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Resumen

Acanthamoeba castellanii es una amiba de vida libre y la causante de infecciones como
queratitis amebiana. Su diagnostico no es efectivo, ya que los métodos empleados son
invasivos, lentos, algunos de alto costo y poco especificos. Por lo que hay necesidad de
contar con nuevos métodos para su diagndstico. Anteriormente nuestro grupo de
investigacion sintetizo nanoparticulas (NPs) de oro, pero con problemas de estabilidad.
Se funcionalizaron con anticuerpos (Ac) anti-A. castellanii y los complejos
nanoparticula-anticuerpo (NP-Ac), reconocieron in vitro fracciones amebianas. Por lo
cual el objetivo del presente trabajo fue el mejoramiento de la sintesis de las NPs y su
biofuncionalizacidén con anticuerpos anti-A. castellanii para evaluar su reconocimiento in
vitro. Homogenados totales de A. castellanii se usaron para inmunizar conejos y obtener
Ac contra el parasito. Los Ac fueron acoplados a las NPs de oro funcionalizadas con
cisteamina y BSA. El complejo NP-Ac resultante, se caracteriz6 utilizando
espectroscopia de absorcion UV-VIS, Microscopia de Transmision Electronica (TEM) y
electroforesis en geles de agarosa. El complejo NP-Ac presentd6 mayor capacidad de
reconocimiento para los antigenos de A. castellanii, aumentando la sensibilidad del
método. A diferencia de trabajos previos, en los que la sintesis y la funcionalizacion de
NPs se realiza en dos etapas, en este trabajo se logrd funcionalizar las NPs durante el
mismo proceso de sintesis. Concluyendo que se tiene una nueva metodologia para la
sintesis de NPs, que les proporciona mas estabilidad y permite su acoplamiento con los
Ac anti-A. castellanii. Ademas, los complejos resultantes NP-Ac son capaces de
reconocer fracciones amebianas in vitro.

Palabras clave:  Acanthamoeba castellanii, nanoparticulas, complejo
nanoparticulaanticuerpo, queratitis.

Introduccion
Acanthamoeba castellanii es una amiba de vida libre con amplia distribuciéon mundial.
La infeccion con éste patdgeno se produce por el uso lentes de contacto, por exposicion
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a aguas contaminadas, por contacto directo en la piel o por via respiratoria inhalando
polvo atmosférico con quistes, causando asi graves enfermedades como la queratitis
amebiana (QA), encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) infecciones en piel, en los
pulmones y en la mucosa nasal. Estos casos se han reportado principalmente en pacientes
que se encuentran inmunocomprometidos o en pacientes sanos que utilizan lentes de
contacto durante largos periodos de tiempo, con poca higiene o al utilizarlos en piscinas

[].

La QA es reconocida como una de las enfermedades parasitarias oculares mas dificiles y
graves [2].

Actualmente su diagnodstico no es efectivo, ya que los métodos empleados son lentos,
algunos de alto costo, poco especificos y ademas son invasivos. Para la deteccion de
diversos patdogenos han sido empleados anticuerpos [3]. Por lo cual la obtencion de
anticuerpos dirigidos contra los trofozoitos de A. castellanii, es importante en la
implementacion de nuevas metodologias que permitan un diagndstico oportuno y con ello
poder desarrollar terapias especificas contra las infecciones causadas por estos patdgenos.

OBJETIVO
Mejorar la etapa de sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas para el acoplamiento
con anticuerpos anti-A. castellanii y evaluar su reconocimiento in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obtener anticuerpos contra Acanthamoeba castellanii.

2) Sintetizar y funcionalizar nanoparticulas de oro para su acoplamiento con
anticuerpos anti-A. castellanii.

3) Evitar la degradacion de las nanoparticulas funcionalizadas.

4) Evaluar el reconocimiento de las fracciones celulares de A4. castellanii con las

nanoparticulas biofuncionalizadas con anticuerpos anti-A. castellanii (complejos
NPs-Ac).

METODOS

Cultivo de trofozoitos de A. castellanii.

Se realizaron cultivos axénicos de las amebas en medio Chang adicionado con 10 % suero
fetal bovino (Gibco). Los trofozoitos se cultivan hasta el final de la fase logaritmica (72
h) a 37 °C en botellas de cultivo de 50 mL (Corning), segun el método de Rivera y col.
(1984). Los Trofozoitos de 4. castellanii fueron aislados de pacientes humanos con
queratitis amebiana y donados por la Dra. Mineko Shibayama (CINVESTAV-IPN,
Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular).

Obtencion de Fracciones celulares de A. castellanii.
A partir de estos cultivos se prepararon homogenados totales adicionando a la pastilla
celular un coctel de inhibidores de proteasas y amortiguador con 2 mM EGTA, 150 mM
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NaCl, SDS 2% y se aplicaron veinte golpes en un homogenizador Potter en bafio de hielo,
y esta fue la fraccion donde se realizaron los ensayos (homogenado).

Obtencion de anticuerpos policlonales contra A. castellanii.

La produccion de anticuerpos (Ac) se realizé en conejos de raza Nueva Zelanda de con
un peso de 800 g. Antes de llevar acabo la inmunizacion, se obtuvo un suero pre-inmune
(SP) mediante un corte en la vena marginal de la oreja del conejo que posteriormente
seria nuestro control para descartar la presencia de anticuerpos contra A. castellanii.
Como antigeno se emple6 el homogenado total de 4. castellanii (100 ng), preparados con
adyuvante completo e incompleto de Freud se inyectaron en los conejos via intramuscular.
Realizando asi, cuatro inmunizaciones con intervalos de quince dias segin el método de
Zola (1990) [4]. Al término de este lapso, se obtuvo el suero inmune (SI) del conejo
conteniendo los anticuerpos contra A. castellani, siendo titulados por ensayos de ELISA
testificando su reconocimiento contra antigenos de A. castellanii.

Sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas (NPs) metalicas.

Utilizando un método de reduccion quimica de sales, el coloide se sintetizo utilizando
Acido tetracloroaurico (HAuCls) y Borohidruro de sodio (NaBHa), inmediatamente se
funcionaliz6 las NPs recubriendo con cisteamina y se biofuncionalizé utilizando BSA al
10 % con la finalidad de aumentar su estabilidad electrostatica, todo bajo condiciones
ambientales y agitacion constante. De esta manera la preparacion de NPs nos proporciona
un método sencillo, mas rapido en comparacion con trabajos anteriores [5][6] y de bajo
costo.

Acoplamiento de las NPs con los anticuerpos anti- A. castellanii.

Al recubrir las nanoparticulas de oro con cisteamina y Albumina Sérica Bovina (BSA),
la molécula obtuvo una carga negativa y en la superficie el grupo funcional amino quedo
expuesto para permitir que los anticuerpos fueran capaces de unirse al ser afiadidos al
coloide en relacion 1:10 v/v, dejandose incubar toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se
centrifugd a 7000 rpm durante 20 min a 4 °C para eliminar el exceso de anticuerpo no
unido. El sobrenadante se someti6 a una segunda centrifugacion a 7500 rpm durante 25
min a 4 °C, ambas pastillas se juntaron formando una sola y se resuspendié en PBS 0.25
mM, dando como resultado un complejo nanoparticula-anticuerpo (NP-Ac). La
caracterizacion optica del complejo (NP-Ac), se realizd6 mediante espectroscopia de
absorcion UV-Vis (400-700 nm), asi como por electroforesis en geles de agarosa al 0.5 %
para determinar el grado de movilidad de las particulas y la carga eléctrica que éstas
adquieren. También se realizd la caracterizacion por Microscopia de Transmision
Electronica (TEM) para determinar el tamafio y forma geométrica de las particulas.

Evaluacion del reconocimiento de fracciones celulares de A. castellanii con el
complejo NPs-Ac.

La deteccion de antigenos de A. castellanii se realiz6 por el método de ELISA empleando
el homogenado celular (25 pg/mL), el cual se incub6 durante 24 h a 4 °C en una placa de
ELISA. Al termino de este tiempo se bloquea con gelatina (0.2 % en PBS) durante 2 h,
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se realizaron cinco lavados con PBS-Tween 20 al 0.05 % y durante 1 h se incubd usando
como anticuerpo primario el complejo (NPs-Ac), evaluando diferentes diluciones.
Posteriormente se realizaron cinco lavados para retirar el conjugado no unido y enseguida
adicionar Silver enhancement (INVITROGEN) en cada uno de los pozos (50 uL), excepto
en el blanco y se incuba durante 10 min a 37 °C y 7 min a temperatura ambiente. La
lectura se realiz6 en un espectrofotometro a 540 nm.

Resultados

Se obtuvieron anticuerpos anti-A. castellanii en conejos, utilizando como antigeno la
proteina total del parasito (homogenado) para su inmunizacion bajo protocolos estdndares.
El reconocimiento de los anticuerpos hacia antigenos parasitarios se probd en
inmunoesayos, mostrando una densidad 6ptica dptima de 0.06.

Las NPs de oro sintetizadas y recubiertas con cisteamina y BSA se acoplaron con los Ac
antid. castellanii, generando un complejo nanoparticulas-anticuerpo (NPs-Ac); el cual
fue caracterizado por medio de espectroscopia de absorciéon UV-Vis y TEM. Encontrando
que el tamafio del complejo es de 24+5 nm y su pico maximo de absorcion de 526 nm
(Figura 1). Se probo la capacidad del complejo NPs-Ac para reconocer el antigeno
amebiano (homogenado total). Los resultado revelan que el complejo NPs-Ac fue capaz
de reconocer los antigenos de A. castellanii in vitro. En la Figura 2 se observa el
reconocimiento para dos diferentes lotes de antigenos (HT1 y HT2), a diferentes
diluciones del complejo NPs-Ac, mostrando un reconocimiento mayor de un orden de
magnitud en comparacion con el método convencional, teniendo asi una mayor
sensibilidad con esta metodologia.
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Figura 1. Caracterizacion del complejo (NP-Ac) por espectroscopia de absorcion y TEM.




Reconocimiento de A. castellanii mediante Anticuerpos Anti-A.
castellanii y el complejo NP-Ac
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Figura 2. Reconocimiento de A. castellanii mediante anticuerpos y el complejo NPs-Ac. Reconocimiento
del primer lote de homogenado con el Ac (HT1/Ac, linea azul). Reconocimiento del segundo lote de
homogenado con el Ac (HT2/Ac, linea roja). Reconocimiento del primer lote de homogenado con el

complejo NPs-Ac (HT1/C, linea verde). Reconocimiento del segundo lote de homogenado con el
complejo NPs-Ac (HT2/C, linea violeta).

Conclusion

El uso de la proteina BSA en la sintesis de nanoparticulas de oro recubiertas con
cisteamina mejord la estabilidad de las NPs, factor importante al momento de la
conjugacion con los anticuerpos anti-A. castellanii. Ademas, en los complejos (NP-Ac)
se aumento la sensibilidad del reconocimiento del trofozoito in vitro. Esta metodologia
permitid que el proceso de sintesis y la funcionalizacidon de las nanoparticulas se realizara
en una sola etapa haciendo el proceso de producciéon mas rapido y sencillo, a diferencia
de trabajos previos. Con esta nueva metodologia podemos generar nanoparticulas para
probar su capacidad de deteccion en muestras biologicas de individuos con sospecha de
la presencia de A. castellanii, posibilitando tener alternativas utiles para diagndsticos
oportunos, no invasivos y de bajo costo.

Bibliografia
1. Siddiqui R. and Khan N., 2012. Biology and pathogenesis of Acanthamoeba. Parasites and Vectors,
5(1), 6.

2. Narasimhan S, Madhavan H, Therese L. Development and application of an in vitro susceptibility
test for Acanthamoeba species isolated from keratitis to polyhexamethylene biguanide and
chlorhexidine. Cornea 2002, 21, 203-205.

3. Sendid, B., Poirot, J.L., Tabouret, M., Bonnin, A., Caillot, D., Camus, D., Poulain, D. 2002.
Combined detection of mannanaemia and anti-mannan antibodies as a strategy for the diagnosis
of systemic infection caused by pathogenic Candida species. J. Med. Microbiol. 51: 433-442.

4. Zola H. 1990. Laboratory Methods in Inmmunology vol.Il. CRC Press. Inc.

5. Sanchez T., Barbosa G., Pichardo J., Lépez M. y Garay M.E., 2011. Produccion de AGEs y
funcionalizacion de nanoparticulas con anticuerpos anti-AGEs: aplicacion para su deteccion de
muestras biologicas y alimentos. Departamento de Ciencias Médicas de la Universidad de
Guanajuato.50, 11-42.

6. M. Brust, J. Fink, D. Bethell, D. J. Schiffrin and C. Kiely, Synthesis and reactions of
functionalised gold nanoparticles J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1995 ; 16: 1655-1656 .

5



GENERACION DE PROTEiNAS FLUORESCENTES MODIFICADAS PARA
SUAPLICACION EN Entamoeba histolytica

Delgado-Galvan Cindy Jazmin®, Padilla-Vaca Luis Felipe, Anaya-Velazquez Fernando, Rangel-
Serrano Ma. de los Angeles, Paramo-Pérez Itzel, Franco-Barcenas Bernardo.

Departamento de Biologia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de
Guanajuato, NoriAlta s/n, Guanajuato, Gto. C.p.36050, México. kiallu05@gmail.com

Resumen

Entamoeba histolytica es un organismo parasito que afecta a mas de 500 millones de
personas a nivel mundial y causa 100 mil decesos anualmente. Los mecanismos de
virulencia de este organismo han sido estudiados extensivamente, pero aliin se desconocen
muchos elementos que son importantes para el establecimiento de la infeccion asi como
la regulacion que permite evadir las defensas del hospedero humano y causar la clasica
sintomatologia. Se cuenta con algunas herramientas moleculares para expresar o suprimir
la expresion de genes en este organismo, sin embargo, las proteinas fluorescentes para
determinar la localizacion subcelular de proteinas ha sido dificil de implementar.
Probablemente una de las razones es el uso de codones que no permite que se produzcan
en cantidades adecuadas, salvo en raros casos en los que se ha logrado generar fusiones a
la proteina verde fluorescente (GFP). Otra razon es la autofluorescencia de este organismo,
que se sobrepone en el verde. Para conocer la funcion de muchas proteinas, es necesario
determinar su localizacion, por este motivo es que en este trabajo se busca optimizar la
expresion de una proteina roja fluorescente (RFP), para su uso en E. histolytica. El método
empleado fue la sintesis in vitro de las secuencias codificantes para ambas proteinas con
un uso optimizado de codones para E. histolytica y verificando su funcionalidad en E.
coli. Asi mismo, se valido el uso de estas proteinas fluorescentes al fusionarlas a proteinas
con localizacion conocida y expresarlas en trofozoitos de E. histolytica.

Palabras clave: Entamoeba histolytica, genes reporteros, proteinas verde fluorescente
(GFP), proteina roja fluorescente (RFP), localizacion subcelular.

Introduccion

Entamoeba histolytica es un protozoario anaerobio que invade el intestino grueso de
humanos, generalmente por la ingesta de agua y alimentos contaminados con heces
fecales que portan quistes de este microorganismo. Su ciclo de vida inicia cuando un
humano ingiere un quiste, que es la forma de propagarse fuera del hospedero. Una vez
que el quiste llega al intestino grueso, eclosiona liberando al trofozoito que es la forma
en la que E. histolytica inicia la colonizacion [1], [2].

Anualmente 500 millones de personas son infectadas, de las cuales 50 millones presentan
un cuadro clinico clasico de la enfermedad. También se registran cerca de 100,000
muertes anuales a causa de complicaciones causadas por la infeccion por E. histolytica
[3]. Es el protozoario pardsito que mas muertes causa en el mundo. Se presenta en
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regiones geograficas donde no se tiene una barrera o control adecuado entre los desechos
fecales, los cuerpos de agua potable y la poblacion en general [4].

En México es una causa de gastroenteritis y otras manifestaciones clinicas importantes.
Por ejemplo, en el afio de 1996 se presentaron cerca de 1.3 millones de casos en México
y estudios serologicos indicaron que cerca del 8% de la poblacion ha padecido amibiasis
en un momento de su vida [2].

En general los pacientes infectados con este protozoario parasito no presentan sintomas,
aunque pacientes asintomaticos llegan a presentar la enfermedad (4-10%) hasta un afio
después de haber contraido al parésito [5], lo que hace dificil el diagnostico y cifras
confiables de su epidemiologia y prevalencia. Cuando se presentan sintomas suele ser
diarrea profusa o hemorragica, dolor abdominal que aumenta al realizar una palpacion.
En casos severos se presentan ulceras intestinales. Entre las complicaciones mas
frecuentes se encuentra la formacion de abscesos hepaticos y la invasion de otros tejidos
por via hematogena [2], [1].

La virulencia de E. histolytica depende tanto de factores del parasito como del hospedero.
Principalmente la destruccion del tejido ocurre debido a la conjuncion de la respuesta
inflamatoria del hospedero aunado a factores secretados por el parasito. Dentro de los
factores de virulencia mas reconocidos estan la lectina Gal/GalNAc (galactosa/N-acetil-
Dgalactosamina), cistein proteasas y el complejo proteico del amebaporo. Estas proteinas
participan en la adhesion del parasito a las células blanco, la destruccion de moléculas del
sistema inmune y la destruccion de las células blanco, respectivamente [6].

La localizacion de los factores involucrados en la virulencia y supervivencia de este
organismo determina su funcioén y participacion en diferentes procesos celulares que
finalmente permiten el establecimiento de la enfermedad en su hospedero humano.

La proteina verde fluorescente o GFP es una proteina de 27 kDa aislada de la
medusa Aequorea victoria y es una de las principales herramientas empleadas en la
caracterizacion de la localizacion subcelular de proteinas, interaccion proteina-proteina
(FRET) y como reportero transcripcional [7]. La formacion del fluoréforo funcional
depende en gran medida de dos parametros, el pH y el estado rédox, por lo que este tipo
de proteinas son sensores ideales de compartimentos subcelulares o cambios en las
condiciones ambientales [8].

La proteina se excita con luz ultravioleta o azul y emite en el espectro del verde.
Existen numerosas mutantes de esta proteina que el espectro de excitacion y de emision
son diferentes [7]. También se han aislado numerosas proteinas fluorescentes de otros
organismos que han expandido las combinaciones posibles para hacer ensayos de
localizacion multiple [3].

Para aplicar este tipo de herramientas en E. histolytica se tienen que vencer dos retos
importantes, uno es el uso de codones preferencial de este organismo [9]. El segundo es
7



la autofluorescencia del organismo. Un analisis de la literatura revela que la GFP ha sido
usado en tan solo 13 publicaciones, en muchas de las cuales se ha detectado usando
anticuerpos dirigidos a la proteina y no por su fluorescencia (un ejemplo es el reportado
por Byekova et al., 2010). En el trabajo de Ramakrishnan y colaboradores [10] muestran
el uso de la GFP como reportero, medido en citometria de flujo, encontrando bajos niveles
de expresion y fluorescencia, aunque los autores aseguran que es una herramienta
poderosa para el andlisis de la expresion de genes asi como de localizacion subcelular.

En el presente trabajo se pretende optimizar las proteinas roja y verde fluorescentes (RFP
y GFP respectivamente) para utilizarlas como reporteros de localizacion subcelular o
reporteros transcripcionales. El método a seguir es la sintesis in vitro de los marcos de
lectura de cada una de estas proteinas, confirmar su fluorescencia en un sistema
bacteriano (E. coli) y demostrar su actividad in vivo en E. histolytica.

Metodologia

Cultivo de células. Los trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS se cultivaron en medio
TYISS como se describi6 previamente (Diamond LS, 1983). Las células de E. coli se
crecen en LB suplementado con el antibidtico correspondiente, ampicilina (100 pg/ml)
para el vector pQE30 o pEhEx o kanamicina (50 pg/ml) para el plasmido pIDTSMART-
KAN : RFPEh. Generacion de las construcciones. Los genes de las proteinas RFP y GFP
se sintetizaron usando la secuencia depositada en la base de datos Registry of Standard
Biological Parts (http://parts.igem.org/)bajo los nimeros de acceso BBa E1010 para la
proteina RFP y BBa J97001 para la proteina GFP. Se escogieron estos genes reporteros
debido a su intensa fluorescencia y que el espectro de excitacion y emision estan dentro
del UV-visible, permitiendo ver colonias de E. coli transformantes de color tenue (rojo y
amarillo respectivamente), facilitando la seleccion. Los genes se sintetizaron con la
compaiia Integrated DNA Technologies (IDT), optimizando todos los codones para E.
histolytica de acuerdo al analisis de Ghosh y colaboradores [9]. Los fragmentos obtenidos
se amplificaron por PCR usando los oligonucleétidos = GFPEhBamH
CACGGATCCATGTCATCTGGAGCATTACT y GFPEhRvXhol
ACTGCTCGAGCTATTATCTATATGTTTCTAAATCAAC para subclonar la GFP
optimizada en el vector bacteriano pQE30. Para la proteina RFP se emplearon
RedEhBamHI CACGGATCCATGGCATCATCAGAAGATGTTATTAA y

RedEhRvXhol ACTGCTCGAGCTATTATGCTCCTGTTGAATGTCTTC.

Transfeccion de trofozoitos de E. histolytica. Las construcciones generadas seran
transfectadas usando el método de transfeccion mediada por liposomas descrito
previamente [11] y modificado por nuestro grupo de trabajo [12]. En breve, 10°
trofozoitos de la cepa de

E. histolytica que se desea transfectar son sembrados en placas de seis pozos de 35 mm
de didmetro con 12 ml de medio TYI-S-33 y cultivadas por 15 horas. Los complejos de
lipidos y DNA se preparan usando el reactivo LipofectAMINE (Life Technologies) y
medio OPTIMEM I (suplementado con 5 mg/ml de cisteinay 1 mg/ml de 4cido ascérbico).
Las transfecciones se realizan con 3 pg de DNA del plasmido purificado. Los trofozoitos
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transfectados se transfieren a medio TYI-S-33 fresco y se incuban con el antibidtico de
seleccion (G418 para el caso de los plasmidos que se planea emplear) iniciando a una
concentracion de 6 pg/ml. La concentracion de antibidtico se va elevando gradualmente
hasta alcanzar la concentracion deseada.

Comprobacion del sistema. Los trofozoitos transfectados de E. histolytica se
corroboraron por PCR para determinar la presencia tanto del gen de resistencia a
neomicina como la del gen codificante de la proteina RFP. La expresion del gene
reportero se determind por microscopia confocal y citometria de flujo. Las transfectantes
se separaron usando el método de enriquecimiento de los trofozoitos por Cell Sorting.

Resultados

Microscopia estereoscopica de fluorescencia
Figura 1

Campo claro

E. coli E. coli E. coli
sin transformar transformada transformada
Control pRFP Ec pRFP Eh

En la figura 1 se aprecia una diferencia significativa en el nivel de expresién en las células
transformadas, ya que se observa mayor intensidad de fluorescencia en las células
transformadas de E. coli con la proteina RFP y el uso de codones de E. coli, en comparacion con
las células transformadas de E. coli con la proteina RFP y el uso de codones de Entamoeba
histolytica, donde la intensidad de fluorescencia disminuye.

Microscopia confocal
Figura 2

Fluorescencia

E. histolytica E. histolytica E. histolytica E. histolvtica
sin transfectar transfectada transfectada transfectada
Campo claro pRFP Eh pRFP Eh SM1 pRFP Eh SM3

En la Figura 2 se aprecia la transfeccion de trofozoitos de E. hitolytica con la proteina RFP
optimizada con el uso de codones de E. histolytica, observandose una intensidad de
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fluorescencia considerable en los trofozoitos transfectados solo con la proteina RFP, en comparacion
con los trofozoltos transfectados con laproteina RFP fusionada a la esfingomielinasa 1 y los
transfectados con RFP fusionada a la esfingomielinasa 3, ya que se observa una variacién en la
intensidad de fluorescencia en los tres casos y el patron de distribucién de la sefial.

Citometria de flujo
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En la Figura 3 se aprecia la determinacion por citometria de flujo de la poblacién de E.
histolytica fluorescente y no fluorescente. Se muestra un control sin transfectar en el dot-plot y
en el primer histograma, donde se observa una distribucién homogénea de la poblacion de
amibas y su fluorescencia basal en el rango del verde respectivamente, mostrandose en el
segundo histograma un desplazamiento hacia la fluorescencia roja con amibas transfectadas.

Figura 4
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Rt R am transfectada R
E, histolytica E. histolvtica pRFP Eh E. histolvtica
sin transfectar transfectada separada transfectada
Control pRFP Eh por FACS pRFP Eh SM1

Figura 4. Dado que en los resultados por microscopia confocal no se aprecia una fluorescencia
homogénea, se decidio utilizar el método de enriquecimiento de los trofozoitos por Cell Sorting,
logrando separar la poblacién mas fluorescente en el rango del rojo para las amibas
transfectadas con la proteina RFP, asi como para las amibas transfectadas con la proteina RFP
ensamblada a la esfingomielinasa 1.

Conclusiones
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Se logro6 construir usando técnicas de biologia sintética, un gen codificante para la
proteina Roja Fluorescente con el uso de codones de E. histolytica. Se corroboro la
correcta expresion, ensamble y funcionalidad de ésta proteina en E. coli mediante
microscopia estereoscopica de fluorescencia para después probarla en E. histolytica.
Este reportero mostr6 la capacidad de ser expresado de manera correcta en trofozoitos
de E. histolytica y con un minimo de interferencia por autofluorescencia del mismo.
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Resumen

Objetivo. Probar las caracteristicas funcionales de una nueva formulacion propuesta de
pasta libre de fluoruro en un grupo de individuos control, asi como en individuos con
algin tipo de padecimiento oral. Materiales y métodos. Se realizaron distintas
formulaciones modificando el agente pulidor asi como el polietilenglicol utilizado. Estas
formulaciones se sometieron a pruebas de estabilidad a 4, 25 y 37°C por un periodo de un
mes. Toda vez pasadas las pruebas de estabilidad se evaluaron las caracteristicas fisicas
de las formulaciones en un grupo control. La formulacion mejor evaluada fue la que se
utilizd posteriormente en otro grupo control, asi como en individuos con gingivitis,
fluorosis y diabetes, con la finalidad de evaluar las caracteristicas funcionales de la nueva
formulacion. Resultados. La evaluacion de las caracteristicas de la pasta se llevo a cabo
en una escala de 0 a 5. La formulacion con mejor ponderacion obtuvo un 3,83 general,
considerando caracteristicas como el sabor, olor, cantidad de espuma, sensacion de
limpieza, consistencia y sensacion de frescura. Esa misma formulacion fue evaluada por
individuos con fluorosis, gingivitis, diabetes asi como por otro grupo control. Dando un
valor general de 4 en la evaluacion de las caracteristicas funcionales de la pasta.
Conclusiones. Se espera que eventualmente esta nueva formulacion coadyuve a la
disminucién del indice de fluorosis y ayude al tratamiento de la gingivitis, favoreciendo
la remineralizacion dental.

Palabras clave: fluoruro, fluorosis, remineralizacion.

Introduccion

El fluor sélo se encuentra en forma de sales en la corteza terrestre. Su contenido total en
la misma constituye el 0,02%, pudiéndose encontrar fundamentalmente diseminado en
distintos minerales como la fluorita (CaF2), criolita (Na3AlFs) y fluoroapatita
(CaioF2)(POa)s. El fluor también se presenta en forma de fluoruros en el agua de mar
(0,0001%), en rios (0,00002%)". El agua es la principal fuente de este elemento, sin
embargo debido a la sobreexplotacion de mantos acuiferos que abastecen a varias
ciudades de México ha tenido como consecuencia la necesidad de obtener agua potable
de pozos cada vez mas profundos. Pozos donde la concentracién de fluor excede los
limites permisibles debido a que las aguas subterraneas, por la composicion geologica del
suelo, favorece que las concentraciones de flior sean altas

2-4,
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que los niveles 6ptimos de fluor en
el agua se encuentran entre 0,5y 1,0 mg/L>. En México se ha establecido, con base en la
Norma Oficial Mexicana (NOM-201-SSA1-2002), una concentracion maxima de 0,7
mg/L para el agua embotellada y de 1,5 mg/L para el agua en sistemas de abastecimientos
publicos y privados °.

En la Reptblica Mexicana hay varios estados en los que la gran contaminacion del agua
potable por fluoruros representa un gran riesgo para la salud publica. Un total de 17
estados presentan problemas por contaminacion del agua por fltior. En los estados de Baja
California Norte, Durango, Aguascalientes, Zacatecas y Guanajuato la contaminacion de
agua subterranea se localiza en la mayor parte del estado; mientras que en los estados de
Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Sinaloa, San Luis Potosi, Jalisco, Michoacan,
Querétaro, México, Hidalgo y Puebla la presencia de contaminantes en el agua
subterrdnea se presenta en algunas localidades .

No obstante, la fluorosis dental endémica o hipoplasia del esmalte no s6lo es un problema
de

Meéxico ya que en diversas partes del mundo, como Asia, Africa, India, Europa, Estados
Unidos existen también zonas geograficas con exceso de fluoruros en sus fuentes de agua
potable &,

La fluorosis dental es una hipomineralizacion del esmalte, alteracion de caracter
irreversible, provocada por la ingesta cronica de fluoruro durante el periodo formativo de
la denticion, basicamente desde el nacimiento hasta los 7 u 8 aflos de edad >° 1. A partir
de los 8 afios se calcifican los ultimos dientes definitivos. Asi pues, esta edad supone el

limite hasta el cual existe un riesgo teorico de fluorosis dental de la denticion permanente
11

Clinicamente el esmalte adopta una apariencia moteada, con manchas cafés o blancas
opalescentes y estriadas. Siempre de manera simétrica en dientes homologos.
Actualmente, la utilizacion conjunta de diferentes productos fluorurados de higiene bucal
(geles, colutorios, barnices, dentifricos), programas preventivos a base de fluoruro
aunado al consumo de refrescos y jugos de frutas (el agua que se usa en la elaboracion de
refrescos proviene ya sea de la red municipal, o bien de pozos profundos que se localizan
en la propia fabrica, sin existir propiamente un control adecuado de sales) que también
pudieran considerarse como fuentes adicionales de exposicion a fluoruro ha incrementado
la prevalencia de fluorosis en el mundo entero, en zonas donde este problema no era
endémico

3,10, 12.

Lamentablemente la eliminacion completa del fluoruro de los pozos de agua es un proceso
por demés complicado aunado al desconocimiento de la distribucion y evolucion del
contenido de fluoruros en el agua extraida del subsuelo limita en gran medida la eficacia
de los programas de control de calidad del agua '°.
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Sin contar con el hecho las pastas comerciales en nuestro pais contienen una cantidad
(11001450) mg/Kg de fluoruro y aproximadamente se consume 1 gr de pasta con cada
cepillado dental. Con lo que se obtiene una cantidad aproximada de 1,450 mg de fluoruro
por cepillado que se desecha directamente al agua. Dicho de otra manera, por cada
cepillado dental que realice un millon de personas aproximadamente 1,450 Kg de fluoruro
son devueltos al agua, lo que dificulta ain mas que el indice de fluorosis, en sus distintos
grados de desarrollo, se vea disminuido.

Es por eso que en la busqueda de eliminar un factor de riesgo que contribuya al desarrollo
de fluorosis se desarrollé una pasta dental utilizando al xilitol como principio activo
debido a las propiedades que posee en la prevencion de caries, actividad a la que esta
destinado el fluor.

Entre otras acciones protectoras, el xilitol controla la acumulacion de biopelicula en las
superficies dentales evitando asi la inflamacion gingival; disminuye el efecto adherente
de los microorganismos proporcionando una proteccion contra enfermedades del
periodonto e impide ademas la desmineralizacion del esmalte, ya que reduce la
produccion de 4cido por su efecto inhibitorio directo sobre las bacterias implicadas '.

Metodologia

Reactivos: fosfato dicalcico dihidratado (grado alimenticio), alimina, bicarbonato de
sodio, xilitol (grado alimenticio), dioxido de titanio (rutilo), 6xido de magnesio,
laurilsulfato de sodio, glicerina (grado USP), agua tipo I, carboximetilcelulosa, fosfato de
potasio, oxalato de potasio, PEG-1450, PEG- 3350, PEG-600, PEG-400, limoneno,
sacarina, stevia (grado alimenticio), saborizantes, colorantes.

Material y equipo de laboratorio: vasos de precipitados, tazéon de vidrio, mortero y
pistilo de porcelana, micropipetas, balanza, paletas para mezclar, pomaderas.

Equipo: molino de bolas, bolas, tamiz, mallas (150), parrilla de agitacién-calentamiento,
Espectrofotometro Infrarrojo con Transformada de Fourier.

Protocolo:

1. Se evaluara la solubilidad y el tamafio de particula de los distintos reactivos a
utilizar.

2. Se llevara a cabo un proceso de molienda y tamizado para los reactivos que lo
requieran.

3. Se variara el tiempo de molienda dependiendo del tamafo de particula del
reactivoa moler.

4. La dureza sera un factor muy importante en la eleccion del pulidor que se usara
en la pasta.

5. Se utilizaran distintos pulidores asi como distintos polietilenglicoles para
hacer varias formulaciones hasta observar cual nos conviene usar.

6. En las distintas formulaciones se agregaran distintos volimenes de sabor y
color.
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7. Se evaluara el pH de distintas marcas comerciales de pastas para hacer la
comparacion con la nueva formulacion propuesta.

8. Se evaluaran las propiedades organolépticas y funcionales de la pasta.

Resultados

Con base en la dureza de los distintos pulidores que se utilizaron, se optd por usar el
fosfato dicalcico dihidratado puesto que es un reactivo econémico, de facil adquisicion
ademads de tener una dureza que no compromete la integridad del esmalte (ver Tabla I).
La complicada disponibilidad de adquisicion del PEG-600, que es el polietilenglicol mas
usado en la industria para la elaboracion de cremas dentales, nos llevo a la necesidad de
proponer el uso de un polietilenglicol de un peso molecular menor, el PEG-400, que por
su facilidad de adquisicion y por cumplir satisfactoriamente la funcionalidad del PEG-
600 lo hace una alternativa muy factible para el desarrollo de un proyecto con vision a
futuro.

Tabla 1. Dureza de los distintos pulidores empleados

PULIDOR DUREZA ESCALA MOHS
Alimina 9
Bicarbonato de sodio 2.5
Carbonato de potasio ----
Fosfato dicalcico dihidratado 2,5
Oxido de magnesio 5,5
Esmalte dental 5
Dentina 3-4

Se realizaron varias formulaciones con variaciones en los componentes. Al final fueron 3
las que cumplian con nuestras espectativas. Se evaluaron las caracteristicas
organolépticas de las 3 formulaciones y se obtuvo que la tercer formulacion fue la mejor
aceptada (ver Tabla 2). Por lo tanto sera la formulacion definitiva. La evaluacion se hizo
con calificacion de 0 a 5 en orden ascendente.

Tabla 2. Evaluacion de las caracteristicas organolépticas de la pasta

Formulacion Espuma Sabor Olor Limpieza Consistencia Frescura

|| 2,7 3,7 3,7 3,7 2,3 3
I 3,0 3,7 3,7 3,7 2,0 2,7
111 3,0 3,6 4,2 3,8 4,4 4,0
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Ya decidida la formulacion definitiva se procedid a medirle el pH junto a otras pastas
comerciales para compararlas con el pH de la saliva (6,5-7,5).

Tabla 3. Comparacion del pH de distintas pastas dentales

Pasta dental pH
Briden 6,07
Colgate maxima proteccion anticaries 9,45
Colgate original 6,43
Colgate Smiles 6,85
Desert Essence Cool mint 7,17
Desert Essence Mint 8,86

Formulacién propuesta adulto 8,26
Formulacién propuesta nifio 7,76

Una vez concluido el periodo de prueba en los pacientes con fluorosis no se observo
ningun cambio aparente en al area del diente que se encuentra manchado por la fluorosis,
no obstante esto se podia prever debido a que la dureza de nuestro agente pulidor es
inferior a la del diente, sin ser la finalidad del primero eliminar el moteado dental, puesto
que eso conllevaria a “limar” el esmalte haciéndolo mas susceptible a sufrir sensibilidad.
Por otro lado, en los pacientes que padecen gingivitis, uno de los dos coment6 que al
haber consumido aproximadamente la mitad del primer frasco de pasta que se le entrego
el sangrado desaparecio y no reincidio en todo el periodo del tratamiento. Mientras que
el otro paciente solo reportd una disminucion en la frecuencia del sangrado.

Conclusiones

Se desarrolld y se evaluaron las caracteristicas organolépticas y funcionales de la
formulacion propuesta. Se espera que eventualmente pueda ir disminuyendo el indice de
nifios afectados por la fluorosis en sus distintos grados de dafio. Aunado al dafio mas alla
de lo estético, llegando a convertirse en dafio psicoldgico. Las caracteristicas del xilitol
nos ofrece una alternativa viable para la prevencion de dos problemas periodontales
(fluorosis y caries) que afectan a un gran sector de la poblacidon nacional. Ademas de que
la pasta sin fluoruro no contribuira a aumentar la concentracion de fluoruro en el medio
ambiente.
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Resumen

El cromo y sus compuestos son muy utilizados en la industria generando contaminacion
de suelos y acuiferos. La presencia de cromo en el medio ambiente ha seleccionado la
presencia de microorganismos con la capacidad de tolerarlo en elevadas concentraciones;
los mecanismos de interaccion de los microorganismos con el cromo son de gran interés
biotecnoldgico para el desarrollo de nuevos procedimientos de tratamiento y remediacion
de sitios contaminados con cromatos. En este trabajo se realizaron ensayos de
bioestimulacion de suelos contaminados con cromatos, evaluando diferentes fuentes
nutricionales. Se seleccionaron medios de cultivo para hongos y bacterias que permitieran
el crecimiento y multiplicacion de los microorganismos nativos de estos suelos,
aumentando su actividad natural de reduccion de Cr(VI) a Cr(IIl), esta ultima, su forma
menos toxica. Los resultados mostraron que al agregar solo agua al suelo, no existe
reduccion de Cr(VI). Los medios minimos usados presentaron los mejores porcentajes
de reduccién siendo el medio Lee con el que se obtuvieron los mejores porcentajes de
reduccion. Con medios complejos, como el caldo nutritivo, se obtuvieron reducciones
desde el 88% al 95% en un mayor tiempo de incubacion. Los resultados menos eficientes
se presentaron con el medio M9, el cual se suplemento con diferentes fuentes de carbono.
El tiempo en el que se lleva la etapa de reduccion en los medios de cultivo con mayor
eficiencia, oscila entre los 12 y 15 dias. El analisis de poblaciones mostré que las muestras
de tierra contaminada contienen en su mayoria microorganismos anaerobios facultativos,
identificandose los géneros:

Pseudomonas, Exiguobacterium, Xanthomonas sp, Chryseomicrobium, Bacillus, y

Lysinibacillus.

Palabras clave: Bioestimulacion, Suelos, Reduccion, Cromatos, Microorganismos.

Introduccion

El Cromo (Cr) es un metal gris acero, puede existir en varios estados de oxidacion, que
van desde Cr* a Cr®'; siendo mas comunes y estables la forma trivalente Cr(III) y la forma
hexavalente Cr(VI); esta ultima es la mas toxica y clasificada como carcindégeno en
humanos en el grupo “A” por la EPA [1].El Cr esta presente naturalmente en el medio
ambiente, en las rocas, animales, plantas y el suelo. El Cr se encuentra en la forma de sus
compuestos, y el mineral de cromo mas importante es la cromita (Fe, Mn) Cr204 [2].
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La existencia de Cromo en el medio ambiente ha seleccionado la presencia de
microorganismos adaptados con la capacidad de tolerar altos niveles de compuestos de
cromo, planteandose la posibilidad de utilizar estos microorganismos como herramienta
biotecnologica para la remediacion de sitios contaminados con cromatos. En bacterias,
los derivados cationicos de Cr(II) pueden ser unidos fuertemente a los liposacaridos de
Salmonella, paredes celulares de Bacillus subtilis, y polimeros capsulares de Bacillus
licheniformis, en Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes eutrophus y Cupriavidus
metallidurans se identificaron pldsmidos de resistencia a cromato [3]. En el caso de los
hongos, existen mecanismos que incluyen: a) los sistemas de transporte e incorporacion
(bioacumulacién); b) la interaccion y unién con componentes de la superficie celular
(biosorcion); y ¢) la transformacion quimica (reduccion). El proceso de biosorcion se ha
descrito en cepas de hongos filamentosos con excelentes capacidades para la remocion
de cromo [4]. Los reportes sobre hongos con capacidad de reducir el Cr (VI) incluyen
levaduras como Candida utilis [5], Paecilomyces sp[6] y hongos filamentosos. Se han
aislado cepas de Aspergillus niger (EdS8), y Penicillium sp (H13) con una alta eficiencia
de reduccion de Cr(VI) [7]. La eficiencia de la capacidad de reduccion, por la cepa EdS,
se incrementa si el medio de cultivo se suplementa con citrato y otros acidos organicos
[8]. Para Neurospora crassa se ha descrito mutantes resistentes a cromato [9]. En otras
especies como Candida, el mecanismo general de resistencia se ha relacionado con la
disminucion en la acumulacion del 16n. En células de un aislado de Candida maltosa se
observo la capacidad de reduccion de Cr(VI) y la presencia de actividad de cromato
reductasa dependiente de NADH [10]. Se ha observado que la presencia de fuentes de
carbono y nitrogeno apropiadas son necesarias para aumentar la capacidad de reduccion
de los microorganismos [11]. En estudios previos se ha reportado que la glucosa es un
donador adecuado de electrones para la reduccion aerdbica de cromato [12]. Varias
especies de bacterias pueden reducir Cr(VI) cuando se cultivan en medios que contienen
extracto de levadura o caldo nutriente, pero no en medio minimo que tiene sales como
unica fuente de carbono [13]. En estudios realizados en microorganismos como
Pseudomonas aureginosa y Pseudomonas putida a altas y bajas concentraciones de
nutrientes, mostraron que a altas concentraciones de nutrientes la produccion celular se
incrementa, convirtiéndose en una condicion desfavorable de crecimiento para algunas
células, debido a que la disponibilidad de oxigeno se ve disminuida y limitada, lo cual
resultaria en la muerte de las células [14].

En este trabajo se evaluo el efecto del medio de cultivo en ensayos de bioestimulacion de
suelos contaminados con cromatos por medio de la adicién de nutrientes y bajo las
condiciones Optimas para el crecimiento y multiplicacion de los microorganismos nativos
del suelo para lograr su estimulacion y aumento de la actividad natural de éstos para llevar
a cabo la reduccion de cromo hexavalente.

Metodologia

Ensayos de Bioestimulacion con suelos contaminados con cromatos. En matraces
estériles, conteniendo 0.25 g de suelo contaminado con cromo, se adicionaron 25 mL del
medio a analizar. En cada serie se adicion6 un control con suelo estéril y otro con agua.
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Una serie de matraces se incubaron a temperatura ambiente y otro a 28°C por diferentes
tiempos. En cada tiempo, se tomaron alicuotas de 150 pL, tomando como tiempo cero
(To) el dia inicial de incubacion y posteriormente cada tercer dia hasta cumplir 30 dias de
incubacion. Estas alicuotas sirvieron para la determinacion de Cr(VI) y Cr total, ademas
de ser fuente para el aislamiento de microorganismos. En cada experimento se prepararon
muestras por triplicado.

Cuantificacion de Cr(VI) por el micro-método de la S-difenilcarbazida
(AcevedoAguilar y col., 2015, enviado a publicacion). Esta metodologia se basa en la
formacion de un complejo colorido entre el Cr(VI) y la difenilcarbazida, del cual se
determina espectrofotométricamente la concentracién a una Asso nm. De esta manera se
determina la concentracion de Cr(VI) remanente en el medio, después de la etapa de
reduccion. El cromo remanente representa el Cr(VI) que no fue reducido. Para las
determinaciones de Cr(VI) se mezclaron 192 pL. H20 de agua destilada, 2 pL de
difenilcarbazida 0.021 M en acetona, 4 uL de H2S04 al 50 % y 4 pL de la muestra.
Después se midi6 la absorbencia a 540 nm. La concentracion de Cr(VI) de la muestras se
obtuvo interpolando los datos de absorbencia en una curva de calibracion, construida con
concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 ppm de Cr(VI). Las lecturas de absorbancia se
realizaron en un espectrofotometro Ultrospec 4300 (Armersham Biosciencies).

Determinacién de cromo total. Para la determinacién de cromo total en el medio de
cultivo, de las alicuotas tomadas de cada uno de los matraces se realizaron diluciones,
colocando 50 pL de muestra y aforando con agua destilada hasta obtener un volumen de
3000 puL (3 mL); a cada una de las muestras se realizé la determinacion de cromo total
por espectrometria de absorcion atomica (Modificado de EPA 3050 B). Una curva patréon
se construy6 con estandares de concentracion conocida, usando como solucion patron
K2CrO4 a concentraciones de 1, 2, 3 y 4 ppm. Con los valores de absorbancia de los
estandares conocidos se construy6 una curva de calibracion y se determiné la ecuacion
de la grafica para por interpolacion de los datos, obtener las concentraciones de las
muestras problema y de esta manera se determino la concentracion de Cr total. Esta
determinacion también se realiz6 para el suelo que se adicion6 a cada uno de los matraces,
para lo cual se pesaron 0.1 g de suelo y se sometieron a digestion de acuerdo a lo descrito
en la NOM-147SEMARNAT/SSA1-2004 Para determinar la cantidad de cromo total que
contenia el suelo contaminado.

Identificacion de microorganismos endogenos de suelos contaminados con cromatos.
De los matraces de incubacion del suelo con los medios de cultivo, se tomaron alicuotas
para aislar microorganismos por métodos de microbiologia clasica. Después de tener a
los microorganismos aislados, cada una de las cepas se creci6 en caldo de soya por 24 h
a 37°C para obtener biomasa. De esta biomasa se obtuvo ADN (método de Martin-
Laurenty col., 2001). Este DNA se tom6 como fuente para amplificacion de un fragmento
del gen que codifica para el ARNr 16S por la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)
con oligonucledtidos especificos [15]. De los fragmentos amplificados (900-1000 pb), se
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obtuvo la secuencia, la cual se compar6 en la base de datos del NCBI para obtener la

identidad de las cepas.

Resultados
Ensayos de bioestimulacion para la reduccion de Cr(VI) con diferentes medios de cultivo.
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Figura 1. Bioestimulacion de microorganismos enddgenos con los medios ensayados para la

reduccion de Cr(VI) de suelo contaminado. A matraces conteniendo suelo contaminado
esterilizado (1, ﬂ o suelo sin esterilizar (4, ), se adiciond agua estéril (a), caldo nutritivo

(b), medio Lee (c), Lee con doble concentracion de glucosa (L2D; ¢), medio M9 (e), M9 con
glucosa al 1% (f) o con lactato (g) y se incubaron a temperatura ambiente (lineas rosa y azul) o a
28° C (lineas verde y amarillo), por 30 dias, tomando alicuotas del medio a diferentes tiempos
para determinar la concentracion de Cr(VI).

La eficiencia de los medios para la reduccion de Cr(VI) se muestra en la Tabla 1. Esta
eficiencia se calculo en ppm/dia para cada sistema, considerando la cantidad lixiviada
del suelo por el medio de cultivo adicionado (concentracion de Cr total inicial y final de
cada experimento) y dividida entre los dias necesarios para ello.

. Temperatura |

ias de

Medio de cultivo

incubacion Ambiente 28°C
Eficiencia de reduccion (ppm/dia)
Caldo nutritive ~ 15/15 10.8 10.6
Lee 12/15 14.25 11.26
L2D 12/15 13.25 11.86
M9 30/30 5.76 5.39
M9 1%D 30/30 5.8 5.33
M9 + L 30/30 5.56 5.53

Tabla 1. Eficiencia de los medios para la reduccion de Cr(VI) lixiviado del suelo
contaminado, incubado a temperatura ambiente y 28°C.

Analisis de las concentraciones de las diferentes especies de Cromo al inicio y final de
los 30 dias de incubacion, Tabla 2, se observa que al agregar el medio de cultivo al suelo
contaminado, se extraen del suelo entre 150 a 170 mg/L de Cromo que se detectan como
Cr(VI), el cual, dependiendo del medio de cultivo adicionado, es reducido a Cr(III) por

los microorganismos endogenos.
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Medio de Concentraciéon (mg/L)
Cultivo Cr Total Cr (VD) Cr (IIT) Cr Total Cr (VD Cr (I1D)
1/F I/F I1/F I1/F I/F I1/F
Caldo 157 - 17 106 - 0.99 51-16 155-9 119-0.86 36-9
nutritivo
Lee 169 -4 134-0.20 35-4 164 -8 141 —0.46 23 -7
L2D 155-8 124 -0.10 31-7 172-17 129-0.73 43 -17
C15-56
M9 168 - 156 153-99 171 - 134 144 - 131 27-3
M9 1%D 167 -1 148 — 74 19 -0 156 -7 141 -87 15-0
M9+ L 165-71 116 -86 49-0 156 - 23 129 -91 27 -0.93

Tabla 2. Concentraciones iniciales y finales de las diferentes especies de Cromo en
los sistemas de estimulacion. Se indican los resultados para Cr total, Cr (VI) y Cr (III)
en mg/L presentes en el medio de cultivo al I) inicio y al F) final del experimento a los
30 dias de incubacion a temperatura ambiente y 28°C.

Aislamiento de microorganismos. El analisis de poblaciones mostré que las muestras
de tierra contaminada contienen en su mayoria microorganismos anaerobios facultativos,
identificandose los géneros Pseudomonas, Exiguobacterium, Xanthomonas sp,
Chryseomicrobium, Bacillus, y Lysinibacillus.

Conclusiones

Los suelos contaminados con cromatos contienen microorganismos endogenos que tienen
la capacidad de reducir el Cr(VI) lixiviado por el medio de cultivo. La eficiencia de
reduccion de estos microorganismos es mejor en medios minimos con glucosa como
fuente de carbono. De las comunidades presentes en las muestras contaminadas se
encontraron cepas de los géneros Pseudomonas, Exiguobacterium y Chryseomicrobium,
que probablemente tengan la caracteristica de ser oligotrofos debido a la baja cantidad de
nutrientes presentes en las muestras.

Las poblaciones de bacterias endogenas de suelos contaminados con cromatos que poseen
la capacidad de resistir y reducir Cr(VI), proporcionan una técnica ambiental, eficiente y
amable para la remediacion bioldgica de Cr(VI) en suelos contaminados.
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Resumen

En este trabajo se formul6 un esmalte a partir de una frita cerdmica comercial, ajustado
empiricamente con la adicion de otros componentes para lograr transparencia, evitar
defectos y que pueda ser aplicado en un proceso de monococcion sobre una pasta
ceramica elaborada con arcillas de la region de Guanajuato. Este esmalte mostré mayor
resistencia al desgaste que piezas esmaltadas comerciales de la region. También fue
analizado cémo influyen las distintas técnicas de aplicacion del esmalte en la absorcion
de agua de una pieza esmaltada. Se encontr6 que la técnica de inmersiéon en monococcion
muestra la menor absorcion de agua. Finalmente, éste esmalte no presenta plomo soluble
como lo hacen las piezas comerciales tipicas producidas en la region.

Palabras clave: esmalte, frita, monococcion.

Introduccion

El material cerdmico consta de dos partes, la pasta y el esmalte, este tltimo aplicado en
la superficie de la pasta ceramica y cocido, confiere a la pieza una capa impermeable,
protectora y decorativa que le proporciona belleza y textura. En un esmalte ceramico, los
compuestos que intervienen funden total o parcialmente, creando un material fluido mas
0 menos viscoso, que al enfriar vitrifica formando una interface entre soporte y esmalte
que sirve para soldarlos. Entre los materiales que se utilizan en su formulacion se tienen
las fritas y otros aditivos.

Con la formulacion de un esmalte se busca lograr: resistencia a la abrasion, al impacto y
al efecto de productos de limpieza; también, que sea antideslizante, y que tenga cierto
brillo, opacidad o color, etc.

Las fritas ceramicas son materiales de naturaleza vitrea que se preparan por fusion de una
mezcla de materias cristalinas a temperaturas de alrededor de 1500°C. Durante el proceso
se forma una masa fundida que se enfria bruscamente para obtener una estructura vitrea
y favorecer la disgregacion en pequefios granulos. Después de enfriada es molida. A pesar
de que aumentan el costo final de la pieza ceramica, se utilizan porque asi se pueden
introducir en los esmaltes materias primas solubles en agua, mas refractarias, de
granulometria mayor. Algunas ventajas de la frita son: permite el empleo de materias
primas toxicas como el PbO; tener temperaturas y/o tiempos de coccidn mas bajos.
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Los esmaltes deben alcanzar su grado de maduracion 6ptimo con las condiciones del ciclo
de coccidn de la pasta (soporte); ademds, debe formarse una buena interface entre ellos.
En general, la coccién de una pieza ceramica se realiza cociendo primero el soporte y
luego aplicando el esmalte y cociendo de nuevo. Pero, idealmente deberia realizarse este
proceso en una sola coccion, llamado monococcion, teniendo que haya una buena
interface entre el esmalte y el soporte.[1]. También, se han revisado problemas de
solubilidad de fritas en el proceso de fabricacion de baldosas ceramicas estudiando la
influencia del tiempo de molturacion, la temperatura de la suspension, el tiempo de reposo,
la intensidad de la agitacion y la composicion quimica de algunos aditivos [2]

Para que la superficie esmaltada no tenga defectos, el vidriado debe realizarse a una
temperatura en la que las reacciones de descomposicion y oxidacion del soporte ya se
hayan completado. El esmalte debe permanecer permeable al intercambio de gases hasta
temperaturas cercanas a 1000°C y posteriormente vitrificar y madurar en un corto margen
de temperatura. Para evitar defectos. Los esmaltes pueden clasificarse de distintas
maneras [3], segun el brillo pueden ser brillantes, mates, semi-mates o satinados. Segin
el soporte pueden ser: tipo mayolica, de loza, de gres o porcelanicos; y segun la
temperatura de madurez pueden ser: de baja, media, alta o muy alta temperatura. El
término de maduracion en los esmaltes hace referencia tanto a la temperatura de fusion
del esmalte como a que no haya defectos, teniendo asi: de baja(750 a 1060 °C), media
(10601200°C), alta (1200 a 1280°C) y muy alta temperatural250 y 1300°C.

Una buena formulacion de un esmalte permite evitar defectos tales como: desconchado y
craquelado, recogido, pinchado, reventado, superficie “piel de naranja”, superficie
infracocida, superficie vitrificada, picado de esmalte. Estos defectos se deben a que los
coeficientes de dilatacion lineal de la pasta y del esmalte tienen un orden diferente de
composicion y de temperatura de coccion. Por lo anterior, es importante considerar tres
situaciones en el estudio de la compatibilidad pasta-barniz:

El disefio de un esmalte puede partir de una base, como puede ser el caso de una frita, y
ser modificada de muchas maneras con distintos 6xidos para conseguir las propiedades
de interés. Tras la modificacion con la adicion o sustitucion de un componente aparece
una incertidumbre y debe reanalizarse experimentalmente y avanzar por continuos
ajustes de la formula hasta tener el resultado estético y de propiedades requeridas. Esta
incertidumbre se debe a que el esmalte alcanza el equilibrio a distinta velocidad y
temperatura con la coccion.

La férmula carga, usualmente se maneja en porciento. El andlisis quimico en peso, es
utilizado cuando se mezclan varias materias primas, porque es posible conocer la
composicion quimica del producto final tomando en cuenta el porcentaje aportado de cada
sustancia presente; la composicion de 6xidos debe ser la que teéricamente se tendria
después de la coccion. El analisis puede ser expresado en porciento peso o porciento
moles. Sin embargo, no proporciona ninguna informacién sobre las caracteristicas fisicas
de las materias primas utilizadas, y podriamos encontrar dos fritas con esa misma quimica
pero que dan un desarrollo diferente ya que se usaron materias primas diferentes.
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La Formula Seger, que clasifica los 6xidos en basicos (fundentes), neutros y acidos,
maneja la formula de los 6xidos constituyentes en proporcion de sus moles, y su criterio
en si, es que los coeficientes de los 6xidos basicos sumen la unidad.

Para aplicar el esmalte se utilizan diferentes técnicas [4] (figura 1).

a) Inmersion, da un barnizado uniforme en toda la superficie de la pieza,.
b) A pincel, que utiliza pinceles de cerda blanca, y pueden necesitarse varias capas

c) Por aspersion, que utiliza una cabina con un extractor, un compresor, la pistola de
barnizar y una torneta. Se barniza manteniendo perpendicular la pistola y a una
distancia de 30 o 40 cm.

Fig.1. Técnicas de esmaltado por a) inmersion, b) pincel y c) aspersion.

En este trabajo se muestra como formular un esmalte para arcillas de yacimientos
naturales de la region que pueda ser aplicado y obtenida la pieza en un proceso se
monococcion.

Metodologia

El esmalte disefiado se aplico sobre una pasta ceramica formulada con arcillas del estado
de Guanajuato, que cuenta con yacimientos en la region [5]. Para la pasta se utilizaron
tres tipos de arcillas: roja, amarilla y negra, cuyas caracteristicas y metodologia de
formulacion se describe en un trabajo previo [6]. Las arcillas se mezclaron en distintas
proporciones hasta lograr una composicion en la cual se obtienen las mejores propiedades
de plasticidad, contraccion, absorcion de agua, etc. De esta manera se contd con una base
o biscocho sobre la que se aplico el esmalte.

Para la formulacion del esmalte, se buscéd una frita adecuada para la pasta que se usara
como soporte. Para lo anterior, primero fueron caracterizadas tres fritas marca Monterrey
en un espectrofotometro de Absorcion atomica Perkin Elmer Modelo AA analist 200.
Después, se observo la respuesta de comportamiento viscoso de cada frita sobre la pasta
formulada, preparando pastillas de 2 gramos y cociéndolas a 1050°C durante 1 hora
sobre la mejor formulacion de pasta de la mezcla de arcilla roja, amarilla y negra. Tras
una observacion cualitativa del comportamiento de la frita sobre la pasta y a partir de su
composicion, se selecciond la frita MC-097 y se mezcld con otros compuestos para
obtener un esmalte transparente libre de defecto.
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Entre los materiales agregados para modificar la frita se utilizaron Borax (B40O7Na2) y
silicato de sodio, y fueron realizados ajustes secuenciales para lograr las mejores
propiedades del esmalte. Posteriormente, el esmalte se aplico con distintas técnicas sobre
la pasta-soporte y fue cocido por dos procesos distintos para comparar. En el proceso de
monococcion, la base arcillosa en crudo se esmalto, se secd y posteriormente se sometid
a la temperatura de maduracion de 1050°C. En la bicoccion la base arcillosa se sometio a
una temperatura superior de 650°C por 3 horas, después se esmalto la pieza y se sometio
de nuevo a una temperatura de maduracion de 1050°C.

Después de cocer la pieza, para conocer el contenido de plomo en el esmalte sobre el
cuerpo ceramico, se realizo un analisis por absorcion atomica bajo la norma NOM-231de
salud Ambiental [7]. Esta establece que la cantidad limite de plomo debe andar alrededor
de 0.5 mg/L para articulos de alfareria vidriada, ceramica vidriada, y porcelana que se
utilicen para contener alimentos y bebidas.

Las propiedades determinadas en el esmalte fueron la resistencia al desgaste y la
absorcion de agua. El método para medir la resistencia al desgaste consiste en determinar
la diferencia de pesos antes y después de ser sometido a prueba, a 1000 ciclos, en un
equipo TABER-5135 de plataforma giratoria. Se calcula el porcentaje de absorcion de
agua después de la primera hora, después de 24 horas y finalmente, la diferencia de
porcentajes de agua absorbida entre la primera hora de prueba y las otras 24 horas de
prueba.

Resultados

La mezcla de arcillas que dio las mejores condiciones de conformacion correspondid a
50% de arcilla roja, 33.3% de arcilla amarilla y 16.6% de arcilla negra, la cual, dio
28.44% de agua de plasticidad. Después de cocer la pasta se encontrd que el minimo de
absorcion de agua y contraccion de la pieza es a la temperatura de 1050 °C. Es sobre esta
pasta que fue aplicado el esmalte formulado con la frita y otros componentes y que fue
cocido a esta misma temperatura. La tabla 1 muestra el andlisis por absorcion atdmica de
tres fritas, puede notarse que la MC-097 presenta la menor cantidad de 6xido de plomo.

Tabla 6. Formulaciones aplicadas a pincel sobre la
pasta ceramica.

Experimento  frita MC-097 Silicato de Alumina %  bérax %  total %

% Na%
A 55 30 10 5 100
B 55 33 7 5 100
C 55 35 5 5 100

El esmalte obtenido fue transparente y con coeficientes de dilatacion parecidos al
de la pasta. En la figura 6 se muestra una pieza ceramica con esmalte de formula:
55 % de frita, 35% de silicato de sodio, 5% de alimina y 5% de borax, con la
técnica de pincel y obtenido por monococcion.
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Fig.6. Aplicacion de formulc:ciones sobre piezas de la base arcillosa por la técnica de pincel
Las propiedades seleccionadas para determinarse en el esmalte formulado fueron
desgaste y absorcion de agua. Para el analisis de desgaste, las piezas ceramicas disefiadas
se compararon con piezas comerciales de la region y los resultados son mostrados en la
fig.7. El esmalte que tiene mejor condicion para aplicarsea a la pasta en monococcion
mostrd que se desgasta un 69,4% menos que piezas comerciales de esmalte sin fritar.
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Fig.7. Comparacion de los indices de uso de muestras comerciales y muestra experimental.

Las pruebas de absorcion de agua, se hicieron bajo norma oficial mexicana NOM-
132SCFI-1998[8]. Los resultados son mostrados en la fig.8, donde se muestra el
porcentaje de agua absorbida por la pieza ceramica através del esmalte transparente
formulado por distintas ténicas y procesos de coccion.
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Fig.8.- El grafico representa el porcentaje de agua absorbida en cada proceso de coccion, por
las diferentes técnicas de esmaltado.

Para la determinacion de plomo A la muestra M-2 se le detect6 la presencia de plomo en
el orden de 0.06ppm por debajo de los limites permisibles. A la muestra M-3 (comercial)
se le detectd una cantidad de 3.2 ppm, ya cercana a los limites permisibles. Cabe
mencionar que las piezas quedan dentro de los limites permisibles establecidos para
articulos de alfareria y ceramicos.

Tabla 7. Determinacion de plomo soluble en piezas ceramicas
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Tipo de muestra pieza pequefia Volumen del agente Plomo soluble en 48
rectangular de prueba extractante ml. horas, mg/l.(ppm)

M-1(posicién norma) 30 N.D

M-2(posicién norma) 30 0.06

M-3(posicién norma) 30 32

Muestra M-1 cuadro de frita modificada

Muestra M-2 cuadro de frita modificada con 1% de 6xido de cromo como
colorante. Muestra M-3 muestra comercial

Conclusiones
* Se obtuvo un esmalte transparente con las caracteristicas adecuadas para aplicarlo
y realizar el proceso de monococcion sin que se presenten defectos de esmaltado.

* El esmalte disefiando con la frita MC-097 cumple la Norma Oficial Mexicana 223.

* El esmalte obtenido es mas resistente al desgaste abrasivo que un esmalte

utilizado en piezas comerciales vendidas en la region, siendo el desgaste tres
veces mayor en la muestra comercial.

* Enla aplicacion de la frita formulada hubo un menor indice de defecto en ambos

procesos de coccidn, aunque se obtuvieron mejores resultados para el proceso de
monococcion. El porcentaje de absorcion de agua en los procesos de esmaltado
dio en un rango de 0.67 a 2.89 % para monococcion y de 13.67 a 14.07 % para
bicoccion.
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Resumen

En el método de fabricacion de planchones delgados de acero por colada continua (CSP),
la tecnologia utilizada para el enfriamiento secundario de este tipo de aceros utiliza
boquillas neumaticas que generan rocios de agua los cuales impactan sobre la superficie
caliente del acero (~600 °C < (Tw-Ts) < ~1100 °C) con el objetivo de remover grandes
cantidades de calor para enfriarlo. El estudio realizado en el presente trabajo consistié en
un analisis hidrodindmico de la evolucién de la velocidad de las gotas que se forman
dentro de la cdmara de mezclado de una boquilla neumatica, como las usadas en el
enfriamiento secundario del acero CSP; este andlisis fue posible mediante la
implementacion de un programa computacional desarrollado en Matlab que resuelve de
manera numérica las ecuaciones que gobiernan el movimiento de gotas individuales
debido a la cantidad de momentum transferido desde el aire. Los resultados de perfiles de
velocidad que dependen del didmetro de cada gota y de las condiciones de operacion en
particular muestran la tendencia general que a medida que aumenta el diametro de la gota,
la velocidad que éstas adquieren es menor, y esto se ve reflejado en la velocidad terminal
de las gotas (i.e. en el orificio de salida de la boquilla) con los perfiles obtenidos en esta
zona. Lo anterior se debe a la cantidad de éarea disponible por las gotas para su
transferencia de momentum y a la mayor resistencia que presentan por su tamafo
presentan al movimiento.

Palabras clave: camara de mezclado,; gotas, evolucion de velocidad.

Introduccion
El enfriamiento de cuerpos calientes mediante rocios ocurre cuando una dispersion de

gotas finas impacta sobre su superficie para remover una gran cantidad de calor por
evaporacion y conveccion. En procesos metalurgicos tales como la colada continua del
acero, la temperatura superficial, 7w, del acero excede considerablemente la temperatura
de saturacion, 7Ts, del liquido refrigerante (agua), i.e., se tiene una diferencia de
temperaturas en el rango de ~600 °C < (Tw-Ts) <~1100 °C [1]. Estas condiciones severas
de temperatura requieren el uso de altas densidades de impacto, w, para remover el calor
que llega a la superficie como resultado de la solidificacion del acero liquido o semi-
liquido dentro del planchéon. De acuerdo con Deb y Yao [2] y Sozbir y cols. [3], la frontera
entre rocios densos y diluidos se ha especificado en un valor de w = 2 L/m2s. En las
maquinas modernas de colada continua el valor de w se encuentra por encima de dicho
limite en la mayor parte del area de impacto de los rocios, en la cual w es en general
mayor a 10 L/m2s e inclusive puede llegar a ser de ~110 L/m2s. En adicién a w, el tamatfio,
dd, y la velocidad, ud, de las gotaspresentes en nieblas densas juegan un papel crucial en
el enfriamiento de superficies con elevados sobrecalentamientos [4,5,6]. Esto surge por
la relacion que hay entre el proceso de transferencia de calor y el impacto o deformacion
de la gota, asi como su comportamiento al momento de romperse. En general, se ha
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utilizado el nimero Weber de impacto local, Wezs, para caracterizar el comportamiento
de la gota al momento del impacto [7-9], y el cual esta definido de la siguiente manera,

"

We — Pad gl
- o

Conforme aumenta el nimero Weber de impacto, las gotas tienden a deformarse mas, se
rompen mas profusamente, permanecen mas cerca de la superficie y agitan con mayor
intensidad la pelicula de liquido formada por gotas previas. Por lo tanto, es necesario el
conocimiento de las propiedades que caracterizan los rocios para llegar a una descripcion
cuantitativa acerca de la interaccion fluidinamica que tienen las gotas con la superficie y
de la transferencia de calor que resultaria de ésta.
En lo que respecta a las boquillas neumaticas, la atomizacion de liquido se vuelve mas
intensa debido a que se utiliza una corriente de aire que se alimenta a gran velocidad para
favorecer la atomizacion; dependiendo del disefio de cada boquilla, se pueden generar
nieblas con un patrén de espreado distinto, tales como de abanico plano, cono sélido,
cono hueco y cuadrado. Entre estos patrones, el de abanico plano es el mas utilizado en
los sistemas de enfriamiento secundario del acero. En las boquillas neumadticas, las
condiciones de operacion estdn dadas por las combinaciones de flujos de agua, W (con
presion pw) y aire, A (con presion pa) los cuales se alimentan de manera perpendicular;
de este modo se provoca una primera atomizacion del agua [10], al chocar contra la
superficie deflectora en la camara de mezclado de la boquilla. En el interior de la cdmara,
las gotas formadas son adicionalmente fragmentadas debido a los esfuerzos de corte
ejercidos por la corriente de aire y aceleradas por el momentum que éste les transfiere
conforme se desplazan hacia el orificio de salida de la boquilla.
De acuerdo con Montes [11] las boquillas neumaticas extraen una mayor cantidad de flujo
de calor para un rango determinado de temperaturas superficiales y densidades de impacto
de agua y esto se debe probablemente a la velocidad de las gotas, argumentando que las
gotas generadas con las boquillas neumaticas adquieren mayor velocidad que las
generadas con las hidraulicas, para el caso en el que los flujos de agua sean similares [12].
En sus estudios, Raudensky y Horsky [13] y Montes y cols. [11] muestran casos donde
los investigadores atribuyen el hecho de que la intensificacion en el enfriamiento a la
atomizacion mas vigorosa - provocada por un incremento en pa - y que tiene influencia
sobre las caracteristicas de las gotas en la niebla. Como lo mencionan Puschmann y
Specht [14], el incremento en pa provoca una disminucion en el tamafio de las gotas y un
aumento en su velocidad. Sin embargo, la pregunta permanece abierta acerca de los
valores de los didmetros y velocidades de las gotas involucradas en las diferentes
condiciones de enfriamiento y acerca de la dependencia que éstos tienen con las
condiciones de operacion de la boquilla.

Metodologia
En el presente trabajo se considera a la boquilla neumatica Casterlet-1/2-6.5-90-SS

utilizada en el enfriamiento secundario del acero y que opera bajo las condiciones de
interés industrial. El modelo asume que dentro de la boquilla el agua es atomizada por
el aire en la zona donde se intersectan las dos corrientes de flujo, formando gotas cuya
distribucién de tamanos es igual a la medida afuera de la boquilla en z = zs; es decir, se
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asumid que las gotas no se rompen ni coalescen una vez formadas. Lo anterior parece
razonable puesto que la interaccidn entre gotas debe ser baja, debido a que la fraccion
de volumen ocupada por ellas es pequefia incluso dentro de la camara de mezclado de
la boquilla en donde se estima que es < 0.08 [15]. También, se considera que una vez
formadas son transportadas hasta el orificio por el arrastre aerodindmico del aire. Dado
que el chorro de agua impacta normalmente la superficie deflectora por la forma como
es alimentada, se asumio que las gotas tenian una velocidad axial igual a cero al formarse
y que eran aceleradas hasta alcanzar una cierta velocidad a la salida de la boquilla. La
velocidad de las gotas en la cdmara de mezclado se calculd a partir de la ecuacion de
movimiento de gotas individuales, considerando el arrastre del aire y la aceleracién de
0 ] tal que,
i
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Para resolver la Ec.(2) se desarrolld un programa computacional en Matlab. En dicho
programa se utiliz6 el método de Euler de segundo grado empleando un tamafio de paso
de 1x10-5 s, el cual fue determinado en un analisis de sensibilidad previo al presente
:M trabajo y se asumid que el coeficiente de arrastre CD varia con el
nimero de Reynolds de la gota de acuerdo a las expresiones dadas en la Tabla 1. La
velocidad superficial del aire, Ui, para cada flujo de aire y agua considerados se reporta
en la Tabla 2 [15]. La trayectoria de las gotas se calcul6 a partir de la variacion de las

componentes del vector de posicion con el tiempo, de acuerdo a,

Re,

dx,
@
Tabla 1 - Expresiones del coeficiente de arrastre. Table 2 - Velocidad superficial del aire para
cada condiclon de operacion
Reégimen Res Co W.L's pskPa Lim's
¥, k]
Ley de Stokes Rege2 24/Feq g ;g Eg: 225
Intermedio 2<Res< 500 10/(Reg)*™ 0.50 205 6109
Ley de Newton 500% Reg= 2x10° 044 g ;:5" TE'E4
— s i 0.50 320 97.75
D58 203 53.34

0358 279 7254
058 340 0464

Resultados

Con el programa desarrollado e implementado en Matlab se pueden calcular datos
relacionados con la evolucion de la velocidad de la gota dentro de la cdmara de mezclado,
tales como la velocidad, el tiempo de vuelo y el nimero de Reynolds en cada posicion
dentro de la cdmara. Con todos estos datos, se puede determinar el valor del coeficiente
de arrastre correspondiente y por lo tanto el régimen de movimiento en el la gota
individual se localiza. La Figura 1 muestra los perfiles de velocidad calculados para todas
las gotas analizadas que se encuentran en el intervalo de tamafio, que son las que se
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encuentran experimentalmente en este tipo de sistemas. Para un analisis mas detallado de
este tipo de perfiles, se muestra la Figura 2, generada a partir de la Figura 1, en la cual se
muestran solamente algunos perfiles de didmetros representativos de las gotas. Los
perfiles de las Figuras 1 y 2 corresponden solamente con una de las ocho condiciones
estudiadas indicadas en la Tabla 2, sin embargo, cabe mencionar que para todas las
condiciones de operacion se obtuvo un comportamiento similar en las tendencias.
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Figura 1 — Perfiles de velocidad de las gotas calculados ~ Figura 2 — Perfiles de velocidad gotas representativas,
en el interior de la camara de mezclado. calculados en el interior de la camara de mezclado.

Los perfiles de las Figuras 1 y 2 muestran que las gotas mas chicas son las que
rapidamente adquieren la velocidad terminal, alcanzando la velocidad del aire dentro de
la cdmara de mezclado y que, ademas, lo hacen en una distancia muy corta, siendo ésta
de aproximadamente x< 0.03 m; por otro lado, las gotas de mayor tamafio muestran una
aceleracion gradual, sin embargo, debido a su menor area de contacto y a la mayor
resistencia que oponen al movimiento del aire, la cantidad de momentum transferido por
el aire durante su vuelo en la camara de mezclado no alcanza a ser suficiente para que
estas gotas grandes lleguen con la velocidad terminal al orificio de salida de la boquilla.
Los datos de velocidad de salida de las gotas, es decir, la velocidad que tiene cada gota
justo antes de salir de la boquilla (en el orificio de salida ubicado en la posicion x = 0.25
m) se muestran en las Figuras 3 y 4, para cuando se mantiene constante el flujo de agua
variando la presion de aire dentro de la boquilla y cuando se tiene presion de aire constante
con un incremento en el flujo de agua, respectivamente.
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En todos los casos se puede observar que las gotas de menor tamafio son las que presentan
las mayores velocidades, en correspondencia con los resultados de las Figuras 1y 2. La
Figura 3 muestra que el incremento en la presion de aire provoca un aumento en la
velocidad de salida de las gotas y esto puede deberse a que en esta situacion, la relacion
entre flujos de agua y aire, A/W, aumenta conforme aumenta la presion de aire, con lo
que se tiene una mayor cantidad de aire disponible para transferirle momentum a las gotas
durante su vuelo en la cAmara de mezclado. La Figura 4 muestra que un incremento en el
flujo de agua, manteniendo la presion de aire constante, provoca una disminucion de la
velocidad de salida de las gotas. Lo anterior puede deberse a que al tener mayor cantidad
de agua dentro de un espacio confinado se tiene una disminucién en la relacion entre los
flujos A/W y esto genera como resultado que la cantidad de aire disponible para
transferirle cantidad de movimiento al agua es menor, acelerando en menor medida las
gotas que son generadas dentro de la camara de mezclado.

Conclusiones

El programa implementado en este trabajo permite calcular y generar informacion valiosa
que para el planteamiento y refinamiento de modelos de flujo de fluidos para representar
la dindmica de movimiento y vuelo de las gotas presentes en los chorros de niebla
utilizados para el enfriamiento secundario del acero [16]. Al dia de hoy, el campo de
estudio en estos sistemas sigue siendo amplio, debido a que las condiciones de
experimentacion no resultan triviales, por lo que el contar con modelos CFD que permitan
estudiar los sistemas de rocios y nieblas constituyen una herramienta valiosa y poderosa
para este proposito. Los resultados mostraron que la velocidad con que llegan las gotas al
orificio de salida, justo antes de ser expulsadas a la zona de chorro libre, depende
principalmente de dos factores: el tamaino de la gota y la velocidad superficial del aire. El
tamafo de la gota va de la mano con el coeficiente de arrastre, ya que al tener més area
de contacto, el aire puede transferirle con mayor facilidad su momentum, con lo que se
tiene una mayor aceleracion de las gotas. Por esta razon, se sugiere realizar como trabajo
futuro un estudio con mayor detalle en el que el calculo del coeficiente de arrastre sea el
principal objetivo, considerando las condiciones presentes en el interior de la cdmara de
mezclado de las boquillas y el posterior refinamiento en los resultados de perfiles de
velocidad de las gotas. Con el programa desarrollado en este trabajo se pudo calcular la
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velocidad de las gotas que son generadas por una boquilla neumatica desde el instante en
que aparecen en la superficie deflectora hasta el instante en que llegan al orificio de salida
de la boquilla. Los perfiles de velocidad de las gotas muestran aquellas de mayor tamafio,
aunque son aceleradas gradualmente, no alcanzan la velocidad superficial del aire,
mientras que las mas chicas alcanzan mas facilmente la velocidad terminal (i.e., la
velocidad superficial del aire).
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Resumen

El sector de la aviacion identifica a la bioturbosina como una alternativa promisoria para
la reduccion de emisiones de CO2. En estudios previos, se ha realizado el disefio y
optimizacion de trenes de destilacion para obtener hidrocarburos ligeros, bioturbosina y
diésel verde. No obstante, no es suficiente generar esquemas con bajos requerimientos
energéticos; ademas, es necesario establecer estrategias de control que permitan mantener
las purezas y recuperaciones de los productos alrededor de sus valores nominales. Cabe
mencionar que es bien conocido que los disefios con menor consumo de energia no
necesariamente aseguran buenas propiedades de control. Asi, en este trabajo se realiza el
analisis de las propiedades de control a lazo cerrado de trenes de destilacion para obtener
bioturbosina y diésel verde. Los sistemas bajo estudio son: secuencia convencional
directa (SCD) y secuencia térmicamente acoplada directa (STAD). Se seleccionaron, para
cada secuencia, tres puntos del Frente de Pareto, correspondiendo a disefios con bajo,
medio y alto requerimiento energético. El estudio se realizé a través del simulador Aspen
Plus y Aspen Dynamics, fijando controladores tipo PI en las corrientes de producto. En
estos simuladores se ha realizado la optimizacion de los parametros del controlador para
minimizar la integral del error absoluto (IAE).

Palabras clave: Bioturbosina, acoplamiento térmico, propiedades de control, integral
del error absoluto.

Introduccion

El sector de la aviacion contribuye con cerca del 2% de las emisiones totales de dioxido
de carbono debidas a la actividad humana [1], y se estima que crezcan en un 700% para
el afio 2020 [2]. Dentro de las estrategias para reducir el impacto ambiental de este sector
se ha propuesto el uso de un biocombustible renovable para aviacion, conocido como
bioturbosina. La bioturbosina consiste basicamente en una mezcla de hidrocarburos
conocidos como querosenos parafinicos sintéticos (SPK, por sus siglas en inglés). Uno
de los procesos mas promisorios para la produccion de bioturbosina es el patentado por
UOP Honeywell [3], el cual consiste en el hidrotratamiento de aceites vegetales, seguido
por hidrocraqueo e isomerizacion, finalizando con la etapa de refinacion de las fracciones
obtenidas (hidrocarburos ligeros, bioturbosina y diésel verde). En un trabajo reciente se
propusieron alternativas para la separacion de dichas fracciones, empleando secuencias
de destilacion convencionales y térmicamente acopladas [4]; a través de un proceso de
optimizacién estocastica multiobjetivo se determind que la mejor alternativa, en términos
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de requerimientos energéticos y costos de capital, para el caso de estudio es la secuencia
térmicamente acoplada directa (STAD). Sin embargo, ademés del consumo energético,
otro aspecto que debe cuidarse para que un proceso sea viable es su controlabilidad. Un
método muy empleado para comparar las caracteristicas de control entre distintos
sistemas es el analisis a lazo cerrado; el cual consiste en el estudio de las respuestas de un
sistema ante perturbaciones, cuando los pares de variables medibles/variables de control
se enlazan a través de un controlador. Este tipo de analisis se ha empleado para el estudio
de propiedades de control de secuencias de destilacion térmicamente acopladas [5]. Se ha
reportado, asimismo, que los disefios con minimo consumo energético suelen presentar
peores propiedades de control que aquellos disefios con mayor requerimiento energético,
por lo cual son objetivos que se encuentran en competencia [6]. En este trabajo se
presentara el analisis de control a lazo cerrado para trenes de destilacion reportados en la
produccion de bioturbosina y diésel verde [4], estudiando disefios seleccionados de
regiones de baja, media y alta carga térmica en el Frente de Pareto.

Metodologia

Se han analizado trenes de destilacion para la obtencion de bioturbosina y diésel verde.
La alimentacion al tren consiste en hidrocarburos de cadena lineal y ramificados,
provenientes de la etapa de isomerizacion del proceso de hidrotratamiento. La
composicion simplificada de la alimentacion es: 30.04% de hidrocarburos ligeros,
28.66% de la fraccion de bioturbosina y 41.30% de la fraccion de diésel verde. El flujo
molar de alimentacion es 0.51 kmol/h. Se analizan dos tipos de secuencias de separacion:
la secuencia directa convencional (Figura 1.a) y la secuencia térmicamente acoplada
directa (Figura 1.b). Los disefios de cada una de las secuencias se han obtenido de un
trabajo previamente reportado [4], en el cual se llevd a cabo la optimizacién de las
secuencias de destilacion por medio de un algoritmo genético multiobjetivo, obteniendo
el Frente de Pareto para cada secuencia. Los casos analizados en este estudio se muestran
en la Tabla 1, y corresponden a tres puntos del frente de Pareto con bajo, medio y alto
consumo de energia, respectivamente. Para realizar el estudio dinamico, se consideraron
las simulaciones en estado estacionario en el simulador comercial Aspen Plus V. 8.0.
Dichas simulaciones se exportaron a Aspen Dynamics V. 8.0 con el objetivo de realizar
el analisis en estado no estacionario. Se fijaron controladores de tipo proporcional-
integral (PI) en las corrientes de producto, con el fin de controlar la composicion del
componente mas abundante en dichas corrientes (C3 en la corriente de hidrocarburos
ligeros y nC18 en la corriente de diésel verde). Se determinaron los valores de los
parametros del controlador (ganancia proporcional, Kc, y el tiempo integral, ti) que
minimizan la integral del error absoluto (IAE); el IAE es un indicativo del tiempo que
tarda en estabilizarse la variable medida en el nuevo valor de set point, cuando se presenta
una perturbacion. Asimismo, el IAE se incrementa cuando la respuesta presenta muchas
oscilaciones. Por tanto, el objetivo del analisis de sensibilidad de los parametros de
control es la minimizacion del IAE. En los casos estudiados, se fijo la relacion de reflujo
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como variable de control para las corrientes de producto en domo, y la carga térmica para
controlar las corrientes de fondos.

|
e Hidior arbning e y Hidror arba g

P igeras T T e ligeros
- j:!hwmrimll.l
Adimentasiug E : »
> = {
__ Bivturbosina
- >
Alsnsentacion 1
- - E
|
(A1
>
b
Ly |
- .
[ U imselverde ! d {
> - T Diifeel verde
) )

Figura 1. Secuencias analizadas, (a) secuencia convencional directa, SCD, (D) secuencia térmicamente acoplada
directa, STAD.

Tabla 1. Casos analizados

SDC STAD
Caso Nt Q1 (KW) Nt Qt1 (KW)
51 129 21.7 125 18.6
S2 99 233 90 19.8
s3 04 28.8 75 21.0

Resultados

En esta seccion se presentara un resumen de los resultados obtenidos. La Figura 2.a
muestra la respuesta dindmica de la corriente de hidrocarburos ligeros en la secuencia
convencional directa, caso S1, para diversos valores del tiempo integral cuando la
ganancia proporcional es 10. Por otra parte, en la Figura 2.b se presenta dicha respuesta
para la secuencia térmicamente acoplada directa, caso S1. Se observa que el sistema
convencional se estabiliza en un menor tiempo que el acoplado. Sin embargo, el sistema
acoplado permite alcanzar el set point con pocas oscilaciones a bajos valores del tiempo
integral. La Figura 3 presenta la variacion del IAE para diferentes valores de Kc y de ti,
para la secuencia directa convencional, caso S1, y para la secuencia térmicamente
acoplada directa, caso S1. Se observa que, en el caso de la secuencia convencional las
ganancias superiores a 90 permiten alcanzar bajos valores de IAE. A su vez, los mejores
valores de dicho criterio se obtienen para valores bajos del tiempo integral, pues al
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incrementarse dicho parametro el IAE también aumenta. En el caso de la secuencia
acoplada, se obtienen valores bajos de IAE para ganancias mayores a 30; sin embargo,
contrario a lo ocurrido con la secuencia convencional, en el sistema acoplado los mejores
valores de TAE se presentan cuando el valor del tiempo integral se incrementa. No
obstante, el valor madximo de ti para la secuencia acoplada (50 minutos) se encuentra
dentro del rango de los valores minimos factibles para la secuencia convencional.
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Figura 2. Respuestas dinamicas para la corriente de hidvocarburos ligeros, (a) SDC, caso 51, (b) STAD, case S1.

En la Tabla 1 se presentan los mejores valores de IAE para cada uno de los casos
analizados. En el caso de la secuencia directa convencional se observa que el mejor valor
de IAE para el C3 se obtiene para distintos valores que los del nC18. El caso para el que
se observa mayor semejanza en los valores de los pardmetros es para S3, que es el disefio
con altos requerimientos energéticos; pero tiene el menor valor de IAE para la secuencia
convencional. Para la secuencia acoplada, los disefios S1 y S2 presentan bajos valores de

IAE cuando se controla la composicion de C3. Sin embargo, el disefio S3 es el que
presenta mejor IAE al analizar la composicion de nC18, a pesar de que la corriente de C3
no logro estabilizarse para dicho sistema. En base a la informacion presentada es posible
establecer que el sistema con mejores propiedades de control a lazo cerrado es el SCD-
S3, pues presenta el menor valor de IAE para ambos componentes. Sin embargo, ese
sistema muestra el consumo energético mas alto de todos los casos bajo estudio. La
secuencia acoplada STAD-S2 presenta requerimientos energéticos relativamente bajos y
propiedades de control aceptables.
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Figura 3. Variacién del I4E con el tiempo integral, (a) SDC, caso S, (b) STAD, caso S1.

Tabla 1. Comparacion de los mejores valores de IAE para las secuencias estudiadas.

Secuencia/Componente Kc Ti (min) IAE
SCD-51/C3 250 30 0.00126043
SCD-51/nC18 250 1 7.9596x10
SCD-52/C3 250 10 0.00044778
SCD-52/nC18 250 1 9 5624x10~
SCD-53/C3 250 2 6.70041x10
SCD-53/nC18 250 1 6.4967x107
STAD-S1/C3 250 8 0.00126691
STAD -51/nC18 9 19 0.00346796
STAD -S2/C3 250 23 0.00110955
STAD -S2/mC18 70 1 0.00101338
STAD-S2/nC18 250 1 47556 x107
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Conclusiones

Se ha presentado un andlisis de las propiedades de control a lazo cerrado de secuencias
de destilacion convencionales y térmicamente acopladas para la separacion de fracciones
de hidrocarburos obtenidos a partir de fuentes renovables. De acuerdo con los resultados
obtenidos, las secuencias convencionales presentan las mejores propiedades de control a
lazo cerrado. En particular, la secuencia convencional tomada de la region de alto
requerimiento energético en el Frente de Pareto mostr6 los menores valores de IAE para
ambas composiciones analizadas. Sin embargo, dichas secuencias presentan mayores
consumos energéticos que las secuencias acopladas. Las secuencias acopladas no
mostraron los mejores valores de TAE, sin embargo su controlabilidad no es mala y
permiten obtener buenas propiedades de control con bajos valores de la ganancia
proporcional para el controlador del nC18.
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Resumen

Se pretende realizar calentamiento hidrénico en una habitaciéon mediante colectores
solares de tubos evacuados, por lo que se presenta el estudio térmico hidraulico de un
colector solar de tubos evacuados de bajas temperaturas es realizado mediante la dinamica
de fluidos computacional para diferentes flujos volumétricos y radiaciones solares. De
igual forma se analizd un arreglo de colectores tipo serie con dos colectores. Para la
simulacion se utilizo el modelo de aproximacion de Boussinesq, en el cual se ignoran las
variaciones de las propiedades de los fluidos excepto la densidad que da lugar a las fuerzas
de flotabilidad. La simulacion y resolucién del modelo matematico nos permitié conocer
internamente el perfil de temperatura y presion del colector, asi como la temperatura en
la salida del colector y la caida de presion. Con los resultados obtenidos se compara
respecto a los calentadores de gasoil, gas y eléctricos, respecto a las temperaturas y flujos
manejados para el calentamiento de una habitacion.

Palabras clave: Colector solar, Hidronico, Termosifon.
Introduccion

La calefaccion es una de las necesidades de primer nivel alrededor de todo el mundo. Lo
que ocasiona un gran consumo en materia energética. Existe gran variedad de equipos
para calefaccion, tanto urbana como industrial, la mayoria de esta maquinaria trabaja en
base a electricidad o la quema de combustibles fosiles. Dichos equipos han causado dafos
en los espacios de calentamiento, ya que en su mayoria trabajan con un fluido muy
caliente (aire) el cual es suministrado de manera no uniforme en los espacios. [1]

Con el nuevo desarrollo arquitectonico se ha hecho posible el calentamiento mediante
bombeo de agua y distribucion de esta mediante tuberias, lo cual es conocido como
calefaccion hidrdnica. Se han utilizado varios métodos para el calentamiento del agua, lo
cual de igual manera genera un coso energético. Por lo que la consideracion de las
energias renovables, en este caso la solar se vuelve idonea. La energia solar se produce
por la continua reaccion termonuclear en el sol, la cual llega al planeta en forma de
radiacion a una razon de 66 MW/m2. Esta energia puede ser aprovechada por tecnologias
de conversion fotovoltaicas y fototérmicas.

Un colector solar es un tipo de intercambiador de calor que absorbe y transforma la
energia de radiacion solar en energia interna en este caso calor, el cual es transferido a un
fluido. Hay dos tipos de colectores los de concentracion y los estacionarios. En este
trabajo se estudia un colector solar estacionario, este se caracteriza por que tiene la misma
area para interceptar y absorber radiacion solar y trabaja a bajas temperaturas. Hay tres
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tipos de colectores estacionarios los planos, los parabdlicos compuestos y tubos
evacuados [2].

Colector solar de tubos evacuados (CSTE)

Este colector consiste en tubos sellados al vacio conectados a un cabezal. El vacio reduce
las pérdidas por conduccion y conveccion. Operan con radiacion directa y difusa, lo cual
les da mayor eficacia en angulos de incidencia bajos, por ejemplo climas frios, nublados
y ventosos [3]. La radiacion es absorbida por la superficie interna de los tubos evacuados
(ver tubo evacuado en Figura 1), esta radiacion se transfiere como calor al fluido. Hay
tres tipos de este colector tubos caloricos, terminacion de tubos en U y tubos termosifon

[4].
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Figura 1: Partes de un tubo evacuado.

Tipos de arreglos de colectores solares: serie y paralelo

Dependiendo del objetivo de la aplicacion se pueden combinar distintos arreglos de los
colectores solares. Un arreglo tipo paralelo tiene como objetivo el aumentar el flujo
volumétrico y un arreglo en serie nos daria como resultado un mayor calentamiento de
agua, esto debido al paso del fluido por dos 0 méas colectores[5].

El regulamiento de la temperatura en espacios habitacionales es muy demandada y se
encuentra en rangos de recios poco accesibles. En espacios industriales es indispensable;
en sector agricola (germinacion de plantas y conserva de frutos), sector vinicola
(fermentacion y afiejamiento) e industria farmacéutica (conserva de medicamentos y
materias primas). En los espacios industriales se requieren condiciones de humedad
especificas, por lo que los sistemas de calefaccion que no afecten este aspecto y dafien
materia prima o productos son necesarios.

El objetivo de este articulo estd centrado en conocer el comportamiento térmico-
hidraulico del colector solar en estudio. Con ello conoceremos los flujos ideales,
temperatura final a la salida del colector y caida de presion. Todo esto con el fin de
mejorar el aprovechamiento de los colectores solares de tubos evacuados en la aplicacion
de calefaccion hidronica.
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Metodologia

Se simulo6 por separado un CSTE de 36 tubos (dimensiones ver Tabla 1 y geometria ver
Figura 2) a tres diferentes radiaciones solares, que son la minima, media y méaxima
promedio en climas ventosos, nublados y frios a seis diferentes flujos volumétricos con
las especificaciones de la Tabla 2.

Tabla 1: Dimensiones del CSTE

Colector solar de 36 tubos evacuados
Longitud del tubo 1.5m
Diametro interno del tubo ' 0.037cm
Diametro externo del tubo ' 0.047m
Area total de absorcién 3.14m?
Longitud del cabezal ‘ 25m
Diametro interno del cabezal 0.13m 333 . 1iidiit %
Angulo de inclinacion 30° Figura 2: Geometria colector solar 36 tubos

Los datos empleados fueron temperatura inicial a 20°C, los distintos flujos volumétricos
y el flux de calor. Este ultimo se obtuvo con la ecuacion Qutil = mCpAT conociendo la
masa, Cp del agua, la temperatura inicial y considerando la temperatura final de datos
obtenidos experimentalmente. Después se dividido el calor util entre el area para obtener
el flux de calor g = Qutilarea abs/, como se muestra en la Tabla 2. Se utiliz6 el modelo
de aproximacion de Boussinesq, donde se consideran las variaciones en la densidad. La
viscosidad, el calor especifico y la conductividad se mantienen constantes; para resolver
las ecuaciones de Navier-Stokes y ecuacion de la energia.

Tabla 2: Datos utilizadas para el ¢dlenlo de flux de calor:

Radiacion solar

fI:: 600 W/m? | 900 Wim? | 1200 Wim?

Qutiew) | SN | gWin) | Qatiw) ‘ o | aowam) ‘ Qitil(w) ‘{T;‘; a(Wim?)
’ 1736 | 284 | 3742 ‘ 1713.2 | 323 | s463 | 2248 8 ‘ 362 | 7171
4 12413 245 | 3958 | 18159 | 265 579.0 | 2388 4 ‘ 286 | 7616
6 ‘ 12682 | 230 | 4044 | 18565 | 244 | se19 | 24432 ‘ 359 | 779.1
9 ‘ 12887 | 221 4109 ‘ 1887.4 | 230 | 6018 | 2484.9 ‘ 24.0 ‘ 792.3
12 ‘ 13005 | 216 | 4147 ‘ 1904.9 | 223 | 607 4 | 2508.5 ‘ 23.0 ‘ 799.9
15 ‘ 13082 | 213 | wina ‘ 1916.6 | 21.8 | 611.1 | 2524.2 ‘ 22.4 ‘ 804.9

Para la conexion tipo serie (ver Figura 3) se simul6 con los mismos datos de la Tabla 2,
solo para el segundo colector se calculdo nuevamente el flux de calor con la temperatura
de entrada (salida del primer colector) y datos experimentales de temperatura de salida.
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Temperatura [ C)
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Figura 3: Geometria colector solar con arreglo en serie

Resultados

En la solucion matematica se
obtuvieron valores de temperatura
mediante  iteraciones. Para  su
interpretacion se busco el punto donde
la solucion converja y se obtuvo un
promedio (ver ejemplo en Figura 4).

Figura 4: Grdfico representativo de
interpretacion de resultados
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teraciones

Para el colector individual se obtuvieron los perfiles mostrados en el grafico de la Figura
5, con aproximadamente 24 horas de simulacion para 1,042,626 celdas y 15mil
iteraciones, por flujo de agua y flux de calor, con un total de 18 casos. Como se puede

Colector solar 36 tubos

1 a 3 = L b r g - 1l 11 ad 13 14
Flujo (I min)
BOaW frrid == == = SN
1200W/m2 = seessssss

Figura 5: Grafico comportamiento térmico-hidraulico del

[

Cada de Presion

AP {Pa)

observar de en la Figura 5,
de 2 a aproximadamente 5
Lt/min existe un cambio
representativo en el
aumento de la temperatura
del agua, después de los 6
Lt/min el aumento de la
temperatura es poco. Es
visible como con el
aumento de flujo masico de
agua va decreciendo la
energia ganada y
aumentando la caida de
presion.

colector solar de 36 tubos a distintos flujos volumétricos y flux de calor.
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Se pudo analizar por separado cada radiacion a los diferentes flujos masicos, obteniendo
perfiles y contornos individuales de temperatura (ver Figura 6) y presion (ver Figura 7).
La caida de presion se tomo6 como un diferencial entre la entrada y la salida considerada
a OPa.

Figura 6: Contornos de temperatura (K) en el Figura 7: Contornos de Presion (Pa) en el
colector solar a 900W/mz2y 2Lt/min. colector solar a 900W/mz2y 2Lt/min.

Para la simulacion del colector con arreglo en serie (ver Figura 3) se simul6 alrededor de
372 horas con cerca de 90mil iteraciones y 3,011,062 celdas; para el caso de la radiacion
de 600 W/m2 a un flujo de 2Lt/min. Se tiene una estimaciéon de porcentaje de
calentamiento del segundo colector de un 84.5% con respecto primer colector.

. ) Al igual que con la simulacion
Colector solar en arreglo tipo serie

de un solo colector en el arreglo

. tipo serie solo obtenemos

Fluio Temperatura final en °C cambios significativos en los 2

Lp:1 600 W/m? 900 W/m? 1200 W/m? | primeros flujos con un aumento

o , .

c1 2 1 2 c1lca de 15 a 30 °C segun la radiacion.
2 284 355|322 [ 425 [36.3] 50.1
- 24 4 282 | 265 | 320 |286)| 359
] 2303 [ 256 245 | 282 (258 30.7
El 220 238 | 230 | 255 (24.0| 273
12 21.5 228 | 223 | 242 | 23 | 255
15 21.2 223 | 212 (223 (224 244

Tabla 3: Resultados de la simulacion en arreglo serie de temperatura de salida. CI:
colector 1, C2: colector 2.
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Conclusiones

El empleo de colectores solares de tubos evacuados a bajas temperaturas, resulta util
solamente para flujos volumétricos pequefios, incluso en conformacion tipo serie. Para el
uso de dichos colectores en para calefaccion hidronico resultan ttiles y rentables, debido
a que se cumplen con los requerimientos de flujo volumétrico y temperaturas, por encima
de los calentadores convencionales que se encuetra entre los 2-6 It/min y 25-35°C, si se
deseara un mayor espacio calentamiento se tendria que analizar un arreglo paralelo para
aumentar el flujo y adaptarse a las condiciones deseadas o si se desea una mayor
temperatura la conformacion tipo serie. No seria recomendable para flujos altos debido
al alto costo de los colectores y el bajo calentamiento que generarian.
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Resumen

Se sintetiz6 silice modificada con grupos mercapto para la remocion de arsénico presente
en agua empleando el principio de la reaccion de trimetilsililacion (TMS), que es una ruta
de baja energia. La caracterizacion del material obtenido se realiz6 por Espectroscopia
FT-IR, RMN y Fisisorcion de Nitrogeno. La silice modificada se utilizéo como adsorbente
de arsénico en soluciones acuosas estandar. La adsorcion se realizo en un sistema por
lotes y una columna continua de lecho fijo.

Palabras clave: silice modificada, sililacion, adsorcion, arsénico (A4s)
Introduccion

De entre todos estos contaminantes geogénicos, el arsénico ha generado la mayor
preocupacion mundial ya que hasta el momento ha causado diversos efectos negativos
para la salud humana [1, 2, 3, 4] y son varios los sitios del planeta con altos niveles
naturales de este elemento en aguas subterraneas, México entre ellos [2, 5].

El limite internacional recomendado de arsénico en el agua potable es de 0.01 mg/l segun
la OMS [2]. La Norma Oficial Mexicana tiene como limite permisible 0.025 mg/1 desde
el 2005 [6].

Los procesos de adsorcion son eficaces y muy utilizados en las industrias de tratamiento
de agua y aguas residuales para eliminar la contaminacion organica e inorganica y
presentan varias ventajas [7]. Algunos adsorbentes utilizados en los ltimos afios para la
remocion de arsénico tanto en agua son: carbon activado [8], arcillas [7], zeolitas [7],
barro rojo [9], hidrogel de hidroxido de aluminio [10], 6xidos metéalicos naturales y
sintéticos [11].

El uso de una matriz inorgénica como es el caso de la silice, en la que una variedad de
grupos funcionales se puede inmovilizar quimicamente, tiene ventajas sobre soportes
organicos convencionales usados como adsorbente. Las ventajas incluyen un area de
superficie mas alta con la cual se puede aumentar la capacidad de adsorcion y una mayor
capacidad fisica y quimica para soportar una variedad de ambientes hostiles [12].

La reaccion empleando el principio seguido en la trimetilsilacion con cambio en las
condiciones, puede ser una ruta simple para la preparacion de silice modificada. Dicha
reaccion fue propuesta por Charles W. Lentz en 1963. La trimetilsililacion de silicatos
minerales implica la remocion de cationes metalicos, la formacion de acido silicico y la
condensacion de grupos trimetilsilanol [13].

\-‘G a M"‘_“} — & 0 SiMe:
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Al cambiar las condiciones de esta reaccion, se puede modificar la silice con distintos
grupos funcionales que es lo que se pretende en este estudio
Metodologia

Preparacion de silice modificada con base en la reaccion de trimetilsililacion (TMS)
Reactivos: Silicato de Sodio (Na2Si03), agua destilada, 3-Mercaptopropiltrimetoxisilano,
acido clorhidrico concentrado (HCI), isopropanol. Procedimiento: Se prepar6 una
solucion de silicato de sodio 1M, afnadiendo 2.7 mmol (0.3302 g) de silicato de sodio y
150 mmol (2.705 ml) de agua. Paralelamente se prepard la mezcla de reaccion en un
matraz de dos bocas disolviendo 25.25 mmol (5 g) de 3-mercaptopropiltrimetoxisilano,
188 mmol (3.382 ml) de agua destilada, 132 mmol (4.8254 g) HCl y 95.6 mmol (5.7472
g) isopropanol. Se afiadid la solucion de silicato de sodio 1 M lentamente. La reaccion se
agito por 10 h a temperatura ambiente. La fase del siloxano se separd por decantacion. El
solido obtenido se lavd con agua 3 veces, el Gltimo lavado estuvo en contacto con el
producto y en agitacion por 1 h. El producto final se dejo secar por 72 h en la estufa a
150°C.

Caracterizacion

La caracterizacion de productos se realiz6 mediante técnicas de: Infrarrojo (FT-IR) en un
espectrofotometro Perkin-Elmer con Transformada de Fourier modelo 100, en un rango
de 400— 4000cm-1 con el método de pastilla de KBr, Resonancia Magnética Nuclear en
solidos usando la secuencia de pulsos MAS de 29Si y CPMAS de 29Si y 13C en un
aparato Bruker Avance III HD de 400 MHz, Fisisorcion de Nitrégeno utilizando un
aparato Micrometrics, modelo ASAP 2010 que trabaja mediante un software BET y BJH
y Analisis Térmico

Adsorcion por lote

Se prepararon estandares de arsénico en un rango de 0.025 — 1 ppm a los cuales se les
midi6 el pH y se les realizo un tratamiento con NaoH y HCI hasta alcanzar un pH neutro.
La silice modificada se pasé por una malla de 75 um. Se agregd 0.025 g de silice
modificada a frascos de 50 ml, a los que se les afiadid las soluciones estandar, estas se
mantuvieron en agitacion en un bafo a 20°C por 8 h en las cuales se tomaron muestras
de agua. El proceso se repiti6 para temperaturas de 25°C y 32°C. La concentracion final
de As de las muestras se determind en un espectrometro de absorcion atomica Perkin
Elmer, modelo AAnalyst 100 por medio de la técnica de generacion de hidruros.

Adsorcion en columna de lecho fijo

Una solucion acuosa al 2% de HNO3 se agreg6 a la silice hasta conseguir una masa y se
elaboraron pellets que se secaron 24 horas y se calcinaron. El secado por 30 min a 120°C,
calcinacion por 4 h a 400°C con una rampa de 1°C/min. Dos columnas de 6 cm de altura
c/u se empacaron con los pellets. Se prepar6 una solucidon de arsénico a 1 mg/L y otra de
0.75 mg/L. Las soluciones se hicieron pasar a 0.036 L/s por las columnas durante 8§ h
tomando muestras de agua cada 30 min. Esto se repitid para 2 columnas de 10 cm. El
flujo de mantuvo en la primera mientras que en la segunda se aument6 a 0.06 cm3/s. El
empacado fue de 5.9 gy 3.5 g para cada columna.
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Resultados

Caracterizacion por FT-IR

El enlace O-H entre 3500-3200 cm-1 indica la tension del silanol en la superficie y las
moléculas de agua adsorbidas; Si-O-Si cerca de 1100 cm-1 representa la frecuencia de
estiramiento del siloxano; una banda a 800 cm-1 la presencia del enlace Si-OH, la banda
a 2950 cm-1 se asocia al estiramiento de carbono tetraédrico C-H; mientras que el enlace
C-S entre 685-695 cm-1 y el S-H alrededor de 2550 cm-1 confirma la presencia de grupo
mercapto en la silice [34]. Se muestra los espectros de la reaccion a partir de silicato de
sodio (Figura 1).
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Figura 2. Representacion de la silice

modificada por el 3-mercaprotrimeroxisilano

Figura 1. Espectro FT- IR de Silice Modificada

La Figura 2 muestra la estructura final idealizada de la silice una vez que se ha
modificado con el 3-mercaptotrimetoxisilano.

Caracterizacion por RMN de 13C y 29Si
Segun el “Spectral Database for Organic Compounds (SDBS)”, por RMN CPMAS 13C

dos de los tres carbonos seguidos del grupo mercapo se encuentran aproximadamente a
28 ppm y el tercero a 8 ppm (Figura 3). El carbono 1 y 2 se encuentran en el
desplazamiento quimico esperado mientas que el 3 sufri6 un desplazamiento hasta 12
ppm. En la Figura 4, se presenta el espectro RMN CPMAS 29Si con las sefales 56, 64, 99
y 109 que representan estructuras del tipo T?[Si(OH)CH3(OSi)2], T*[SiCH3(OSi)s],
Q’[Si(OH)/0Si)3, Q*[Si(OSi)4] respectivamente.

Figura 3. Espectro de RMN CPMAS
13C de Silice Modificada
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' Figura 4. Espectro de RMN CPMAS *°Si
de Silice Modificada

Caracterizacion por fisisorcion de nitrogeno
Tabla 1. Propiedades Texturales

Area Volumen de | Didametro
Superficial Poro de Poro
BET (m’/g) (em’/g) nm
SGM 143 0.22 3.13
SM a partir de SG 122 0.19 2.67
SM a partir de 116 0.18 2.54
Na35103

Adsorcion por lote
En las Figuras 5 y 6 se muestra que el porcentaje y la capacidad de remocidon son mayores
a 20°C por lo cual se puede decir que la adsorcidn se favorece a temperaturas menores.

69 0.145
261 -
= 66 $.135
; 65 w =
- b4 0.3
=63 -

62 0.125

18 28 38 18 28 38
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 5. Grdfica de porcentaje remocion de Figura 6. Grafica de capacidad de remocién variando
variando la temperatura la temperatura
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El porcentaje de remocion aumenta conforme el tiempo avanza (ver Figura 7). La
remocidn ocurre en su mayoria durante la 1* h, después de 4 h ya no hay adsorcion. Por
otro lado, la capacidad de adsorcion también disminuye conforme pasa el tiempo hasta
llegar a las 4 h donde la silice pierde su capacidad de adsorcion (ver Figura 8).
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Figura 7. Grdfica de porcentaje de remocion Figura 8. Grdfica de capacidad de adsorcién
conforme pasa el tiempo conforme pasa el tiempo

Las Figuras 9 a 11 muestran el decaimiento de la concentracion de As. A mayor
concentracion mayor tiempo de adsorcion de arsénico. Las curvas se vuelven asintéticas
cuando la concentracion de As en una solucion es elevada, debido a que la silice alcanza
su adsorcidn maxima.
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Figura 9. Cwrva de decaimiento de la concentracion Figura 10. Curva de decaimiento de la concentracion
cuando Co=1 mg/L cuando Co=0.75 mg/L
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Figura 11. Curva de decaimiento de la concentracidn cuando Co=05 mg/L
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Adsorcion en columna

La Figura 12 presenta las curvas de ruptura de dos columnas que operan a la misma
condiciones excepto por la concentracion inicial de la solucion de As. El punto de ruptura
ocurre primero en la columna que esta operando a concentracién mayor ya que la cantidad
de As es mas alta y la columna se satura mas rapido. La Figura 13 muestra las curvas de
ruptura de dos columnas de diferente altura las cuales se encontraban operando a las
mismas condiciones. El punto de ruptura aumenta cuando la columna es de mayor tamaino
esto debido a que la cantidad de empaque utilizada se incrementa y por lo tanto el tiempo
de saturacion es mayor.

—8— (o=l
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Figura 12. Curvas de ruptura a diferentes
concentraciones inicial de la selucion. Empacado

La Figura 14 muestra las curvas de ruptura de dos procesos; el flujo de alimentacion es
mayor en uno que en otro, las demas condiciones de operacion son iguales. La
saturacion de la columna ocurre a un tiempo menor cuando el flujo es mayor debido al
volumen de agua pasado por ella.

300

ﬁ[é\cr‘npo (.".2\7%

Figura 14. Curvas de ruptura a diferentes Flujos de Alimentacion

La Tabla 2 muestra la capacidad de adsorcion maxima y la constante de velocidad a partir
del modelo de Thomas los sistemas de columna estudiados. La ecuacion del modelo es la
siguiente:

t

1 (C" 1) - (k M) . (kep = C )
n{— — = — * * _ — E * a
C ) th * Qo ) th * Lo ff .
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Figura 13. Curvas de ruptura a diferentes Alturas de




Si la altura del lecho es mayor, la columna adsorberda mayor cantidad de arsénico, si el
flujo se incrementa la capacidad de adsorcion disminuye, si la concentracion inicial es
mayor la capacidad de adsorcion también lo serd. El tiempo de residencia de la columna
con mayor capacidad de adsorcion:

volumen de la columna (ml)

TR(min) = 0.218 m

caudal (ml/min)

Tabla 2. Parametros obtenidos por el modelo de Thomas

Altura de la Concentracion Flujo de Tiempo de kTh qo (mg/g) R?
columna (cm) inicial alimentacion saturacion (L/min*mg)
(mg/L) (L/mun) (mun)
6 0.75 0.036 180 0.0088 1.513 0.9945
6 1 0.036 180 0.0068 1.86 09897
10 1 0.036 240 0.0512 231 0.9856
10 1 0.06 180 0.0066 1.84 0.9957
Conclusiones

El método de la TMS es una buena alternativa para lograr la preparacion de silice
modificada. La silice modificada obtenida por la ruta de TMS es apropiada para remover
el arsénico existente en las muestras de agua preparadas. Las pruebas tanto en lote como
en columna continua de lecho fijo se lleven a cabo de manera eficaz y eficiente. La
obtencion de esta silice resulta ser economica debido al bajo coste de los reactivos
utilizados, donde el 3-Mercaptopropiltrimetoxisilano es el de mayor costo pero a su vez
es el que se utiliza en menor cantidad.
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