo que, la velocidad al principio de la adsorcion
estd gobernado por la difusion externa, que es el
transporte de las moléculas del adsorbato desde el
seno de la solucion hasta la superficie externa de las
particulas del adsorbente y la segunda parte por la
difusion intraparticular, que es la adsorcion desde la
superficie externa del adsorbente hasta los centros
activos de adsorcion (entre los poros).

Todos los HAPs estudiados con el carbon activa-
do, se ajustan mejor al modelo cinético de adsorcion
al de Pseudo segundo orden.

CONCLUSIONES

Los cuatros HAPs estudiados presentan una ab-
sorcion entre 200 nm y 500 nm, que corresponde
a absorciones debidas a transiciones electronicas
entre orbitales m—n*, los cuales se encuentran
formando las estructuras moleculares de moléculas
heterociclicas aromaticas.

El carbon activado presenta mayor valor de
carga de masa adsorbida (Q) que los demas adsor-
bentes; indicando esto que tiene una capacidad de
retencion mayor que los demas adsorbentes.

El mayor valor de carga de masa adsorbida (Q)
lo presenta el carbon activado con el antraceno y

el menor valor con el Acenafteno.

Las proporciones de la carga de masa adsorbida
(Q) con el carbon activado en orden decreciente es:
antraceno, fluoranteno, fenantreno y acenafteno
respectivamente.

El comportamiento del carbon activado con
el antraceno, fluoranteno, fenantreno, se podria
relacionar con la accesibilidad de las mismas a la
superficie del carbono, ya que todas poseen siete
enlaces pi (w) conjugados y el de mayor carga de
masa adsorbida (Q) es del antraceno con la estruc-
tura de disposicion lineal de sus anillos aromaticos.

El acenafteno tiene una menor carga de masa
adsorbida (Q) de carbon activado con respecto a los
demas HAPs, relacionada con su grado de aromati-
cidad menor, ademas de la accesibilidad disminuida
debido a su estructura molecular.

La mayoria de los HAPs presentan un valor
mayor en la capacidad de adsorcion con el carbon
activado que con los demas adsorbentes segun el
modelo de Langmuir, cuyos valores son 42 mg
de acenafteno/g de carbon activado, 117,6 mg
de fluoranteno/g de carbdn activado, 117,6 mg
de antraceno/g de carbon activado; 47,8 mg de
fenantreno/g de carbon activado.

Para todos los HAPs adsorbidos en carbon
activo, el modelo que mejor se ha adaptado al
comportamiento experimental es el de Langmuir
presentando ajustes de las funciones lineales iguales
a R2=10,9319 para el acenafteno; R2= 0,8856 para
el fluoranteno; R2=0,9816 para el antraceno; R2=
0,9931 para el fenantreno.

La adsorcion con alimina activada, se ha adap-
tado mejor al modelo de Langmuir para la mayoria
de los HAPs ajustadas con una funcion lineal de
R2 =0,9129 para el acenafteno; R2= 0,9775 para
el antraceno; R2= 0,8411 para el fenantreno, a
excepcion del Fluoranteno que se adapta mejor al
modelo de Freundlich ajustadas con una lineal con
R2 =10,8274.

La Tierra diatomea, se ha adaptado mejor al mo-
delo de Langmuir con el Fluoranteno, el Antraceno
y el fenantreno, ajustadas a través de una funcion
lineal con R2 =0,7476, R2=0,9007 y R2=0,9862
respectivamente, o mientras que con el acenafteno

Maria CAROLINA SAMUDIO PEREZ, Pp. 12-25



Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017) 23

se ajusta mejor al modelo de Freundlich a través de
una funcion lineal con R2 = 0,9005.

El uso del metanol como disolvente de los HAPs
no afecta a las lecturas de las absorbancias.

Todos los HAPs con el carbon activado, se
ajustan mejor al modelo cinético de adsorcion al
de Pseudo segundo orden ya que los valores de
R2 son de 0,9986; 0,9991: 0,9995; 0,9996 para el
Acenafteno, Fluoranteno, Fenantreno y Antraceno
respectivamente.

Se ha comprobado que los HAPs pueden ser
retenidos utilizando los adsorbentes estudiados,
siendo el carbon activado el mejor adsorbente
de entre los tres, seguida de la tierra de diatomea
segun el modelo de Langmuir. Teniendo en cuenta
la cantidad de HAPs que puede adsorber y retener,
asi como la concentracion de HAPs que se pretende
extraer del agua subterranea contaminada, se podria
disefiar una barrera de retencion de los HAPs a base
de carbon activado.
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Resumen: El disefio es una componente esencial en los estudios estadisticos. Los ensayos clinicos constituyen
el estandar de oro pues utilizan el concepto de aleatorizacion para balancear efectos de variables observadas y
no observadas sobre la respuesta de interés, aunque esto no siempre es posible. Una solucion posible son los
disefios observacionales, que buscan reproducir las condiciones de un estudio aleatorizado, sin la aleatorizacion.
Aspectos principales son el matching y la sensibilidad. El primero busca balancear los posibles efectos de las
variables observadas, y el segundo intenta cuantificar la magnitud causal necesaria para invalidar los resultados
obtenidos. Estos conceptos son aplicados en un pequeiio ensayo clinico exploratorio para evaluar sus cualidades
bajo la perspectiva de un estudio observacional. Los resultados muestran que una eleccion de pares semejantes
mejora la comparabilidad entre los grupos de tratamiento y de control. Las conclusiones son altamente sensibles
a pequeflos cambios que pueden originarse como efecto de variables no observadas.

Palabras claves: Estudios Observacionales, Matching, Pares semejantes, Andlisis de Sensibilidad.

Summary: Design is a crucial component in statistical studies. In biostatistics, the clinical trials are the gold
standard, because the use of randomization to balance either observed and non observed covariates effects on
the response. But random assingment of treatment to subjects not always is possible. Observational studies is an
alternative, but it lacks randomization. Two key concepts are, matching to balance effects of observed covari-
ates, and sensitivity analysis to measure the amount of the hidden effect that would make conclusions invalid.
These concepts are applied to a small exploratory clinical trial in order to evaluate its characteristics under the
observational study framework. Results show that it is possible to improve comparability by matching pairs,
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and conclusions are highly sensitive to small changes due to unobserved covariates.

Keywords: Observational studies, Matching, Matching pairs, Sensitivity analysis.

INTRODUCCION

Numerosas instituciones, publicas y privadas,
como resultado de sus operaciones, generan una
gran cantidad de datos que terminan almacenados
en sus archivos, sin extraer la informacion ttil que
pueden proporcionar. Ejemplo de tales instituciones
son los prestadores de salud, como los hospitales,
sanatorios o centros especializados; en estos luga-
res, las historias clinicas de los pacientes registran
numerosas variables relativas a su estado de salud,
a los tratamientos que les fueron administrados y a
los resultados obtenidos.

El analisis estadistico formal de estos datos
suele presentar dificultades, porque no cumplen,
en general, con el requisito de asignacion aleatoria
de tratamientos a los pacientes. Debido a esta falta
de aleatoriedad, los grupos potencialmente pierden

Recibido: 27/2/2013

comparabilidad; por esta razén, son necesarios
ajustes para prevenir que las conclusiones se vean
afectadas por sesgos ocultos que no han sido tenidos
en cuenta. Esta asignacion al azar es caracteristica
en los disefios experimentales, cuando esto no es
posible, queda la posibilidad de realizar estudios
observacionales o quasi-experimentos, en los que se
intenta recuperar de algin modo las condiciones de
un estudio experimental, incorporando ademas, pro-
cedimientos estadisticos para controlar y cuantificar
el grado de distorsion de los resultados obtenidos,
que pueden ocasionar las variables no observadas.

Por otra parte, si no se tienen en cuenta las limi-
taciones de los estudios observacionales, la unica
alternativa valida de analisis se reduce, en general,
a los de tipo descriptivo, en los que la informacion
es proporcionada en tablas, cuadros, graficos y las
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medidas descriptivas usuales. Esta situacion es sa-
tisfactoria cuando no se tiene mayores pretensiones
con relacion al conocimiento obtenido; pero, si el
interés esta centrado en conclusiones que orienten
la toma de decisiones o en estudiar asociaciones
entre variables, factores y respuestas, con la expec-
tativa de encontrar relaciones de causa-efecto, es
fundamental contar con herramientas mas potentes
y adecuadas para obtener la informacion disponible
en los datos.

El objetivo general de este trabajo es explorar
las caracteristicas generales de los estudios obser-
vacionales como alternativa valida a los disefios
experimentales.

Mas especificamente, el objetivo general es
desagregado en los dos aspectos siguientes:

(a) Revisar los conceptos de matching y sensi-
bilidad del analisis en un estudio observacional de
pares semejantes y (b) Aplicar la teoria revisada
para evaluar un estudio clinico piloto real.

El desarrollo es como sigue: Primero se re-
visa el marco de referencia proporcionado por
los estudios experimentales; especificamente, se
revisan aspectos relacionados con los disefios de
pares semejantes. A continuacion, se desarrolla el
estudio observacional, junto con sus dos caracte-
risticas esenciales, el Matching y la Sensibilidad
del Diseflo. Finalmente, la teoria de los estudios
observacionales, que ha sido revisada, es aplicada
para evaluar un estudio experimental piloto para
comparar dos tratamientos.

MATERIALES Y METODOS
Estudios de Pares semejantes en general

Los conceptos que siguen han sido desarrollados
en Bloom (2006), Greenland (2004), Pirrachio et
al. (2012), Rosenbaum (1989), (2002), (2004),
(2005 a, b), (2007) y (2010), Rosenbaum y Rubin
(1983), en Rubin (2006 a, b) y (2008), Sobel (2006)
y Zubizarreta et al. (2011).

El término disefio experimental abarca una gran
cantidad de esquemas utilizados para la recopila-
cion de datos. La eleccion de un esquema particular
depende de factores como: el objetivo del estudio,
la estructura de la poblacion a estudiar, el tipo de

efecto estudiado y su variabilidad, la validez de
los resultados obtenidos, aspectos financieros y
consideraciones éticas, entre otros.

Si la respuesta estudiada se espera observar luego
de un breve tiempo posterior a la intervencion y
tanto la enfermedad como el tratamiento tienen
poca duracion, el disefio pareado y aleatorizado
ha demostrado ser un esquema eficiente, el cual es
conceptualizado a continuacion.

Concepto

En un estudio pareado se toma como unidad de
estudio un par de individuos, cada uno identificado
como (i, j); i denota al par, siendo i =1, 2, ..., [;
similarmente, j identifica al individuo dentro del
par,conj=1,2.

Si Zes la variable que identifica la aplicacion, o no,
del tratamiento; para el sujeto (7, /) resulta, Z,=1 sila
unidad (7, j) recibe el tratamiento; en caso que reciba
el control, entonces Zij = 0; que expresando como un
vector toma la forma, Z=(Z , Z,,, ... Z,, Z,)". Se
observaque Z,=1-Z7 .

Sea ahora x, el vector de variables observadas.
Identificando todos sus elementos, se escribe
como x = (x,, X,, ..., x,)". El elemento, x,, deno-
ta la k-ésima variable observada en el vector,
k=1,2,...,K. El vector de variables toma la forma
X; = (xl.jl, Xy oo Xy T para indicar las variables
asociadas con la unidad (7, j); la correspondiente
k-ésima variable observada es Xu r

Sea R, la respuesta observada. En un par especi-
fico, R, indica la respuesta del (i, j)-ésimo individuo;
todas las respuestas se presentan con el vector,

R= (Rn’ RIZ’ " Rn’ Rlz)T'
Cada respuesta puede representarse como,
Y;: (le - ZiZ)(Rll - Rzz) (1)

Por otra parte, ademas de las variables efecti-
vamente observadas, es posible que existan otras
no observadas.

Sea U, la variable no observada asociada a la
unidad (7, j). Todas las unidades se representan
COMO: W= (U, Uy ooy Uy U).

Sin perder generalidad, j = 1 identifica siempre

DISENOS OBSERVACIONALES: UNA APLICACION EN ESTUDIOS CLINICOS
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al individuo que recibe el tratamiento y j = 2 al
individuo que recibe el control. En la practica, esta
asignacion es aleatoria.

En un estudio experimental se requiere que los
individuos dentro de cada par sean lo mas similares
posibles. Esta similitud es determinada por medio
del matching basado en las variables observadas.

Estadisticos y su distribucion aleatorizada

Dentro de cada par, un individuo recibe el tra-
tamiento aleatoriamente. Bajo este esquema, un
individuo en el par i tiene probabilidad de recibir
tratamiento igual a,

Pr(Z, =1)=Pr(Z,=0)=1/2.

Con [ posibles pares, y como cada posicion pue-
de ocuparse de dos formas posibles, la probabilidad
de ocurrir un par especifico es entonces, 1/2%.

Dependiendo de la asignacion del tratamiento a
cada individuo, la ecuacion 1 tendra signo positivo
0 negativo; entonces, esta ecuacion proporciona el
sentido de la diferencia entre las respuestas de los
individuos del par.

En un disefio pareado, cada individuo del par
recibe aleatoriamente el tratamiento o el control.
Para [ pares, se tienen 2/ posibles asignaciones.

Para contrastar la plausibilidad de la hipotesis
nula, es necesario un estadistico que proporcione
una estimacion del efecto del tratamiento, que junto
con su distribucion muestral, serviran de base para
realizar la prueba.

Se consideran: (1) El promedio de las diferencias
de respuestas en cada pary (2) el estadistico Rangos
con Signo de Wilcoxon.

Distribucién aleatorizada del promedio de
las diferencias
Sean, . / el conjunto de todos los valores de

(r,» 1, X, ) para todos los sujetos y .~ el conjunto
de todos los s’ posibles valores que puede tomar
Z = (le’ ZIZ’ » Z]l’ ZIZ)T'

Se define entonces, A = (. /, .7 ).
Suponiendo que la hipétesis nula es cierta, el

promedio de las diferencias,

_ I
r=-Yy,
=1

~ | =

1

tiene distribucion para una cola, Pr(}7 > y|A).
Para dos colas, la distribucion del promedio de
las diferencias tiene forma,

2Pe(V > y|A) = Pr(Y <—y|A)+ Pr(Y > y[A),

que es simétrica alrededor de cero.

Segiin R. A. Fisher, la aleatorizacion propor-
ciona una base razonable para realizar inferencias
causales.

Si los datos no tienen buen comportamiento,
el promedio de las diferencias es uno de los esta-
disticos menos eficientes; un estadistico robusto
alternativo para este caso, es el estadistico Rangos
con Signo de Wilcoxon.

Rangos con Signo de Wilcoxon.
Este estadistico se define de la siguiente manera:
Se tienen i =1, 2, ..., I pares de individuos.
Dentro de un par, cada individuo es identificado
porj=1yj=2.Entonces, (i, ) identifica al j-ésimo
sujeto en el i-ésimo par.
El estadistico de prueba es,

i
=3 sen(Y)q,
=1

donde sgn(Y) = 1 si ¥, > 0, mientras que gn(Y) =
0si Y <0; g, = rangolY; tipificando el estadistico
produce,

T-E(T|A)

1/VariT|Ai

cuando la cantidad de pares | — oo.

— N(0,1)

Emparejamiento y Sensibilidad

Segun Cochran (1965), un estudio observacional es
una investigacion empirica en el cual,

“... el objetivo es dilucidar relaciones de cau-
say efecto ... (y donde) no es factible utilizar
el experimento controlado, en el sentido de

FERNANDO GIMENEZ SENA, PP. 26-49
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que, sea posible imponer los procedimientos
o tratamientos cuyos efectos se desea descu-
brir, o asignar sujetos de forma aleatoria a
los diferentes procedimientos .

El parecido con un disefio experimental radica
en que se trabaja con tratamientos, intervenciones
o politicas y se evalian los efectos que los mismos
causan. Un estudio en el que no existe tratamiento,
no es experimental ni observacional. En un estudio
observacional, no hay control de la asignacion de
tratamiento a los individuos, por lo que no es posi-
ble asegurar que sujetos similares reciban distintos
tratamientos, Rosenbaum (2002).

Por multiples razones puede no ser posible
controlar la asignacion de tratamiento; por ejemplo,
porque el tratamiento es perjudicial o costoso, o
una intervencion posiblemente estd condicionada
por motivos politicos o socioecondmicos, 0 existan
restricciones éticas para su aplicacion en forma
aleatoria, etc.

Un estudio observacional es sesgado si los gru-
pos de tratamiento y de control son diferentes antes
del tratamiento, de forma que esta diferencia tiene
importancia en la respuesta observada. El sesgo se
llama abierto cuando es evidente en los datos reco-
pilados; en contrario, el sesgo es oculto cuando los
datos no lo evidencian, debido a que la informacion
necesaria no ha sido observada o registrada.

El sesgo abierto es controlado recurriendo al
matching o a la estratificacion y se inicia antes de
disefiar el estudio. Por otra parte, por medio del
estudio de la sensibilidad del disefio se investigan
los posibles efectos del sesgo oculto. Estos dos
conceptos son revisados a continuacion.

Matching
Concepto

Es una técnica utilizada para conseguir que dos o
mas grupos de estudio sean semejantes.

En el contexto de estudios clinicos, permite que
los grupos experimental y control sean compara-
bles. Esta comparabilidad es factible por medio de
emparejamientos individuales, 1-a-1, alternativa-
mente son posibles utilizar, emparejamientos 1:n (1

tratamiento con n controles) o n:1 (n tratados con
1 control), o emparejamientos de relacion variable
y emparejamientos grupo a grupo de individuos.

Si es la UGnica técnica utilizada para lograr la
comparabilidad, puede resultar inadecuada para
sustituir la aleatorizacion como medio de balance
entre los individuos.

Emparejar los individuos del grupo tratado con
individuos del grupo de comparacion, significa
igualarlos en base a la similitud de ciertas varia-
bles. La tarea es relativamente sencilla cuando la
cantidad de variables es reducida.

Como los emparejamientos son factibles uti-
lizando unas pocas variables, puede que no sea
posible tener en cuenta todas las diferencias que
potencialmente podrian distorsionar de manera
significativa los resultados.

La ausencia de variables importantes en el ana-
lisis da lugar a dos tipos de distorsion. La forma
mas simple se denomina ""confusion directa™, que
aparece cuando existe una variable subyacente que
explica la variable y la respuesta al mismo tiem-
po. La segunda ocurre cuando la relacion entre la
variable y la respuesta es a través de una variable
intermedia, Cox y Wermuth (2007).

Poblacion antes del matching

Antes del matching existen en la poblacion L
individuos. Cada individuo /, tiene asociado una
variable observada x,y una variable no observada
u,con/=1,..,L.

La variable indicadora Z,conZ =1 sefala que
la unidad / ha recibido el tratamiento de interés, con
probabilidad , independiente de otros individuos.
Cuando Z = 0, se indica que el sujeto recibe el
tratamiento control con probabilidad de asignacion
iguala 1 —m,

Se tiene también que r,, designa la respuesta
que potencialmente se observaria en un individuo
si recibiera tratamiento, mientras que 7, denota la
respuesta potencial si el individuo hubiera recibido
el control. La respuesta observada se designa por
Rz: Zl>< ™t (1 _ZI)X Fer

La probabilidad que un sujeto reciba el trata-
miento de interés esta dada por,

DISENOS OBSERVACIONALES: UNA APLICACION EN ESTUDIOS CLINICOS
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n=Pr(Z,|r,, 7. X, 1),
Que resulta en,
Pr(Z1 =Zz,....,2, =z,|rT,l,rCll,xl,ul,...,rTlL ey, s

_ z _ 1—z, zp _ l—z,
xL,uL)_ﬂ1 (1 7z1) x..xxi(l-7,)

L
=1]=" (1—7z, ).
=1

Matching ideal

Si existen dos individuos & y /, uno de los cuales
recibe el tratamiento, con m, = T, se tiene que
Z+ 7, = 1. La formacion de un par semejante es
complejo, pues u, y u, no son observables. Sélo se
registrar, 07,y 7,07, porlo que inicamente es
posible emparejar en base a las variables observadas
x, de forma que X, = X, Finalmente se determina
(Z, Z) por asignacion aleatoria de los tratamientos.

Si la asignacion aleatoria no es posible, como
ocurre en los estudios observacionales, se evidencia
el problema de encontrar pares de individuos que
tengan la misma probabilidad de asignacion de
tratamientos. Se buscan entonces, condiciones en
las que estas probabilidades sean aproximadamente
iguales.

Si existen dos sujetos para los que w, = m, Ro-
senbaum (2010) muestra que,

Pr(zk =17, = 0|r77c’erﬁxkﬁukﬂrTl7rCl7XI’ul):

z I*Zk zl 1*21 _
”kk(l_”'k) X (1_771) =
ﬂ_lzk Y, (1 —7, )(I*Zk )+(1-z,)

y si ademas, exactamente uno de los individuos re-
cibio el tratamiento de interes, (esto es Z+Z = 1),
resulta,

Pr(Zk =1,Z, = 0|rm,er,xk,uk,rT,,rC,,x,,u,;Zk +

1
Z,:l):E

es decir, si es posible encontrar en el conjunto de L
individuos, un nimero de2/ sujetos diferentes y em-
parejados en / pares, entonces se podra reconstruir
la distribucion de las asignaciones de tratamientos

Z. En consecuencia, sera posible aplicar el analisis
de un experimento aleatorizado.

El matching con una sola variable en general
produce grupos de tratamientos y control que en
conjunto estan balanceados con relacion a variables
observadas. Puede ocurrir que pares individuales
cercanos, difieran ampliamente en algunas variables
especificas. Para la construccion de grupos mas
proximos se recurre a medidas que cuantifiquen las
diferencias entre los individuos.

Estas medidas penalizan las diferencias grandes,
y permiten la busqueda de individuos que sean en
cierto sentido cercanos. Los conjuntos similares,
en particular pares similares, son construidos
utilizando un algoritmo de optimizacion. El em-
parejamiento de los individuos de un par puede
tener impacto en la distribucion de las variables.
Por ejemplo, conducir a la pérdida de informacion
cuando la cantidad de unidades tratadas es diferente
a la cantidad de controles utilizados.

Segtin Rubin (1973), hay un limite en el benefi-
cio que puede conseguirse con el matching, aunque
esto puede ser resuelto utilizando otros esquemas
para hacer que los individuos sean semejantes.

El uso de la aleatorizacion para obtener el ba-
lance en las variables, es mucho mas potente que
el matching obtenido con las probabilidades de
asignacion de tratamientos. Esto se debe a que,
el primero balancea tanto variables observadas y
variables no observadas, mientras que el segundo
solo actlia sobre las observadas.

Puntaje de propension

El puntaje de propension es una herramienta para
realizar el matching, es utilizado como una medida
de la similitud entre dos individuos.

El puntaje asigna un numero a cada individuo
que servira de criterio para construir los empareja-
mientos de sujetos. Las variables del estudio obser-
vacional son colapsadas en un unico nimero que
resume su asociacion conjunta con las condiciones
del tratamiento, Hansen (2008).

En general, el puntaje es aplicado a tratamien-
tos de tipo binario. Hirano e Imbens (2004) hacen
extensiones para el caso en que el tratamiento es
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continuo.

Definicion

Con una muestra de tamafio L de una poblacion
infinita, el Puntaje de Propension es la probabili-
dad condicional de recibir el tratamiento dada las
variables observadas, esto es:

e(x) = Pr(Z,= 1|x) 2)

En un ensayo aleatorio controlado, la probabili-
dad de asignacion del tratamiento a un individuo es
conocida. En contrario, en un estudio observacio-
nal, esta probabilidad es desconocida; ademas, su
estimacion es compleja pues depende del conjunto
de variables observadas, asi como de las variables
no observadas.

Propiedades
1) Balance

Individuos tratados e individuos de control
que tienen el mismo puntaje de propension,
tienen la misma distribucion en las variables
observables x.

Pr(Z = 1[x; e(x)) = Pr(Z = 0|x; e(x)).
2) Matching Ideal

Bajo ciertas condiciones, permite obtener un
"“matching ideal"'. Si el modelo en el cual se
supone que los individuos son comparables,
es efectivamente cierto, entonces el matching
ideal puede conseguirse utilizando solamente
un indicador, denotado por e(x).

Por Matching Ideal se entiende que, los
individuos se asemejan con respecto a la
probabilidad de asignacion del tratamiento
a un individuo.

La estimacion del puntaje de propension, deno-
tado por é(x), se basa en algiin modelo que relaciona
la probabilidad de asignacion de tratamientos con
las variables observadas. Un modelo comun es el
Logit, aunque es posible utilizar otros métodos.
También es posible utilizar la estratificacion como
una alternativa al matching como herramienta para

asemejar.

Cochran (1965), afirma que utilizando cinco
estratos, formados a partir de una variable conti-
nua, se puede remover el 90% del sesgo presente
en una variable.

Matrices distancia

La Matriz Distancia es otra herramienta que sirve
para determinar la similitud entre individuos. Cada
fila de la matriz corresponde a un individuo que
recibe el tratamiento y cada columna esta asociada
con un individuo que potencialmente es un control.
Esta distancia se define como,

d, =[éx)-éx)]

Para tomar en consideracion las posibles dife-
rencias en variables se utiliza un ""calibrador™', de-
notado por w, de tal modo que para dos individuos,
kylconx, y x, respectivamente, con el calibrador
w se tiene que,

* silé(x) — é(x)| > w, entonces se fija la
distancia entre ambos en 0.

* sifé(x,) —é(x)| <w, entonces se fija la dis-
tancia entre ambos en d,, que es una medida
de la proximidad entre ambos individuos.

El calibrador es frecuentemente definido como
un multiplo de la desviacion estandar del puntaje
de propension. Modificando los valores del multi-
plicador se obtienen diferentes calibraciones de la
importancia relativa del puntaje de propension y
de las variables.

Un criterio sugerido por Rosenbaum (2010),
consiste en iniciar con una amplitud de 20% del
error estandar del puntaje de propension e ir ajus-
tando segun la necesidad, hasta obtener un balance
satisfactorio.

Gu y Rosenbaum (1993) expresan que, igua-
lando con el puntaje de propension en general es
suficiente. Sin embargo, cada par individual puede
ser muy distinto en términos de las variables.

Por otra parte, el matching dentro de interva-
los de puntajes estrechos de calibracion también
tienden a balancear la distribucion de variables,
proporcionando el beneficio extra de pares indivi-
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duales mas cercanos.

La Distancia de Mahalanobis es una generaliza-
cion de la distancia al caso de varias variables. La
diferencia en desvio estandar pesa igual para cada
variable en el vector x. Ademas, toma en conside-
racion la correlacion entre variables, esto es, dos
variables altamente correlacionadas son considera-
das como una sola por la distancia de Mahalanobis.

Si 3 es la matriz de covarianzas muestrales de
x, entonces la distancia de Mahalanobis para un par
de individuos k y / se define como,

D, = (Xk -X )Tﬁil(xk - Xz)

La Distancia de Mahalanobis fue disefiada
para datos normales multivariados, por lo que su
utilizacion con datos no normales puede producir
resultados inconsistentes.

Una modificacion para datos no normales recibe
el nombre de Distancia de Mahalanobis basada en
rangos.

Tipos basicos de matching

Segun Rosenbaum (2010), el matching ideal es el
mas conveniente pues produce resultados equiva-
lentes a un disefio aleatorizado, sin embargo, no
es posible estar completamente seguros de que en
la practica se cumplan las condiciones necesarias
para tal matching.

A continuacion se describen brevemente los
conceptos de: (a) matching 6ptimo de pares, (b)
matching 6ptimo con multiples controles y (c)
matching 6ptimo completo.

Matching 6ptimo de pares

En este tipo de matching, cada individuo tratado es
emparejado con un control distinto con el objeto de
minimizar la distancia total dentro del par. Alternati-
vamente, se utiliza una Funcion de Penalizacion que
asigna un valor a los pares que violan la restriccion
determinada por el calibrador.

Rosenbaum (2010) propone,

1000 x max(0,|é(x,) — é(x)| —w)

por lo que si,
6(x,) — é(x)| <w

entonces la penalizacion es cero.
Por otra parte, si

lé(x,) —e(x )| >w
entonces la penalizacion esta dada por:
1000 x (Jé(x,) — é(x,)| — w).

La penalizacion es agregada a la distancia de
Mahalanobis o a la distancia de Mahalanobis basada
en rangos en el valor correspondiente al par.

Matching 6ptimo con miiltiples controles

En este caso, cada sujeto tratado es emparejado
con al menos un, posiblemente con varios, control.
Emparejar con relacion fija significa que cada indi-
viduo tratado tiene el mismo nimero de controles
asociados; mientras que un matching con relacion
variable permite que cada sujeto tratado pueda ser
emparejado con un numero diferente de controles.
El matching con relacion variable es ligeramente
mas complejo, pues es necesario determinar quienes
son emparejados y también cuantos seran en cada
emparejamiento. Una estrategia util es imponer
restricciones en la eleccion de los controles.

Matching 6ptimo completo

Con este procedimiento, a diferencia de la ase-
mejacion con un numero variable de controles, el
esquema permite que un control sea emparejado
con varios sujetos tratados. Este matching puede
resultar mucho mejor que el matching 6ptimo de
pares o el matching con un ntimero variable de
controles. Como el matching completo tiene como
casos especiales los procedimientos previamente
vistos, los conjunto similares serdn al menos tan
buenos como ellos.

Los conjuntos resultantes pueden tener distin-
tos tamanos, por lo que es posible la existencia de
ciertas ineficiencias.

En un sentido especifico, este esquema es un
disefio 6ptimo para los estudios observacionales.
Define una estratificacion que es una particion de
los elementos en términos de las variables y con el
requerimiento de que cada estrato debe contener, al
menos, una persona tratada y un control.
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Comprobacion del balance

Una vez obtenido el grupo de controles para los
emparejamientos, es importante verificar si se ha
obtenido el balance en las variables observadas.
En caso que algunas variables no hayan sido ba-
lanceadas, es posible realizar algunos ajustes para
lograr el balance.

Rosenbaum (2010) sefiala tres procedimientos:
el matching casi exacto, el matching exacto y el
balance fino.

Una modificacion de la diferencia absoluta
estandarizada de las medias es utilizada como me-
dida del desbalance en las variables. Los valores se
calculan antes y después del matching, Rosenbaum
y Rubin, (1985).

Sean:

* X, la media de la variable k en el grupo
tratado, antes del matching.

+ X, lamedia de la variable k en el grupo de
control, antes del matching.

* X, lamedia de la variable k en el grupo
asemejado de control.

Sean entonces, la diferencia absoluta estandari-
zada antes del matching:

X, —%
tk ck
sd,, =—F———

2 2
Sy +s,)2

mientras que, la diferencia absoluta estandarizada
después del matching es:

_ |‘xtk - ‘xcmk |

sd  =————
mk .
w/isfk +sfk i/2

La ventaja principal de la diferencia absoluta
estandarizada sobre la diferencia no estandarizada
es que las variables con escalas diferentes pueden
ser mostrados en un mismo grafico para su com-
paracion.

El balance puede observarse graficamente en un
diagrama de cajas de las diferencias estandarizadas
agrupadas en "antes del matching" y "después del
matching". Otra representacion util es el grafico

00 de los valores-p comparados con la distribucion
uniforme.

Sensibilidad del disefio

La sensibilidad del disefio investiga el posible
efecto del sesgo oculto en los resultados.

Los sesgos abiertos pueden ser controlados
adecuadamente con una cuidadosa aplicacion del
emparejamiento, la estratificacion y el ajuste basa-
do en modelos. Sin embargo, la posible presencia
de efectos asociados a variables no observadas
requiere atencion adicional. Dos posibilidades de
control son, (a) el analisis de sensibilidad y (b) la
elaboracion de teorias.

El Analisis de Sensibilidad indica la magnitud
de sesgo oculto que es necesario para alterar las
conclusiones cualitativas del estudio. Los estudios
observacionales pueden ser muy distintos en su
sensibilidad al sesgo oculto, por tanto, es impor-
tante conocer si un estudio particular es sensible a
pequeiios sesgos o insensible a sesgos muy grandes.

Un Analisis de Sensibilidad para estudios ob-
servacionales intenta detectar en qué medida los
sesgos ocultos de variada magnitud pueden alterar
las conclusiones.

Se busca determinar cémo las conclusiones
basadas en un conjunto de suposiciones son modi-
ficadas si este conjunto fuera alterado en diversos
grados.

El marco de referencia esta dado por dos mo-
delos que expresan en términos generales la seme-
janza de los individuos a ser estudiados. El modelo
simple o "ingenuo", que afirma: "los individuos
que parecen semejantes, efectivamente lo son",
mientras que, el modelo realista que sostiene: "los
individuos que parecen semejantes, en realidad
podrian no serlo".

Modelo Simple para el analisis de sensibilidad

Se define un modelo "simple" como aquel que des-
cribe individuos que parecen semejantes y efectiva-
mente lo son. Si el modelo simple es cierto, en un
experimento de pares aleatorizados, la distribucion
del vector que representa las asignaciones de los
tratamientos, Z, puede reconstruirse por "matching"
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para las variables observadas x.

La sensibilidad de un estudio observacional a
los sesgos originados por variables no observadas,
es la magnitud del alejamiento con relacion al mo-
delo simple, que debe estar presente para que se
modifiquen las conclusiones del estudio.

Se entiende por Modelo Simple a la siguiente
situacion:

Dos individuos k& y /con las mismas variables
observadas x, y x,, tienen la misma probabilidad de
recibir el tratamiento condicionado a (r X,1),
esto es:

i rC’

T, =T,
7, =Pr(Z, = 1|er:er3 X, u,)
7 =Pr(Z, = 1|rTI’rCl’ X;,u,)

El modelo simple toma en consideracion las
mismas probabilidades pero bajo la suposicion de
que este modelo podria no ser el adecuado en un
grado expresado por un parametro I' > 1.

Los odds para dos individuos que tienen el
mismo conjunto de variables observadas es igual a,

7Ty
-7,

para el individuo £,

para el individuo /.

Ambos difieren a lo sumo en un multiplo de I
en consecuencia:

<r

1
—<
r

siempre que X, = X,.

Cuando I' = 1 entonces w, = 7, esto es, el modelo
simple es cierto.

Cuando n, — 0 om, — 1, entonces I' — oo; en
consecuencia resulta que 1 <T" < oo,

Analisis de sensibilidad en un disefio observa-
cional con pares semejantes

Siademas, se cumple que exactamente un individuo

recibe el tratamiento y el otro recibe el control, es
decir, Z, + Z,= 1, entonces la probabilidad de que k
reciba tratamiento y / reciba el control esta dado por,

Pr[Zk =LZ, =0, Y, X, 0,50, Ty, x,,u,]
7Ty

Tt

Si el modelo de sensibilidad es cierto, entonces
se verifica que:
1 T
< Tk <
1+ =, +x 1+

para los individuos emparejados, en el cual uno es
tratado y el otro sirve como control.

Cuando I — o0, el limite inferior en la ecuacion
anterior tiende a cero, mientras que el limite supe-
rior tiende a uno.

En un estudio se emparejan 2/ individuos del
total L en toda la poblacion.

Enumerando los individuos emparejados en
I pares de dos individuos, donde i =1, 2, ..., [ y
j=1,2demodoquex, =x,yZ =1-Z encada
uno de los / pares.

Si las condiciones del modelo simple son ciertas,
entonces la distribucion de las asignaciones de los
tratamientos en los / pares cumple,

Z. son mutuamente independientes, ... 1= 1, ..., I, (3)
n i 4)

1 < Ta L F.
I+ =my+m, 1+T

)

Esta distribucion es similar a la distribucion de
asignaciones en un experimento de pares aleatori-
zados, la diferencia radica en que la probabilidad
de asignacion de tratamientos en el disefio expe-
rimental es 1/2 para i = 1, 2, ..., I, mientras que
en las ecuaciones (1) a (3), las probabilidades de
asignacion de tratamientos a individuos pueden ser
diferentes de un par a otro y son desconocidas, pero
estan acotadas por 1/(1 + ')y I'/(1 +1T7).
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Se supone ahora, que ha sido calculado un valor-
p para el disefio observacional emparejado en base
a las variables observadas.

Si el modelo simple es cierto, esto es [' =1, las
inferencias tendrian las propiedades usuales del
disefio aleatorizado.

SiI'> 1, es posible calcular como podrian cam-
biar estos valores-p, (es posible hacer lo mismo
con las estimaciones puntuales y los intervalos de
confianza), para un valor especifico de I.

Todo estudio es sensible a un sesgo suficien-
temente grande. En consecuencia siempre existe
algin valor de I' tal que para ese valor y otros ma-
yores, el intervalo de posibles p-valores incluye pe-
quetios valores y al mismo tiempo valores grandes.

El analisis de sensibilidad muestra como la
inferencia puede cambiar con I

RESULTADOS Y DISCUSION
Caso de Estudio

El estudio a evaluar se ha realizado en el lapso de
un afo y medio, entre 2010 y 2011. Fue conducido
por un centro de tratamiento especializado de le-
siones, usualmente en las extremidades inferiores,
que presentan dificultades en su curacion.

El disefio es experimental, exploratorio y com-
parativo, ciego simple, en el cual fueron seleccio-
nados, seglin criterios de inclusion y exclusion
especificados, 30 pacientes con ciertas caracteris-
ticas bien definidas, en particular, pacientes cuya
cicatrizacion no ha sido superior a I mm? una vez
transcurrido 30 dias de tratamiento. La mitad de
ellos recibe un tratamiento estandar (Tratamiento
de Control, en lo que sigue simplemente Control),
mientras que la otra mitad, recibe una terapia al-
ternativa. El proposito del estudio fue comprobar
si la terapia alternativa, (Tratamiento Nuevo, en lo
que sigue simplemente Tratamiento), mejora los
resultados obtenidos.

Una vez seleccionado el paciente, y luego de
una evaluacion para determinar su linea base, es
asignado aleatoriamente a uno de los dos trata-
mientos. Debe notarse que por requerimientos del
disefo, estan fijados la cantidad de pacientes para
cada grupo de tratamiento; esto es, 15 individuos

recibiran el control y 15 recibiran el tratamiento
experimental.

El paciente es mantenido en el estudio durante
tres meses, su estado clinico es controlado durante
este periodo, y recibe, en intervalos regulares, la
curacion con el tratamiento designado. Un médico
se encarga de la condicion clinica, mientras que
una enfermera especializada se ocupa de realizar
las curaciones, ademas de evaluar y registrar la
evolucion de la lesion para su posterior estudio.

Larespuesta de interés se define como la dismi-
nucion del area de la tlcera durante el periodo de
estudio, la cual se estima para cada paciente, como
la diferencia entre el area de la lesion al inicio del
estudio (AT1) y el area al final (ATMAX). En cada
caso, el tiempo final de estudio puede ser distinto,
un individuo puede culminar su tratamiento antes
de los tres meses ya sea por curacion de su lesion
o por abandono del estudio. En este estudio no se
presentaron casos de abandono, por lo que la cul-
minacion se ha debido Uinicamente por curacion
de la dolencia.

Edad(EDAD), sexo(SEX), residencia(COMUN)),
peso(PESO), talla(TALLA), indice de masa
corporal(IMC), cantidad de antecedentes
morbidos(AMSUM), cantidad de medicamentos
que recibe al momento de ingresar al estudio
(MESUM), cantidad de antecedentes quirrgi-
cos relacionados con la herida(AQSUM), pre-
sion arterial sistolica(PASIS), presion arterial
diastolica(PADIA), presion en el brazo (PBRAZO),
presion en el tobillo(PTOBIL), indice tobillo-
brazo(ITB), nivel de creatinina(CREA), nivel
de hematocritos(HCTO), nivel de hemoglobina
glicocilada(HCLIO1), hemoglucotest(HGT),
tiempo de evolucion de la dolencia(EVOL) y area
inicial (AT1).

El estudio es realizado en un marco experimen-
tal, el "entorno controlado" fijado por medio de los
criterios de seleccion y exclusion que busca recoger
una muestra relativamente homogénea de indivi-
duos con el objeto de que las diferencias observadas
sean deducidas como debidas unicamente a los
efectos originados por los distintos tratamientos.
Su caracteristica exploratoria justifica el pequefio
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numero de unidades seleccionadas y atn asi, ha
sido considerablemente dificil llegar al nimero de
sujetos previsto. Una consecuencia importante del
tamafo reducido de la muestra es la dificultad para
controlar los efectos de la gran cantidad de variables
asociadas con los individuos y que potencialmente
podrian tener algin efecto no previsto sobre la
evolucion de la lesion.

Analisis estandar

En el grupo de control, la menor disminucion del
area de la lesion es de 0,18 mm?, mientras que la
maxima observada 14,13 mm?, en promedio la
disminucion ha sido de 3,24 mm? con error tipico
igual a 0,94 mm?, indicando que el valor real se en-
cuentra dentro de los limites 1,23 mm?y 5,25 mm?
del intervalo de confianza del 95%. La disminucion
promedio eliminando el 5% mas extremo se reduce
a 2,18 mm?, unos 12% inferior, que sugiere valores
extremos relativamente importantes. La mitad de
las disminuciones es mayor a 2,27 mm?.

Por otra parte, en el grupo de tratamiento se
registra —0,39 mm? como valor minimo, que en
realidad significa un aumento de la superficie al
final del tratamiento, siendo el maximo observado
15,74 mm?, lo que indica un rango de 16,12 mm?
que es mayor al observado en el grupo de control.
El intervalo de confianza del 95% tiene limites 1,63
mm? y 7,06 mm?con centro en 4,35 mm? superior
a la disminucion promedio del grupo control; el
promedio truncado es similar, aproximadamente
4 mm?. Sin embargo, el 50% de los pacientes tiene
una reduccion menor o igual a 1,71 mm?.

Estudiando la disminucion del area de la lesion
(DAREA=AT-ATMAX) se han encontrado los
siguientes resultados.

En la Tabla 1 se ve la reduccion media en cada
grupo; la mayor disminucion corresponde al grupo

Tabla 1. Disminucién del area de la lesion por Grupo de
tratamiento.

Grupo N Media Err. tip. media
Cambioen  TRAT 15 4.3467 1.26
el area CONT 15 3.2417 0.94

Tabla 2. Prueba de igualdad de la disminucion promedio del
area en cada grupo.

Err. L. L.

Dif. gl Sig tip inf. sup
media (bilat.) Dif. 95 95
1.105 28 0.488 1.57 -2.12 433

de interés, pero también presenta mayor variabi-
lidad. El coeficiente de variacion observado en
el grupo de tratamiento es 12% mayor que en el
grupo de control.

De la Tabla 2 en el que se muestra la diferencia
de la disminucion promedio del area de la lesion,
por medio del estadistico de Student se concluye
que la diferencia 1,1 mm?no puede asociarse con
efectos sistematicos y el valor es considerado como
resultado de la variacion aleatoria.

El procedimiento se desarrolla en cuatro etapas,
(1) analisis de las variables, (2) descripcion de
la respuesta estudiada, (3) construccion de pares
semejantes, y (4) evaluacion de la sensibilidad. Se
comparan los resultados de tres modelos.

1) Mod-1: Modelo 1

Incorpora todas las variables de interés, con
las siguientes caracteristicas: La variable
IMC (indice de masa corporal) que es de-
rivada de las variables PESO y TALLA; la
variable ITB (indice tobillo-brazo) derivada
de PTOBIL y PBRAZO; no incluye la va-
riable AT1.

2) Mod-2: Modelo 2

Es el Modelo 1 del cual se eliminan las va-
riables menos significativas.

3) Mod-3: Modelo 3

Es el Modelo 2 con el agregado de la variable
AT1 (Area inicial de la lesion).

Los resultados se obtienen utilizando los
programas estadisticos R y SPSS.

Matching
El matching consiste en seleccionar un grupo de
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Variable @ Min 1Q Mediana 3Q Max
EDAD- 440  64.0 66.0 78.0  89.0
cont
EDAD- 51.0 59.0 69.0 79.0  89.0
trat
IMC- 197 226 27.77 278 343
cont
IMC-trat 197 218 23.45 264 341
PASIS- 100.0  130.0 130.0 140.0 170.0
cont
I 100.0 128.0 140.0 150.0 162.0
trat
PADIA- 740  78.0 82.0 84.0  96.0
cont
PADIA- 70.0  80.0 82.0 86.0  100.0
trat
ITB-cont 0.57  0.63 0.69 0.75  0.79
ITB-trat 040  0.58 0.66 0.73  0.79
CREAT- 0.7 1.1 1.10 1.3 2.9
cont
(Il 0.8 1.0 1.10 1.2 2.9
trat
HCTO- 320  36.0 41.0 420  44.0
cont
ELO1L0 31.0  36.0 40.0 420 445
trat
HGLIOL- 6.0 7.10 8.3 11.6
cont
BIGROE o 6.3 7.10 8.5 10.2
trat
HGT- 72.0  135.0 142.0  209.0 433.0
cont
HGT-trat 70.0 81.0 121.0 176.0  294.0
EVOL- 0.0 2.0 3.0 4.0 6.0
cont
L1 3.0 3.0 4.0 5.0 6.0
trat
ATl-cont 03 0.8 2.55 5.3 14.4
AT1-trat 0.2 0.6 3.60 104 159

individuos, con caracteristicas especificas, para
aplicarles el tratamiento de interés. Similarmente,
se elige otro grupo de forma tal que, sus individuos
sean lo mas parecidos, en término de las caracte-
risticas especificas, al grupo de tratamiento. A este
grupo se administra el tratamiento de control.

El matching es valido bajo el siguiente principio:
cuando las caracteristicas observadas son balancea-
das en los dos grupos, entonces estan balanceadas
con respecto a todas las caracteristicas relevantes
a la respuesta de interés. En consecuencia, cuanto
mayor sea el nlimero de variables utilizadas para el
balance, mayor es el beneficio obtenido.

Una caracteristica adicional necesaria es que
exista una superposicion de los valores de cada
variable en el grupo de tratamiento y de control. A
continuacion se revisan graficamente las distribu-
ciones de variables en cada grupo.

En la Tabla 3 se muestran los estadisticos que
identifican la distribucion de las variables conti-
nuas observadas. Las variables IMC, PADIA, ITB,
EVOL y HGT sugieren diferencias sistematicas en
sus distribuciones. Las variables IMC e ITB en el
grupo tratamiento tienen valores consistentemente
menores que en el grupo de control. Por otra parte,
los cuartiles de las variables PADIA, HGT y EVOL
tienen valores mayores en el grupo de tratamiento.
En particular, el hemoglucotest (HGT) es mucho
mayor para los individuos tratados; asi mismo, el
tiempo de evolucion de la lesion en el grupo de
tratamiento, es mayor que en el grupo control.

Las restantes variables no muestran patrones
notables. Finalmente, en el caso del area inicial
de la lesion, AT1, el punto de corte para el tercer
cuartil es el doble en el grupo tratado comparado
con el grupo control.

De la Tabla 4 se desprende que la distribucion
de la variable sexo es idéntica en ambos grupos,
aunque hay una mayor cantidad de varones que

Tabla 4. Distribucion de Sexo por Grupo.

Sexo Control Tratamiento
Femenino 3 (20%) 3 (20%)
Masculino 12 (80%) 12 (80%)

DISENOS OBSERVACIONALES: UNA APLICACION EN ESTUDIOS CLINICOS



38 Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017)

-4 18
90 o

704

EDAD

60

404

conr TRAT
GRP

a

35,00 16

28

30,00

3]
= 25,00

20,00

15,00

T T
CONT TRAT

GRP

b

Grifico 1. Diagrama de Cajas para Edad e IMC. a) Cajas para Edad por grupos. b) Cajas para IMC por grupos.

mujeres, esta distribucidon es consistente con la
experiencia.

En los Graficos la y 1b se muestran las distri-
buciones de la edad y del IMC, donde en lineas
generales se observa que los valores respectivos
son similares en los grupos de tratamiento y control.

Similares distribuciones presentan las variables
que registran la presion arterial sistolica y diastoli-
ca, tal como se ve en los Graficos 2a y 2b, aunque

puede notarse un desbalance mas importante en el
comportamiento de la presion sistolica

Los diagramas de cajas y bigotes para la distri-
bucion de caracteristicas asociadas con la presencia
de azlcar en la sangre muestran valores que se
superponen para ambos grupos, en el caso de la
hemoglobina glicosilada la superposicion es casi
exacta, mientras que para la prueba de glucosa
existe alta concentracion en el rango comprendido
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Griéfico 2. Distribucion de la Presion Arterial Sistdlica y Diastdlica. a) Cajas para Presion Sistolica. b) Cajas para Presion

Diastolica.
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Grafico 3. Distribucion para Glucosa en sangre. a) Cajas para HemoGluco Test. b) Cajas para Hemoglobina Glicocilada.

entre el segundo y tercer cuartil, ver el Grafico 3.

Enlas Tablas 5, 6 y 7, se observa que los valores
de las variables se superponen en ambos grupos,
aunque también pueden notarse desbalances para
ciertos valores.

Tabla 5. Cantidad de Antecedentes Médicos por Grupo.

1

1 (06.7%) 2 (13.3%)
2 13 (86.6%) 12 (80.0%)
3 1 (06.7%) 1 (06.7%)

control. En este sentido, el 36% de los individuos
de control con tiempo de evoluciéon menor o igual
a tres no tienen contraparte en el grupo que recibe
el tratamiento experimental.

Tabla 7. Cantidad de Antecedentes Quirtrgicos por Grupo.

0 5(33.3%) 7 (46.7%)
1 7 (46.7%) 4(26.7%)
2 3(20.0%) 3(20.0%)
3 0 (00.0%) 1 (06.7%)

Al evaluar la distribucion del tiempo de evolu-
cion de la lesion, Tabla 8, se nota que los pacientes
que pertenecen al grupo de tratamiento tienen
heridas que son mas antiguas que las del grupo de

Tabla 6. Cantidad de Medicamentos por Grupo.

2 0 (00.0%) 3 (20.0%)
3 7 (46.7%) 2 (13.3%)
4 4(26.7%) 4(26.7%)
5 2 (13.3%) 1 (06.7%)
6 1 (06.7%) 3 (20.0%)
7 1 (06.7%) 1 (06.7%)
9 0 (06.7%) 1 (06.7%)

Finalmente, el Grafico 4 que describe la distri-
bucion del area de la lesion al inicio del tratamiento
muestra que existe una proporcion de pacientes en
el grupo de tratamiento que tienen areas iniciales

Tabla 8. Evolucion de la lesion por Grupo.

0 (perdido) 1 (06.7%) 0 (00.0%)
1 (<14 dias) 1 (06.7%) 0 (00.0%)
2 (<1 mes) 3(20.0%) 0 (00.0%)

3 (<3 meses) 5(33.3%) 4(26.7%)

4 (<5 meses) 2 (13.3%) 7 (46.7%)
5 (<1 afio) 2 (13.3%) 3 (20.0%)
6 (> 1 afio) 1 (06.7%) 1 (06.7%)
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que son mayores a los del grupo control. Esto es,
el valor medio en el grupo de control es 3,07 mm?
comparado con los 4,07 mm?del grupo tratamien-
to. Se observa también que el limite superior del
intervalo de confianza para el grupo de control
casi coincide con el limite inferior del intervalo
para el grupo que recibe el tratamiento en estudio.
Ademas, la evaluacion del grado de superposicion
en los valores observados, indica que en el grupo
control los valores minimos y maximos son 0y 6
respectivamente, mientras que en el grupo trata-
miento el minimo es 3 mm?y el maximo es igual al
grupo control, esto significa que solo el cincuenta
por ciento del soporte esta superpuesto.

En términos generales, de las consideraciones
hechas a las tablas y graficos mostrados previa-
mente, las variables muestran distintos grados de
superposicion en sus valores luego de observar sus
distribuciones en cada grupo de tratamiento. En
ciertos casos, las variables muestran desbalances
entre pacientes que podrian ejercer un efecto mo-
dificador sobre los resultados observados.

Estimacion del puntaje de propension

El hecho que exista superposicion en los valores
de las covariables, permite en teoria concretar el
matching. Sin embargo, la cantidad de variables
disponibles hace que en la practica sea muy dificil
lograrlo separadamente para cada variable, esto es,

lograr un matching multivariado es extremadamen-
te complicado, si no imposible, cuando la dimension
del problema es grande, y mas aun si las variables
son continuas.

No obstante la dificultad, y tal como se ha visto
en la revision de la teoria, es posible resolver el
problema utilizando el puntaje de propension, redu-
ciendo el problema multivariado a otro unidimen-
sional. El puntaje de propension es la probabilidad
estimada de asignar un individuo al tratamiento
condicional al valor de la covariables observada.

Como se ha dicho, el problema de calcular el
puntaje de propension implica decidir (1) que mo-
delo utilizar y (2) cuales variables seran incluidas en
el modelo para encontrar la estimacion. La primera
cuestion es relativamente simple, usualmente son
apropiados el modelo logistico o el modelo probit,
y como ambos producen resultados similares su
eleccion no representa una dificultad importante.

El segundo aspecto es mas serio, pues la elec-
cion de las variables debe asegurar la suposicion
de que el sesgo de seleccion es eliminado condi-
cionando en el puntaje de propension. Con este
proposito se consideran tres conjuntos, ver Tabla 9,

Tabla 9. Variables para estimar el Puntaje de Propension.

Variable Mod-1 Mod-2 Mod-3
EDAD X X X
SEX X X X
COMUN X -- -
IMC X X X
AMSUM X X X
MESUM X X X
AQSUM X X X
PASIS X -- --
PADIA X - -
ITB X - -
CREA X - -
HCTO X - --
HCGLIO1 X X X
HGT X X X
EVOL X X X
AT1 - - X
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de covariables utilizando el modelo logistico, se
retienen aquellas variables que muestren signi-
ficacion mayor, aunque se han utilizado niveles
relativamente bajos comparados con los niveles
estandar utilizados en la literatura, como son los
niveles comunes 0.05, 0.01 o0 0,001. Esto se jus-
tifica por el hecho de que no se busca un modelo
parsimonioso, sino que en lo posible se intenta re-
tener aquellas variables que modifican los valores
de la probabilidad de asignacion.

El procedimiento requiere que inicialmente se
realice la estimacion de los puntajes de propension
para cada individuo, que en otras palabras es la pro-
babilidad de que un individuo reciba el tratamiento
de interés dado los valores de sus covariables.

Para obtener la estimacion se recurre al modelo
logistico expresado como:

log(éjzx,B (©)

Se designa 7 = é(x) al valor estimado del pun-
taje de propension para cada individuo.

La probabilidad de asignacion de tratamientos
se calcula con los tres modelos previamente enun-
ciados.
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Este modelo esta fuertemente parametrizado.
Como modelo alternativo se define el Modelo 2 en

el cual se eliminan aquellas variables con menor
nivel de significacion.

e Modelo 2
10g(1”) = B, + BSEX + B,EDAD +3,IMC
— T

+ B AMSUM + BMESUM +
+ B AOSUM +B,HGLIO1 + B HGT +
+B,EVOL

A este modelo se le incorpora la variable AT1,
que corresponde al area inicial de la lesion, resul-
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Griéfico 5. Puntajes de Propension estimados. a) Propension por individuos. b) Propension por grupos.
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tando el Modelo 3.

e Modelo 3

log(

De la inspeccion de los resultados son notorios

1;) = B, + BSEX + B,EDAD +f3,IMC

+ B, AMSUM + BMESUM + S, AQSUM +
+B,HGLIO1+ . HGT + B,EVOL + B,,AT'1

los siguientes aspectos:

1)

2)

3)

4)

Elmodelo logistico, Modelo 1, proporcio-
na 93% de clasificaciones correctas para
cada grupo, TRAT y CON, esto sugiere que
estan incorporadas las variables que efec-
tivamente influencian la probabilidad de
pertenecer a un grupo especifico. En otras
palabras, una baja cantidad de individuos
correctamente clasificados hubiera sido un
indicio de la existencia de factores adicio-
nales que afectan el puntaje de propension.

Es notable el efecto que tiene cada variable
individual sobre el puntaje de propension
estimado para cada paciente; los Graficos
5y 6 no sugieren patron alguno en el com-
portamiento; para ciertos sujetos el efecto
resultante es un aumento en la probabilidad
de recibir el tratamiento, mientras que
en otros el efecto es totalmente opuesto.
Quizas la inclusion de efectos aleatorios
asociados con los pacientes brinde mayor
vision, pero en este caso la cantidad de
unidades disponibles no lo permite.

Desde el punto de vista de la construccion
de modelos, la tinica variable que muestra
significacion estadistica es EVOL (tiempo
de evolucion de la lesion). En este caso, la
cantidad de unidades correctamente clasifi-
cadas es del 67% para los sujetos del grupo
control, y del 73,3% en el grupo tratado,
alcanzando un global de 70%. Este valor
es apenas 3% inferior a la tasa global de
clasificacion correcta obtenida con el Mo-
delo 2 y el Modelo 3 de la Tabla 9.

Si bien las tasas de clasificacion correctas

son similares en los modelos intermedios
y el modelo del punto tres anterior, los
cambios en el valor de la probabilidad de
recibir el tratamiento son muy importantes,
y no parecen seguir un patron determinado.

5) En el Grafico 5b, se compara la distribu-
cion de é(x) por grupo. En la misma se
evidencia que los puntajes asociados con
el grupo de tratamiento son en promedio
superiores que los correspondientes al gru-
po de control. Resulta importante sefialar
que existe apreciable superposicion de las
probabilidades observadas en ambos gru-
pos, sin embargo la concentracion es mayor
hacia los valores inferiores en el grupo de
control, y hacia el extremo opuesto en el
grupo de tratamiento.

6) Los Graficos en 6, particularmente 6b,
muestran nuevamente que el puntaje de
propension es consistentemente superior
en el grupo de tratamiento que en el grupo
de control.

Matching de las unidades

Una vez calculadas las probabilidades de que un
individuo reciba el tratamiento se procede a realizar
los emparejamientos o matching. El procedimiento
consiste en seleccionar un individuo del grupo de
control y emparejarlo a uno que ha recibido el
tratamiento. Existen numerosos algoritmos para
concretar los emparejamientos, y difieren entre si
en la forma que definen un entorno del individuo
que recibe el tratamiento y la ponderacion que se
le asigna. Entre los distintos métodos se tienen, (a)
el matching por "vecino mas proximo", con sus
variantes matching con remplazo y sin remplazo,
(b) matching por calibrador y una modificacion
llamada matching "circular”, (c) el matching por
estratificacion, y (d) el matching del nucleo.

En este caso se utilizara el matching por cali-
brador, que consiste esencialmente en estimar las
distancias entre individuos por medio del puntaje
de propension, las distancias tienen un margen de
tolerancia que marca la maxima distancia tolerable
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Grafico 6. Comparacion de Puntajes de Propension estimados. a) Compara individuos. b) Compara grupos.

(el calibrador). El calibrador es similar a permitir
que un control utilizado pueda nuevamente ser em-
parejado con otro, de esta forma se evitan empareja-
mientos de mala calidad, aunque podria ser al costo
de aumentar la varianza de la estimacion. El método
elige un individuo del grupo control siempre que
esté dentro del rango de distancia tolerada y es el
mas cercano en términos del puntaje de propension.
La modificacion del matching circular significa que
se empareja no solo el mas cercano sino todos los
individuos dentro del rango de tolerancia.

Inicialmente se construye la matriz distancia de
Mahalanobis basada en rangos para cada modelo lo-
gistico estimado; posteriormente se comparan estas
distancias con un calibrador, que en general debera
estar dentro del 20% de la desviacion estandar del
puntaje de propension, en caso que las distancias
entre individuos sea mayor, se impone una penali-
zacion. Los calculos se realizan utilizando rutinas
en R; una rutina 1til es la llamada "fullmatch" que
forma parte del paquete "optmatch".

El algoritmo aplicado a los resultados obte-
nidos con los modelos para estimar los puntajes
de propension producen los siguientes empareja-
mientos.

En la rutina se fuerza a que todos los individuos
sean emparejados

Modelo 1
Im8, 2m1, 3mll, 4m2, 5ml5, 6m12, 7m3,
8m10, 9m4, 10m5, 11m6, 12m5S, 13m3,
14m7, 15m7, 16m8, 17m9, 18m9, 19m10,
20m14,21ml1,22m2,23ml, 24m12,25m4,
26ml3, 27m6, 28m14, 29m13, 30m15

Modelo 2

Im6, 2ml, 3m8&, 4m2, Sm2, 6m3, 7m3,
8m5, 9m4, 10m5, 11m6, 12m12, 13m10,
14m7, 15m15, 16m8, 17m9, 18m9, 19m10,
20m11, 21mll, 22m14, 23ml, 24m12,
25m4, 26m13, 27m7, 28m14, 29m13,
30m15

Modelo 3

1m6, 2m1l, 3m13, 4m2, Sm2, 6m3, 7m3,
8m5, 9m4, 10m5, 11m6, 12m8, 13m12,
14m7, 15ml, 16m8, 17m9, 18m9, 19m10,
20m11, 21ml1, 22m14, 23m10, 24m12,
25m4,26m13,27m7,28m14,29m15,30m15

Inspeccionando los patrones de emparejamien-
tos obtenidos en cada modelo, resultan que son
17 los pares asemejados que aparecen en los tres
modelos, a saber: (2,1), (4,2), (7,3), (9,4), (10,5),
(11,6), (14,7),(16,8) (17,9) (18,9), (19,10), (21,11),
(24,12), (25, 4), (26,13), (28,14) y (30,15).
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Tabla 10. Sujetos emparejados en el grupo TRAT.

ID Paciente Mod-1 Mod-2 Mod-3 Patréon
1 8 6 6 >(T:T,T,T)
3 11 8 13 (T:C,T,T,)
5 15 2 2 (T:T,C,T)
6 12 3 >(T:T,T,T)
8 10 5 (T:C,T,T)
12 12 8 >(T:T,T,T)
13 3 10 12 (T:T,C,T)
15 15 (T:C,T,T)
17 9 9 (T:C,C,O)<
20 14 11 11 (T:C,C.O)<
22 2 14 14 (T:T,T,C)
23 1 1 10 (T:T,T,C)
25 4 4 (T:C,C,C)<
27 6 7 (T:T.C,C)
29 13 13 15 >(T:T,T,T)
Calidad del matching

Los tres conjuntos de emparejamientos, al ser
comparados con relacion a la pertenencia de los
individuos a cada grupo de tratamiento, revelan
aspectos interesantes del estudio realizado. En
la Tabla 10, se muestra como los individuos del
grupo tratamiento son emparejados en virtud del
algoritmo de emparejamiento basado en el puntaje
de propension.

Los individuos sefialados con ">" han sido
consistentemente emparejados con otros pacientes
del mismo grupo. Es decir, los valores de proba-
bilidad estimados con el modelo indicado indican
que los individuos son propensos a ser emparejados
con otros individuos que han recibido el mismo
tratamiento.

Por otra parte, los individuos sefialados con
"<" han sido emparejados solo con individuos que
pertenecen al grupo opuesto. Las otras agrupaciones
muestran combinaciones de individuos tratados
que segun el modelo utilizado son emparejados
con sujetos del grupo tratado o del grupo control.

En consecuencia, los pacientes 1, 6, 12 y 29
no tienen otros sujetos "cercanos" que hayan sido
asignados al tratamiento de control, y bajo estas

condiciones no tienen posibles pares que hayan
recibido el tratamiento estandar.

Sin embargo, tal como se vera a continuacion,
los resultados en el grupo de control han sido mas
homogéneos en el sentido de que los empareja-
mientos han sido consistentes con los tres modelos
considerados; de hecho, no se ha observado que
un paciente sea emparejado con sujetos del mismo
grupo y también con sujetos de otro grupo, como
se muestra en la Tabla 11.

En este caso, los pacientes 2, 7, 10, 11, 16, 24,
26, y 30 tienen tnicamente pares del grupo trata-
miento, mientras que los restantes 4, 9, 14, 18, 19,
21,y 28 han sido emparejados con individuos que
recibieron el control; esto es, el algoritmo produce
alrededor del 50% de los sujetos emparejados con
pacientes del mismo grupo.

Resumiendo, el proceso de emparejar los pa-
cientes por medio del uso del calibrador depende
fuertemente del modelo utilizado para estimar las
probabilidades de asignacion de los tratamientos.

Como la técnica conduce a una seleccion de
individuos con remplazo, resulta que la sucesion
de pares no es unica, por lo que una alternativa es
forzar un emparejamiento que no permita seleccio-

Tabla 11. Sujetos emparejados en el grupo CON.

ID Paciente Mod-1 Mod-2 Mod-3 Patron
2 1 1 1 (C:T,T,T )<
4 2 2 2 >(C:C,C,C)
7 3 3 3 (C:T,T,T)<
9 4 4 4 >(C:C,C,0)
10 5 5 5 (C:T,T,T)<
11 6 6 6 (C:T,T,T)<
14 7 7 7 >(C:C,C,0)
16 8 8 8 (C:T,T,T)<
18 9 9 9 >(C:C,C,0)
19 10 10 10 >(C:C,C,0)
21 11 11 11 >(C:C,C,0)
24 12 12 12 (C:TT,T)<
26 13 13 13 (C:T,T,T)<
28 14 14 14 >(C:C,C,0)
30 15 15 15 (C:T,I,T)<

FERNANDO GIMENEZ SENA, PP. 26-49



Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017) 45

1 1 1 —T—
Q T
i A o
]

g g L g
S S

0.4 0/

.

\_'—‘ N
o
L
conr TRAT cont TRAT conr TRAT
GRP GRP GRP

Griafico 7. Puntaje de propension estimado por grupo y para cada modelo. a) Modelo 1. b) Modelo 2. ¢) Modelo 3.

nes repetidas, esta alternativa tiene la desventaja
de ser ineficiente cuando la cantidad de individuos
disponibles para formar los pares es pequefia, como
es este caso en estudio. Una inspeccion cuidadosa
puede mejorar la seleccion de pares.

Alternativamente, para la comprobacion de la
calidad del matching se puede recurrir al analisis
de la distribucion de los puntajes de propension
individuales, tal como se ha visto en el Grafico 6.

Una comprobacion adicional lo da el Grafico 7
en el cual se ven claramente las diferencias en las
distribuciones de los puntajes de propension segiin
el modelo utilizado.

Un emparejamiento adecuado debe tener un
soporte comiin, mas aun, las distribuciones deberian
ser similares. De los valores minimos y maximos
mostrados en la Tabla 12, se deduce que para el
Modelo 1 un soporte comtn es el rango (0,08; 0,93),
para el Modelo 2 el rango comun esta dado por
(0,06; 069), y para el Modelo 3, los valores com-
prendidos entre 0,18 y 0,75 constituyen el soporte
comun para los grupos Control y Tratamiento.

Tabla 12. Puntajes de propension por 100.

Modelo Grupo Min Max

1 TRA 8 100
CON 0 93
) TRA 6 99
CON 2 69

3 TRA 18 100
CON 0 75

Habiendo determinado los emparejamientos,
definidos los grupos de control y de tratamiento, y
evaluado la calidad del matching, el paso siguiente
consiste en realizar el calculo del efecto promedio
y determinar el error estandar asociado.

Este paso no se realiza en este trabajo, pues
el interés esta centrado fundamentalmente en los
aspectos del disefio. Se incluye esta seccion para
completar la exposicion.

Una posibilidad sencilla es calcular las medias
muestrales en ambos grupos y compararlos utilizan-
do un estadistico apropiado. La dificultad consiste
en calcular la varianza del efecto de tratamiento
ya que debe incluir la varianza asociada con la
estimacion del puntaje de propension, la seleccion
del soporte comlin y posiblemente el orden en que
son elegidos los individuos para el emparejamiento.
Lechner (2002) sugiere la utilizacion de la técnica
del bootstrap, aunque Imbens (2004) sostiene que
existe poca evidencia que lo justifique.

Sensibilidad

Tal como se ha visto, los pares semejantes tienen
por objeto balancear las covariables observadas,
esto es valido cuando efectivamente no existe
sesgo oculto debido a covariables no observadas.
El analisis de sensibilidad es la herramienta para
evaluar la magnitud del efecto, debido a covaria-
bles no medidas, que es necesario para invalidar el
resultado actualmente observado.

Alos efectos del analisis de sensibilidad son uti-
lizados modelos que describen el comportamiento
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de la probabilidad de asignacién de tratamientos a
cada sujeto del estudio.

De acuerdo con Rosenbaum (2005a) y Ro-
senbaum (2010), uno de los modelos utilizados es
expresado en términos de las covariables observa-
das y en este trabajo se identifican como Modelo-1,
Modelo 2 y Modelo-3.

Con cada modelo se calcula el puntaje de
propension asociado a cada sujeto, el cual es, por
definicion, la probabilidad de recibir el tratamiento
dependiendo de los valores de las covariables incor-
poradas en la ecuacion. El valor I' = 1 corresponde
a un estudio libre de sesgo oculto, mientras que
valores I > 1, indican que, para dos individuos cual-
quiera, las ventajas (odds) de recibir el tratamiento
en estudio difieren cuando mas, en un factor de I’

Un modelo alternativo para el analisis de sen-
sibilidad se expresa en términos de las covariables
no observadas u. Los resultados obtenidos son si-
milares a los que producen los modelos del parrafo
anterior.

Una vez obtenidos los pares semejantes, se han
definido 15 estratos con 2 individuos cada uno; en
cada estrato es calculado el puntaje de propension,
esto es, Pr(Z = zx).

Estos valores de probabilidad constituyen la
distribucion del puntaje de propension para cada
configuracion de I' y u. El analisis muestra la
sensibilidad de las inferencias para un conjunto de
valores de I.

En éste trabajo, el estadistico Rangos con Signo
de Wilcoxon, para el caso de pares semejantes, es

suma de 15 variables aleatorias independientes.
La probabilidad asociada al valor del estadistico
es desconocida debido a la potencial presencia de
covariables no observadas, aunque estan acotadas
superiormente por p* = I'/(1 + I') e inferiormente
por p~ =TI/(1 + I'). Se define entonces 7*, como
suma de 15 variables independientes, donde cada
una de las variables toma valores distintos de cero
con probabilidad p* y valores iguales a cero con
probabilidad 1 — p*. Similarmente se define 7-,
reemplazando p*por p.

Si el tratamiento no tiene efecto, para cadaI' >0
se tiene,

Pr(T" 2a)2Pr(T 2ax)2Pr(T” 2a)VayVueU

Esta expresion impone limites a los niveles de
significacion que serian apropiados si las covaria-
bles que potencialmente inducen sesgo han sido
observadas. Estos limites son calculados para cada
valor de I.

Utilizando el paquete "rbounds" de R se reali-
zan los célculos correspondientes, uno para cada
modelo especificado previamente, Keele (2010).

Los resultados del analisis de sensibilidad del
estudio para comprobar la hipétesis nula de que
ambos tratamientos tienen igual efecto terapéutico
sobre las lesiones.

En cada par, uno recibe el tratamiento experi-
mental y el otro recibe el tratamiento control. Los
emparejamientos se han realizado con respecto a
las respectivas covariables incluidas en los modelos
especificados.

Tabla 13. Limite inferior (Pmin) y superior (Pmax) de los valores-p.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

r Pmin Pmax Pmin Pmax Pmin Pmax

1 0.2478 0.2478 0.3046 0.3046 0.2302 0.2302
2 0.0269 0.6851 0.0403 0.7462 0.0234 0.6634
3 0.0029 0.8811 0.0053 0.9158 0.0024 0.8676
4 0.0003 0.9558 0.0007 0.9724 0.0003 0.9488
5 <0.001 0.9836 <0.001 0.9909 <0.001 0.9802
6 <0.001 >0.99 <0.001 >0.99 <0.001 0.9923
7 <0.001 >0.99 <0.001 >0.99 <0.001 >0.99
8 <0.001 >0.99 <0.001 >0.99 <0.001 >0.99
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En la Tabla 13 se consignan los limites inferio-
res y superiores de los valores-p correspondientes
a desvios con respecto a la asignacion aleatoria
para varias magnitudes de [, su interpretacion es
tal como se vio en el apartado "Sensibilidad del
disefio" en el desarrollo del marco tedrico.

Cuando I' = 1 ambos limites son iguales y co-
rresponde al valor de un disefio aleatorizado. Los
limites acotan los posibles valores-p para la prueba
de que no hay efectos de tratamientos.

Cuando el intervalo contiene valores pequefios
(por ejemplo, 0,05 o menos) y valores grandes (por
ejemplo, 0,10 o0 mas) el estudio se vuelve sensible a
los sesgos, y cuanto mayor es I' mayor es el sesgo
necesario para distorsionar los resultados.

En el caso del modelo 1, cuando I' = 2, los
posibles valores-p asociados con las diferencias
entre las disminuciones promedio por grupo, estan
en el rango 0,03 y 0,68. Esto significa que, con
éste conjunto de datos, ciertas diferencias son poco
probables bajo la hipotesis nula de no tratamiento,
mientras que otras diferencias no resultan suficien-
tes para rechazarla.

Similar interpretacion es aplicable para los
modelos 2 y 3.

Como es de esperar con una muestra de peque-
flo tamafio, en todos los casos el estudio resulta
sensible a los efectos del sesgo oculto de pequeia
magnitud; de hecho, para el disefio aleatorizado
cuando I' = 1, los valores-p 0,24, 0,30 y 0,23 no
alcanzan para afirmar la existencia de efectos de
tratamientos, resultado que es consistente con lo
obtenido en el estudio de base.

CONCLUSIONES

Los estudios observacionales constituyen una al-
ternativa valida para realizar inferencias causales
cuando el disefio aleatorizado no es factible por
cuestiones practicas o éticas. Las relaciones de
causa y efecto son posibles de determinar siempre
que se cumplan ciertas condiciones para su validez.

El primer requerimiento consiste en balancear
las covariables observadas de forma tal que las
unidades en estudio sean lo mas similares posibles,
de esta forma se evita introducir sesgos debidos a

las diferencias iniciales entre las covariables.

Una herramienta para lograr el balance es el
puntaje de propension que indica la probabilidad
de que un individuo reciba el tratamiento de interés
condicional a sus valores de covariables. Este pun-
taje, a su vez es base para construir un calibrador
que permite identificar individuos que no son com-
parables. El desvio estandar de las estimaciones del
puntaje de propension es utilizado para determinar
el rango de valores del calibrador. La aplicacion de
penalizaciones aplicadas a individuos que no satis-
facen el calibrador permite mejorar la construccion
de los grupos de tratamiento y de control.

El segundo requerimiento plantea la suposicion
de existencia de posibles sesgos asociados con va-
riables importantes no medidas. El analisis de sen-
sibilidad cuantifica la magnitud del sesgo que debe
estar presente para que los resultados obtenidos sean
invalidados. Con este analisis se pretende resolver
el problema que encierra la falta de aleatorizacion.

Los conceptos de matching para emparejar
individuos, y el analisis de sensibilidad son utili-
zados para evaluar un pequefo ensayo clinico para
determinar el efecto de una nueva terapia para el
tratamiento de ulceras cronicas. En este caso par-
ticular, la matriz distancia es calculada en base al
estadistico Rangos con Signo de Wilcoxon, pues
es mas robusto que el estadistico basado en los
promedios.

Como resultado del matching se ha obtenido
un subconjunto de pares que se han comportado
consistentemente con tres modelos de estimacion
del puntaje de propension. Adicionalmente se ha
constatado la extrema influencia de las covariables
anivel individual ya que los resultados no sefalan
alglin patron obvio de comportamiento de las proba-
bilidades de asignacion de tratamientos. Esto podria
sugerir la necesidad de incorporar, ademas de los
efectos fijos de las variables, los efectos aleatorios
de las unidades en estudio.

De los resultados del analisis de sensibilidad
aplicado a los tres modelos de prueba, se concluye
que el disefio no tiene capacidad para discriminar
la existencia de diferencias de efectos entre los dos
grupos comparados. Los valores-p correspondientes
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al disefio aleatorizado en todos los casos tienen
valores cercanos a 0,20.

Una consecuencia adicional es que el estudio es
muy sensible a pequeiios sesgos que podrian alterar
de manera significativa los resultados obtenidos. La
evaluacion del estudio se ha basado en asemejar
pares de individuos en una relacion 1:1. El esquema
corresponde a un matching 6ptimo completo.

La teoria y aplicaciones de los estudios obser-
vacionales constituyen una area de la estadistica
que recibe mucha atencion en la actualidad; parti-
cularmente, la utilizacion del matching por medio
del puntaje de propension. En consecuencia, existe
una diversidad de caminos posibles.

Posteriores trabajos pueden orientarse a la inves-
tigacion de la asignacion por relaciones variables, e
incluso aplicar las técnicas correctivas ante la pre-
sencia de desbalances en las covariables, como la
técnica del balance fino. También resulta interesante
explorar los emparejamientos de grupos de riesgo
(risk set matching) o los emparejamientos tomando
en cuenta las dosis de tratamiento administrado.

Adicionalmente, el estudio de los algoritmos de
optimizacion y generacion de rutinas en R consti-
tuyen lineas posibles de estudio.

Se discute también la posibilidad de que el
puntaje de propension se modifique a lo largo del
tiempo, como resultado de la experiencia del inves-
tigador; ésta es una linea que presenta posibilidades
de desarrollo futuro.

Finalmente, se encuentra en investigacion las
posibles aplicaciones de los estudios observacio-
nales en grandes conjuntos de datos, como los que
son originados en la internet.
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Resumen: Se ha evaluado la efectividad de la reaccion del monoxido de carbono con el radical hidroxilo, en
condiciones experimentales de funcionamiento de un motor de combustion interna, acoplando a la salida del cafio
de escape del motor, un filtro de aire, un sistema de inyeccion de peroxido de hidrégeno, una fuente de ilumi-
nacion de la mezcla de gases y una cdmara de reaccion. A la salida del reactor, se han realizado las mediciones
del mondxido de carbono mediante un analizador con sensor electroquimico estabilizado de respuesta rapida
especifico para CO. Estos valores se compararon con los obtenidos en determinaciones previas en donde las
mediciones se han realizado a la salida del cafio de escape del motor. Las mediciones se han realizado cambiando
las condiciones de cada una de las partes sefialadas y calculando para cada caso la efectividad de la reaccion.
Las variables que se han tenido en cuenta para la realizacion de las mediciones son: El tipo de fuente de luz,
el material y el volumen de la cdmara de reaccion, el efecto de la temperatura del reactivo y la concentracion
del peroxido de hidrogeno. En todos los casos de las fuentes de luz utilizadas se ha obtenido una disminucion
en la concentracion del monoxido de carbono, en mayor proporcion con la lampara de deuterio (A: 185 ~ 400
nm). Con la concentracion del peroxido de hidrogeno se ha encontrado que aumenta la eficiencia hasta la de
10 volimenes, disminuyendo nuevamente a mayores concentraciones. La mayor eficiencia de la reaccion del
peroxido de hidrogeno con el monoxido de carbono fue de 58%, obtenida con una solucion de H O, 10 volu-
menes, ldmpara de deuterio, la iluminacion dentro de la camara de reaccion de 5 litros y con didxido de titano
(TiOz) como catalizador.

Palabras clave: Motores de combustion interna, eficiencia, , CO, H,0,, luz UV.

Abstract: The effectiveness of the reaction of the carbon monoxide with the hydroxyl radical under experi-
mental operating conditions of an internal combustion engine has been evaluated by coupling to the output
of the engine exhaust pipe, an air filter, an injection system of hydrogen peroxide, a source of illumination of
the gas mixture and a reaction chamber. Measurements of carbon monoxide have been made at the exit of the
reactor using an analyzer with stabilized electrochemical sensor of CO-specific rapid response. These values
were compared with those obtained in previous determinations where the measurements were made at the exit
of the engine exhaust. The measurements were made by changing the conditions of each of the listed parts, and
calculating for each case the effectiveness of the reaction. Variables that were taken into account for performing
the measurements are: The type of light source, the material and the volume of the reaction chamber, the effect
of temperature and concentration of reactive hydrogen peroxide. In all cases of the light sources used, a decrease
in the concentration of carbon monoxide were obtained, in greater proportion with the deuterium lamp (A: 185 ~
400 nm). With the concentration of hydrogen peroxide, efficiency increases to 10 volumes, decreasing again at
higher concentrations. The highest efficiency of the reaction of hydrogen peroxide with carbon monoxide was
58%, obtained with a solution of H O, 10 volumes, deuterium lamp, the lighting within the reaction chamber of
5 liters and titanium dioxide (TiO,) as catalyst.

Key words: Internal combustion engines, efficiency, CO, H,O,, UV light.
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INTRODUCCION ambiental, considerado relativamente insignifican-

La historia del monéxido de carbono (CO), nece-
sariamente tiene que ver con su reconocimiento
como un compuesto toxico presente en la polucion
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te hasta el auge de la industrializacion y el urba-
nismo. Es bien conocido por su toxicidad para el
ser humano. Sus efectos toxicos agudos incluida
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la muerte, han sido estudiados ampliamente, sin
embargo, sus potenciales efectos adversos a largo
plazo, son poco conocidos. En los ultimos afios,
los estudios e investigaciones experimentales en
animales y epidemiologicos en humanos, han
evidenciado relacion entre la poblacion expuesta
en forma cronica a niveles medios y bajos de mo-
noxido de carbono en aire respirable, y la aparicion
de efectos adversos en la salud humana, especial-
mente en organos de alto consumo de oxigeno,
como el cerebro y el corazon. Es considerado
como uno de los mayores contaminantes de la
atmosfera terrestre.

En el caso de Paraguay, no existen datos de
monitoreo realizados in situ de la concentracion
de monodxido de carbono, que permitan estable-
cer el grado de contaminacion de las calles y las
zonas cercanas a los cruces, donde generalmente
se producen la mayor concentracion de conta-
minantes, por el hecho de que gran cantidad de
vehiculos permanecen en la zona por mas tiem-
po. A esto, se le suma el crecimiento del parque
automotor en los ultimos afios, conformado por
vehiculos con mas de diez afos de antigiiedad y
con usos superiores a los 200.000 km (doscientos
mil kilémetros).

En este trabajo, se estudia la posibilidad de
implementar un mecanismo de mezcla de gases de
combustion con aire puro y un catalizador adicional
como el radical hidroxilo (OH¢), de modo a reducir
las emisiones de monoxido de carbono, mitigar su
efecto en el ambiente, evaluando su efectividad y
rendimiento. La ventaja principal de este sistema
de reduccion del monoxido de carbono, radica en
la sencillez de su fabricacion, facil mantenimiento
e instalacion.

El monodxido de carbono (CO) quimicamente
es un agente reductor, es un gas no irritante,
incoloro, inodoro, insipido y téxico. Tiene una
densidad de 1,25 g/L a la temperatura y presion
normal y la gravedad especifica relativa al aire
es de 0,967. Posee una molécula quimicamente
estable por su triple enlace covalente. Posee una
solubilidad baja en agua (3,54 g/L). Necesita
superar una elevada energia de activacion para

poder reaccionar con agua u oxigeno (Garcia Mo-
ran y Garcia Cardona, 2008). La entalpia molar
de formacion del CO (g) es de -110,5 kJ.mol! y
su Energia Libre de Gibbs es de -137,3 kJ.mol!
(Chang, 2008) a 298 K. Es un contaminante pri-
mario, su tiempo de vida en la atmosfera es de
aproximadamente 2 meses en latitudes medias,
debido a esto, se lo utiliza como trazador de la
masa de aire, en la que el Monoxido de carbono
(CO) mismo y los hidrocarburos, en presencia de
los 6xidos de nitrégeno y radiacion solar, generan
ozono (Mielnicki et al., 2004).

El monoéxido de carbono es removido de la at-
mosfera al reaccionar con radicales hidroxilos. Se
ha establecido un estandar primario y secundario
para el monoxido de carbono de 10.000 pg/m? (9
ppm como valor maximo aceptable para 8 horas),
concentracion que no debe exceder mas de una vez
al afio (Alfaro, 2001).

Se estima que la concentracion atmosférica del
monoxido de carbono en las areas residenciales es
de 23 ppm, pudiendo alcanzar 115 ppm en lugares
con mucho trafico de vehiculos (Garcia Moran y
Garcia Cardona, 2008).

Los datos del relevamiento obtenido por una
de las empresas verificadoras habilitadas (TAIVO
SA), del parque automotor durante el periodo de
un afio (Febrero - 2012 a Marzo - 2013), arrojaron
que de un total de 6.308 (seis mil trescientos ocho)
vehiculos verificados el 64,9% corresponden a vehi-
culos que utilizan gasoil, 35,0% Nafta, solo 0,07%
alcohol y 0,03% son movidos a gas.

Los vehiculos movidos a nafta, en los que
son analizados la concentracion de monodxido
de carbono, en cuanto a sus valores en funcion
a los parametros permitidos por la legislacion
mencionada, se han encontrado que, el 20%
de los vehiculos verificados (310 unidades) no
cumplen con el valor maximo permitido de 1,5%
en Volumen de concentracion de monodxido de
carbono durante la verificacion, mientras que el
80% de los vehiculos verificados (1.219 vehi-
culos) cumplen con el valor maximo requerido
para la habilitacion y circulacion por el territorio
nacional (TAIVO S.A., 2013).
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Motor segun el ciclo OTTO

En general, la eficiencia de un motor de este tipo
depende del grado de compresion, la proporcion
entre los volumenes maximo y minimo de la ca-
mara de combustion. Esta proporcion suele ser de
8al0610al en lamayoria de los motores Otto
modernos. La eficiencia media de un buen motor
Otto es de un 20 a un 25% (o sea, que s6lo la cuar-
ta parte de la energia calorifica se transforma en
energia mecanica) (Cengel, 2011).

Oxidacion quimica

Como los gases contaminantes a tratar son CO
e hidrocarburos (HC), los tratamientos para la
detoxificacion por transformacion quimica de sus
componentes se realizaran mediante la adicion de
un agente oxidante (OHe), para asi tener compues-
tos menos toxicos.

Fotolisis

En presencia de radiacion UV se produce la fotolisis
de un gran nimero de compuestos organicos. El
proceso, que tiene lugar en el dominio del UV-C
(210-230 nm), se basa en la formacion de radicales
C-centrados segun la siguiente reaccion:

R +hv =Re (1)

El peroxido de hidrogeno es un potente agente
oxidante no selectivo y una buena fuente de radi-
cales libres. Es ademas un aditivo deseable ecolo-
gicamente, ya que genera en su descomposicion
unicamente agua y/o oxigeno, tiene una presion de
vapor, a 20°C de 0,2 kPa de una solucion al 90% y
0,1 kPa el de 70%.

El éxito del proceso de la foto oxidacion con
peroxido de hidrogeno radica en la formacion
estequiométrica de radicales hidroxilo (OHe) a
partir de la descomposicion foto catalitica del H,O,
(La energia de enlace del O — O es de 142 kJ.mol
!(Chang, 2008)).

H,0, + hv — OHe + OH» 2)

El rendimiento cuantico de este proceso es muy
elevado, formandose como maximo dos radicales
hidroxilo por cuanto absorbido, e invariable con la

longitud de onda aplicada (Garcés, 2004).

Dioxido de titanio

En el caso de la fotocatalisis heterogénea, existen
referencias de aplicaciones con multiples semicon-
ductores como AlL,O,, ZnO, Fe O, y TiO,. Sin em-
bargo, el mas ampliamente utilizado es el dioxido
de titanio, ya que presenta una mayor actividad foto
catalitica y no es toxico (Fujishima Akira, 2000).

Oxidacion del Monoxido de Carbono

La atmosfera es un medio oxidante y muchos ga-
ses traza de importancia ambiental se eliminan en
ella principalmente por oxidacion, como los gases
toxicos de combustion como el CO y otros.

Los oxidantes mas abundantes en la atmdsfera
de la Tierra son el O, y O,, que tienen energias de
enlace elevadas y por lo tanto son relativamente
no reactivos excepto hacia los radicales (Jacob,
1999).

Con algunas pocas excepciones, la oxidacion
de especies no radicales por O, atmosférico u O,
es despreciable y lenta. En la década de 1950 fue
identificado por primera vez el radical OHe como
un oxidante fuerte en la estratosfera, que reacciona
rapidamente con especies no-radicales, y es parti-
cularmente reactivo frente a moléculas-H debido
a las reacciones de abstraccion en la que realiza
la conversion de OHe a H,O. La produccion de
OHe es mediante la reaccion de vapor de agua
con O('D). Este ltimo se genera en la atmésfera
por fotolisis de O, a longitudes de onda menores
que 315 nm.

0, +hv — 0, +O('D) 3)
O('D) + M — O+M @)
O('D) + H,0 — 20H- 5)

Hasta 1970 se suponia que la produccion de
O('D) seria insignificante en la troposfera debido
a la casi total absorcion de la radiacion UV por el
O, en la estratosfera. Se penso6 que la oxidacion
de las especies emitidas desde la superficie terres-
tre, tales como CO y CH,, requeria el transporte
de los mismos a la estratosfera para la reaccion
con OHe:
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CO + OH+ — CO, +H= (6)
CH, + OH+ — CH,» +H,O (7)

Este mecanismo implica larga vida atmosférica
de CO y CH4 porque el aire tarda una media de 5-10
afios en viajar desde la troposfera a la estratosfera.
Enla década de 1960, surgi6 la preocupacion de que
la acumulaciéon de CO emitido por la combustion
de combustibles fosiles pronto representaria un
problema de contaminacion global.

En la década de los afos 1970, se ha descubierto
que la cantidad de OHe producido en la troposfera
por reacciones (3) - (5) es suficiente, para permitir
la oxidacion de las especies, tales como CO y CH,
dentro de la troposfera.

La produccion troposférica de O('D) se lleva
a cabo en una banda de longitud de onda estrecha
menor al rango comprendido entre 300 y 320 nm;
la radiacion de menor longitud de onda (menor a
240 nm) no penetra en la troposfera, mientras que
la radiacién de mayor longitud de onda que 300-320
nm no es absorbida por el O,. Aunque la produccion
de O('D) en la troposfera es considerablemente
menor que en la estratosfera, esto se compensa en
términos de la produccion de OHe por las grandes
proporciones de H,O en la troposfera (10* a 10°
veces mayor que en la estratosfera). Los calculos del
modelo de la contabilidad de 1970 para la penetra-
cion de la radiacion UV a 300-320 nm encontraron
concentraciones troposféricas OHe del orden de 10°
moléculas.cm-3, lo que resulta en una vida media
troposférica de CO de s6lo unos pocos meses y con
lo que se han disipado las preocupaciones de que
el CO puede acumularse en el ambiente a niveles
peligrosos (Jacob, 1999).

Sistema de medicion

El sistema de medicion consiste del equipamiento
entre el punto de entrada del aire de muestreo hasta
el punto de entrada al instrumento de medicion.

Los componentes del sistema de toma de
muestra son: Cabeza de toma de muestra, Tubo de
entrada, Tubo de distribucién de muestra (multiple)
desde el tubo de entrada a los instrumentos de me-
dicién individuales, Bomba o ventilador.

< D—>

— —
3d,
2D

> [«

da ...... .

Figura 1. Cabeza muestreador para toma de muestra de con-
taminantes gaseosos. D: Didmetro interno del capuchoén de la
entrada del separador en cm. d_: didmetro exterior del tubo de
muestreo en cm. Valores Tipicos: D= 14 cm; d = 4 cm.

La cabeza del sistema de toma de muestra debe
ser disefiada como un pre-separador de particulas
grandes, por ejemplo mayores de 50 um, basado en
un sistema inercial de cambio brusco de direccion
(las particulas mas pesadas tienden a seguir en la
direccion original), como se indica en la Figura 1
(Moragues, 2011).

Seleccion del sitio de muestreo para motores
alternativos

Se elige un sitio de muestreo ubicado por lo menos
cinco veces el diametro de la pila corriente abajo de
cualquier escape del turbocompresor, empalme cru-
zado, o la recirculacion despegues y corriente arriba
de cualquier entrada de aire de dilucion. Localizar
el sitio de muestreo a no menos de un metro o tres
diametros de la pila (la que sea menor) corriente
arriba de la descarga de gas a la atmoésfera. Usar
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un minimo de tres puntos de muestreo situados en
las posiciones de 16,7; 50 y 83,3% del diametro
de la chimenea. Alternativamente, el analizador
puede elegir un lugar de muestreo alternativo y/o
una muestra desde un solo punto en el centro del
conducto si los datos anteriores de las pruebas
demuestran que la concentracion de gas de la pila
no varian significativamente en el diametro del
conducto (EPA, 1997).

Fuente de Luz:
Tubo fluorescente de emision UV

Son tubos fluorescentes de luz negra cuyo principio
de funcionamiento es similar a los tubos fluorescen-
tes normales excepto en que se utiliza fosforo que
emite luz UV en lugar de luz blanca visible. Tiene
una capa de filtro de color azul oscuro en el tubo,
que filtra la luz mas visible, por lo que los efectos
de fluorescencia pueden ser observados. Estos
tubos tienen un resplandor violeta tenue cuando
se opera. El fosforo es usado tipicamente para una
longitud de onda de 368 a 371 nandémetros pico de
emision es borato de estroncio dopado con europio
(SrB,0O,:Eu™), mientras que el fosforo usado para
producir un pico alrededor de 350 a 353 nandémetros
es plomo dopado con silicato de bario (BaSi,O’:
Pb"). "Blacklight Blue" lamparas con pico a 365
nm (Spring,2013).

Lampara de Deuterio

Es una lampara de deuterio de un espectrofotome-
tro de la Marca Hitachi, cuyo modelo es H4141SV.
Fabricado en Japon. Patente de HAMAMATSU.
La distribucion espectral es de 185 a 400 nm. La
estabilidad de la intensidad de la luz, tiene una
fluctuacion de 0,05% +0,3%/h.

Reactor Quimico

Un reactor quimico es una unidad procesadora di-
sefiada para que en su interior se lleve a cabo una o
varias reacciones quimicas. Dicha unidad procesa-
dora esta constituida por un recipiente cerrado, el
cual cuenta con lineas de entrada y salida.

El reactor continuo es aquella que mientras tie-
ne lugar la reaccion quimica en el interior del reac-

tor, éste se alimenta constantemente del material
reactante, y también se retira ininterrumpidamente
los productos de la reaccion (Denbigh y Turner,
1990).

Analisis estadistico
Métodos no paramétricos

Las pruebas no paramétricas son aquellas en las
que no existen supuestos sobre la distribucion de
los parametros de la poblacion. Se aplican con ma-
yor frecuencia a los datos nominales y ordinales,
si bien pueden emplearse también para analizar
datos continuos transformados a una escala ordinal
(Badii, M.H., 2012).

Prueba de Levene: homogeneidad de la varianza

El test de Levene (1960) se usa para contrastar si
k muestras tienen la misma varianza, es decir, la
homogeneidad de varianzas. Otros contrastes, como
por ejemplo el andlisis de la varianza, suponen que
las varianzas son iguales para todos los grupos. De
ahi la importancia de verificar con el test de Levene
esa hipotesis.

Prueba de Wilcoxon

Este modelo estadistico corresponde a un equi-
valente de la prueba t de Student, pero se aplica
en mediciones en escala ordinal para muestras
dependientes.

Cuando el tipo de medicién no cumpla con los
requisitos que la prueba t de Student exige, la de
Wilcoxon es una alternativa de aceptable eficacia
para contrastar hipotesis. El método es aplicable a
muestras pequeiias, siempre y cuando sean mayo-
res que 6 y menores que 25. Las muestras grandes
deben ser mayores a 25 y éste se debe transformar
en valor de Z, para conocer la probabilidad de que
aquella sea o no significativa.

Prueba de Friedman

En estadistica la prueba de Friedman es una prueba
no paramétrica que consiste en ordenar los datos por
filas o bloques, reemplazandolos por su respectivo
orden. Al ordenarlos, se debe considerar la existen-
cia de datos idénticos (Corzo, 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

* Medidor portatil de Mondxido de carbono
Extech CO10, de respuesta rapida con rango
de medicion de 0 a 1.000 ppm, resolucion de
1 ppm y precision: +5% 6 +10 ppm. Sensor
electroquimico especifico para el CO.

* Analizador de gases Clase O (Fotometria
infrarroja no dispersiva) de la marca CAPA-
LEC. Medicion por fotometria infrarroja no
dispersiva, que tiene un rango de deteccion
de 0 a 5% en volumen de monoxido de
carbono (CO).

 Peroxido de Hidrogeno comercial y para
analisis de 100 Volumenes (Solucion al
30%), de la marca Cicarelli. Cas N°: 7722
— 84 — 1. Industria Argentina.

* Dioxido de Titanio - TiO,: Marca JT Baker.
Calidad para analisis.

* Fuentes de luz:

1. Lampara con filamento de tungsteno,
halogenado de 12 V - 55 W (Marca
Narva. Alemania).

2. Tubo fluorescente de mercurio con
emision de luz ultravioleta 15 W
(Marca Philips - TUV T8).

3. Lampara de deuterio tipo L2D2, para
uso en espectroscopia (Marca Hitachi
—Modelo: H4141SV, Japon).

» Tubos de goma resistentes al calor, ajustados
con abrazadera para las conexiones entre las
partes principales.

* Motor de combustion interna — Ciclo Otto.
Se ha utilizado un motor de automovil de
uso particular, de la marca Chevrolet 1600
cc, 16V, ano 1999, sin catalizador.

Consideraciones previas a la realizacion del

experimento

* Las mediciones se han realizado en un
lugar semi cerrado, para evitar el efecto de
vientos en el flujo de los gases de escape
que pueda afectar las mediciones, con airea-

ciones suficientes de modo a evitar posibles
intoxicaciones con el monoxido de carbono.

 Utilizacion de una mascara con filtros a
base de carbon activado, para minimizar
la inhalacion de los gases productos de la
combustion.

e La deteccion del equipo portatil es de un
valor maximo de 1.000 ppm (mil partes por
millon) de mondxido de carbono (CO) y
para realizar las mediciones, se ha introduci-
do aire puro del ambiente por medio de una
sopladora, para la diluciéon del mondxido
de carbono.

Partes variables del experimento (Dispositivo)

Se denomina asi a cada una de las partes afiadidas
o utilizadas desde el cafio de escape hasta el equipo
de medicion utilizado.

Filtro del gas a analizar

A base de espuma, con lo que se retienen todas las
particulas solidas, de modo a resguardar el sensor
electroquimico del equipo de medicion.
Céamara de mezclado, reaccion y medicion

Para obtener una mejor reaccion de la mezcla
de gases de escape y de radicales OHe formados,
se ha dirigido la mezcla a una cdmara de mezclado
para la medicion.

Inyeccion de peroxido de Hidrégeno

La vaporizacion del peroxido de hidrogeno y pos-
terior mezcla con los gases de combustion se han
realizado de tres formas alternativas:

1- Por arrastre del vapor del peroxido de hi-
drogeno con aire por medio de la bomba
de un equipo nebulizador conectado a un
humidificador de 250 ml.

2- Por arrastre del vapor del peroxido de hidré-
geno con aire por medio de la bomba de un
equipo nebulizador conectado a un frasco
tipo lavador de gases de 500 ml.

3- Por arrastre de vapor por el burbujeo de una
porcion del gas de escape en el peroxido de
hidrogeno.
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Inyeccion de aire puro

Para la inyeccion del aire puro se ha utilizado el aire
expulsado por una aspiradora conectado al sistema
de flujo del gas de escape, segun las caracteristicas
definidas en cada experimento. El flujo de inyeccion
de aire es regulado mediante una abertura lateral del
cafio de inyeccion, de modo a ajustar a valores en
donde puedan observarse cambios en la concentra-
cion dentro de los valores del rango de deteccion.

Registro de datos

El equipo de medicion portatil utilizado no posee
una memoria de almacenamiento de datos o una
forma de transmision de los datos, por lo que se
ha tenido la necesidad de filmar la pantalla del
equipo de medicion. Los datos fueron extraidos
mediante un editor de video (Sony Sound Forge
7.0), separando las imagenes que componen el
video, estableciéndose el copiado del dato cada 34
imagenes, lo que corresponde a aproximadamente
un valor por segundo.

Métodos

La medicion de la cantidad de mondxido de carbono
emitida al ambiente en el presente trabajo, se realizo
mediante un sensor portatil Extech C10, en las con-
diciones de funcionamiento de un motor de com-
bustion interna, desde la salida del cafo de escape
del motor y a la salida del dispositivo de reaccion.
Las condiciones en las que se fueron desarrollando
las mediciones se describen a continuacion:

* En periodos de tiempo desde el inicio del
funcionamiento del motor hasta llegar a
valores constantes, sin reactivos y sin ilumi-
nacién y con reactivos e iluminacion.

» Conuna determinada concentracion estable-
cida del peréxido de hidrégeno:

a- Con vaporizacion del H 0O,

b- A diferentes valores de temperatura
de vaporizacién del peroxido de hi-
droégeno.

c- A diferentes concentraciones de pe-
roxido de hidrégeno, vaporizando el
peroxido de hidrogeno e iluminado

con luz UV.

Generacion de Radicales

La generacion de los radicales hidroxilo OHe se rea-
liz6 por medio de la fotolisis del H,O, con lampara
de luz deuterio que emite radiacion de luz dentro
del rango ultravioleta a partir de 185 nm.

H,0, + hv — 2 OHs (®)

Los radicales OHe formados son introducidos en el
mecanismo de escape del motor para el mezclado
con los gases de combustion, para la reaccion con
el monoxido de carbono (CO), formandose un com-
puesto intermedio inestable radical hidrocarboxilo
(HOCO¢), que se descompone en radical hidrogeno
He y didxido de carbono (CO,).

OHe« + CO < [HOCO*] — H-+CO, (9)
La ecuacion neta es:

OH+ +CO — H++CO, (10)

donde el radical hidrégeno puede reaccionar con el
oxigeno del ambiente, dando radical hidroperdxido.

He+0, - HO, (11)

Se evalua la efectividad de la reaccion con la deter-
minacion de la disminucién de la concentracion de
monodxido de carbono con la generacion de radicales
hidroxilo, que finalmente pueden volver a formar
perdxido de hidrogeno, desprendiendo oxigeno.

2HO,» —» H,0,+0, (12)

Mediciones realizadas

Para cada una de las mediciones realizadas en cada
experimento, se han realizado los ajustes de las
lecturas de concentracion del monoxido de carbono
al rango de deteccion del equipo y realizado cada
uno de los pasos descritos a continuacion.

Valores de Base

Se ha realizado la medicion del monodxido de car-
bono existente en el ambiente.

Con dispositivos

Se realizan todas las conexiones de los dispositivos
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moviles mencionados a la salida del cafio de escape
del automovil y se arranca el motor. Se realizan las
mediciones desde el inicio hasta que la temperatura
del motor llegue a la de funcionamiento estable, esto
es teniendo en cuenta que en funcionamiento inicial
a temperaturas bajas del motor pueden dar valores
diferentes al de funcionamiento a temperatura
normal méaxima y luego se afiade la fuente de luz
y peréxido de hidrogeno y se realizan las lecturas
en estas condiciones.

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1
Valores de Base

Tabla 1. Concentracion de CO (ppm) medidos en el ambiente
de trabajo. ValorPromedio: 16 ppm. DesviaciénEstandar:
1 ppm. N°: Se refiere a la cantidad de mediciones realizadas.

CO CO CO CcO
N opm Y epm) NV epm) N pm)
1 16 11 17 21 17 31 15
2 15 12 16 22 16 32 15
3 15 13 16 23 16 33 15
4 15 14 15 24 16 34 15
5 15 15 15 25 15 35 16
6 16 16 15 26 15 36 16
7 16 17 16 27 16 37 16
8 15 18 16 28 15 38 15
9 16 19 15 29 15 39 16
10 16 20 16 30 16 40 16

Concentracion de CO (ppm) - Ambiente

CO (ppm)
(53

N°de Mediciones

Figura 2. Valores de concentraciéon de CO en funcién del
tiempo medidos en el ambiente de trabajo.

Las mediciones se han realizado en el ambiente
de trabajo antes de hacer funcionar el motor. En la
Tabla 1 se dan los valores de la medicion de CO en
ppm realizada en el ambiente de trabajo, en donde
se observan valores promedio de 16 ppm y una
desviacion estandar de 1 ppm.

En la Figura 2 se observan los valores de la
concentracion de CO (ppm) medidos en el ambiente
de trabajo, en la que se observan valores con muy
pequeiias fluctuaciones.

Medicion de la concentracion de CO (ppm) sin
peroxido de hidrégeno y sin luz

Las mediciones de la concentracion de CO del gas
de escape se han realizado en las condiciones de
funcionamiento normal, para tener los valores de
CO iniciales. En la Tabla 2, se presentan los valores
de CO (ppm) obtenidas con el tiempo.

Tabla 2. Concentraciéon de CO (ppm) medidos del gas de
escape, ajustados a valores de lectura dentro del rango de
medida del equipo.

Medicion - Medicion - Medicion R
(ppm) (ppm) (ppm)

1 193 16 212 31 225
2 195 17 206 32 272
3 189 18 241 33 300
4 194 19 248 34 333
5 209 20 251 35 318
6 210 21 235 36 288
7 216 22 247 37 329
8 205 23 251 38 340
9 750 24 192 39 210
10 820 25 210 40 101
11 248 26 230 41 76
12 264 27 260 42 269
13 236 28 288 43 312
14 215 29 283
15 218 30 254

Mediciones de la concentracion de CO en ppm
con peroxido de hidrégeno y con luz

Lamedicion se ha realizado de la mezcla del gas de
escape con peroxido de hidrogeno comercial de 10
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Tabla 3. Concentracion de CO (ppm) medidos del gas de
escape, mezclado con HZO2 10 Vol, iluminado con lampara
de tungsteno halogenado. N°: Se refiere a la cantidad de me-
diciones realizadas.

Ne CO (ppm) Ne CO (ppm)
1 202 11 123
2 215 12 98
3 144 13 201
4 83 14 204
5 72 15 364
6 64 16 170
7 63
8 61
9 64
10 160

Vol, vaporizado e iluminado con luz proveniente de
una lampara de tungsteno halogenado.

En la Tabla 3, se presentan los valores de CO
(ppm) obtenidos con el tiempo de la mezcla resul-
tante de los gases de escape y peréxido de hidroégeno
(comercial) de 10 volumenes de concentracion.

EnlaTabla 4, se presentan los valores promedio
de CO (ppm), el nimero de mediciones, la varianza
y la desviacion estandar de las mediciones en el
ambiente de trabajo (1.1), de las mediciones del
gas de escape sin perdxido de hidrogeno ni luz
(1.2) y de la concentracion resultante de los gases
de escape y peroxido de hidrégeno (comercial) de
10 volimenes de concentracion iluminado con lam-
para de tungsteno halogenado (1.3). Se ha realizado
ademas la comparacion de los resultados obtenidos
de las mediciones de los gases de escape y existe
una disminucién del 42% en la concentracion de
CO (ppm) al mezclarlo con peroxido de hidroégeno
e iluminarlo con la luz de una [dmpara de tungsteno

Promedios de Concentracion CO (ppm)
300
250
=200
g
&
=150
o}
o
100
0+ — T
Sin Luz ni H,O> Con H,O; + Luz
Condiciones

Figura 3. Concentracion de CO en ppm en diferentes con-
diciones de medicion. 1) Sin peroxido de hidrégeno, ni luz.
2) Con peroxido de Hidrogeno 10 Vol y luz de lampara de
tungsteno halogenado.

halogenado.

En las Figuras 3 y 4 se representan los valores
promedios de la concentracion de CO (ppm) medi-
dos, segtin diferentes condiciones de determinacion:
1.2) Mediciones realizadas del gas de escape sin el
agregado del perdxido de hidrogeno ni luz que no
sea la luz ambiental del dia y la luz de un tubo fluo-
rescente y 1.3) Mediciones realizadas de los gases
de escape mezclados con perdxido de hidrogeno e
iluminados con ldmpara de tungsteno halogenado.

Con los resultados se ha observado una disminu-
cion de la concentracion de monodxido de carbono
(CO) con el agregado de la iluminacion con lampara
de tungsteno halogenado a la mezcla de vapor de
peroxido de hidrégeno 10 volimenes con los gases
de escape.

Tabla 4. Valores promedio de la concentracion de CO en ppm en diferentes condiciones de medicion.

Experimento Valor p(;(;)n;f)dio €0 N° de Datos Co‘zl‘i:ii:;:;de I)Ee:tv;l?;f: % Disminucion
1.1 16 40 4 1
1.2 245 43 25 62
1.3 143 16 58 83 43
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Proporcion del CO segiin las condiciones

100%
80%
60%
40%

20%"

0%

Sin Luz ni HyO3 Con H,0; + Luz

mPromedios § Disminucién

Figura 4. Proporcion de la concentracion de CO en ppm en
condiciones de medicion. 1) Sin peroxido de hidrégeno, ni
luz. 2) Con peroxido de hidrogeno 10 Vol y luz de lampara de
tungsteno halogenado.

Los resultados preliminares obtenidos dan valo-
res esperados, no obstante, la lampara de tungsteno
halogenado utilizada, no tiene tanta intensidad de
radiancia a longitudes de onda baja, para la gene-
racion de los radicales OHe, a partir del peroxido
de hidroégeno (Gomez,2000).

Analisis Estadistico

En las Figuras 5, 6 y 7 se muestra el compor-
tamiento de CO segun las condiciones del ex-
perimento (1), como las medias, intervalos de
confianza del 95%, deteccion de valores extremos
(teniendo en cuenta la mediana) y tamafios de las
muestras (n). Se puede observar que la menor
variabilidad corresponde al experimento realizado
sin puesta en marcha el motor del vehiculo y la
mayor sin perdxido sin luz y con peréxido 10 Vol
y luz respectivamente.

Figuras 5-7 (columna opuesta). Comportamiento del CO. 5)
Grafica de barra de error, media y su intervalo de confianza del
95%, tamano de las muestras (n) de CO, segtin las condiciones
del experimento (1). 6) Grafica de cajas y bigotes de CO (ppm),
segun la condicion del experimento (1). 7) Grafica de medias
de CO, segun la condicion del experimento (1).
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Tabla 5. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,
mezclado con H202 10 Vol e iluminado con tubo fluorescente de luz UV y tungsteno halogenado.

Coeficiente de Desviacion

Experimento Condiciones  Promedios CO (ppm) N° de Datos Variacién Esténdar
2.1 Luz UV+Visible 90 21 36 32
2.2 Luz UV 91 48 22 31
Los datos no presentan homogeneidad de la va- - »
. Promedios de Concentracion CO (ppm)
rianza con la prueba de Levene (p <0,05). Presentan
valores extremos inferiores y superiores (teniendo 100
en cuenta la mediana) con las mediciones de sin g 907
peroxido de hidrogeno y sin luz (sin peroxido sin ,:-? 32:
luz). Asi mismo, presentan diferencias significativas © 601
entre cada una de las condiciones de mediciones de 501
CO en sus valores de las medianas con la prueba 40:
de Friedman y Wilcoxon (p < 0,05), donde los ma- ;g |
yores valores de CO se concentran en la medicion 10
de sin peroxido y sin luz y los menores sin puesta 0
del motor en marcha. UV +Vis v
Condiciones

Experimento 2

Se ha cambiado la fuente de luz visible, utilizando
un tubo fluorescente de emision en el rango UV
colocado en el cafio corrugado de flujo de la mez-
cla de gases de escape y peroxido de hidrogeno
e incorporando la utilizacién de un soplador de
aire, de modo a que los valores de concentracion
de monoxido de carbono no presenten mucha
oscilacion en el rango de lectura del equipo de
medicion.

Eficiencia de la generacion de radicales OHe con
la combinacion de fuentes de luz

Las condiciones de funcionamiento, se detallan
en la Tabla 5, en la que se dan los valores pro-
medios, el nimero de mediciones, el coeficiente
de variacion y la desviacion estandar de las me-

Figura 8. Promedios de la concentracion de CO (ppm) en
diferentes condiciones de medicion. 1) Peroxido de hidrogeno
con luz visible y luz UV. 2) Per6xido de hidrogeno con luz UV.

diciones realizadas del CO (ppm), en el Experi-
mento 1: con Luz UV + Luz visible y peroxido
de hidrégeno y en el Experimento 2: utilizando
solamente luz UV.

Los resultados obtenidos son casi similares para
ambas condiciones de medicion, lo que puede ser
un indicador de la casi nula produccion de radi-
cales OHe por medio de la lampara de tungsteno
halogenado.

En la Figura 8 se representan los valores prome-
dios de la concentracion de CO (ppm) medidos, con
luz UV y visible y solamente con luz UV, donde los
resultados presentan valores casi similares en ambas
determinaciones sin una disminucion apreciable

Tabla 6. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,
mezclado con H202 10 Vol, sin luz e iluminado con tubo fluorescente de luz UV.

Coeficiente de Desviacion

. . . o

Experimento Condiciones  Promedios CO (ppm) N° de Datos Variacién Estandar
2.3 Sin luz UV 86 80 35 30
2.4 Con luz UV 66 47 29 20

ALFREDO RAMON LEGUIZAMON ORTIZ, PP. 50-78



Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017) 61

con la combinacion de lamparas.

Generacion de radicales OHe a partir del peroxi-
do de hidrégeno con luz UV

Las condiciones de funcionamiento, se detallan en
la Tabla 6, en la que se dan los valores promedios, el
numero de mediciones, el coeficiente de variacion y
la desviacion estandar de las mediciones realizadas
del CO (ppm), en el Experimento 2.3: Sin Luz UV
y en el Experimento 2.4: utilizando luz UV.

El valor promedio de la concentracion de
CO medidos sin luz, fue de 86 ppm, mientras
que al mezclar los gases de escape con vapor
de perdoxido de hidrogeno e iluminar con la luz
UV se obtuvo un valor de 66 ppm en CO, lo que
corresponde una disminucion de 23% en la con-
centracion de CO.

En las Figuras 9 y 10 se observan los valo-
res promedio de la concentracion de CO (ppm)
medidos en las condiciones sin luz UV y con
luz UV, donde los valores obtenidos sin luz UV,
poseen valores promedio mayores (86 ppm) que

Promedio de CO (ppm)
10
801
E
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£ <0
S 60
&)
40
201
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SinLuz ConLuz
Condiciones

Figura 9. Concentracion de CO en ppm en diferentes condicio-
nes de medicion. 1) Sin peroxido de hidrégeno, ni luz. 2) Con
peroxido de hidrogeno 10 Vol y luz de lampara de tungsteno
halogenado.
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Figura 10. Proporcion de la concentracion de CO en ppm en
condiciones de medicion: 1) Sin peréxido de hidrogeno, ni luz
y 2) Con perdxido de hidrégeno 10 Vol y luz de lampara de
tungsteno halogenado.

las mediciones obtenidas con luz UV (66 ppm),
dando una proporcion de disminucion del 23,2%
al utilizar el peroxido de hidrégeno de 10 volu-
menes e iluminar con luz de lampara de tungsteno
halogenado.

Evaluacion de la reproductibilidad de los
resultados alternando las mediciones con
iluminacion y sin iluminacion

En la Tabla 7, se muestran los valores promedios,
numero de mediciones, el coeficiente de variacion
y la desviacion estandar del CO (ppm) con nueva
solucion de peroxido de hidrogeno comercial de 10
Vol, utilizando otro humidificador. Los experimen-
tos 2.5, 2.6, 2.7 se realizaron con luz UV y en los
experimentos 2.8 y 2.9 sin luz UV.

Los valores promedio de la concentracion de
CO (ppm) de 45 ppm obtenidos al iluminar con luz
UV, no refleja una disminucion con respecto a los
valores obtenidos sin iluminacion de 43 ppm. La
diferencia entre 43 y 45 ppm estd dentro del error
experimental (la desviacion estandar es de 6 ppm

ESTUDIO DE LAS EMISIONES DE MONOXIDO DE CARBONO EN MOTORES DE COMBUSTION INTERNA (SECUN CicLo OTTO)
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Tabla 7. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,

mezclado con HZO2 10 Vol, sin luz e iluminado con tubo fluorescente de luz UV.

Experimento Condiciones Promedios CO  Promedio CO N° de Coeficiente de Desviaciéon
P (ppm) (ppm) Datos Variaciéon Estandar
2.5 Con luz UV 53 282 493 22
2.6 Con luz UV 38 182 51
2.7 Con luz UV 43 45 69 41
2.8 Sin luz UV 38 329 126 11
2.9 Sin luz UV 35 43 55 85 9
Promedio de CO (ppm) Proporcion de CO (%)
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Figura 11. Concentracion de CO en ppm en diferentes condi-
ciones de medicion de los gases de escape con HZO2 10 Vol.
1) Sin luz. 2) con luz UV.

en un caso y 9 ppm en el otro).

En las Figuras 11 y 12 se observan los valores
promedio de la concentracion de CO (ppm), medi-
dos en las condiciones ambientales (2 repeticiones)
y con luz UV (3 repeticiones), en donde no se re-
produce la disminucion con la adicion de luz UV
y H,0O, 10Vol, sino que al contrario se observa un
aumento (-6,6%), que puede ser influenciado por
otros factores (soplador).

Dispositivo de produccion del vapor de perdéxido
de hidrégeno con bomba de nebulizador y frasco
de 500 ml

En la Tabla 8, se dan los valores promedios,
namero de mediciones, el coeficiente de varia-
cion y la desviacion estandar de las medicio-

ConLuz SinLuz
Condiciones Condiciones
B Promedio B Disminucién

Figura 12. Proporcion de la concentracion de CO en ppm en
condiciones de medicion: Con peroxido de Hidrogeno 10 Vol
y luz UV y sin peroxido de hidrégeno, ni luz.

nes realizadas del CO (ppm), al utilizar otro
humidificador (2), con luz UV (2.10) y sin luz
(2.11).

Se observa la disminucion de la concentracion
del CO por la iluminacion con luz UV, con un
promedio de 42 ppm en la concentracion de CO y
56 ppm sin la iluminacion, lo que equivale a una
disminucion del 26% en la concentraciéon de mo-
noxido de carbono.

En las Figuras 13 y 14 se observan los valores
promedios de las concentraciones de CO (ppm)
medidos, sin luz y sin peréxido de hidrogeno (56
ppm), con un valor mayor que el promedio de las
mediciones obtenidas con luz UV (42 ppm), dando
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Tabla 8. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,
mezclado con HZO2 10 Vol, sin luz e iluminado con luz de tubo fluorescente UV.

Experimento Condiciones Promedios CO N° de Datos Coeﬁc.len.t,e de DeSV,laCIOH
(ppm) Variacion Estandar
2.10 Luz UV y H,0, 10 Vol 42 124 40 17
2.11 Sin luz UV 56 123 34 19
Promedio de CO (ppm .
(ppm) Proporcion de CO (%)
60
E 100% -
s 50
S
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S 401 80%
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Condiciones Condiciones
m Promedio ® Disminucién
Figura 13. Concentracion de CO en ppm en diferentes condi-

ciones de medicion: Con H O, 10 Vol y luz UV'y Sin perdxido
de hidrégeno ni luz UV.

una disminucion del 26% en la concentracion de
monodxido de carbono.

Punto de mezcla del vapor de peréxido de
hidrégeno con los gases de escape en la cAmara
de reaccién

En la Tabla 9, se muestran los valores promedios,
numero de mediciones, el coeficiente de variacion
y la desviacion estandar de las mediciones realiza-
das del CO (ppm), al iluminar con la luz UV en la
camara de reaccion (2) y sin luz.

Figura 14. Proporcién de la concentracion de CO en ppm en
condiciones de medicion: Con peroxido de hidrogeno 10 Vol
y luz UV y sin perdxido de hidrogeno, ni luz.

Los valores promedio de CO de 56 ppm, ob-
tenidos al realizar el cambio del punto de mezcla
del vapor del perdxido de hidrogeno con los gases
de escape en la cdmara de reaccion, no produjeron
una disminucidn significativa de la concentracion
de monoxido de carbono al obtenido sin la ilumi-
nacion que fue de 53 ppm en CO. Esto evidencia
el efecto de la turbulencia generada por el cafo
corrugado en la eficiencia de reaccion de la mezcla
de reactivos.

Tabla 9. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,

mezclado con HZO2 10 Vol, sin luz UV e iluminado con luz UV.

Experimento Condiciones Fromedios CO N° de Datos Coeﬁcilen-t’e de DESV’laCIOIl
(ppm) Variacion Estandar
2.12 Sin luz UV 56 123 34 19
2.13 Con luz UV 53 201 38 20
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Promedio de CO (ppm)
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Figura 15. Concentracion de CO en ppm en diferentes con-
diciones de medicion: Sin perdxido de hidrogeno ni luz UV y
conH O, yluz UV.

En las Figuras 15 y 16 se observan los valores
promedios de las concentraciones de CO (ppm)
medidos, sin luz y sin peroxido de hidrogeno (56
ppm), con valores mayores que las mediciones
obtenidas con luz UV y peroxido de hidrogeno 10
Vol (53 ppm), dando una disminucion del 3% en la
concentracion de monoxido de carbono.

Con el tubo fluorescente de luz UV dentro de la
camara de reaccion

En la Tabla 10, se muestran los valores promedios,
numero de mediciones, el coeficiente de variacion
y la desviacion estandar de las mediciones realiza-
das del CO (ppm), al iluminar con la luz UV en la
camara de reaccion (2) y sin luz.

Se observa una disminucidn de la concentracion
del CO por la iluminacién con luz UV en la cama-
ra de reaccion a un promedio de 35 ppm, del 54
ppm obtenido sin la iluminacidén, lo que equivale

Proporciéon de CO (%)
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0% T
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B Promedio B Disminucién

Figura 16. Proporcion de la concentraciéon de CO en ppm en
condiciones de medicion: Con perdxido de Hidrogeno 10 Vol
y luz UV y sin peroxido de hidrogeno, ni luz.

a una disminucion del 36% en la concentracion de
monoxido de carbono. Que se observa un mayor
porcentaje de disminucion con la obtenida en las
mismas condiciones, pero iluminando dentro del
cafo corrugado, observandose el efecto de la super-
ficie de reaccion o el volumen del reactor.

En las Figuras 17 y 18 se observan los valores
promedios de las concentraciones de CO (ppm)
medidos, sin luz y sin peréxido de hidrégeno (54
ppm), con valores mayores que las mediciones
obtenidas con luz UV y peroxido de hidrégeno 10
Vol (35 ppm), lo que da una disminucion del 36%
en la concentracién de monoéxido de carbono al
utilizar luz UV.

Analisis Estadistico

En las Figuras 19, 20 y 21 se muestra el compor-
tamiento de CO segun las condiciones del Experi-
mento 2, como las medias, intervalos de confianza

Tabla 10. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,
mezclado con HZO2 10 Vol, sin luz UV e iluminado con luz UV dentro de la camara de reaccion.

Experimento Condiciones Fromedios CO N° de Datos Coeﬁc‘len-t,e de Desv}mcmn
(ppm) Variacion Estandar
2.14 Con luz UV 35 22 37 13
2.15 Sin luz UV 54 22 16 9
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Figuras 17-18. Valores promedio de las concentraciones de CO
(ppm). 17) Concentracion de CO en ppm en diferentes condi-
ciones de medicion: Con H O, 10 Vol y luz UV y Sin perdxido
de hidrogeno ni luz UV. 18) Proporcion de la concentracion
de CO en ppm en condiciones de medicion: Con peroxido de
hidrégeno 10 Vol y luz UV y sin perdxido de hidrogeno, ni luz.

del 95%, deteccion de valores extremos (teniendo
en cuenta la mediana) y tamafios de las muestras
(n). Se puede observar que la menor variabilidad
corresponde al experimento realizado sin luz'y con
luz; la mayor UV+Visible 48 respectivamente. Los
datos no presentan homogeneidad de la varianza
con la prueba de Levene (p<0,05). Presentan va-
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2-Con Luz51 6- Otro Punto deinyeccion54  10- Sin Luz55
3-Con Luz52 7- Sin Luz49 11- UV + Vis48 2 1
4-Con Luz54 8- Sin Luz53 12- uv4s

Figuras 18-21. Comportamiento del CO segtin las condiciones
del Experimento 2. 19) Grafica de barra de error, media y su
intervalo de confianza del 95%, tamafio de las muestras (n) de
CO, segun las condiciones del experimento (2). 20) Grafica
de cajas y bigotes de CO, segun la condicion del experimento
(2). 21) Grafica de medias de CO, segun la condicion del
experimento (2).
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Tabla 11. Resumen de valores de concentracion de CO en ppm medidos en el ambiente de trabajo y de valores de CO (ppm)

de ajuste de condiciones.

Experimento Condiciones Fromedio CO N° de Datos Coeﬁc.len.t’e de Desvrlaclon
(ppm) Variacion Estandar
31 Valores de Base 6 60 5 0,3
32 Ajuste 401 114 4 18

lores extremos superiores (teniendo en cuenta la
mediana) con casi todas las condiciones de este
experimento, con mayor proporcion con luz 51
y luz 54.

Asi mismo también presentan diferencias sig-
nificativas entre cada una de las condiciones de
mediciones de CO en sus valores de las medianas
a excepcion entre UV48 - UV + Vis48 y Sin Luz49
- UV +Vis48y Sin Luz49 - UV48 con la prueba de
Friedman y Wilcoxon (p > 0,05), donde los mayores
valores de CO se concentran con la medicion de
Sin luz49, UV + Vis48 y UV48 y los demas con
menores valores.

Se observaron cambios en las concentraciones
de CO utilizando como fuente de luz tubo fluores-
cente UV, y por las caracteristicas de la misma la
emision de luz corresponda mayormente al rango
UVA (320 — 400 nm), con lo que la generacion de
radicales puede estar sujeto a la energia suminis-
trada mediante la misma.

Experimento 3

Antes de afirmar que la lampara utilizada no es la
adecuada, se ha realizado el mismo experimento
utilizando peroxido de hidrogeno de mayor concen-
tracion de calidad para analisis de 100 volimenes,
modificado el sistema de inyeccion por arrastre
del vapor por medio del burbujeo (Vaporizador 2)
y se ha modificado cambiado la ubicacion de la
fuente de luz.

Las mediciones se han realizado en el ambiente
de trabajo antes de hacer funcionar el motor. En
la Tabla 11 se dan los valores de la medicion de
CO en ppm realizada en el ambiente de trabajo,
en donde se observan valores promedio de 6 ppm,
un coeficiente de variacion de 1 y una desviacion
estandar de0,3.

Eficiencia y reproductibilidad de la generacion
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Figura 22. Concentracion de CO en ppm en diferentes condi-
ciones de medicion: Con H202 10 Vol y luz UV y Sin peroxido
de hidrogeno ni luz UV (antes y después).

Tabla 12. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,
mezclado con H202 10 Vol, sin luz UV e iluminado con luz UV dentro de la camara de reaccion.

Experimento Condiciones Pron(n;)ep(ﬁlo) €O N° de Datos Co‘e,e;i:ii::ig:de lg:;i:;?:
33 Sin Luz 30 132 25 8
34 LuzUVyHO, 10V 24 331 16 4
3.5 Sin Luz 28 301 23 6

ALFREDO RAMON LEGUIZAMON ORTIZ, PP. 50-78



Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017) 67

Proporcion de CO (%)

100%-

80%-

o 60%:

40%-

20%-

0% 7 T T
SinLuz ConLuz SinLuz

B Promedio m Disminucién

Figura 23. Proporcion de la concentracion de CO en ppm en
condiciones de medicion: Con perdxido de hidrogeno 10 Vol
y luz UV y sin peroxido de hidrogeno, ni luz.

de radicales OHe con fuente de luz UV y perdxido
de hidrégeno 10 Vol

En la Tabla 12, se muestran los valores promedios,
numero de mediciones, el coeficiente de variacion
y la desviacion estandar de las mediciones realiza-
das del CO (ppm), al iluminar con la luz UV en la
camara de reaccion (2) y sin luz.

Se observa la disminucion de la concentracion
promedio del CO desde 30 ppm (sin luz UV) a 24
ppm con luz UV y con un valor de 28 ppm del CO
sin luz UV, lo que corresponde a una disminucion
promedio del 19%.

En las Figuras 22 y 23 se observan los valores
promedios de las concentraciones de CO (ppm)

medidos, sin luz y sin peréxido de hidrogeno (30
ppm), con valores mayores que las mediciones
obtenidas con luz UV y perdéxido de hidrogeno 10
Vol (24 ppm) y sin luz ni peroxido de hidrogeno
(30 ppm), dando una disminucion del 7% en la
concentracion de monoxido de carbono cuando es
iluminado con luz UV y presencia de peroxido de
hidrogeno.

Evaluacion de la eficiencia con la concentracion
del peroxido de hidrogeno (10 Vol 100 Vol) y
luz UV

En la Tabla 13, se muestran los valores promedios,
numero de mediciones, el coeficiente de variacion
y la desviacion estandar de las mediciones realiza-
das del CO (ppm), al iluminar con la luz UV en la
camara de reaccion (2) y sin luz.

Se observa la disminucion de la concentracion
del CO de 30 ppm (medida sin luz UV), utilizando
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Figura 24. Concentracion de CO en ppm en condiciones de
medicion: Sin luz, Con Luz UV: H O, 100 Vol y H O, 10 Vol.

Tabla 13. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,

sin luz e iluminado con luz UV, con H O, 10 Vol y 100 Vol.

Experimento Condiciones Pror(r:)c;)(ii.g €0 N° de Datos Co‘e,e;i:ii::ig:de lg:;i:;?:
3.5 Sin Luz 30 132 25 8
3.6 LuzUVyHO, 10V 21 176 11 2
3.7 LuzUVyHO, 100V 24 278 35 9
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Figura 25. Proporcion de la concentracion de CO en ppm en
condiciones de medicion: Sin luz y Con Luz UV: H O, 100
Voly H O, 10 Vol.

luz UV con perdxido de hidrogeno de 10 Voliime-
nes a un promedio de 21 ppm y de 24 ppm con el
peroxido de hidrégeno de 100 volumenes.

En las Figuras 24 y 25 se observan los valores
promedios de CO (ppm) medidos, sin luz (30 ppm),
con valores mayores que las mediciones con luz UV
y H,0, 10 Vol (21 ppm) y H,O, 100 Vol (24 ppm),
lo que equivale a una mayor eficiencia en 10% con
el peroxido de hidrogeno de 10 Vol con respecto al
del H,0, 100 Vol.

Evaluacion de la eficiencia de la reaccion:
Inyeccion del vapor de pero6xido de hidrégeno
de 10 volimenes en la camara de reaccion

En la Tabla 14, se muestran los valores promedios,
numero de mediciones, el coeficiente de variacion y
la desviacion estandar de las mediciones realizadas
del CO (ppm), sin iluminacién con luz UV y con la

Promedio de CO (ppm)

30
25
E 2
(=9
R
O 15 4
&)
10 -
5 N
0 - ' ,
2 6 Sin Luz ConLuz
Condiciones

Proporciéon de CO (%)

100% ——
90% +——|
80% +——|

% 70% +——
60% +——!
50% +—!
40% +——
30% +——
20% +——
10% +——

0%

ConLuz

Sin Luz

Condiciones

2 7 B Promedio m Disminucién

Figuras 26-27. Valores promedios de CO (ppm). 26) Con-
centracion de CO en ppm en condiciones de medicion: Sin
luz, Con luz UVy HZO2 10 Vol en la camara de reaccion. 27)
Proporcion de la concentracion de CO en ppm en condiciones
de medicion: Sinluzy ConluzUVy H O, 10 Vol en la cdmara
de reaccion.

Tabla 14. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,

sin luz e iluminado con luz UV en la camara de reaccion.

Experimento Condiciones Fromedio CO N° de Datos Coeﬁc.len.t’e de Desvrlacmn
(ppm) Variacion Estandar
3.8 Luz UV (cémara de 17 110 8 1
reaccion)
3.9 Sin luz UV 19 79 20 4
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iluminacion con luz UV e inyeccion del H O, en la
camara de reaccion.

Se observa que el promedio de la concentracion
del CO disminuye de 19 ppm sin la iluminacion con
luz UV a 17 ppm al realizar la inyeccion directa-
mente en la camara de reaccion.

En las Figuras 26 y 27 se observan los valores
promedios de CO (ppm) medidos, sin Luz UV (19
ppm), con valores mayores que las mediciones con
luzUV'y H,0, 10 Vol (17 ppm) cuando la inyeccion
del H202 se realiza en la camara de reaccion con
una disminucion del 14% en la concentracion de
CO(ppm).

Analisis Estadistico

En la Figuras 28, 29 y 30 se muestra el comporta-
miento de CO segun las condiciones del Experi-
mento 3, como las medias, intervalos de confianza
del 95%, deteccion de valores extremos (teniendo
en cuenta la mediana) y tamanos de las muestras
(n). Se puede observar que la menor variabilidad
corresponde al experimento realizado con 10 Vol,
la mayor 100 Vol de peroxido respectivamente. Los
datos no presentan homogeneidad de la varianza
con la prueba de Levene (p<0,05). Presentan valores
extremos superiores (teniendo en cuenta la media-
na) para todas las condiciones de este experimento
3, con mayor proporcion sin luz y 100 Vol.

Asi mismo también presentan diferencias sig-
nificativas entre cada una de las condiciones de
mediciones de CO en sus valores de las medianas
con la prueba de Friedman y Wilcoxon (p<0,05),
donde los mayores valores de CO se concentran
con la medicion de Sin luz 'y 100 Vol y los valores
menores con 10 Vol de peroxido.

Experimento 4
Se incorpora la lampara de luz UV de Deuterio

Figuras 28-30 (columna opuesta). Comportamiento de CO
segun las condiciones del Experimento 3. 28) Grafica de barra
de error, media y su intervalo de confianza del 95%, tamafio de
las muestras (n) de CO, segun las condiciones del experimen-
to3. 29) Grafica de cajas y bigotes de CO, segtn la condicion
del experimento (3). 30) Grafica de medias de CO, segln la
condicion del experimento3.
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Tabla 15. Concentraciones promedio, coeficiente de variacion y desviacion estandar de CO (ppm) medidos del gas de escape,
sin luz e iluminado con luz UV, con HZO2 10 Vol y 100 Vol.

Experimento ProT:in::; €0 N° de Datos Referencia C(;?frcit:i?nde I;?:;,i:;:’):
4.1.1 18 48 Valores de base 4 1
4.1.2 777 117 Sin luz UV 15 120
4.1.3 733 285 Lateral de la camara (2) 8 60
4.14 849 245 Sin luz UV 5 40
4.1.5 623 213 Orificio de la camara (2) 13 80

tipo L2D2, de un espectrofotometro de la marca
Hitachi, con lo que se garantiza la emision de luz
a partir de longitud de onda 185 nm, y con un valor
alto de intensidad de radiancia para la obtencion 900
de radicales OHe. Se ha cambiado el soplador por 800

otro con fuente externa de 220 V con caudal de aire 700
regulable, debido a que se han observado algunas 600
fluctuaciones en la concentracion de CO medido, 500
sin el agregado del peroxido de hidrogeno ni luz 400
UV, lo que se ha atribuido a que el soplador de 12 V 300
alimentado con la bateria del auto es afectado por la 200
disminucion de la tension al funcionar el ventilador 10(;)

de refrigeracion del motor, con lo que la velocidad Bakpomi Sialax

de flujo de aire y la concentracion de mondxido de Laml Qnﬁm
carbono. Se ha cambiado el recipiente de mezcla 31 Condiciones

y reaccion por un frasco de vidrio con una mayor
capacidad (aproximadamente de 5 litros).

Promedio de CO (ppm)

CO (ppm)

Iluminacién de la mezcla con luz UV - lampara Proporcién de CO (%)
de deuterio L2D2 100% -
En la Tabla 15, se muestran los valores promedios 90% -
numero de mediciones, el coeficiente de variacion y 80% -
la desviacion estandar de las mediciones realizadas 70% -
del CO (ppm), al iluminar con la luz UV la camara o 60% -
de reaccion, a través de la pared y por un orificio de < 50% -
la camara de reaccion utilizando perdxido de hidro- 40% -
30% -

. 20% -
Figuras 31-32 (columna opuesta). Concentraciones de CO
(ppm). 31) Concentracién de CO en ppm del Background y 10% -
en condiciones de medicion: Sin luz, Con luz UV (Lateral de 0% -
la camara de reaccion), Sin luz y con luz UV (Orificio de la SinLuz Luz SmLuz
camara de reaccion) con HZO2 100 Vol. 32) Proporcién de la Lateral Orificio
concentracion de CO en ppm en condiciones de medicion: 32 » Disminucién 2Promedio

Sin luz - Con luz UV (Lateral de la cadmara de reaccion) y
Sin luz - Con luz UV (Orificio de la camara de reaccion), con
H202 100 Vol.
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geno 100 Volumenes, observandose que iluminando
por el orificio de la cdmara de reaccion se tiene una
mayor disminucion (27%) de la concentracion de
CO (ppm) del iluminado a través de la pared (6%)
con respecto a los valores obtenidos de CO sin luz.
Este hecho se debe a la influencia de absorcion de la
luz por el material de la cdmara de reaccion (Vidrio
de borosilicato).

En las Figuras 31 y 32 se observan las concentra-
ciones de CO (ppm) medidas, del ambiente de tra-
bajo, sin luz UV, en las condiciones de iluminacion
con luz UV através de las paredes del recipiente y
utilizando H202 100 Vol e iluminado a través de un
orificio de la tapa de la camara de reaccion, obser-
vandose la disminucion de los valores de monoxido
de carbono para ambos casos, pero, presentando
una disminucion mayor cuando la iluminacion se
realiza en forma directa a través del orificio de la
tapa de la camara de reaccion (27%) de cuando se
ilumina a través de la pared (6%). Este hecho indica
que la luz UV ha sido absorbida por el material del
recipiente utilizado.

Evaluacion del efecto de la temperatura del
perodxido de hidrogeno

En la Tabla 16, se muestran los valores promedios,
numero de mediciones, el coeficiente de variacion y
la desviacion estandar de las mediciones realizadas
del CO (ppm), al iluminar con luz UV la camara de
reaccion a diferentes temperaturas del peroxido de
hidrégeno de 100 voliimenes, medidos mediante
un termometro de mercurio sumergido en el pe-
roxido de hidrogeno. Se observa que el aumento
de la temperatura del peroxido de hidrogeno, no
ha favorecido la reaccion de disminucion de la

(2017) 71
Promedio de CO (ppm)
800
= 700
& 600
8 500
400 -~
300
200 -
100 -
0 -
36°C 43°C 51°C 60°C 70°C
Temperatura

Figura 33. Efecto de la temperatura del peréxido de hidrogeno
en la reaccion.

concentracion de CO.

Enla Figura 33 se observa que las concentracio-
nes promedio del CO (ppm), medidos conluzUV'y
H,0, 100 Vol a diferentes temperaturas, presentan
aumentos desde 36 °C a 43 °C, siendo a esta tem-
peratura el mayor valor obtenido y disminuyendo
posteriormente a mayores temperaturas.

Analisis Estadistico

En las Figuras 34, 35 y 36 se muestra el compor-
tamiento de CO segtn las condiciones del experi-
mento (4), como las medias, intervalos de confianza
del 95%, deteccion de valores extremos (teniendo
en cuenta la mediana) y tamafios de las muestras
(n). Se puede observar que la menor variabilidad
corresponde al experimento realizado con los va-
lores de base, la mayor a 70°C de peroxido y Sin
luz UV, respectivamente.

Tabla 16. Concentracion promedio del CO (ppm) determinado iluminando con luz UV L2D2 y H O, 100 Vol, variando la

temperatura del perdxido de hidrégeno.

Coeficiente de Desviacion

Experimento Promedio CO (ppm) N° de Datos Temperatura °C Variacién Estandar
42.1 578 135 36 18 103
422 739 102 43 13 98
423 728 120 51 14 101
42.4 668 116 60 15 101
4.2.5 590 135 70 28 163
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Figuras 34-36 (columna opuesta). Comportamiento de CO
segun las condiciones del experimento 4. 34) Grafica de barra
de error, media y su intervalo de confianza del 95%, tamafio
de las muestras (n) de CO, segun las condiciones del experi-
mento (4). 35) de cajas y bigotes de CO, seglin la condicion
del experimento (4). 36) Grafica de medias de CO, segln la
condicion del experimento (4).

Los datos no presentan homogeneidad de la va-
rianza con la prueba de Levene (p<0,05). Presentan
valores extremos inferiores (teniendo en cuenta la
mediana) para las condiciones de 36°C, 51°C y Luz-
Orificio en este experimento (4), con mayor propor-
cion a 51°C de temperatura. Presentan diferencias
significativas entre cada una de las condiciones de
mediciones de CO en sus valores de las medianas,
a excepcion entre 70°C-36°C y 51°C-43°C con la
prueba de Friedman y Wilcoxon (p>0,05), donde
los mayores valores de CO se concentran con la
medicion de 43°C y Sin luz y los valores menores
con los valores de base.

Experimento 5

Se han modificado las condiciones del experimento
anterior, con la utilizacion de diferentes concen-
traciones de perdxido de hidrégeno, asi como el
cambio de disefio de la camara de reaccion para
el agregado de una rejilla metalica impregnada
con dioxido de titanio - TiO, como catalizador.
Las concentraciones de peroxido de hidrogeno se
han preparado por dilucion del reactivo puro PA
100Volumenes.

En la Tabla 17, se muestran los valores pro-
medios, numero de mediciones, el coeficiente de
variacion y la desviacion estandar de las mediciones
realizadas del CO (ppm), al iluminar con luz UV la
camara de reaccion a diferentes concentraciones del
peroxido de hidrogeno desde 5 a 100 Volumenes. Se
observa la disminucion de la concentracion de CO
con la disminucion de la concentracion de H202
hasta el de 10 Vol y aumentando de nuevo con la
concentracion de 5 Vol.

Al tener en cuenta las disminuciones de con-
centracion de CO medido, se tiene un total de 58%.

En la Figura 37 se observan los valores prome-
dios de las concentraciones de CO (ppm) medidos,
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Tabla 17. Concentracion promedio del CO (ppm) determinado iluminando con luz UV L2D2y H O, a diferentes concentraciones.

Mediciones Pror?;::;); €O N° de Datos (‘:Ig;ll;:l.nI:]zl(e)Sz Co‘?f:il::i:,;de ];,less:;:;?: % Disminucion
4.5.1 644 194 Sin nada 6 37
4.5.2 543 154 100 8 44 16
453 499 188 25 4 22 22
4.5.4 439 194 15 7 31 32
4.5.5 342 122 10 8 29 47
4.5.6 357 104 5 9 30 45
A concentraciones menores de 10 volimenes la
Promedio de CO (ppm) concentracion de radicales OHe disminuye debido
700 ala concentracion de peroxido de hidrogeno (H,0,)
o 60 disponible y en cuanto a las concentraciones de
& o perdxido de hidrogeno mayores a 10 volimenes,
8 la disminucién de la eficiencia puede atribuirse
4007 a la aparicion de reacciones secundarias donde
300 | el peroxido actiia como inhibidor de los radicales
200 hidroxilo formando radicales HO,* mucho menos
0o | reactivos (Martinez, 2008).
. , ' | ' OH-+H,0, - HO,»+H,0 (13)
Sin nada 100 25 15 10 5
Concentracién de HyOa/Vol Analisis Estadistico
La Figura 38 representa la media de monéxido de

Figura 37. Concentracion de CO en ppm medidos sin ilumi-
nacion ni peroxido (sin nada) y a diferentes concentraciones
de peroxido de hidrégeno y con luz UV.

sin luz ni peroxido de hidrogeno y con luz UV con
H,0, a diferentes concentraciones, en las que se ob-
serva que la concentracién de monoéxido de carbono
va disminuyendo al disminuir la concentracion de
monoxido de carbono hasta llegar a la concentra-
cién de 10 volimenes, aumentando nuevamente
con la concentracion de 5 volumenes.

La eficiencia de una reaccion aumenta con
el aumento de la concentracion de los reactivos
(OHe) formados. El aumento de la eficiencia des-
de H,0, 100 volimenes hasta la de 10 volimenes
y una posterior disminucion de la eficiencia con
la solucion de 5 volimenes, nos indica que, se
ha alcanzado la concentracion dptima o la dosis
adecuada de perdxido de hidrogeno para alcanzar
la maxima eficacia del proceso (10 volumenes).

carbono para diferentes volimenes de peroxido. El
mayor valor promedio corresponde a la ausencia
de peroxido (644) y el menor con 10 volumenes de
la misma (342). Se ha hecho una comparacioén no

Los intervalos muestran un IC de la media al 95,0%
g i
g n=194
S 600
=}
543
PR —
n=154 499
500
n=188
439
fr—
n=194
400
357
342
. . . — —ww "W
Sin nada 100 25 15 10 5
Concentracién de H>O»/Vol

Figura 38. Grafica de barra de error, media y su intervalo de
confianza del 95%, tamafio de las muestras (n) de CO, segiin
las condiciones del experimento 5.
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Figura 39. Grafica de cajas y bigotes de CO, segtin la condicion
del experimento (5).

paramétrica debido a que los datos no presentan ho-
mogeneidad de la varianza (p<0,05) encontrandose
una diferencia significativa en la concentracion de
monoxido de carbono para todos los volumenes de
peroxido aplicados al escape de gases de un vehicu-
lo, con la prueba de Friedman y Wilcoxon (p<0,05).

En la Figura 39 se muestran las medias de mo-
noxido de carbono y sus intervalos de confianza al
95%, barra de error y tamafios de las muestras rea-
lizadas para cada volumen de perdxido. La mayor
cantidad de experimentos realizados corresponde a
la ausencia de perdxido (sin nada) y 15 Vol (n=194);
la menor en 5 Vol (n=104). Por otro lado, la menor
variabilidad corresponde a 25 Vol y 15Vol, ambos
con valores pequeinos muy extremos (teniendo en

Monéxido de carbono

700 7

400

300 4

Sin nada 100 25 15 10 5

Concentracién de H20»/Vol

Figura 40. Grafica de medias de CO, segun la condicion del
experimento (5).

cuenta la mediana); la mayor variabilidad con la
ausencia de peroxidos y 100 Vol, respectivamente,
como se muestra en la Figura 40.

Todos los experimentos

En las Figuras 41, 42 y 43 se muestra el compor-
tamiento de CO segun los experimentos (1, 2, 3, 4
y 5), como las medias, intervalos de confianza del
95%, deteccion de valores extremos (teniendo en
cuenta la mediana) y tamafios de las muestras (n).
Se puede observar que la menor variabilidad co-
rresponde a los experimentos (2 y 3) y los mayores
a los experimentos (1, 4A y 4B), respectivamente.

Los datos no presentan homogeneidad de la va-

Los intervalos muestran un IC de la media al 95,0%

750 697
. S
o) n=804 T
g 600 n=608
Q 488
© —_——
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Figuras 41-42. comportamiento de CO segun los experimen-
tos (1, 2, 3,4 y 5). 41) Grafica de barra de error, media y su
intervalo de confianza del 95%, tamafio de las muestras (n)
de CO, segun los experimentos (1, 2, 3,4 y 5). 42) Grafica de
cajas y bigotes de CO, segtin los experimentos (1, 2, 3,4y 5).
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Figura 43. Gréfica de medias de CO, segun los experimentos (1, 2, 3,4y 5).

rianza con la prueba de Levene (p<0,05). Presentan
valores extremos (teniendo en cuenta la mediana)
para todos los experimentos a excepcion el expe-
rimento 5, con mayor proporcion a 2, 3, 4A'y 4B.
Presentan diferencias significativas entre cada uno
de los experimentos en las mediciones de CO en sus
valores de las medianas con la prueba de Friedman
y Wilcoxon (p < 0,05), donde los mayores valores
de CO se concentran con los experimentos 4A y 4B
y los valores menores con el experimento3.

La heterogeneidad de los resultados se puede
deber a las caracteristicas propias del motor de

combustion interna, en la que el funcionamiento
mismo por mas que sea régimen de revoluciones
por minuto constante, se trata de un motor con
desgastes, aparte de que para la refrigeracion del
motor debe funcionar un ventilador, con lo que en
esos momentos los valores pueden sufrir algunas
fluctuaciones.

Resumen de resultados

En la Tabla 18, se muestran los porcentajes de
disminucion de la concentracion de peréxido de
hidroégeno obtenidos en cada uno de los experimen-

Tabla 18. Resultados de los porcentajes de disminucion de la concentracion de monoxido de carbono obtenido en cada uno de

los experimentos realizados.

% Disminucion de

Lampara Experimento Concentracién de CO Promedio
Tungsteno halogenado 1 42 42
UV — Tubo fluorescente 2 23
UV — Tubo fluorescente 3 32 24
UV — Tubo fluorescente 4 19
UV — Tubo fluorescente 5 22
UV -L12D2 5 58 58

ESTUDIO DE LAS EMISIONES DE MONOXIDO DE CARBONO EN MOTORES DE COMBUSTION INTERNA (SECUN CicLo OTTO)



76 Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017)

tos realizados en las mismas condiciones. Se puede
establecer que con el cambio de tipo de lampara se
han registrado cambios en las concentraciones de
CO medidas, siendo el de mayor efecto en la dis-
minucioén la lampara de UV — L2D2, seguido de la
lampara de tungsteno halogenado y por ultimo del
tubo fluorescente, observandose el efecto del tipo
de lampara utilizada.

Que con la lampara de tungsteno halogenado se
haya obtenido una mayor disminucion de la concen-
tracion de monoxido de carbono, se pueden evaluar
dos situaciones; una de ellas que puede ser debido
a una mayor potencia de luz que la de la lampara
de tubo fluorescente o que las diferencias no sean
estadisticamente significativas, ya que tienen un
coeficiente de variacion de 58 y una desviacion
estandar de 83, mientras que con la lampara de tubo
fluorescente, tiene un coeficiente de variacion de 22
y una desviacion estandar de 20.

Teniendo en cuenta que la [ampara L2D2 tiene
un rango de emision de luz, a partir de 185 nm, con
una energia aproximada de 646 kJ.mol"! (Gémez,
2000), mientras que la lampara de tubo fluorescente
(Se estima tiene un rango de longitud de onda de
320—400 nm), la maxima energia que puede alcan-
zar es de 380 kJ.mol"!, mientras que la del tungsteno
halogenado es alrededor de 300kJ.mol"'.

Conclusiones

La concentracion de monoxido de carbono emitidos
en los gases de combustion posterior a la mezcla
con peroxido de hidrogeno e iluminacion con una
fuente externa ha registrado disminuciones en todos
los casos.

La mayor disminucion se ha registrado con la
lampara de UV — L2D2, seguido de la lampara
de tungsteno halogenado y por ultimo del tubo
fluorescente, observandose el efecto del tipo de
lampara utilizada, lo que indica que la generacion
de radicales OHe fue influenciado por la intensidad
de radiacion UV de cada lampara empleada.

Del hecho de que con la ldmpara de tungsteno
halogenado se haya obtenido una mayor disminu-
cion de la concentracion de monoxido de carbono,
se pueden evaluar dos situaciones; una de ellas

que puede ser debido a una mayor potencia de luz
que la de la lampara de tubo fluorescente o que las
diferencias no sean estadisticamente significativas,
teniendo en cuenta que, con la lampara de tungsteno
se obtuvo un coeficiente de variacion de 58 y una
desviacion estandar de 83, mientras que con la lam-
para de tubo fluorescente, se tuvo un coeficiente de
variacion igual a 22 y una desviacion estandar de 20.

Teniendo en cuenta que la [ampara L2D2 tiene
un rango de emision de luz, a partir de 185 nm,
con una energia de 646 kJ.mol' (Gémez, 2000),
mientras que la maxima energia que puede alcan-
zar la lampara fluorescente (Se estima un rango
de longitud de onda de 320 — 400 nm), es de 380
kJ.mol! y la del tungsteno halogenado alrededor
de 300 kJ.mol"!, que la cantidad de radicales OHe
que pueden producir cada una de las lamparas es
directamente proporcional a la energia que emite,
ademas, de que los resultados obtenidos al utilizar
el tubo fluorescente de luz UV conjuntamente con
la lampara de tungsteno, son casi similares con la
obtenida utilizando solamente el tubo fluorescente
de luz UV, se considera que el “Experimento 1”
deberia ser verificado en caso de que sea necesario.

El cafio corrugado utilizado ha generado una
turbulencia de los gases, que ha favorecido la
mezcla eficiente de los reactivos para la reaccion,
observado al realizar la inyeccion del peroxido de
hidrogeno en la cdmara de reaccion y comparandola
con la inyeccion antes del filtro de aire.

Se ha verificado la eficiencia de la reaccion con
el aumento del volumen de la caAmara de reaccion,
observado con los valores obtenidos al realizar las
mediciones iluminando dentro del cafio corrugado
y dentro de la camara de reaccion. Este hecho se
atribuye al mayor tiempo de mezcla los gases y al
aumento de la superficie de iluminacion (3.2.6).

La eficiencia de la generacion de los radicales
OHe por la iluminacion con luz UV es disminuida
en un valor aproximado de 21% por el material de
vidrio de borosilicato utilizado como camara de
reaccion (3.4.1).

La produccion de radicales OHe es influenciada
por la concentracion de peroxido de hidroégeno uti-
lizada, independientemente de la fuente luz UV uti-
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lizada (Tubo fluorescente UV o Tipo L2D2) (3.3.2).

La eficiencia de la reaccion aumenta con la
concentracion del (H,0,) hasta un valor limite de
la concentracion de 10 Volimenes de H,O,.

A concentraciones mayores de 10 volumenes se
observa una disminucion de la eficiencia que puede
atribuirse a la aparicion de reacciones secundarias
donde el perdxido actiia como inhibidor de los ra-
dicales hidroxilos formando radicales HO,* mucho
menos reactivos.

OH: + H,0, — HO,* + H,0

Se considera que la concentraciéon Optima o
la dosis de perdxido de hidrogeno adecuada para
alcanzar la maxima eficacia del proceso es la de
10 volumenes.

Los valores obtenidos en los experimentos rea-
lizados son propios de las condiciones de funcio-
namiento del motor utilizado, ya que la cantidad de
hollin, de otros gases u otros compuestos capaces de
absorber la radiacion UV, tendria un efecto similar
al que ocurre al disminuir el flujo de radiacion in-
cidente, es decir, menor radiacion disponible para
la fotolisis del H,0, y la cantidad transformada en
radicales OHe sera menor, con lo que éstos resulta-
dos se puede suponer tendra una eficiencia mayor
para motores nuevos y con un ajuste adecuado de
la mezcla de combustible — aire.

El disenio del dispositivo que mejor se ha ade-
cuado para obtener una mayor eficiencia de reaccion
del peroxido de hidrogeno con el mondxido de
carbono de modo a disminuir la emision de éste al
ambiente, es la correspondiente al “Experimento
57, utilizando una solucion de H,0, de 10 volu-
menes, fuente de luz UV, de lampara de deuterio
con rango de longitud de onda de 185 a 400 nm,
con iluminacion dentro de la camara de reaccidon
(Volumen aproximado de 5 (cinco) litros), con una
rejilla metalica impregnada con didxido de titano
(TiO,), con un soplador de flujo constante y las
conexiones para el flujo de los gases, utilizando
cafio corrugado.
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Abstract: Endocrine disruptors are chemical substances capable of altering the hormonal system in living beings; which they are present in
urban or industrial wastewater and can not be completely degraded by treatment in wastewater treatment plants (EDAR). Within this group of
contaminants, it includes a wide variety of chemical compounds such as benzophenone-3 (BP-3) with activity as an endocrine disruptor whose
biodegradation was studied in amended and unamended agricultural soils with compost from urban sewage sludge EDAR. For this, an analytical
methodology has been developed and validated that has allowed the identification and quantification of this pollutant in the selected matrices
(agricultural soil and agricultural soil contaminated with compost). A study of the behavior of the microbiota was performed on the treated
soils. Firstly, the count of cultivable microbiota was performed on these soils, using the technique of plating. The selected microorganisms were
characterized biochemically from the treated soils using kits, where it was concluded that each microorganism metabolized them differently and
allowed to discriminate the microorganisms studied and to select those that were different from the metabolic aspect. Subsequently the growth
kinetics of selected microorganisms and study of degradation of BP-3 in the presence of these microorganisms was studied. Later the growth
kinetics of selected microorganisms and study of degradation of BP-3 in the presence of these microorganisms was studied, demonstrating the
ability to grow them in the presence of this compound as a source of carbon and energy (C/E).

Keywords: compost, soil amended, Benzophenone-3, bioremediation, biodegradation, sewage sludge.

Resumen: Los disruptures endocrinos son sustancias quimicas capaces de alterar el sistema hormonal en seres vivos; los cuales se encuentran
presentes en aguas residuales urbanas o industriales y que pueden no ser completamente degradadas por tratamientos en estaciones depuradoras
de aguas residuales (EDAR) la Benzofenona-3 (BP-3) se encuentra dentro de estegrupo, con actividad como disruptor endocrino y cuya biode-
gradacion fue estudiada en suelos agricolas enmendados y no enmendados con compost procedentes de lodos de depuradoras urbanas EDAR.
Para ello se ha desarrollado y validado una metodologia analitica que ha permitido la identificacion y cuantificacion de este contaminante en las
matrices seleccionadas (suelo agricola y suelo agricola contaminado con compost). Se realiz6 un estudio del comportamiento de la microbiota
en los suelos tratados. Primeramente se realizo el recuento de la microbiota cultivable en dichos suelos, mediante la técnica de siembra en placa.
Se caracterizaron bioquimicamente los microorganismos seleccionados a partir de los suelos tratados empleando kits, donde se concluyd que
cada microorganismo los metabolizaba de forma diferente y permitio discriminar y seleccionar a los que eran diferentes desde el punto de vista
metabolico. Posteriormente se estudio6 a los microorganismos estudiados la cinética de crecimiento de los microorganismos seleccionados y el
estudio de degradacion de la BP-3 en presencia de estos microorganismos; demostrando la habilidad de crecimiento de los mismos en presencia
de este compuesto como fuente de carbono y energia (C/E).

Palabras clave: compost, suelos enmendados, Benzofenona-3, biorremediacion.

INTRODUCTION

Today's society depends largely on many chemicals,
used in the many activities of daily life. Neverthe-
less, its massive and sometimes uncontrolled use is
becoming a major concern for the different social
strata, due to its possible environmental impact,
since at present, there is no clear and specific leg-
islation for many of these compounds, especially
in relation to existing concentrations in the envi-

Recibido: 12/2/2016

ronment (Cunningham, V.L., et al 2006; Calamari,
D. 1995; Richardson, M.L., et al 1985; Doughton,
C.G., etal 1999). Within this group of contaminants,
which are now known as "emerging", includes a
wide variety of pharmaceuticals, antimicrobial
and numerous chemical compounds with activity
as endocrine disruptors (Cunningham, V.L., et al
2006; Calamari, D. 1995; Richardson, M.L., et al
1985. Doughton, C.G., et al 1999).
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Endocrine disruptors are chemicals capable of
altering the hormonal system, both in humans and
animals, responsible for multiple vital functions
such as growth or hormonal development (Frang,
H., et al 2001; King, K.A., et al 2003). Many of
these compounds can have as final destination
urban and industrial wastewater, being able to be
degraded and removed during the treatment of them
in the EDAR. However, it is demonstrated that the
purification procedures are not completely effec-
tive, since these substances remain in the treated
effluentes, being able to reenter the environment
becoming a serious danger to the ecosystems
(Petrovic, M., et al 2005; Diaz-Cruz, M.S., et al
2006; Temes, T., et al 2006).

At present time, it is thought, although there is
still insufficient evidence, that the presence of these
substances in this kind of environment may repre-
sent a risk to human health and ecosystems, since
when they are adsorbed, soil microorganisms can
not biodegrade them satisfactorily, becoming bioac-
cumulable, persistent and toxic substances; With the
possibility of being transferred to the harvets, and
to enter the food chain of living beings (Drewes,
J.L., et al 2003; Kummerer, K. 2003).

About the present time one thinks, although one
still does not tell on sufficient evidence, that the
presence of these substances in this type of atmo-
spheres can represent a risk for the human health
and the ecosystems, since when being adsorbed, the
microorganisms of the ground cannot biodegradar
them satisfactorily, becoming bioacumulables,
persistent and toxic; existing the possibility of
being transferred to the harvests, and to enter the
nourishing chain of the living beings (Khetan, S.K.,
et al 2007).

Generally, sewage sludge is subjected to com-
posting treatments, since it is a low-cost treatment
that has many advantages such as disinfection of
sludge, microbial removal of some contaminants,
and obtaining a substrate rich in organic matter
and nutrients, suitable for the amendment of agri-
cultural soils. In addition, it is an environmentally
more favorable process compared to others such
as incineration or landfill. Currently, very little

OH

~

OMe

Figure 1. Chemical Structure of the benzophenone-3.

is known about the ability of this process to the
definitive removal of these emerging pollutants.
Ther is not any evidence of what parameters or
factors contribute to the degradation of these sub-
stances during this process. On the other hand, it
is not exactly known the effect of the amendment
of soils with sluges or compost on the pollutants
present, as well as the real risk to which humans are
exposed, since these substances can be transferred,
for example, to groundwater (Spellman, F.R. 2009;
Cheremisinoft, N.P. 2002).

The compound selected for this study is Ben-
zophenone-3 (BP-3, Figure 1), a white crystalline
substance, insoluble in water. It acts as a filter for
UV radiation as it is able to absorb it (promoting
its electrons to an excited state) and dissipate it as
heat. This is possible because the benzophenone
has its energetic states of singlet and triplet very
close together. The BP-3 is used in products such
as perfumes and soaps to prevent ultraviolet light
from degrading the odor and color of these products.
It is also used as a component of sunscreens and
can be added in the packaging plastics so that they
block the UV rays protecting the product (Jeon,
H.K., et al 2006; Sanchez-Brunete C., et al 2011;
Zhang, 7., et al 2011).

In this work, it has been carried out a study of
biodegradation of benzophenone-3 (BP-3) in the
presence of microorganisms isolated from agricul-
tural soils amended with compost from wastewater
treatment plant EDAR. The microorganisms iso-
lated from the soils were characterized and their
kinetic growth was studied in the presence of the
compound and in addition a chemical study of the
degradation of this substance was carried out. This
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allowed to study and evaluate this contaminant in
agricultural soils amended and not amended with
compost from sludge from urban sewage treatment
plants.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Reagents

Analytical grade reagents were used. The pattern of
Benzophenone-3 and the internal standard Benzo-
phenone-d,, were supplied by Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). The BP-3 solution (200 mg mL™!) was
prepared in methanol monthly and stored at -20°C.
The standard solution mixture of this compound
together with the internal standard was prepared
in methanol or in the mobile phase immediately
prior to use. This standard was stored at 4°C and
was prepared weekly. All solutions were stored in
dark glass bottles. The water and methanol used for
the preparation of the mobile phase were LC-MS
grade supplied by Fluka (St. Louis, MO, USA). The
ammonia (> 25%), acetonitrile, and ethyl acetate
were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
The water (18.2 MQcm) was purified by a Milli-Q
of Millipor system (Bedford, MA, USA). For the
study of the growth kinetics of microorganisms, the
base culture medium diluted 1/10 with 5 mg L' of
the compound was used.

Instrumentation and software

For the collection of compost samples, conventional
shovels were used and for soil samples a draft
sampler (surface) and a helical auger for greater
depths. The soil temperature and humidity were
controlled to the different depths of the studied
soil, continuously, by means of an AquaCheck
probe. The experimental work was developed
using a digital ultrasonic probe Sonifier S450D
(BRANSON) equipped with: Type 102 converter,
standard resonator 12.7 mm diameter, screw tip
of 12.7 mm in diameter, temperature probe, 3 mm
threaded end screwdriver, temperature probe, Micro
Threaded tip with final diameter 3 mm. A Waters
Acquity UPLC™ chromatograph coupled to triple
quadrupole mass spectrometer Waters H-Class-
Xevo TQS™, equipped with: Pump: Quaternary

Solvent Manager. Acquity UPLC H Class. (Wa-
ters); Inyector: Sample Manager-FTN. Acquity
UPLC. Waters; Detector: Xevo TQ-S. (Waters).
The separation of the compound was obtained with
a column Acquity UPLC BEH ™ C (1.7 pm; 2.1
mm x 50 mm) (Waters). An ionization source by
electrodepray Z-spray™ ESI for analyte detection.
The software used for the detection and integration
of the peaks was the MassLynx V.4.1 SCN.803
program for the management and treatment of the
data obtained by the chromatograph Waters Acquity
UPLC™ H-Class - Xevo TQS™. A Vortex (Yellow
line, Wilmington, NC, USA), a centrifuge Hettich
Zentrifugen, Universal 32 (Tuttlingen, Germany).
On the growth kinetics, the results were expressed
according to the optical density relationship/count
CFU mL"! through a spectrophotometer (UV/VIS
UNICAM 5822) to 600 nm. Finally, the equipments
were used (scales, stoves, stirrers, incubators, etc.)
and the usual laboratory glassware of analytical
chemistry and microbiology. For the statistical
treatment, a Statgraphics Plus version 5.0 (Manu-
gistics, Rockville, MD, USA, 2000) software was
used. Packages Microsoft® Office: Word®, Excel®
and PowerPoint® 2007.

Experimental Development
Field study BP3

The field study was carried out on an experimental
parcel which is located in the Huerta de Santa Maria
in the Vega de Granada - Spain. In the agricultural
soil, has not used any type of pesticide, insecticide
or herbicide in the last ten years with the aim of not
altering the soil microbiota (Araujo, A., et al 2003;
Haney, R., et al 2000). The samples of compost
made from sewage sludge that were used for this
assay, were collected at the company "Biomass del
Guadalquivir" located in Santa Fe (Granada).

In order to determine the influence of this chemi-
cal pollutant under study on the cultivable micro-
biota present in the agricultural soil, this compound
was added to the soil of the experimental parcel,
divided in this case into subparcels of 1 m? being the
amount of compound added 1 gL' in a volume of
well water of 120 L m™ so that the provision of the
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82 Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017)

compound was homogeneous in the zone of applica-
tion. Each subparcels was separated by tasquibas of
30 centimeters of thickness. Previously a cleaning
of the existing vegetation was carried out to avoid
possible interferences of the adsorption-desorption
mechanisms, degradation of the compound under
study, or interference with some general variable
such as the evaporation index of water.

Two different conditions were set: Parcel 1 (P1)
soil contaminated with BP-3 applied directly to
the soil, Parcel 2 (P2) soil amended with compost
and contaminated with BP-3. For this study, three
samples of each subparcels were taken along time
(0, 15 and 30 days) and at three depths (surface,
30 and 60 cm). The samples were transferred to
the laboratory and dried at room temperature in a
desiccator for 24 h, in order to remove remaining
moisture. Them they were homogenized and sieved
using a sterile 1 mm diameter pore sieve.

Count of the cultivable microorganisms

Through the technique of planting in plate. All
plantings, as well as processing of the samples
(preparation of dilutions), were carried out in a
laminar flow hood. Serial dilutions (1/10) in saline
solution (NaCl, 0.9%, w/v) were made from 0.1
g of each dilution in TSA medium (trypticase soy
agar, Oxoid), by means of a method of sowing the
drop. From each solution, three replicates were
made. Subsequently, the plates were incubated in
aerobiosis for 24/48 h in the oven at 28-30°C.

The results were expressed as logarithm of
Colony Forming Units of cultivable heterotro-
phic microorganisms per gram of soil (log UFC
g soil!).

Morphological characterization of the isolated
microorganisms and selected from the different
plots and studiadas

After the counting of the cultivable microbiota in
the different parcel treated with the BP-3 under
study, the isolates and selection of the culture-
dependent microorganisms present in the different
soils were carried out in solid plate medium (TSA).
From each soil type, 20-25 isolates were made.

The selection of microorganisms was performed
according to morphological criteria of the colonies
(shape, elevation, edge, size and coloration) as well
as microscopic criteria (Gram, morphology, and
clustering). In order to obtain an initial information
about the microorganisms present in the study soils,
Gram staining of the selected microorganisms was
performed. This staining generated information
about the type of cell wall as well as the morphol-
ogy and type of cell grouping. Subsequent observa-
tion under the microscope allowed to ascertain the
basic morphological characteristics of the working
microorganisms.

Kinetics of growth of microorganisms and deg-
radation studies of the compounds

A battery of microorganisms from the soil samples
treated with the different compounds and composts
(coded with the initials of the compound added to
that parcel and a consecutive number). The selec-
tion was made based on morphological criteria of
the colonies. In addition, 10 of the microorganisms
were used for the growth and degradation kinetics
assays. For the kinetics, a base culture medium di-
luted 1/10 with 5 mg L' of the test compound was
used and incubated at 30°C for five days.

After the study of microbial counts obtained
from the samples of the parcels treated and not
treated with compost and the microcontaminant
object of study, isolates were made in order to se-
lect those microorganisms capable of growing and
degrading the different compounds.

Isolates were plated with TSA culture medium.
The selection of microorganisms was performed
based on morphological criteria of isolated colonies.
Of all the microorganisms isolated, a selection of
10 microorganisms was finally carried out for the
kinetic growth and degradation assays of each
analyte.

The tests were carried out in sterile centrifuge
conical bottom tube according to Table 1. With
the analyte used as a source of C / E, 20 cultures
were carried out + 1 flasks without microorganism
subjected to the same incubation process (chemi-
cal control).
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Table 1. Description of tests (10 microorganisms by analyte).

Table 2. Optimal values of the chromatographic conditions.

Test Samples Analysis Type
H?If TSBI./IO N Microbiological /
microorganism =+ 10 .

Chemical

analyte
Half TSB1/10 + 10 Microbiological
microorganism (Controls)
Half TSBI/10 + 1 Chemical (Control)

analyte

Culture medium and inoculum. 15 mL TSB
diluted 1/10 supplemented with 50 mg L' of the
test compound. Diluted TSB was used according
to the Valkova assays(Valkova, N., et al 2001). The
inocula were prepared in TSB medium diluted 1/10.
Initial inoculation / assay = 105 CFU mL"..

Incubation, sampling and reading results.
All tubes were incubated on an orbital shaker
(New Brunswick E25R) at 100 r.p.m. At 30°C
for 5 days.

Microbiological analysis. The optical density
measurement was performed on a spectrophotom-
eter (UNICAM UV / VIS 5821) at 600 nm. The
readings were performed at O h, 24 h, 48 h, 72 h
and 96 h. The results of UFC mL"' were obtained
according to the different calibration curves (rela-
tionship optical density D.O. / count UFC mL™").

Chemical analysis using UPLC-MS/MS. The
amount of degraded compound was determined by
the UPLC-MS/MS technique using the conditions
described in Table 2. After the sample was cen-
trifuged at 13,000 r.p.m. for the removal of cells.
Measurements were performed at initial and final
test time (0 hours and 96 hours).

Stationary ACQUITY UPLC®BEH C18
Phase (2.1 x 100 mm) 1.7um
A: Water (0.025 % ammonia)
Mobile Phase
B: methanol (0.025 % ammonia)
Time (min) A% B %
0.0 40 60
Modality: 6.0 0 100
Gradient 6.5 0 100
6.6 40 60
10.0 40 60
Flow 0.3 mL min !
Injection 44l
volume
Oven 409 C
temperature
Detection ESI-MS/MS

Table 3 shows optimized parameters for chro-
matographic separation and mass spectrometric
detection. Once these variables were optimized, the
two transitions were selected in the spectrometer
(quantification and identification), optimal for the
unequivocal determination of the molecule.

Biochemical characterization of microorganisms

In order to determine the behavior of the microorgan-
isms in relation to their ability to use different sub-
strates as a source of carbon and energy (C/E), as well
as their enzymatic capacity, tests were performed for

Table 3. Parameters of the mass spectrometer for the BP-3 (VC: Voltage of cone; EC: Energy of collision).

Analyte Transition VC/EC Transition VC/EC Mode
BP-3 229.0 >150.8 4/20 229.0 >104.9 4/18 ESI(+)
BP-d,, 193.1 = 109.8 18/16 193.1 > 81.8 18/30 ESI(+)
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API 50 CH (study of carbohydrate metabolism ) and
ZYM API (study of enzymatic activity).

The API 50 CH system is a standardized system
consisting of 50 biochemical tests for the study of
carbohydrate (CH) metabolism in microorganisms.
The API 50 CH is used in combination with the API
50 CHB/E medium for the identification of: Lacto-
bacillus and nearby microorganisms of Bacillus and
nearby microorganisms and Enterobacteriaceae
and Vibronaceae.

The gallery API 50 CH is composed of micro-
tubes and allows the study of the use of substrates
belonging to the family of carbohydrates and
derivatives (heterosidos, polysaccharides, uronic
acid). Fermentation assays were inoculated into API
50 CHB/E medium which rehydrates the substrates.
During the incubation period, the use of HC results
in a color change in the microtube, due to acid
production in anaerobiosis (fermentation) and in
aerobiosis (oxidation) revealed by the pH indicator

log UFClg soil
o - ~n w > w o ~ 0

s-0 §-BP3-0 §-15 §-BP3-15 s-30
Samples Analyzed

$-BP3-30

log UFClg Soil

c-0 C-BP3-0 Cc-15
Samples Analyzed

C-BP3-15 c-30 C-BP3-30

Figure 2. Example of counting of microorganisms (Log CFU/g
soil) in samples of soil treated and non treated with BP-3 at
different depths, at initial test time (0 days), 15 and 30 days.
(a) ground control without compost (S) and contaminated with
the compound (S-BP-3). (b) Control of soil + compost (C) and
soil + compost contaminated (C-BP-3). Surface (dark tone);
30 cm (medium tone); 60 cm (clear tone).

of'the chosen medium. The first microtube, without
active principle, serves as a negative control.

Of the microorganisms selected, studies were
carried out on both oxidation and fermentation,
since this gallery allows studying both pathways.
The oxidation was investigated in unsealed micro-
tubes, and the fermentation in microtubes sealed
with liquid paraffin. The test container consists of
10 galleries API 50 CH, 10 inoculation chambers,
10 results sheets and a technical sheet.

For the test were used inoculation medium (API
50 CHL Medium), paraffin oil, McFarland Standard
scale and distilled water. The galleries were kept at
2-8°C until the date of their use.

The microorganisms to perform the carbohy-
drate test was the one capable of degrading high
percentages of the contaminant, specifically the
microorganism codified as BP3-5. Likewise, the
most representative of the group of samples, i.e.
BP3-5, BP3-7, BP3-10, BP3-14, BP3-16, were
selected for the enzyme activity test.

RESULTS AND DISCUSSION
Microbiological Study

Influence of the presence of the BP-3 and of
compost in the count of the microbiota of soil

The percentage of log UFC/g of soil obtained in
soils without compost treatment (Figure 2 (a)) was
different from the surface samples (100%), with a
decrease in microorganisms observed of 8.1% and
of one 21.8% for samples collected at 30 and 60
cm, respectively.

In soils amended with compost and contami-
nated with BP-3 (figure 2 (b)), was decreasing,
with a reduction of 0.5 log in the CFU count
ground/g along the test period. If both figures are
compared, a downward trend of the counting is
observed as the soil depth increases; this behavior
is repeated in all the tests performed over time (0,
15 and 30 days).

In the counts of both control parcels and BP-3
samples, no significant variations in surface counts
(2 centimeters) were observed, indicating that
population levels remained quantitatively constant
throughout the study. Likewise, both counts at 30
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and 60 centimeters of depth indicated that there
were no significant variations in time in relation
to the number of bacteria present in the control
soil samples as in the treated ones, obtaining very
similar values in the number of microorganisms in
samples collected at 30 centimeters as well as those
at 60 centimeters deep.

According to the results obtained, an increase
in the absolute number of microorganisms in the
presence of compost with respect to the unamended
soil was observed, since the composted material not
only provides chemical nutrients, but also increases
the microbial wealth. Therefore, there is greater
microbial development in the amended parcels.

This fact would be very useful in promoting an
improvement in the characteristics of the compost,
isolating the microorganisms of greater interest and
supplementing the material with them.

Morphological characterization of the isolated
microorganisms of the study plots

Of the 20 to 25 microorganisms isolated from the
parcel treated with BP-3, 10 were selected and their
morphological characterizations of the colonies and
their morphological criteria were performed (Table 4).
The microorganisms observed in the soils treated with
BP-3 were isolated five Gram-positive bacilli, two
Gram-negative bacilli and three Gram-positive cocci.

Table 4. Morphological characteristics of microorganisms
isolated in soils treated with different compounds.

BP-3
Identification Gram Morphology Grouping
BP-3-1 + Bacillus Isolated
BP-3-5 + Bacillus In string
BP-3-7 + Coco In string
BP-3-10 + Coco In string
BP-3-11 + Bacillus Isolated
BP-3-14 + Bacillus In string
BP-3-16 + Coco In string
BP-3-18 - Bacillus Isolated
BP-3-20 - Bacillus Isolated
BP-3-21 + Bacillus Isolated

Biochemical characterization of the microorgan-
isms selected

The use of API 50 CH kits for carbohydrate metabo-
lism and API ZYM for enzymatic activity allowed
the characterization of numerous microorganisms.

From the results obtained in the processes of
oxidation and fermentation of carbohydrates, it was
concluded that each microorganism metabolized
them differently. This data, together with the results
of enzymatic activity, which reports on the presence
or absence of a certain activity of an enzyme, group
of them or a certain metabolic pathway, allowed
to discriminate the microorganisms studied and to
select those that were different from the metabolic
point of view.

Growth Kkinetics in the presence of BP-3 as a
source of C/E. Degradation of the compounds

Figures 3 (a) and (b) show an example of growth
kinetics of different microorganisms in the presence
of the contaminant studied.
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Figure 3. Kinetic growth examples of the microorganism
encoded as BP-3-1 (a) and BP-3-5 (b) in a culture medium
containing 5 ppm of BP-3. Blue line: growth of the microorgan-
ism in TSB 1/10 medium supplemented with BP-3. Red line:
control, growth of the microorganism in TSB medium 1/10.
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Table 5. Relationship between cultures of different microorganisms in the presence and absence of BP-3 at 48 h incubation. A:
cultivation in the presence of compound. B: cultivation in the absence of compound. The results are expressed as log CFU mL .

Microorganism A-B (Log CFU mL ) Microorganism A - B (Log CFU mL )
BP-3-1 0.19 BP-3-14 0.41
BP-3-5 0.14 BP-3-16 0.33
BP-3-7 0.76 BP-3-18 0.21
BP-3-10 0.26 BP-3-20 0.33
BP-3-11 0.31 BP-3-21 0.16

The results showed that the selected microor-
ganisms were able to grow in the presence of the
contaminant and that this growth was superior to
that obtained in the base medium in the absence of
the compound (control).

As aresult of the growth kinetics of the selected
microorganisms, the growth difference (log UFC
mL") between the cultures in the presence of BP-3
and the control cultures without compound after 48
h of test is shown in Table 5. The greatest difference
in growth between both cultures was observed in
the case of the test with the microorganism BP-3-7,
this being 10.0%.

Degradation of BP-3 in the presence of different
microorganisms

The amount of the degraded compound in the pres-
ence of the different microorganisms was similar
in all tests performed. In Table 6 it is observed that
after 96 h of culture, all the microorganisms tested
degraded the compound in a concentration higher
than 75%, with almost total degradation in the case
of microorganism BP-3-1 (99.3%) and BP- 3-14
(99.9%).

The microorganisms that degraded the com-
pound in a lower percentage were BP-3-7 (78.0%)
and BP-3-11 (76.3%).

CONCLUSION

As a result of this research the following main
conclusions have been obtained:
The counting of the cultivable heterotrophic

microbiota of the soils treated with BP-3 and of
the compost-amended soils and treated with this
pollutant showed that, as the soil depth increases,
there is a progressive decrease in the number of
viable microorganisms. On the other hand, it was
observed that the greatest microbial development
occurred in the parcels amended with compost.
The study of the morphological and staining
characteristics of the microorganisms isolated from
the soils treated with benzophenone 3 showed a
higher proportion of Gram (+) and Gram (-) bacilli.

Table 6. Final concentration of BP-3 (ppm) determined using
LC-MS/MS. Initial concentration 5 ppm. To: final concentra-
tion (ppm) of BP-3 detected after 96 h of culture with different
microorganisms isolated from MPB treated soils. B: Concentra-
tion of degraded BP-3 (ppm after the end of the test.

Microorganism To (ppm) B (ppm)
BP-3-1 0.03 4.05
BP-3-5 0.43 3.65
BP-3-7 0.89 3.18
BP-3-10 0.36 3.72
BP-3-11 0.96 3.12
BP-3-14 1.0.107 4.08
BP-3-16 0.59 3.48
BP-3-18 0.53 3.55
BP-3-20 0.27 3.81
BP-3-21 0.68 3.39

CONTROL 4.08
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The isolated compound was degraded to a
greater or lesser proportion by the selected micro-
organisms, with degradation rates above 70% in
all cases.

The results obtained demonstrate the growth
ability of the microorganisms selected in the pres-
ence of this compound as a source of C/E.

Therefore, these microorganisms could be used
in bioremediation processes of environments con-
taminated with benzophenone-3.

LITERATURE

Araujo, A., Monteiro, R., Abarkeli, R. (2003). Ef-
fect of glyphosate on microbial activity of
two Brazilian soils. Chemosphere, Oxford
52 799-804.

Calamari, D. (1995). Assessment of persistence and
bioaccumulating chemicals in the aquatic
Environment. Journal of Pharmacy and
Pharmacology 37 1-12.

Cunningham, V.L., Buzby, M., Hutchinson T.,
Mastrocco F., Parke N., Roden, N. (2006).
Effects of human pharmaceuticals on aquatic
life: next steps. Environmental Science and
Tecnology 40 3456-3465.

Cheremisinoff, N.P. (2002). Handbook of water
and wastewater technologies. Butterworth-
Heinemann, Boston 645-654.

Doughton, C.G., Ternes, T.A. (1999). Pharma-
ceuticals and personal care products in the
Environment: Agents of subtle change. Envi-
ronmental Health Perspectives 107 907-938.

Diaz-Cruz, M.S., Barceld, D. (2006). Determina-
tion of antimicrobial residues and metabo-
lites in the aquatic environment by liquid
chromatography tandem mass spectrometry.
Analytical and Bioanalytical Chemistry 386
973-985.

Drewes, J.L., Heberer, T., Rauch, T., Reddersen,
K. (2003). Fate of pharmaceuticals during
ground water recharge. Ground Water Moni-
toring and Remediation 23 64-72.

Frang, H., Tong, W.D., Shi, L.M., Blair, R., Perkins,
R., Branham, W., Hass, B.S, Xie, Q., Dial,
S.L., Moland, C.L., Sheehan, D.M. (2001).

Structure-activity relationships for a large
diverse set of natural, synthetic, and envi-
ronmental estrogens. Chemical Research in
Toxicology 14 280-294.

Haney, R., Senseman, S., Hons, F., Zuberer, D.
(2000). Eftect of glyphosate on soil micro-
bial activity and biomass. Weed Science 48
89-93.

Jeon, H.K., Chung, Y., Ryu, J.C. (2006). Simul-
taneous determination of benzophenone
— type UV filters in water and soil by gas
chromatograohy-mass spectrometry. J Chro-
matogr A 192-202.

Khetan, S.K., Collins, T.J. (2007). Human pharma-
ceuticals in the aquatic environment: A chal-
lenge to green chemistry. Chemical Reviews
107 2319-2364.

King, K.A., Zaun, B.J., Schotborgh, H.M., Hurt,
C. (2003). DDE-induced eggshell thinning
in white-faced ibis: A continuing problem
in the western United States. Southwestern
Naturalist 48 356-364.

Kummerer, K. (2003). Significance of antibiotics
in the environment. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy 52 5-7.

Petrovic, M., Hernando, M.D., Diaz-Cruz, M.S.,
Barcel6, D. (2005). Liquid chromatography-
tandem mass spectrometry for the analysis
of pharmaceutical residues in environmental
samples: A Review. Journal of Chromatog-
raphy A 1067 1-14.

Richardson, M.L., Bowron, J.M. (1985). The fate
of pharmaceutical chemical in the aquatic
environment. Journal of Pharmacy and
Pharmacology 37 1-12.

Sanchez-Brunete C., Miguel, E., Alberto, B., Tadeo,
J.L. (2011). Analysis of salicylate and ben-
zophenone-type UV filters en soil and sedi-
ments by simultaneous extraction cleanuo
and chromatography-mass spectrometry. J
Chromatogr A 4291-4298

Spellman, F.R. (2009). Handbook of water and
wastewater plant operations. CRC Press, 2"
Ed., Boca Raton 825-826.

Temes, T., Joss, A. (2006). Human pharmaceuticals,

BIODEGRADATION OF THE BENZOPHENONE-3 IN AGRICULTURAL SOILS AMENDED WITH COMPOST FROM URBAN WASTEWATER TREATMENT PLANTS



88 Rep. cient. FACEN Vol. 8, N°1 (2017)

hormones and fragrances: the micropollut- into phenol by the resistant enterobacter cloa-
ant challenge for urban water management. cae strain EM. Applied and Environmental
Water 21 121-148. Microbiology 2404-2409.

Valkova, N., Lépine, F., Valeanu, L., Dupont, M., Zhang, Z., Ren, N., Li, Y., Kunisue, T., Gao, D.,
Labrie, L., Labrie, L., Bisaillon, J.G., Be- Kannan, K. (2011). Determination of ben-
audet, R., Shareck, F., Villemur, R. (2001). zotriazole and benzophenone UV Filters in
Hydrolysis of 4-hydroxybenzoic acid esters sediment and sewage sludge. Environ Sci
(Parabens) and their aerobic transformation Technol 3909-3916.

JuLio CESAR BENITEZ-VILLALBA, ALBERTO ZAFRA-GOMEZ, MARIA JosE BELEN JUAREZ-JIMENEZ, NOEMI DORIVAL-GARCIA ET AL., PP. 79-88



Reportes Cientificos

de la FACEN

=

Vol. 8, N°1 (2017): 89-90

CoMUNICACION CORTA

A BLOCK-SENSITIVITY LOWER BOUND FOR QUANTUM TESTING
HAMMING DISTANCE

UN LiMITE INFERIOR DE SENSIBILIDAD DE BLOQUE PARA PRUEBAS CUANTICAS
DE LA DISTANCIA DE HAMMING

MARCOS VILLAGRA*

*Nucleo de Investigacion y Desarrollo Tecnologico, Facultad Politécnica, Universidad Nacional de Asuncion. Email: mvillagra@pol.una.py.

The Gap-Hamming distance problem is the promise
problem of de- ciding if the Hamming distance h
between two strings of length n is greater than a
or less than b, where the gap g = |[a — b| > [ and
a and b could depend on 7. In this short note, we
give a lower bound of Q(y/n/ g) on the quantum
query complexity of computing the Gap- Hamming
distance between two given strings of lenght n.
The proof is a combinatorial argument based on
block sensitivity and a reduction from a threshold
function.

A generalized definition of the Hamming distan-
ce is the following: given two strings x and y, decide
if the Hamming distance /(x, y) is greater than a or
less than b, with the condition that 5 < a. Note that
this definition gives a partial boolean function for
the Hamming distance with a gap. There is a entire
body of work on the computation of a particular
case of this notion of Hamming distance in the
decision tree and communication models known
as the Gap-Hamming distance (GHD) problem,
which asks to differentiate the cases 4(x, y) <n/2 —n
and A(x, y) > n/2 + n (Woodruft, 2007). A lower
bound on GHD implies a lower bound on the
memory requirements of computing the number
of distinct elements in a data stream (Indyk et al.,
2003). Chakrabarti et al. (2011) give a tight lower
bound of Q(n); their proof was later improved by
Vidick (2011) and then by Sherstov (2011). For the
Hamming distance with a gap of the form n/2 + g
for some given g, Chakrabarti and Regev (2011)
also prove a tight lower bound of Q(n*/g?). In the
quantum setting, there is a communication protocol

with cost O(JZ log n) (Buhrman ef al., 1998).
Suppose we are given oracle access to input

Recibido: 26/5/2017

strings x and y. In this note, we prove a lower bound
on the number of queries to a quantum oracle to
compute the Gap-Hamming distance with an arbi-
trary gap, that is, for any given g = a — b.

Theorem 1.1.

Letx,y€ {0,1}"andg=a—bwith0<b<a<n.Any
quantum query algorithm for deciding if h(x, y) > a
or h(x, y) < b with bounded-error, with the promise
that one of the cases hold, makes at least Q(\n/ g)
quantum oracle queries.

The proof'is a combinatorial argument based on
block sensitivity. The key ingredient is a reduction
from a a threshold function. A previous result of
Nayak et al. (1999) implies a tight lower bound of

Q(\/n/g +Jh(n—h) /g); their proof, however,

is based on the polynomial method of Beals et al.
(2001) and it is highly involved. The proof presen-
ted here, even though it is not tight, is simpler and
requires no heavy machinery from the theory of
polynomials.

Proof of Theorem 1.1

Let a, b be such that 0 < b < a < n. Define the partial
boolean function GapThr,, on {0, 1}" as

1 if|x|2a

1
0 itlf<s

GapThr, ,(x) = {

To compute GapThr,, for some input x, it
suffices to compute the Hamming distance between
x and the all 0 string. Thus, a lower bound for Gap-
Hamming distance follows from a lower bound for
GapThr,,.
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Let f: {0, 1}" — {0, 1} be a function,
x € {0, 1}"and B € {1, ..., n} aset of indices
called a block. Let x® denote the string obtained
from x by flipping the variables in B. We say that
[fis sensitive to B on x if f (x) # f (x%). The block
sensitivity bs (f) of fon x is the maximum number
t for which there exist ¢ disjoint sets of blocks
B, ..., B such that fis sensitive to each B, on x.
The block sensitivity bs(f') of f'is the maximum
of bs (') over all x € {0, 1}".

From (Beals et al., 2001) we know that the
square root of block sen- sitivity is a lower bound
on the bounded-error quantum query complexity.
Thus, Theorem 1.1 follows inmediately from the
lemma below.

Lemma 2.1. bs(GapThr,,) = O(n/g).

Proof. Letx € {0, 1}" be such that GapThr, (x) =0
and suppose that |x| = b. To obtain a 1-output from
x we need to flip at least g = @ — b bits of x. Hen-
ce, we divide the n — b least significant bits of x
in non-intersecting blocks, where each block flips

exactly g bits. The number of blocks is LZ—:{; ,

which is at most bs (GapThr,,). To see that LZ—:?

is the maximum number of such non-intersecting
blocks, consider what happens when the size of a
block is different from g. If the size of a block is
less that g, then we cannot obtain a 1-output from
x; if the size of a block is greater than g, then the
number of blocks decreases. Thus, we have that

bs (GapThr, )= | =2 |.

For any x' with |x| < b, we need to flip a — b
bits plus b — |x'| bits. Using our argument of the
previous paragraph, the size of each block is thus

g+ b —Ix', and hence, bs , (GapThr,,) = Lgbld .
Note that bs , (GapThr,,) < bs (GapThr,,).

For the case when GapThr, (x) =1 and |x| = a,
to obtain a 0-output from x we need to flip at least

g bits of x. Hence the same argument applies, and
thus, bs (GapThr,,) = | %2 |.

Taking the maximum between the ca-
ses when |x| = b and |x| = @, we have that
bs(GapThr,,) =max{(n — b)/g, (n — a)/g} = O(n/g).
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