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Resumen 
Se analiz� una serie de 30 espectros detallados de la supernova tipo Ia SN 2014J. Los espectros se 
obtuvieron del telescopio TIGRE en los filtros rojo y azul durante los primeros meses del a�o 2014. 
Se buscaron m�nimos locales en cada espectro siendo el objetivo principal asociarlos a alg�n 
elemento esperado de supernovas Ia. Se reforz� la evidencia de presencia de silicio y calcio en el 
filtro rojo, as� como de hierro, magnesio y azufre en el filtro azul. Tambi�n se aporta evidencia que 
sugiere la presencia de ox�geno en el espectro rojo, as� como de silicio en el espectro azul. 
Finalmente, no se halla evidencia de la presencia de magnesio ni sodio en el canal rojo. 
Palabras Clave: espectrograf�a; programaci�n; supernova; SN2014J 
 
Introducci�n 
El 21 de enero del a�o 2014 se report� la observaci�n de la supernova 2014J en una etapa temprana 
[1]. Esta se encontr� en la galaxia M82 con corrimiento al rojo bajo. Se determin� que �sta es del 
tipo Ia, lo cual gener� mucho inter�s entre la comunidad astron�mica, pues en pocas ocasiones se 
consigue observar este tipo de supernovas en fases previas a su m�ximo. La supernova SN 2014J 
fue la supernova m�s luminosa del a�o, alcanzando su m�ximo visual alrededor del 4 de febrero y 
extingui�ndose hasta agosto de ese mismo a�o. Esto permiti� su observaci�n detallada en el canal 
visual desde Guanajuato empleando el telescopio TIGRE. 
Como mencionan Jack et. al. en [2], en el canal azul se observaron m�nimos locales 
correspondientes a las l�neas de absorci�n de Mg II, Fe II y S II mientras que en el canal rojo se 
observaron las l�neas correspondientes a Si II y Ca II. Estas observaciones, as� como la ausencia de 
hidr�geno en las l�neas de absorci�n, concuerdan con la composici�n qu�mica general de una 
supernova tipo Ia como describe Leibundgut en [4]. 
El objetivo de este proyecto fue desarrollar algoritmos computacionales que ayuden a detectar otros 
m�nimos locales en los espectros y a partir de ello deducir propiedades m�s particulares de la 
supernova SN 2014J. El c�digo fue realizado en C/C++ y las gr�ficas fueron hechas con Gnuplot. 
Este algoritmo automatiza todos los pasos detallados en la secci�n Metodolog�a para el an�lisis de 
espectros. Se espera que este c�digo ayude al procesamiento m�s r�pido de espectros de otras 
supernovas y dem�s objetos. Tambi�n se espera observar �reas a mejorar dentro del c�digo al 
afrontar bases de datos m�s extensas. 
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Metodolog�a 
Se cont� con espectros observados durante los primeros dos meses del a�o 2014 por el Telescopio 
TIGRE ubicado en el municipio de Guanajuato, Guanajuato. Se midi� en dos canales, azul y rojo, 
correspondientes a los rangos de longitud de onda (3796�, 5740�) y (5841�, 8830�) con 
resoluci�n !! de 0.12� y 0.18� respectivamente. En otras palabras, se cont� con 15,657 y 16,192 
longitudes de ondas distintas en los canales azul y rojo. 
Las observaciones se realizaron entre el 23 de enero y el 1 de marzo del a�o 2014 con un tiempo 
de exposici�n de tres horas diarias para ambos filtros. No se consideraron los d�as en los cuales las 
condiciones clim�ticas no permitieron una observaci�n clara, pues representar�an ruido �nicamente. 
Esto significa que se observ� a la supernova durante 38 d�as, considerando buenos �nicamente 30 
de �stos. En lo que resta del art�culo, D�a 0 representa el 22 de enero, D�a 1 el 23 de enero y as� 
sucesivamente hasta D�a 38, 01 de marzo. 
Los datos fueron reducidos de manera autom�tica y la mayor parte del ruido fue eliminada previo 
al an�lisis algor�tmico. Cabe aclarar que el ruido no fue eliminado por completo. El canal azul en 
longitudes cortas en los d�as posteriores al m�ximo todav�a es ruidoso, as� como todav�a hay una 
presencia ligera de l�neas tel�ricas en el canal rojo. Para ello se desarrollaron varios pasos. Se 
trabaj� por separado ambos canales. 
Los m�nimos locales fueron calculados a partir de un par�metro de finura N dado por el usuario. 
Para cada longitud !0 en el rango del filtro, se observ� su valor de flujo relativo F(!0) en el espectro. 
Luego se comprob� si se cumpl�a F(!) > F(!0) para las dem�s longitudes ! [!0"N!!, !0+N!!]. 
Por ejemplo, para el canal azul, esto equivale a verificar que !0 sea un m�nimo local de la funci�n 
de flujo relativo en su vecindad centrada de radio 0.12N�. A lo largo del estudio se trabaj� con N 
= 200. 
Para cada d�a d se gener� un archivo conteniendo las longitudes de onda de los m�nimos locales 
!1,  .  .  .  , !nd. Con ellos, se realiz� la gr�fica con los puntos (d, !1), . . . ,(d, !nd) para todos los d�as 
d entre enero 23 y marzo 01, el rango de fechas que abarcan las observaciones. Esta gr�fica permite 
observar la persistencia de ciertos m�nimos locales. Si un m�nimo local representa una l�nea de 
absorci�n, los d�as posteriores deber�n mostrar un m�nimo local con una longitud de onda similar. 
De hecho, se espera que las longitudes de onda aumenten a lo largo de los d�as, pues ello puede 
indicar que el material eyectado pierde velocidad gradualmente. Por otro lado, si los m�nimos no 
presentan un orden particular, �stos pueden descartarse como ruido. Esta gr�fica permite distinguir 
f�cilmente cuales l�neas vale la pena considerar m�s a fondo. 
Hay que tener en cuenta que al momento de la explosi�n, el objeto eyecta material a muy altas 
velocidades en todas las direcciones. Dichas velocidades iniciales se hallan entre 10,000 y 24,000 
km/s, lo cual depende de la composici�n qu�mica del material y de la capa de la supernova en la 
cual se halle. En particular, el material que se observa desde la Tierra es aquel que viaja en direcci�n 
hacia la Tierra misma. Por el efecto Doppler, las longitudes de onda observadas ser�n m�s cortas 
comparadas con las longitudes de onda obtenidas por laboratorios. En otras palabras, se debe 
considerar la correcci�n de longitud de onda por corrimiento al azul. Para ello se emplea la f�rmula 
derivada del corrimiento al rojo, 
 

! "
#$ % #&

#&
' 

 
donde !0, !r corresponden a las longitudes de onda observadas por el telescopio y las reportadas en 
condici�n de reposo respectivamente. Ello se combina con la f�rmula de velocidad relativa vr = cz, 

(1) 
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siendo c la velocidad de la luz. N�tese que la f�rmula anterior es v�lida �nicamente cuando la 
velocidad de la materia eyectada es considerablemente menor que c. 
Se procedi� a considerar las longitudes de onda correspondientes a los elementos esperados de una 
supernova tipo Ia acorde a la lista en [3]. A cada longitud de onda de dicha lista se le aplic� varias 
correcciones de corrimiento al azul, suponiendo que el material viajaba a velocidades entre 6,000 
km/s y 24,000 km/s. Se compararon las longitudes corregidas con las correspondientes a l�neas 
persistentes. Esto dio varios candidatos de elementos que pod�an corresponder con ciertos m�nimos 
reportados. 
Para reforzar la evidencia, se procedi� a ver el cambio de velocidad del material a lo largo de los 
d�as. Supongamos que las observaciones en d�as consecutivos d1, . . . , dn de m�nimos locales !1, . . . , 
!n conforman un m�nimo persistente en la gr�fica anterior. Si estas observaciones corres-pondieran 
a la longitud #  reportada en laboratorio, se grafican los puntos (d1, vr1), . . . ,(dn, vrn),donde 
empleando (1), vri = czi = c(!i " #)/ # para 1 # i # n. Si la suposici�n de # es correcta, se espera 
observar un decaimiento r�pido de la velocidad relativa del material a lo largo de los d�as. 
 
Resultados 
Todas las gr�ficas presentes en esta secci�n fueron generadas (con excepci�n de las anotaciones en 
la imagen 1b) autom�ticamente a partir de los datos de cada espectro observado empleando el 
c�digo. 
 
Canal azul 
A partir de las observaciones del canal azul, se graficaron los espectros y se localizaron los m�nimos 
como indica la imagen 1a. 

 
Acorde a [3], los elementos esperados en estas longitudes de onda son Si II, S II, Fe II, Mg II y Na 
I. Se analiz� si alguno de estos elementos corresponde a una de las l�neas de la imagen 1b. Se 
observa una l�nea persistente al inicio aproximadamente de !4300 que puede corresponder a Mg II 
(!4481). Al observar la l�nea de cambio de velocidad se aprecia un decaimiento r�pido de 
15,000km/s a 9,000km/s en 10 d�as. Este rango es congruente con el rango usual del magnesio. A 
pesar de que entra en el rango considerado y tambi�n presenta un decaimiento similar, se descarta 
la posibilidad de que la l�nea corresponda a Fe II (!4583), pues ello implica una velocidad inicial
de 21,000km/s. Dicha velocidad es demasiado alta para una l�nea de hierro. Las observaciones del 
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lado derecho en las im�genes 2a y 2b pueden ser ignoradas, pues representan ruido �nicamente ya 
que la observaci�n de l�neas cortas es pobre en las etapas avanzadas de la supernova. 
 

 
 
De manera similar se puede argumentar que la l�nea observada !4000 puede corresponder a Si II 
(!4130) con velocidades iniciales de 11,000km/s. Con menor probabilidad, pues su velocidad 
registrada ser�a demasiado alta para el elemento, esta l�nea puede tratarse de Fe II (!4173) con 
velocidades iniciales de 14,000km/s despu�s de que la supernova alcanz� su m�ximo. Observe la 
imagen 2. 
Tambi�n estas gr�ficas aportan evidencia de que la l�nea observada !4420 corresponde a Fe II 
(!4583) con velocidad m�xima de 12,000km/s cuyo decaimiento se muestra en la gr�fica 3a. La 
observada en !5525 es posiblemente S II (!5453) con velocidad m�xima 11,000km/s, como 
muestra 3b. Se tiene evidencia fuerte de que las l�neas observadas alrededor de !4960 y !5100 
conforman en realidad una �nica l�nea, correspondiente a Fe II (!5196) con velocidad inicial de 
14,000km/s, 3c. Finalmente, se sospecha que la recta !5450 puede ser S II (!5640) con velocidad 
de 12,000km/s,3d. 
Las dem�s l�neas observadas en la imagen 1b son parte de una de las l�neas ya mencionadas, o bien, 
ning�n elemento esperado presenta decaimiento en su velocidad. No se profundiz� en la 
explicaci�n de aparici�n de estas l�neas. 
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Canal rojo 
La misma metodolog�a se sigui� para las longitudes de onda en el canal rojo. Despu�s de haber 
hallado los m�nimos locales de cada d�a, se graficaron como en la imagen 1b. Se sabe que los 
posibles elementos en este rango de longitudes son Si II, Ca II, O I y Mg II, y se supuso que alguno 
de ellos corresponde a una l�nea persistente. Resaltan las l�neas persistentes bien definidas en !6150 
y !8100, las cuales corresponden a las l�neas de Si II(!6355) y Ca II(!8500). El estudio de estas 
l�neas es abordado en [2], por lo que no se consideraron para an�lisis. 

 
Acorde a la gr�fica de decaimiento de velocidad, la l�nea corta !7950 puede corresponder a O 
I(!8446) con velocidad inicial de 17,000km/s con m�nimos registrados �nicamente durante los 
primeros d�as de observaci�n. Esto es coherente con el elemento, lo cual refuerza la hip�tesis de 
correspondencia.  
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Por otro lado, para el resto de las l�neas marcadas en la imagen 4a no se hall� correspondencia con 
ninguno de los elementos conocidos. Ello se concluye a partir de las gr�ficas de velocidad que no 
muestran un decaimiento. Es muy probable que, debido a ser el canal rojo, estas l�neas observadas 
correspondan a l�neas tel�ricas que no lograron ser eliminadas del todo en el procesamiento inicial 
de datos. 
 
Conclusiones 
Este trabajo ahonda un poco m�s en el estudio de la supernova SN2014 J basado en las 
observaciones realizadas con el telescopio TIGRE. Se confirma la presencia de magnesio, hierro y 
azufre en los espectros del canal azul como se menciona en [2]. Adem�s, hay evidencia para agregar 
que hay varias l�neas de hierro presentes, as� como se presenta silicio. Tambi�n se descarta la 
posibilidad de presencia de sodio en la supernova. Por otro lado, en el canal rojo se aporta evidencia 
dela posible presencia de ox�geno a altas velocidades durante los primeros d�as de la explosi�n. Se 
descarta la posibilidad de presencia de magnesio. Se espera que el c�digo desarrollado facilite el 
procesamiento y visualizaci�n de espectros de otros objetos celestes en el futuro. 
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Resumen  
Los biocombustibles representan una importante alternativa al uso de combustibles f�siles, debido a su 
naturaleza renovable y a la alta disponibilidad de materia prima para su producci�n. Sin embargo, para 
hacer competitivos a los combustibles renovables, es necesario producirlos en un esquema de 
biorrefiner�a; esto con el fin de aprovechar al m�ximo los productos y sub-productos generados. Este 
tipo de esquemas permiten, a su vez, llevar a cabo la integraci�n energ�tica y m�sica entre los procesos. 
En el caso de la integraci�n energ�tica, es deseable que los procesos a integrar operen bajo condiciones 
similares de temperatura; lo anterior se cumple con los procesos de producci�n de biodiesel en 
condiciones supercr�ticas y el proceso de hidrotratamiento para la producci�n de bioturbosina. En el 
primer caso se emplea biomasa con contenido de triglic�ridos y �cidos grasos, los cuales reaccionan 
con etanol supercr�tico. En el segundo caso, se trata el mismo tipo de materia prima con hidr�geno, 
empleando catalizadores apropiados para su conversi�n en hidrocarburos. En este trabajo se llevar� a 
cabo el dise�o y simulaci�n de los procesos de producci�n de biodiesel y bioturbosina, realizando el 
an�lisis de sensibilidad en los equipos de proceso; esto con el objetivo de obtener la mayor conversi�n 
posible a biocombustibles con el menor consumo energ�tico. 
Palabras clave: Biocombustibles, integraci�n energ�tica, alta presi�n. 

 
Introducci�n 
Los problemas derivados de los gases de efecto invernadero y una oferta cada vez m�s limitada de 
combustibles f�siles han estado impulsando la investigaci�n en la b�squeda de fuentes alternativas de 
energ�a [1].Los biocombustibles se perfilan como fuentes de energ�a alternativa a corto y largo plazo 
debido a la compatibilidad y funcionalidad similar a los combustibles basados en petr�leo [2]. El 
biodiesel es uno de los combustibles futuros m�s prometedores, y puede plantear una seria competencia 
al di�sel o a la gasolina en un futuro no muy lejano, de entre las m�ltiples alternativas para producir 
biodiesel el proceso de producci�n con alcoholes a condiciones supercr�ticas es de especial inter�s 
debido a las ventajas que presenta frente a otras rutas, como: altas velocidades de reacci�n, altos 
rendimientos, no requiere catalizador, ausencia de reacciones indeseables al tratar materia prima con 
altas composiciones de �cidos grasos libres, y etapas de purificaci�n m�s sencillas[3].  
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La bioturbosina por su parte es muy similar al combustible de aviaci�n en cuanto a densidad energ�tica 
y propiedades f�sicas e incluso fue aprobada para vuelos comerciales por la ASTM en julio de 2011[4]. 
La ruta m�s prometedora para la producci�n de bioturbosina fue la propuesta en 2009, un proceso 
desarrollado por UOP Honeywell que hace reaccionar aceites vegetales con Hidrogeno para producir 
hidrocarburos, el proceso implica dos reactores consecutivos y finalmente una separaci�n y purificaci�n 
de los productos[4], [5].  
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El proceso antes mencionado se lleva a cabo a altas temperaturas y presiones, al igual que el proceso 
para producci�n de biodiesel con alcoholes a condiciones supercr�ticas es por ello que ambos procesos 
implican un alto consumo energ�tico. Numerosas propuestas se han hecho para reducir el consumo 
energ�tico, para la producci�n de bioturbosina por ejemplo se ha hecho uso de destilaci�n t�rmicamente 
acoplada [6] e integraci�n energ�tica [7], en el caso del biodiesel se ha investigado la integraci�n 
energ�tica [8] y la destilaci�n reactiva[9] por mencionar algunos. Debido a que la principal �rea de 
oportunidad para los procesos antes mencionados es la reducci�n del consumo energ�tico y como los 
dos operan a temperaturas similares, en este trabajo se har� la integraci�n m�sica y energ�tica entre 
ambos procesos. 

 
Reactor de 

transesterificaci�n 

Alcohol 

Agua  

Glicerol  

Biodiesel 
Alcohol 

Aceite 

Figura 1. Esquema simplificado de la producci�n de biodiesel. 

Figura 2. Esquema simplificado de la producci�n de bioturbosina.
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Metodolog�a  
La simulaci�n del proceso se llev� a cabo usando el software comercial Aspen Plus V8.6. Para el 
proceso de biodiesel se us� como reactivo etanol supercr�tico ya que, puede ser obtenido de biomasa a 
trav�s de procesos como gasificaci�n de biomasa y conversi�n lignocelul�sica para completar el ciclo 
de sostenibilidad[10]. Se procesar� 1,284 kg/hr de aceite vegetal, representado como una mezcla de 
trioleina (70 mol%) y �cido oleico (30 mol%). Esta composici�n de �cidos grasos es un promedio de 
los valores reportados para diferentes aceites vegetales[11].Como modelo termodin�mico fue usado 
UNIFAC-LL ya que se ha reportado que representa de forma correcta procesos similares[12].  
Con el fin de modelar la cin�tica de las reacciones, se utilizan las siguientes ecuaciones: 
-RTRIO = k1CTRIO                    Ecuaci�n 1 
-RTRIO = k1COLAC                   Ecuaci�n 2 
Donde CTRIO es la concentraci�n de trioleina y COLAC es la concentraci�n de �cido oleico Los datos 
cin�ticos se han ajustado empleando datos experimentales [13]. 
 
Para el proceso para la producci�n de bioturbosina se procesar� el aceite necesario para cubrir la 
demanda de bioturbosina del aeropuerto baj�o [14] suponiendo una conversi�n del 18.6% de 
rendimiento a bioturbosina [7] por lo tanto se procesara 1,710 kg/hr de aceite de jatropha curcas , 
representado como una mezcla de triole�na (42% peso) , trilinole�na (44% peso) , tripalmitina (11 % 
peso) y triesterarina (3% peso).El modelo termodin�mico usado fue PENG-ROBINSON en todos los 
equipos excepto en las columnas de destilaci�n donde se hizo uso de BK10, los datos cin�ticos as� 
como otros detalles de las condiciones de operaci�n fueron tomados de el modelado reportado en 
bibliograf�a [15].Cabe mencionar que se tom� en cuenta que los productos tuvieran unas propiedades 
apropiadas para ser usados comercialmente [15][16]. 
 
La integraci�n de calor se llev� a cabo mediante la metodolog�a del punto de pliegue [17][18] esto para 
todas las corrientes que requer�an enfriamiento y calentamiento tomando como delta de temperatura de 
dise�o 20¡F, aproximadamente 11.11 ¡C. Posteriormente se utiliz� el calor retirado de los reactores 
para producir vapor de calentamiento para satisfacer el requerimiento de energ�a de los rehervidores de 
las columnas de destilaci�n. 
  
Resultados 
Se simularon los procesos de producci�n de biodiesel (Figura 3) y producci�n de bioturbosina (Figura ) 
incorporando todas las operaciones unitarias y equipos para convertir la materia prima en los productos 
de inter�s. A partir de estas simulaciones base se determinaron las corrientes fr�as y calientes (Tabla 1) 
y la carga t�rmica de los reactores y los rehervidores de las columnas de destilaci�n (Tabla 2) para 
proceder con la integraci�n energ�tica y dise�ar una red de intercambio de calor que permita reducir 
los requerimientos totales de energ�a  
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Tabla 1. Corrientes que requieren calentamiento y enfriamiento. 

Proceso  Corriente  T in(¡C) T out(¡C) Carga t�rmica (KW) 

Turbosina  H1 -192.858 320 79.892 

Turbosina  O1 79.952 320 252.303 

Turbosina  S1 342.022 425.562 223.160 

Biodiesel ETA  98.596 330 935.398 

Biodiesel ACE 67.411 330 206.165 

Turbosina  H2 480 320 124.301 

Turbosina  S2 409.009 27.22 492.202 

Biodiesel PROD 175.690 25 108.856 
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Figura 3. Simulaci�n de la producci�n de biodiesel sin integraci�n energ�tica. 

Figura 4. Simulaci�n de la producci�n de bioturbosina sin integraci�n energ�tica. 
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Tabla 2. Calor a ser retirado de reactores y calor requerido en los rehervidores de columnas de destilaci�n. 
Proceso  Corriente  T(¡C) Carga t�rmica (KW) 

Turbosina  R-HIDROT 320 787.451 

Biodiesel REAC 330 34.304 

Biodiesel reb COLUM1 175.688 12.201 

Biodiesel reb COLUM2 314.210 31.156 

Turbosina  reb COLUM3 86.958 67.156 

Turbosina  reb COLUM4 297.876 188.063 

Turbosina  reb COLUM5 375.247 75.057 

 
Tabla 3. Datos sobre el punto de pliegue. 

 Valor 

Temperatura punto de pliegue 109.71(¡C) 

Enfriamiento requerido m�nimo ideal 78.04743(KW) 

Calentamiento requerido m�nimo ideal 1049.611(KW) 

 
A partir de los datos del an�lisis del punto de pliegue se procedi� a dise�ar la red de intercambio 
de calor (Tabla 4), y se calcularon los ahorros totales de energ�a (Tabla 5). 
 

Tabla 4. Corrientes y equipos involucrados en la integraci�n de calor. 
Intercambiador  Corriente 

fr�a  
Corriente caliente  Carga t�rmica 

(KW)  

E1A ETA PROD2 42.124 

E2B ACE1 PROD2-2 15.424 

E2A ETA-2 S2-1 281.645 

E4A O1-3 S2-2 64.772 

E3B H1-1 S2-4 46.327 

E3A ETA-3 H2-1 124.301 

 
Tabla 5. Energ�a requerida en el proceso sin integraci�n y con integraci�n, y porcentaje de ahorro. 

 
An�lisis de resultados  
En la nueva red integrada de intercambio de calor se obtienen ahorros energ�ticos tanto en servicios de 
enfriamiento como de calentamiento siendo en este �ltimo donde se obtiene un mayor ahorro, 42% vs 
28%, lo cual es favorable desde el punto de vista econ�mico debido a que los servicios de calentamiento 
generalmente son m�s costosos que los de enfriamiento. Por otro lado, se puede ver que en lugar de 
ahorro aun un 20% m�s de consumo de energ�a en otros equipos, esto es debido a la inclusi�n de bombas 

 Calentamiento  Enfriamiento Otros equipos  Total  

Proceso sin integraci�n energ�tica (KW) 2070.553 2007.560 54.504 4132.617 

Proceso con integraci�n energ�tica 
(KW) 

1193.789 1432.127 65.468 2691.385 

% de ahorro  42.34% 28.66% -20.12% 34.87% 
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que se utilizan para aumentar llevar agua de servicio a la presi�n necesaria para ser usada para retirar y 
reciclar el calor liberado por los reactores. Teniendo un ahorro total de energ�a de 34%. 
 
Conclusiones  
Se hizo la integraci�n energ�tica entre los procesos de producci�n de bioturbosina y biodiesel a alta 
presi�n y temperatura por medio del an�lisis del punto de pliegue y aprovechando el calor de los 
reactores para producir vapor de servicio para el proceso se encontr� que es posible la integraci�n 
energ�tica entre los procesos antes mencionados con buenos resultados , en este caso se logr� un ahorro 
del 34.87% de energ�a total tomando en cuenta tambi�n la energ�a de otros equipos como bombas , 
compresores y turbinas. El estudio solo toma en cuenta el aspecto de la energ�a por lo que el pr�ximo 
paso es evaluar los aspectos econ�micos y ambientales. 
!
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Resumen.  
Los pol�meros nos rodean en las actividades m�s cotidianas de nuestra vida, tan as� es su magnitud 
que su producci�n a nivel industrial tiene mucha demanda. Su importancia da como resultado a 
diversas investigaciones para lograr mejorar sus condiciones de operaci�n del proceso de obtenci�n, 
as� como la b�squeda de mejorar sus propiedades mec�nicas para nuevas e innovadoras 
aplicaciones. El presente trabajo de investigaci�n se centra en el estudio de las condiciones de 
operaci�n en la polimerizaci�n de (co)pol�meros de estireno con acetato de vinilo por medio del 
proceso en suspensi�n, agregando diversas sales inorg�nicas al medio de reacci�n y variando el 
porcentaje en peso de estas.  Se realiz� una comparaci�n entre la Polimerizaci�n por Radicales 
Libres Convencionales (FRP) y la Polimerizaci�n Radic�lica Controlada-Viviente (CRP), 
obteniendo como resultado que al agregar 1.0 g de NaCl por ambas v�as, da un buen porcentaje de 
conversi�n, homogeneidad del tama�o de la part�cula e incremento en los pesos moleculares con 
respecto a los procesos ausentes de la sal inorg�nica. El motivo de realizar este proyecto nace de 
la necesidad de que, a nivel industrial, el proceso de suspensi�n se da por un m�todo de prueba y 
error con pocas bases cient�ficas, teniendo como consecuencia un incremento en tiempo y dinero 
invertido para la elaboraci�n de este tipo de materiales. 
 
Palabras clave: Copol�mero, Polimerizaci�n en Suspensi�n, Polimerizaci�n por Radicales Libres 
Convencional (FRP), Polimerizaci�n Radic�lica Controlada-Viviente (CRP).  
 

Introducci�n. 
Recientemente, la atenci�n se ha enfocado en el desarrollo de las t�cnicas de CRP debido a la 
amplia tolerancia a grupos funcionales comparada con los m�todos de FRP [1]. Se ha hecho un 
gran esfuerzo en el entendimiento, desarrollo y aplicaci�n de los m�todos de CRP entre los que 
destacan la polimerizaci�n mediada por nitr�xidos (NMP), polimerizaci�n por adici�n 
fragmentaci�n y transferencia de cadena reversible (RAFT) y la polimerizaci�n por transferencia 
at�mica (ATRP) [2]. Estos m�todos se basan en una r�pida evoluci�n de un equilibrio din�mico 
entre especies activas (vivientes) y durmientes (desactivadas). Entre estas t�cnicas, RAFT es 
especialmente vers�til porque se puede utilizar con diferentes clases de mon�meros y con una 
variada gama de condiciones de operaciones (utilizando un amplio rango de temperaturas) [3]. 

Existen distintos procesos de polimerizaci�n para la obtenci�n de pol�meros y pueden clasificarse 
como homog�neos; donde la caracter�stica principal es la presencia de una sola fase en el medio de 
reacci�n (masa y soluci�n). Por otro lado, los procesos heterog�neos, donde se pueden encontrar 
dos o m�s fases distintas en el medio de reacci�n (suspensi�n y emulsi�n). Los procesos que se 
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llevaron a cabo en esta investigaci�n fueron suspensi�n y soluci�n, en la polimerizaci�n en 
soluci�n el mon�mero y el iniciador se encuentran disueltos mediante el uso de un disolvente, 
mientras que el proceso de suspensi�n est� constituido por un medio de reacci�n con una fase 
continua y una dispersa. La fase continua (generalmente agua) representa la mayor parte del medio 
de reacci�n, donde se encuentra solubilizado el agente dispersante y aunado con la agitaci�n, 
permiten que la coalescencia no se presente en la fase dispersa; adem�s de controlar el tama�o de 
part�cula final del pol�mero. Por otro lado, la fase dispersa est� conformada por el mon�mero y el 
iniciador, este �ltimo tiene que ser soluble en el mon�mero para que pueda efectuarse la 
polimerizaci�n. Las condiciones de operaci�n que deben cuidarse son la temperatura de reacci�n 
y la velocidad de agitaci�n [4]. Una particularidad de este proceso, es que el producto se obtiene 
en forma de perlas s�lidas, por lo que su proceso de purificaci�n es sumamente sencillo. 
 
Metodolog�a. 
El estireno y acetato de vinilo usados, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. A estos mon�meros se 
les realiz� un lavado previo para retirar el inhibidor, mediante una soluci�n de hidr�xido de sodio 
1 M y posteriormente con agua destilada.   
  
S�ntesis de homopol�mero de estireno por FRP: La s�ntesis se llev� a cabo en un vaso de 
precipitado de 250 mL, utilizando 90 mL de agua destilada en la cual se disolvi� PVA (Mw de 
89000-90000 Da con un porcentaje de hidrolizado de 99+%, Sigma-Aldrich) a una concentraci�n 
de 2.5 g/L; para la fase dispersa, se agregaron 20 mL de estireno y 0.1615 g de BPO, utilizando 
una agitaci�n de 300 rpm a una temperatura de 85±2¡C durante 2 horas (culminaci�n de la 
reacci�n). Se agregaron en el medio de reacci�n sales como: Cloruro de Sodio (NaCl), Cloruro 
F�rrrico, Carbonato y Bicarbonato de Sodio para distintas reacciones en porciones de 0.5, 1 y 2 g. 
Para la purificaci�n y separaci�n del pol�mero, se filtr� a vac�o y se lav� en el instante con etanol 
de 96 % de pureza, se dej� secar a temperatura ambiente hasta obtener un peso constante.   
 
S�ntesis de homopol�mero de estireno por CRP: La s�ntesis se llev� a cabo de forma similar a la 
S�ntesis de homopol�mero de estireno por FRP, a excepci�n que en la fase dispersa se agreg� 
0.0275 g de CTA (Ethyl 2-(phenylcarbonothioylthio)-propianate al 97% de pureza, Sigma Aldrich) 
y d�ndole un tiempo de 3 a 5 horas. 
 
S�ntesis de Copol�mero de estireno: Se realiz� por el proceso de polimerizaci�n por soluci�n, 
utilizando 100 mL de Tolueno como disolvente, 4 g del poliestireno sintetizado previamente, 0.6 
g de acetato de vinilo (15% w/w con respecto al poliestireno) con un tiempo de reacci�n de 3 horas. 
Al finalizar la reacci�n se us� como agente precipitante 50 mL de alcohol met�lico. Para despu�s 

dejar secar a una temperatura de 60¡C.                                           
 
T�cnica de Gravimetr�a (para obtener porcentaje de conversi�n): En este procedimiento, se toma 
una muestra de aproximadamente 1 g de la suspensi�n del vaso de precipitado. Esta muestra se 
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coloca en una c�psula de aluminio y se pesa inmediatamente. A fin de garantizar que la reacci�n 
se detiene instant�neamente, justo despu�s de pesar la muestra, se a�aden a la c�psula 1 g de tolueno 
que contiene 0,05 g de inhibidor de p-benzoquinona, que es soluble solo en la fase org�nica. Dado 
que el poliestireno es muy soluble en tolueno, las part�culas de poliestireno se hinchan r�pidamente 
y se disuelven en �l. De esta manera, el inhibidor contenido en el tolueno es capaz de reaccionar 
inmediatamente con los radicales restantes, garantizando que la reacci�n se interrumpe. Despu�s 
de la adici�n de tolueno con inhibidor, la muestra se seca en un horno hasta alcanzar un peso 
constante. Al final, se pesa la masa seca y se determina la conversi�n del pol�mero por diferencia 
de pesos. Esta t�cnica gravim�trica se emple� en este trabajo para obtener la evoluci�n de 
conversi�n durante las reacciones de polimerizaci�n en suspensi�n. 
 
T�cnica de Viscosimetr�a capilar (obtenci�n de peso molecular en masa): 
La determinaci�n de pesos moleculares se realiz� por una t�cnica de viscosimetr�a por medio del 

viscos�metro de Ostwald, el cual consta de un tubo capilar inclinado con dos bulbos superiores en 

serie aguas arriba (bulbos Ay B) y un bulbo aguas abajo (bulbo C), como se muestra en la Figura 

1.  

Se realizaron soluciones del homopol�mero (o 

copol�mero dado el caso) de diferentes concentraciones, 

las cuales fueron las siguientes 0.01, 0.005 y 0.001 g/ml, 

estas soluciones se prepararon utilizando tolueno como 

disolvente. Para cada disoluci�n se aplic� la siguiente 

metodolog�a, primeramente se tom� una al�cuota de 7 

mL de la soluci�n a analizar se coloc� por el extremo 

m�s grande donde se encuentra el bulbo C como se 

muestra en la gura, despu�s de esto se realiza vac�o con 

ayuda de una propipeta por la segunda boca del 

viscos�metro hasta llenar el bulbo A y se retira el vac�o ejercido y se mide el tiempo que tarda en 

pasar la soluci�n de la marca superior hasta la maraca inferior del bulbo B, este procedimiento se 

realiza por triplicado para cada una de las soluciones. De igual manera se tom� el tiempo que tarda 

en escurrir el disolvente puro que para nuestro caso se utiliz� tolueno (como referencia), una vez 

teniendo estos tiempos se determin� la viscosidad espec�fica (!sp) que se define como el cociente 

de la resta del tiempo que tarda en escurrir la muestra (t) menos el tiempo del disolvente puro (t0) 

entre el tiempo del disolvente puro, una vez obtenida la viscosidad relativa (!r) se realiza el cociente 

de !r sobre la concentraci�n de la diluci�n respectivamente obteniendo as� la viscosidad reducida. 

Una vez obtenidos estos datos mediante la ecuaci�n de Mark-Houwink podemos determinar el peso 

molecular de viscosidad del pol�mero para esto tenemos la siguiente ecuaci�n:              

     [!] = kMv
"   (1)  

 

Donde ! es la viscosidad intr�nseca de la muestra, esta se obtiene al graficar la viscosidad reducida 

vs la concentraci�n de las diferentes muestras analizadas, una vez obtenido este gr�fico se abstraer 

Figura 1. Viscos�metro de Ostwald.  
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del valor ! que es la ordenada al origen y se sustituyen las constantes k y (, las cuales tendr�n un 

valor espec�fico de acuerdo al sistema pol�mero-solvente, as� como la temperatura a la que se 

trabaja. Los valores de esas constantes que usamos para este trabajo son los mostrados en la Tabla 

1. El resultado obtenido es el peso molecular de viscosidad(Mv) el cual al ser multiplicado por 1.2 

nos da el peso molecular en masa(Mw) ya que, Mv usualmente est� dentro del 20% de Mw.  

Tabla 1. Valores de k y (, para sistemas pol�mero-solvente k [=]cc/g. 

Sistema k ( 

Poliestireno/Tolueno 0.0134 0.71 

Copol�mero PS-PVAc/Tolueno 0.02759 0.683 

Resultados. 
Por medio de gravimetr�a, se obtuvo el porcentaje de conversi�n y el peso molecular en masa por 
medio de viscosimetr�a capilar y la ecuaci�n de Mark Houwink. Como podemos observar en la 
Figura 2, el carbonato y bicarbonato de sodio dan una aceptable conversi�n, pero el peso molecular 
del pol�mero es muy bajo, sucede lo mismo con el cloruro f�rrico, aunque con una conversi�n 
relativamente alta.  

 
Figura 2. Gr�fica del porcentaje de Conversi�n (%C) y Peso Molecular promedio en peso (Mw) de la 

homopolimerizaci�n del estireno v�a FRP. 

 
Al finalizar la reacci�n de estas sales, las perlas colapsan y pierden su forma, esto debido quiz�s al 
medio �cido generado (en el caso de los carbonatos) o a la fuerza del ani�n (en el caso del cloruro 
f�rrico). El cloruro de sodio result� tener una buena conversi�n en comparaci�n con la referencia 
y el valor del peso molecular de pol�mero es mayor. En relaci�n con esa misma sal, pero en distintas 
cantidades, se puede notar como a menor porci�n de sal no causa mucho efecto en su peso 
molecular y en mayor proporci�n el peso molecular disminuye de forma cr�tica, todo en 
comparaci�n a la referencia. Cabe denotar que la calidad de la perla, es decir, su forma es muy 
definida y la distribuci�n del tama�o de esta es muy homog�nea. La homopolimerizaci�n de 
estireno por RAFT en condiciones normales result� con valores bajos de conversi�n y peso 
molecular debido a que el CTA hacen m�s lenta la reacci�n y con dos horas de reacci�n no fue 
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suficiente; por lo tanto, se aument� a 5 horas de reacci�n donde se not� el aumento de ambos 
par�metros. Por medio de los resultados arrojados en las pruebas de homopolimerizaci�n v�a FRP 
y observando los buenos resultados que dio el agregar 1 g de NaCl se prob� en RAFT, dado que 
las perlas no conservaban su forma. Sorprendentemente, el resultado fue la obtenci�n de perlas 
s�lidas con un peso molecular poco m�s grande en un tiempo de reacci�n promedio a las anteriores 
como se puede observar en la Figura 3. Los pol�meros obtenidos tuvieron una coloraci�n 
ligeramente rosada por el CTA utilizado (los CTAÕs son agentes coloridos que van desde un 
amarillo p�lido a un rojizo). 
 

 
Figura 3. Gr�fica de Porcentaje de Conversi�n (%C) y Peso Molecular promedio en peso (Mw) de la 

homopolimerizaci�n del estireno v�a CRP por el tipo RAFT. 
 

Para la copolimerizaci�n se utiliz� una fracci�n del �ltimo poliestireno obtenido v�a RAFT para 
comprobar el comportamiento ÒvivienteÓ del pol�mero para generar un copol�mero en bloque con 
el acetato de etilo. Se procedi� por el proceso en soluci�n y no en suspensi�n, ya que necesita 
forzosamente diluir las perlas de poliestireno obtenido para que pueda reaccionar y estando en 
estado s�lido es inerte.
La copolimerizaci�n dio una conversi�n de 50.23% y la muestra obtenida se le realiz� un an�lisis 
de viscosimetr�a para determinar su peso molecular en masa, dando como resultado el valor de 
66,460.21 g/mol. Comparando el dato anterior con el peso molecular del poliestireno utilizado 
que tiene un valor de 49,000 g/mol notando un aumento, ya que el poliestireno en presencia del 
acetato de etilo pas� de pol�mero ÒdurmienteÓ a pol�mero ÒvivienteÓ al agregar m�s mon�mero 
al medio y tener las condiciones de reacci�n precisas, por lo tanto, la cadena creci�. 
Tambi�n se realiz� la hopolimerizaci�n de estireno v�a CRP, por el tipo polimerizaci�n mediada 
por nitr�xidos (NMP), utilizando el BPO como iniciador en un reactor tipo batch de 2.5 L, usando 
el 4-hidroxi-TEMPO como el nitr�xido mediador que tiene como caracter�stica el activarse a una 

temperatura de 120¡C. Se llev� a las condiciones de 150 rpm por medio de propelas en arreglo 

paralelo, y llevando la temperatura de reacci�n de 85¡C a 120¡C debido al nitr�xido utilizado. En 
ninguno de los intentos se obtuvo la reacci�n de polimerizaci�n deseada, ya que la temperatura de 
reacci�n es alta, y estando en ese rango el agua y el estireno presente en la fase continua y en la 
fase dispersa, respectivamente tienden a evaporarse. Cabe resaltar que debido a que estos 
componentes de la reacci�n estaban en fase gas no se llev� a cabo la reacci�n de 
homopolimerizaci�n, y que el reactor con el que se cont� no ten�a integrado un condensador que 
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pudiera ayudar a intervenir en este cambio de fase. Por lo tanto, es importante denotar que la bondad 
del m�todo RAFT es su amplio rango de temperaturas para realizar la reacci�n a diferencia del 
NMP. 
 
Conclusiones. 
Podemos concluir que el peso molecular aumenta y se ve favorecido cuando se agrega cloruro de 
sodio al medio de reacci�n, inclusive mejora la apariencia de la perla y la distribuci�n del tama�o 
de esta se vuelve muy homog�nea esto se vio en las polimerizaciones v�a FRP y se reafirm� en los 
resultados de las polimerizaciones v�a CRP. Podemos asumir que esto es debido a la interacci�n 
de los iones de cloro que se encuentran disociados en la fase continua con la cadena principal del 
agente dispersante, recalcando que se obtuvieron resultados satisfactorios s�lo con NaCl. Es 
importante estudiar con m�s a detalle las condiciones �ptimas para obtener mejores porcentajes de 
conversi�n para la copolimerizaci�n, as� como probar si tambi�n al a�adir la sal (NaCl) se obtiene 
un peso molecular mayor al realizar el proceso en suspensi�n. 
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Resumen  
El cultivo de trofozo�tos de Entamoeba invadens ha sido reportado en medio TYI-S-33 y LG 
adicionados de suero bovino al 16 % v/v; mientras que la diferenciaci�n in vitro se ha descrito en 
los medios LG y LG-47suplementados con suero bovino al 5 % v/v. Trofozo�tos cultivados en 
ambos medios (TYI-S-33 y LG, con 16% v/v suero bovino) son capaces de diferenciarse en los dos 
medios de enquistamiento, LG y LG-47. Sin embargo, no se ha comparado la eficiencia del 
enquistamiento de �ste par�sito en medio LG-47, cuando los trofozo�tos se crecen primeramente 
en los medios TYI-S-33 o LG adicionado de suero bovino al 16%. En el presente trabajo se 
compar� el enquistamiento de la cepa IP-1 de E. invadens en medio LG-47, obtenido cuando los 
trofozo�tos se cultivaron previamente en los dos medios de crecimiento (TYI-S-33 y LG 
adicionados con suero bovino al 16 % v/v). Nuestros resultados sugieren que no hay una diferencia 
significativa en la diferenciaci�n amibiana con respecto al medio de cultivo utilizado en el pre-
in�culo de los trofozo�tos, sin embargo, se observ� que el proceso de desenquistamiento se ve 
favorecido en los quistes obtenidos a partir de prein�culos amibianos en medio TYI-S-33.    
 
Palabras clave: Diferenciaci�n amibiana; E. invadens,  prein�culo, LG-47. 
 
Introducci�n  
Entamoeba invadens es un par�sito de reptiles ampliamente utilizado para los estudios de 
diferenciaci�n amibiana, ya que, en el par�sito de humanos, Entamoeba histolytica, a�n no se ha 
logrado reproducir in vitro el enquistamiento [1]. Para inducir la diferenciaci�n amibiana, se han 
utilizado medios basados en la disminuci�n de glucosa [2] y la disminuci�n de glucosa y de la 
presi�n osm�tica [3]. Un aspecto relevante es el cultivo previo de los trofozo�tos en medio LG 
adicionado de suero bovino al 16 % v/v [4] para favorecer el enquistamiento, en lugar del precultivo 
en medio TYI-S-33 [5]. En este trabajo se compar� el efecto del precultivo de la cepa IP-1 de E. 
invadens en medios TYI-S-33 y LG adicionado de suero bovino al 16% v/v, cuando el 
enquistamiento amibiano se indujo en medio LG-47.  
 
Metodolog�a  
Como material biol�gico se utiliz� la cepa IP-1 de Entamoeba invadens.  
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Medios de cultivo (TYI-S-33, LG y LG-47) 
a)! Medio TYI-S-33. Fue preparado de acuerdo con el protocolo previamente descrito por 

Diamond et al., 1978 [6] y adicionado de suero bovino descomplementado (SB, 16% v/v) y 100 
$L de una mezcla de antibi�ticos (Penicilina G/Gentamicina). 

b)! Medio LG. El medio LG fue preparado utilizando las mismas condiciones que para el medio 
TYI-S-33, sin la adici�n de glucosa como lo describieron VazquezdeLara-Cisneros et al., 1984 
[2] adicionado de SB al 5 % v/v.  

c)! Medio LG-47. El medio LG-47 se prepar� por diluci�n al 47% del medio LG, es decir; por 
cada 100 mL de medio se utilizaron 47 mL de medio LG, 5 mL de SB y 48 mL de agua est�ril 
de acuerdo a lo descrito por Turner et al., 2007 [3].  

 
Crecimiento amibiano 

Tubos con tap�n de rosca de 13x100 mm, conteniendo cada uno de ellos 6.1 mL de medio TYI-S-
33 completo, se inocularon con 10,000-20,000 trofozo�tos y se incubaron a 28 ¡C en posici�n 
inclinada en un incubador (Binder). El crecimiento celular fue observado cada 24 horas utilizando 
el microscopio invertido (Nikon TMS) hasta que se obtuvo la confluencia celular evaluada por la 
formaci�n de una monocapa amibiana en la pared del tubo. Estos tubos se utilizaron para el 
mantenimiento y expansi�n de los cultivos para el desarrollo experimental.   

La curva de crecimiento se realiz� por duplicado inoculando 20,000 c�lulas/mL en ambos 
medios de cultivo: TYI-S-33 y LG, adicionados con 16% de SB.  Cada 24 horas se contaron los 
trofozo�tos recuperados en 2 tubos de cada medio de cultivo. Para ello se colocaron los tubos en 
un ba�o de agua-hielo durante 10 minutos, posteriormente se centrifugaron a 280 x g durante 5 
minutos a 4 ¡C y se decant� el medio sobrenadante. La pastilla celular se lav� por centrifugaci�n 
con medio TYI-S-33 sin SB y se resuspendi� en 1 mL del mismo medio. Los trofozo�tos recuperados 
se contaron en una c�mara de Neubauer utilizando un microscopio Zeiss Axiostar.  
 
Enquistamiento y desenquistamiento amibianos  
Se resuspendieron los trofozo�tos cultivados en medio completo TYI-S-33 o LG, se lavaron por 
centrifugaci�n y se resuspendieron en medio LG-47, adicionado con antibi�ticos, a una densidad 
de 3.5x105 trofozo�tos/mL en viales de 2 mL de capacidad. Se incubaron los viales a 28 ¡C y cada 
24 horas se recuperaron 3 viales de cada condici�n de cultivo. Se cont� el n�mero de c�lulas 
recuperadas utilizando el protocolo descrito anteriormente. Asimismo, se determin� la cantidad de 
c�lulas totales y el n�mero de quistes recuperados.  

La viabilidad celular se determin� utilizando el colorante azul tripano al 0.2 % (p/v) 
utilizando el criterio de exclusi�n del colorante por las c�lulas vivas. El % de enquistamiento se 
calcul� con base al n�mero de quistes obtenidos en funci�n del total de c�lulas recuperadas. La 
eficiencia del enquistamiento se evalu� considerando el total de quistes recuperados con respecto 
al total de c�lulas inoculadas. La resistencia al detergente, criterio de formaci�n de quistes, se 
evalu� en al�cuotas de las c�lulas recuperadas de los ensayos de enquistamiento, las cuales se 
lavaron con PBS y se expusieron durante 10 minutos a la acci�n del detergente Trit�n X-100 al 
0.2 % (v/v) a temperatura ambiente y posteriormente fueron lavadas 3x con agua y resuspendidas 
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en un volumen conocido de PBS para contar el n�mero de c�lulas remanentes. Se utiliz� como 
criterio de maduraci�n de los quistes, la tinci�n de la pared celular con el colorante fluorescente 
Calcofluor W2R (0.2 % p/v) utilizando un microscopio Nikon HFX II y observando la integridad 
de �sta. El n�mero de n�cleos se determin� en las c�lulas te�idas con colorante DÕAntonie.  

Los ensayos de desenquistamiento se realizaron con los quistes resistentes al detergente, 
obtenidos despu�s de 24, 48, 72 y 96 horas de incubaci�n en medio LG-47, los cuales fueron 
lavados y resuspendidos en medio TYI-S-33 completo adicionado de NaHCO3 (40 mM) y bilis 
bovina (1 mg/mL) de acuerdo a lo descrito por Mitra et al., 2010 [7]. 

Todos los experimentos fueron realizados al menos dos veces en ensayos por duplicado.    
 

Resultados y discusi�n 
Para el estudio de la cin�tica de crecimiento se inocularon 2x104 c�lulas/mL tanto en medio LG 
como en TYI-S-33. Cada 24 h, a lo largo de 7 d�as, se cont� el n�mero de trofozo�tos recuperados 
(Figura 1.). En ambos medios de cultivo la fase exponencial de crecimiento inici� a las 48 horas. 
Los valores de tiempo de duplicaci�n en fase exponencial de crecimiento fueron de 24.4 y 32.3 h 
y el n�mero de generaciones recuperadas al final del ensayo fueron de: 6.7 y 6.2 respectivamente 
para las c�lulas cultivadas en TYI-S-33 y LG.  El comportamiento observado sugiere que las 
diferencias en ambos par�metros son debido a la presencia/ausencia de glucosa en el medio. 

a)                                                                     b)      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

A lo largo de todos los ensayos realizados, la viabilidad amibiana, determinada por el 
m�todo de exclusi�n de azul tripano, fue superior al 95 %.  Con base en la curva de crecimiento 
amibiano en ambos medios de cultivo, se eligi� el tiempo de 72 h como el tiempo adecuado para 
realizar el prein�culo para los experimentos de enquistamiento (Figura 2, panel a). Para la 
evaluaci�n de la diferenciaci�n amibiana se contaron los quistes y trofozo�tos recuperados cada 24 
h a lo largo de 4 d�as desde su in�culo en medio LG-47. Si bien se observa, durante las primeras 

FIGURA 1. Curva de crecimiento de E. invadens  IP-1 en medios LG y TYI-S-33 y microfotograf�a de trofozo�tos de 
E. invadens IP-1. a) Se  inocularon  2x10

4
 c�lulas/mL en cada medio de cultivo, se incubaron a 28 ¡C durante los 

tiempos indicados  y al t�rmino de �stos se contaron los trofozo�tos obtenidos. b)  Microfotograf�a de campo claro 

de trofozo�tos recuperados a las 72 horas de cultivo.  
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48 h, una ligera disminuci�n del porcentaje de enquistamiento en las c�lulas precultivadas en medio 
LG con respecto a las precultivadas en medio TYI-S-33, a las 72 horas el % de enquistamiento fue 
muy similar (89 y 86 %, respectivamente). Sin embargo, a las 96 horas hay un decremento en el 
porcentaje de quistes en las c�lulas provenientes de medio LG. Este comportamiento se refleja en 
la eficiencia de enquistamiento (Figura 2, panel b) y en la resistencia al detergente (Figura 2, panel 
c). 

 
 
a)!                              b) 

 

 
 

 
El decremento en el n�mero de quistes recuperados a las 96 h corresponde probablemente 

a un proceso de desenquistamiento de quistes maduros, como fue descrito por Garc�a-Zapien, et 
al., 1995 [8] poniendo en evidencia el que los quistes originados en medio LG tienen la capacidad 
de desenquistar en el mismo medio.    

El proceso de enquistamiento se evalu� con base a la integridad de la pared celular, 
utilizando la tinci�n con Calcofluor W2R (Figura 3, panel a); y determinando el n�mero de n�cleos 
en los quistes, mediante la tinci�n con colorante DÕAntonie o microscopia de contraste de fases 
(Figura 3, panel b). No se encontraron diferencias en la apariencia de la pared celular de los quistes 
recuperados en medio LG-47, ya sea que fuesen preinoculados en medio LG o TYI-S-33.  Si bien, 
en ambos casos, tambi�n se recuperaron c�lulas que no formaron completamente su pared celular, 
las cuales mostraron un aspecto similar al de c�lulas en forma de saco descrito en 1980 por Arroyo-
Begovich, et al. [9] y las cuales se lisaron al tratarlas con detergente (datos no mostrados).  El 
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FIGURA 2.   Enquistamiento de E. invadens  IP-1 en medio LG-47 preinoculada en medio TYI-S-33 o LG. Se 

inocularon en medio LG-47 350,000 trofozo�tos  preincubados en medio LG o TYI-S-33.  Cada 24 h se 

contaron los trofozo�tos y quistes recuperados y se determin� el  % de enquistamiento (panel a); la 

eficiencia del enquistamiento con base en el n�mero inicial de c�lulas inoculadas  (panel b y la resistencia 

de los quistes al detergente Trit�n X-100 al 0.2 % v/v (panel c). 

c)   
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�ndice de maduraci�n de los quistes, evaluado por el n�mero de n�cleos presentes en ellos a lo 
largo del proceso de enquistamiento (Figura 3, c) alcanz� un m�ximo a las 72 h de incubaci�n en 
medio LG-47 y no cambi� significativamente a las 96 h, considerando como quiste maduro aquel 
que presenta 4 n�cleos. Esta maduraci�n se reflej� principalmente entre las 48 y las 72 h, lapso en 
el cual se observ� la desaparici�n de los quistes con 2 y 3 n�cleos y su conversi�n a quistes 
tetranucleados (Figura 3, d); si bien, se observaron algunos quistes aberrantes con m�s de 4 n�cleos; 
tal y como hab�a sido descrito por Garc�a-Zapien et al., 1995 [8]. 

 
 
a) c)    

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

El desenquistamiento amibiano ocurri� eficientemente en quistes inducidos en medio LG-
47, cuando los trofozo�tos fueron cultivados, antes de la inducci�n del enquistamiento, en medio 
LG o medio TYI-S-33 adicionados de SB al 16% (Figura 4, a). El desenquistamiento fue observado 
a partir de las 24 horas de inducci�n del desenquistamiento en medio TYI-S-33 adicionado de 
bicarbonato y bilis. Sin embargo, los trofozo�tos provenientes del desenquistamiento de las amibas 
cultivadas en medio LG  con SB (16 % v/v) antes de la inducci�n del enquistamiento, mostraron 
una menor movilidad con respecto a los provenientes del desenquistamiento amibiano a partir de 
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FIGURA 3.  Maduraci�n de quistes de E. invadens  IP-1 inducidos en medio LG-47.  Se determin� la 

maduraci�n de los quistes con base a la formaci�n e integridad de su pared celular observada por tinci�n 

con Calcofluor W2R (panel a) y el n�mero de n�cleos presentes observado con tinci�n de DÕAntonie  

(panel b) con base en el tiempo de inducci�n (panel c) y con respecto al cambio en el n�mero de n�cleos 

(panel d). 

b) d) 
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c�lulas cultivadas en medio TYI-S-33 con SB (16 % v/v), a diferencia de lo descrito por Mitra et 
al., 2010 [7]; sugiriendo que la inducci�n del enquistamiento en c�lulas cultivada en medio TYI-
S-33 favorece la formaci�n de los quistes y los hace m�s competentes cuando desenquistan.   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Conclusiones  
Los resultados de este trabajo sugieren que ambos medios de cultivo, LG y TYI-S-33,  pueden ser 
utilizados como medio de prein�culo para la diferenciaci�n de E. invadens IP-1 en medio LG-47 y 
su posterior desenquistamiento. Sin embargo, el prein�culo en medio TYI-S-33 permite una mayor 
eficiencia en la diferenciaci�n de los quistes inducidos en medio LG-47, determinada por la 
resistencia al detergente durante el enquistamiento a tiempos tempranos y, por la movilidad y 
n�mero relativo de trofozo�tos recuperados durante el desenquistamiento. 
 
 
Bibliograf�a  
[1] L�pez-Romero, E., Villag�mez-Castro, JC. (1993). ÒEncystation in Entamoeba invadensÓ. Parasitol Today, 6(6), 
pp.225-227. 
[2] V�zquezdelara-Cisneros, L.G., Arroyo-Begovich, A. (1984). ÒInduction of Encystation of Entamoeba invadens by 

removal of glucose from the culture mediumÓ. J. Parasit, 70(5), pp.629-633.  
[3] Turner, N.A., Eichinger, D. (2007). ÒEntamoeba invadens: The requirement for galactose ligands during 
encystmentÓ. Exp Parasitol, 115, pp.467-474.  
[4] Sanchez, L., Vincenzo, E., Eichinger, D. (1994). ÒIdentification of a developmentally regulated transcript expressed 
during encystation of Entamoeba invadensÓ. Mol Biochem Parasitol. 67, pp.125-135.  

Figura 4. Morfolog�a de E. invadens cepa IP-1 durante el proceso de diferenciaci�n quiste-trofozo�to. Las quistes 

maduros tetranucleados inducidos en medio LG-47 (panel A) desenquistan eficientemente  en medio de 

desenquistamiento dando lugar a la liberaci�n de trofozo�tos metaqu�sticos tetranucleados (Panel B y C)  

que se dividen posteriormente por fisi�n. 



 29 

[5] Villag�mez-Castro, J.C., L�pez-Romero, E. (1996). ÒIdentification and partial characterization of three chitinase 

forms in Entamoeba invadens with emphasis on their inhibition by allosamidinÓ. Antonie Van Leeuwhenhoek. 70, 
pp.41-48.  
[6] Diamond, L.S., Harlow, D.R., Cunnick, C.C. (1978). ÒA new medium for the axenic cultivation of Entamoeba 
histolytica and other EntamoebaÓ. Trans R Soc Trop Med Hyg. 72(4), pp.431-432.    
[7] Mitra, B.N., Pradel, G., Frevert, U., Eichinger, D. (2010). ÒCompounds of the upper gastrointestinal tract induce 
rapid and efficient excystation of Entamoeba invadensÓ. Int J Parasitol. 40(6), pp.751-760.  
[8] Garc�a-Zapien. A.G., Hern�ndez-Guti�rrez, R., Mora-Galindo, J. (1995). ÒSimultaneous growth and mass 
encystation of Entamoeba invadens under axenic conditionsÓ. Arch Med Res. 26(3), pp.257-262. 
[9] Arroyo-Begovich, A., Ram�rez-Rojas, O. (1980). ÒOrigen de las paredes en forma de saco observadas en cultivos 
de Entamoeba invadens en proceso de enquistamientoÓ. Arch Invest M�d. 11(Supl.1), pp.17-23. 
  



 30 

SêNTESIS DE ANTIDIAB�TICOS N-ALQUIL-N-ARILBISGUANIDêNICOS 
DERIVADOS DE METFORMINA 

 
Montserrat Ortiz Roaa, C�sar Rogelio Solorio Alvaradob 

a Divisi�n de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato, Domicilio, Guanajuato, Guanajuato, 36000, 
M�XICO. m.ortizroa@hotmail.com  

b Divisi�n de Ciencias Naturales y Exactas, , Universidad de Guanajuato, Domicilio, Guanajuato, Guanajuato, 
36000, M�XICO. csolorio@ugto.mx 

 

Resumen  
La diabetes es un grupo de enfermedades metab�licas cr�nicas. Son preocupantes para el sector 
salud debido a que el 3% de la poblaci�n mundial se ve afectada por estas. Para reducir la 
hiperglucemia causada por esta enfermedad se hace uso de las bisguanidinas, entre ellas la 
com�nmente utilizada es la metformina. Esto en virtud de su rango de seguridad y capacidad para 
unirse a otros agentes anti-diab�ticos. La arilaci�n con reactivos hipervalentes de yodo ayudar� a 
que la metformina dure m�s tiempo dentro del cuerpo debido a que se absorber� m�s lentamente. 
Haciendo uso de cianoguanidina y aminas primarias se prepararon derivados de la metformina, que 
posteriormente se arilaron con sales de diarilyodonio. Con esta metodolog�a se obtuvieron 
derivados de metformina arilados libres de materiales de transici�n. 
 
Palabras clave: Diabetes; Bisguanidinas; Arilaci�n; Difenilyodonio; Bis-arilaci�n 
 
Introducci�n  
La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metab�licas cr�nicas. Estas son el resultado de 
defectos en la secreci�n de insulina, de la acci�n de la insulina, o ambos [1]. Actualmente afecta al 
3% de la poblaci�n mundial. 
Este s�ndrome es una preocupaci�n importante para la salud humana en el mundo.  Se estima que 
afectar� a 300 millones de personas en el a�o 2025. La mayor�a de los pacientes diab�ticos son 
conocidos como no insulinodependiente.  
Actualmente las bisguanidinas como las metforminas est�n disponibles para reducir la 
hiperglucemia en la diabetes [2].  
Antecedentes 
Durante m�s de cincuenta a�os, el uso de las bisguanidinas ha sido de las m�s efectivas para reducir 
la hiperglucemia. Estas disminuyen la producci�n de glucosa en el h�gado y por lo tanto en la 
sangre. 
El f�rmaco m�s frecuente de las bisguanidinas es la metformina, prescrito para la diabetes tipo 2. 
[3] 

 
Figura 1. Estructura de la Metformina 
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Importancia de las Metforminas 
La metformina act�a principalmente en el h�gado. Reduce la producci�n de glucosa y aumenta su 
captaci�n en los tejidos perif�ricos. 
Su eficacia, efectos ben�ficos cardiovasculares y metab�licos, as� como su capacidad para asociarse 
con agentes antidiab�ticos convierten a este f�rmaco en el primer agente reductor de la glucosa. [4] 
En virtud de la importancia de este f�rmaco, en nuestro grupo de investigaci�n exploramos la 
posibilidad de preparar an�logos que puedan resultar m�s activos. De esta forma pensamos en 
conectar grupos arilo para evaluar su efecto hipoglucemiante en futuros proyectos.  
Al respecto de arilar sustratos org�nicos, podemos mencionar las subunidades de carbonilo "-
ariladas. Estas se dan com�nmente en mol�culas biol�gicamente activas.  
Las sales de diarilyodonio se han usado con �xito en "-arilaciones de varios compuestos carbonilo. 
Es un ataque nucleofilico de un enolato a una sal de defenilyodonio, seguido de una transferencia 
de un grupo arilo v�a migraci�n [1,2] y concomitante eliminaci�n reductora del PhI. 
A continuaci�n, se ilustran algunos reactivos hipervalentes de yodo que se han desarrollado en los 
�ltimos a�os (Figura 2). 
 

 
Figura 2. Reactivos hipervalentes de yodo com�nmente utilizados 

 
Ruta Sint�tica  
Las sales de yodonio son compuestos de yodo (III) con dos ligandos de carbono. Estos ligandos 
pueden ser un vinilo, alquilo o arilo y el otro es usualmente un grupo fenilo.  
En reacciones que contienen grupos nucle�filos se transfieren uno de los ligandos de carbono. Esto 
a trav�s de mecanismos que var�an dependiendo del tipo de sal y del nucle�filo. [5] 
 
Es de importancia la arilaci�n de los derivados de metformina para conseguir una mejor retenci�n 
de est� dentro del cuerpo. 
Se seguir� la ruta de s�ntesis de N-alquil-N-arilbisguanid�nicos derivados de metformina. Figura 3  
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Figura 3. Ruta de S�ntesis para N-alquil-N-arilbisguanid�nicos 
Metodolog�a  
De acuerdo con la siguiente reacci�n Figura 4, se prepar� el derivado de metformina (1). 
Se hizo uso de una amina primaria y de la Cianoguanidina. 

 
Figura 4. Reacci�n general de derivados de Metformina 

Se colocaron dentro de un matraz bola, 2g de cianoguinida y 1.1 equiv de dietilamina, lentamente 
se le agreg� 4 ml de HCl.  
El matraz se coloc� en un ba�o de aceite a 100 ¡C en agitaci�n con reflujo, esto durante 24 hrs.  
Posterior a este tiempo, se obtuvo el siguiente compuesto (2) Figura 5. 

 
Figura 5. Reacci�n 1, preparaci�n y obtenci�n de derivados de Metformina haciendo uso de Dietilamina. 

Se procedi� a dejar en sequedad, esto mediante calor y agitaci�n a 160 ¡C.  
Se agreg� isopropanol caliente y se dej� en refrigeraci�n, para purificar por cristalizaci�n.  
Cuando se obtuvo la cristalizaci�n se decant� el isopropanol y se someti� a vac�o para eliminar las 
trazas del disolvente.  
Como parte del procedimiento de arilaci�n (3) se realiz� la siguiente reacci�n Figura 6. 

 
Figura 6. Reacci�n general de arilaci�n haciendo uso de Difenilyodonio. 

 
Se agreg� dentro de un vial 20 mg del derivado de metformina, 1.1 equiv de Ph2INO3 y 1 equiv 
de NaHCO3.  
Como disolvente se hizo uso de acetonitrilo, del cual se le a�adi� 1 ml dentro del vial.  
Se coloc� en un ba�o de aceite a 60¡C durante 1 hr. Despu�s de ese tiempo, se obtuvo el siguiente 
compuesto (4) Figura 7. 
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Figura 7. : Reacci�n de arilaci�n del derivado de Metformina 

Como m�todo de purificaci�n se realiz� la cristalizaci�n del compuesto. Esto se llev� acabo 
agregando acetato de etilo caliente y posteriormente se coloc� a 4 ¡C por 12 hrs.  
Se filtr� el acetato de etilo y se coloc� a vac�o para eliminar trazas de disolvente 
 
Resultados  
Se obtuvo diferentes derivados de metformina arilados (8, 9, 10) con rendimientos del 80,78 y 75%. 
Tras analizar el compuesto sintetizado utilizando diferentes t�cnicas espectrosc�picas, nos dimos 
cuenta que en lugar de efectuar la monoarilaci�n obtuvimos una bisarilaci�n.  
Esto se comprob� mediante RMN 13C y 1H. Figura 8, Figura 9 y Figura 10. 

 

 
Figura 8. Derivado de Metformina arilado, preparado con dietilamina. Espectros RMN de A) 1H y B) 13C. 
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Figura 9. Derivado de Metformina arilado, preparado con pirrolidina. Espectros RMN de C) 1H y D) 13C. 
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Figura 10. Derivado de Metformina arilado, preparado con morfolina. Espectros RMN de E) 1H y F) 13C. 

 

Conclusiones  
Despu�s de la experimentaci�n hecha concluimos que las bisguanidinas derivadas de Metformina 
pueden ser ariladas, utilizando una metodolog�a libre de metales de transici�n, es decir con las sales 
de bisarilyodonio. 
Se presentaron los primeros tres ejemplos de estos compuestos sin precedentes de s�ntesis. En el 
futuro a corto plazo se completar� una familia de diez bisguanidinas ariladas.   
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Resumen  
En este proyecto se estudian las mejores condiciones de operaci�n para obtener diferentes 
productos con valor agregado a partir de diferentes c�tricos que son de inter�s comercial para el 
pa�s, la materia prima se encuentra a nuestra disposici�n en sitios bien localizados dentro del pa�s 
por lo que se podr�a disponer de dicha tecnolog�a en sitios estrat�gicos para evitar el transporte. La 
mayor parte de esta actividad comercial se concentra en la recolecci�n para la venta, un gran 
porcentaje se destina a la industria alimenticia, particularmente el sector de las bebidas, otra 
cantidad se va hacia el consumo dom�stico, estas actividades generan desechos debido a que la 
principal parte que se utiliza es la pulpa y el jugo del c�trico. El jugo fue concentrado v�a 
Evaporaci�n de pel�cula ascendente para disminuir el volumen para su transporte. Los residuos 
generados (bagazo y cascaras) fueron sometidos a un proceso donde se obtuvieron los aceites 
esenciales utilizando la extracci�n solido-l�quido para ser utilizados como agentes saborizantes, 
colorantes o aromatizantes naturales, mientras que del bagazo fue secado y pulverizado para ser 
utilizado como fibra en recetas panificadoras y as� reducir el contenido cal�rico del producto.  
 
Palabras clave: C�tricos; Solventes; Extracci�n s�lido-l�quido; Vitamina C; Secado. 
 

Introducci�n  
M�xico es uno de los productores de c�tricos m�s grande del mundo, alcanzando el quinto lugar 
sin embargo no se lleva a cabo una transformaci�n de los c�tricos, en el pa�s se hace el consumo de 
estos en fresco, por otra parte, pa�ses como Brasil, Estados Unidos, Espa�a, entre otros realizan en 
m�s del 50% la transformaci�n de su producci�n, tanto para consumo nacional como para 
exportaci�n [1]. Por esto y por la importancia de estos a nivel nutricional es necesario aprovechar 
estos productos con la finalidad de ser m�s competitivos a nivel mundial elevando la calidad de los 
mismos, disminuir los costos de producci�n y de transporte adem�s de otorgarles un valor agregado 
a los productos ya existentes.  
 
Para el traslado de los c�tricos hacia sus puntos de inter�s se utiliza  transporte terrestre y por unidad, 
es decir, los c�tricos �ntegros hasta los centros de producci�n y envasado, esta actividad genera 
altos costos de transporte, la alternativa planteada es un pre-procesado en el lugar de cosecha, 
donde se disminuye el volumen del zumo extra�do mediante evaporaci�n al vac�o, ya que al realizar 
el proceso en estas condiciones el punto de ebullici�n disminuye y se tiene una menor degradaci�n 
de las propiedades del zumo concentrado siendo de mayor importancia el contenido de Vitamina 
C y las azucares presentes.  
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El zumo presenta hasta un 90% de agua, representando hasta el 35% en peso del c�trico. Sin 
embargo, no es posible reducirlo en gran medida ya que los otros componentes presentes sufren 
efectos adversos como la cristalizaci�n de azucares o descomposici�n de la Vitamina C [2].   
Para la concentraci�n del zumo, la t�cnica utilizada es la evaporaci�n por columna ascendente. El 
principio te�rico que tienen este proceso es el 'efecto sif�n', ya que cuando la alimentaci�n se pone 
en contacto con los tubos calientes, comienza a producirse la evaporaci�n, en donde el vapor se va 
generando paulatinamente hasta que el mismo, empieza a ejercer presi�n hacia los tubos, 
determinando de esta manera, una pel�cula ascendente [3]. 
 
Los productos restantes del proceso (la cascara y el bagazo) se destinan como desechos de 
composta o de consumo animal siendo posible otorgarles un valor agregado mediante una 
trasformaci�n adicional. El bagazo representa hasta un 30% en peso del c�trico siendo su principal 
aporte nutricional los carbohidratos solubles (azucares simples) y estructurales (hemicelulosas, 
celulosas y pectinas). Debido a los componentes que lo forman tiene potencial como aditivo en 
forma de fibra en la industria panificadora y al ser integrado a las recetas disminuye la cantidad de 
harinas refinadas que en alto consumo generan obesidad [4]. Para obtener el bagazo en forma de 
fibra es necesario un proceso de secado y posteriormente a un proceso de molienda para obtener la 
harina de bagazo. 
 
Las cascaras representan aproximadamente el 30% en peso del c�trico y de igual manera que el 
bagazo tiene alto contenido en fibra. Sin embargo, poseen una fracci�n del 0.1 al 1% en peso de 
aceites esenciales [5] que son productos con alto valor agregado. Los aceites escenciales est�n 
formados principalmente por: benzaldeh�do, terpineno, limoneno, linalol, canfor, acetato de 
benzilo, nerol, acetato de linalilo y acetato de geranilo [6]. Son l�quidos vol�tiles, en su mayor�a 
insolubles en agua, pero f�cilmente solubles en alcohol, �ter y aceites vegetales y minerales [7].  
 
La extracci�n de estos se realiza por diferentes m�todos, de los cuales destacan la destilaci�n por 
arrastre de vapor, la extracci�n con solventes y fluidos supercr�ticos [8]. La destilaci�n por arrastre 
de vapor permite obtener los aceites puros mientras que la extracci�n con solventes extrae ceras y 
otros componentes org�nicos solubles [9]. La ventaja de utilizar extracci�n es que conserva mejor 
los aceites que la destilaci�n, ya que pueden sufrir da�os por la temperatura que alcanza (hasta 
300¡C) [10]. Para su uso es necesario darle un tratamiento posterior con alcoholes y purificarlo 
[11].  
 
El proceso de secado inicia desde una humedad inicial (X0) donde la p�rdida de peso es constante 
en funci�n del tiempo hasta llegar a la humedad cr�tica (Xc), a partir de ah� el peso es decreciente 
y el sistema comienza a estar en equilibrio con el medio siendo este punto el tiempo requerido para 
el secado. En la extracci�n solido-liquido se le extrae a un s�lido (inerte) otros componentes 
mediante el contacto con un disolvente adecuado, el s�lido debe ser insoluble en el disolvente 
mientras que los extractos no [12].  
 
 
 
 
 
Metodolog�a  
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La materia prima consta de 14 kg de naranja, lima y toronja.  
 
Evaporaci�n.  
Evaporaci�n de pel�cula ascendente: Se realiz� un 
lavado, pesado y exprimido. Se procedi� a medir el 
bagazo, jugo y cascara de la materia prima, 
posteriormente se realiz� la evaporaci�n en el 
evaporador de pel�cula ascendente del Laboratorio 
de Ingenier�a Qu�mica en la Divisi�n de Ciencias 
Natrales y Exactas, de acuerdo con la t�cnica 
establecido por el manual de pr�cticas [13], con un 
vac�o de 400 mmHg bajando la Temperatura de 
ebullici�n a 60¡C.          
                                              

Figura 1. Diagrama del equipo de evaporaci�n utilizado. 
. 

Determinaci�n de vitamina C: Se determina la concentraci�n de vitamina C, antes de la 
evaporaci�n, despu�s de la evaporaci�n y d�as despu�s de obtenerse el concentrado realizarse, de 
acuerdo a la t�cnica de yodometr�a [14]. 
 
Secado 
Se peso la cascara antes del proceso de secado, para secar se emple� un horno de convecci�n con 
resistencias el�ctricas con  una balanza adaptada para medir el peso, se midi� cada 3 minutos a 
Temperatura constante. 
 
Extracci�n solido-l�quido. 
Las cascaras son cortadasy se empaquetan en costales de 
manta, se introducen en el tanque ET-201 del equipo de 
extracci�n (Figura 2).  
El procedimiento de operaci�n es el registrado por el manual 
de pr�cticas [15]. Para observar el avance de la extracci�n se 
midi� el �ndice de refracci�n cada 10 min. Posteriormente se 
concentran los aceites esenciales en el solvente y se procede 
a eliminar el aceite utilizando evaporaci�n. 
 
 
 
Resultados  

Tabla 1. Categorizaci�n de la materia prima antes de la 
experimentaci�n en %w 

PARAMETRO Naranja Lima Toronja
Peso total (kg) 14 13.8 14 
Cascara (%w) 25.1 36.5 30.4 
Bagazo (%w) 30.8 26.0 29.6 
Jugo (%w) 44 37,5 40 

 
 
 

Figura 2. Equipo utilizado para la extracci�n 
solido-liquido
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Evaporaci�n de zumo. 

Tabla 2. Mediciones previas al proceso de evaporaci�n. 
PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Volumen (l) 5.90 5.05 5.48 
Vitamina C (mg/ml) 0.46 0.70 0.61 
Vitamina C Total (mg) 2714 3535 3342.8 

 
Tabla 3. Mediciones posteriores al proceso de evaporaci�n. 
PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Volumen (l) 1.97 1.56 1.56 
Vitamina C (mg/ml) 1.37 2.22 2.02 
Vitamina C Total (mg) 2698.9 3463.2 3151.2 

 
Tabla 4. Balance de energ�a en el evaporador. 

PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Consumo de vapor (kg/h) 13.73 10.11  14.66 
Calor ganado (kJ) 7412.02 5711.19 9330.0 
Calor cedido (kJ) 7214.7 5316.3 7703.8 

 
 
Como se aprecia en la Tabla 2 y 3, la cantidad de vitamina C perdida durante el proceso de 
evaporaci�n es apenas de un 10%. En la tabla 4 se muestra el balance energ�tico del proceso, 
detallando el consumo horario de vapor. 
 
Secado previo a la extracci�n 

Tabla 5. Mediciones obtenidas durante el secado a 65¡C por 70 minutos. 
PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Masa inicial (g) 36.2 25.5 64.6 
Masa final (g) 23.4 17.4 40.6 
Agua contenida (%w) 35.36 31.76 37.15 

 
La cantidad de agua eliminada de las cascaras durante el proceso de secado fue superior al 35%. 
Siendo una gran parte del peso y que de igual manera representa peso para el transporte de la 
materia prima.  
 
Extracci�n  

Tabla 6. Mediciones obtenidas del proceso de extracci�n solido-l�quido. 
PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Masa inicial (kg) 1.26 1.1 1,24 
Masa final (kg) 1.23 1.07 1.17 
Masa extraida (%w) 2.38 2.91 5.65 

 
 

Tabla 7. Variables de operaci�n del equipo de extracci�n. 
PARAMETRO Valor 
Solvente (l) 27-28 
Tiempo de operaci�n (h) 2:30 
Presi�n (kg/cm2) 0.4 
Temperatura (¡C) 55 
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Tabla 8. Balance de energ�a en el equipo de extracci�n. 

PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Consumo de vapor (kg/h) 2.62 3.06 2.94 
Calor perdido (kJ) 1368.8 1892.6 1646.1 
Calor cedido (kJ) 14113.0 17641.3 16960.2 
Energ�a perdida (%) 9.70 10.73 9.71 

 
 

Tabla 9. Mediciones de los aceites esenciales obtenidos. 
PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Masa (g) 11 12 6.12 
Volumen (ml) 10 11 6 
Densidad (g/cm3) 1.10 1.09 1.02 
Masa extra�da (%w) 0.87 1.00 0.49 

 
 
Las tablas 6-9 muestran los balances de materia (6), de energ�a (8) y las variables de operaci�n del 
equipo, mostrando que la cantidad de energ�a perdida es del 10% durante el proceso. Los aceites 
extraidos representan  unicamente el 2% de la materia seca, siento en total un 0.2% de la materia 
total (14 Kg). 
 
Secado del bagazo 

Tabla 10. Mediciones proceso de secado del bagazo. 
PARAMETRO Naranja Lima Toronja 
Masa inicial (kg) 4.32 3.57 4.14 
Masa final (kg) 3.78 3.06 3.52 
Humedad (%w) 12.5 14.37 14.87 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Bagazo obtenido y galletas realizadas con el mismo, utiliz�ndolo al 10% en relaci�n a la harina.  
 
 
Conclusiones !
Como resultado de la investigaci�n, es posible concluir que el objetivo del proyecto se cumpli�, se 
logr� utilizar en promedio el 70% de cada c�trico, y se diversificaron los productos que se pueden 
obtener aumentando as� el mercado. Se muestra que se aprovecha de manera integral los c�tricos y 
obteniendo productos, como las galletas de harina de bagazo, para disminuir costos e incrementar 
los nutrientes de las galletas, por su contenido de fibra. En el caso del concentrado, sufri� p�rdidas 
de menos del 10% de Vitamina C.  
Sobre el aprovechamiento de los desechos, se logr� extraer aceites esenciales a partir de cascaras 
de c�tricos con rendimientos reportado. Por otra parte, se establecieron las variables que permit�an 
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minimizar las p�rdidas de energ�a o da�ar la materia prima, por lo que lo siguiente ser�a aumentar 
la cantidad de materia prima y obtener mayor cantidad de producto. 
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Resumen 
La mayor�a del acero producido en el mundo se fabrica por el proceso de Colada Continua (CC). 
La industria sider�rgica mexicana se encuentra en el lugar n�mero 15 en la producci�n de acero 
crudo a nivel mundial. Es importante recalcar que si se mejoran las condiciones de operaci�n del 
proceso de CC, espec�ficamente de la zona de enfriamiento secundario, mediante el estudio, 
comprensi�n y an�lisis de la influencia de sus variables, se podr� evitar la aparici�n de problemas 
de proceso y de calidad del producto, impactando directamente en la productividad de la planta. 
En el presente trabajo se analiz� uno de los dispositivos m�s utilizados para el enfriamiento 
secundario del acero, considerando una de las principales condiciones de operaci�n, con el objetivo 
de obtener informaci�n acerca de la velocidad de las gotas que son generadas por estos dispositivos 
y que son las responsables del enfriamiento del acero. Esta informaci�n ayudar� al refinamiento de 
un modelo computacional desarrollado para este tipo de sistemas que permitir� establecer 
estrategias de enfriamiento m�s adecuadas buscando incrementar la productividad de la planta sin 
detrimento en la calidad del acero que se produce. 
 
Introducci�n  
En la industria acerera, el enfriamiento del acero es una etapa cr�tica dentro de su proceso de 
producci�n en la cual uno deber�a enfocarse si se desea incrementar la productividad. As�, el control 
y mejora de esta etapa dentro del proceso de CC ha permitido fabricar grandes cantidades de aceros 
que satisfacen los requerimientos de calidad y competitividad [1]. En el enfriamiento secundario 
del acero, la forma en la que se extrae el calor es mediante el impacto de roc�os y nieblas de agua 
sobre su superficie caliente. Los dispositivos utilizados para este prop�sito reciben el nombre de 
boquillas y pueden ser neum�ticas (utilizan agua y aire) o hidr�ulicas (utilizan solo agua). Las 
boquillas neum�ticas son las que m�s se utilizan debido a su elevada capacidad de remoci�n de 
calor. 
Para que el proceso de enfriamiento se lleve a cabo de manera ideal se necesita tener una 
transferencia de calor homog�nea en la superficie; en la pr�ctica esto no se logra ya que la 
atomizaci�n hace que se generen diferentes tama�os de las gotas, distintas velocidades y posiciones 
en las que se mezclan el flujo de agua con el flujo de aire, adem�s de tener diferentes zonas donde 
se impacta el fluido sobre el planch�n de acero, entre otras caracter�sticas. 
Dos de las variables que se relacionan directamente con la cantidad de calor extra�do desde la 
superficie del acero son el tama�o de las gotas que conforman los roc�os y nieblas de agua, as� 
como la velocidad con que �stas impactan sobre la superficie. El objetivo del presente trabajo es 
conocer y entender la forma en que las gotas adquieren la velocidad con la que impactan y que a 
su vez depende de la aceleraci�n que �stas adquieren cuando son generadas en el interior de la 

Velocidad de salida; velocidad terminal; atomizaci�n; enfriamiento 
de acero; enfriamiento secundario 
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c�mara de mezclado de las boquillas neum�ticas. Dentro de las c�maras de mezclado, las gotas 
adquieren velocidad, desde que son originadas en el deflector hasta que llegan al orificio de salida,!
por el fen�meno llamado transferencia de momentum.  
Dentro de la c�mara de mezclado, la aceleraci�n que tendr�n las gotas presentes depender� de la 
cantidad de momentum que el aire le va a transferir a las gotas. El resultado de esta transferencia 
se ve reflejado en un incremento en la velocidad durante el vuelo de las �stas en el interior de la 
boquilla. Las ecuaciones (1) y (2) describen el movimiento y trayectoria de las gotas: 
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En la ecuaci�n (1), CD es el coeficiente de arrastre que se define como la relaci�n de la fuerza sobre 
la gota y la presi�n din�mica del fluido causada por la proyecci�n de las part�culas del fluido sobre 
la superficie en un instante tiempo, : es la densidad del aire,  :) es la densidad del agua,  34 es la 
velocidad superficial del aire en m/s y 54') ;es la velocidad de las gotas en m/s [2].  
El coeficiente de arrastre depende principalmente de la viscosidad del fluido, del tama�o de la gota, 
la velocidad y el n�mero de Reynolds (Re) correspondiente. [3]  
Los rangos para el n�mero de Reynolds que se reportan en las bibliograf�as encontradas son 
variados, pero existen tres regiones cl�sicas para el c�lculo de CD: 

1.! Regi�n de Stokes; Re # 2 [4] , [5] , [6] y [7]  
2.! Regi�n intermedia; 2 # Re #500 [4]  
3.! Regi�n Newton; 500 # Re # 2x105 [4]  y [2]  

 
Metodolog�a  
Para la resoluci�n de las ecuaciones de movimiento se implement� un c�digo num�rico en el 
software MatLab. Se utiliz� el m�todo de Euler de segundo grado utilizando un tama�o de paso de 
1x10-5 s, el cual fue determinado en un an�lisis de sensibilidad previo al presente trabajo [6].  
Para la resoluci�n de las ecuaciones, se requiere de la velocidad superficial del aire, Ui, que 
depende de las condiciones de operaci�n de la boquilla. Para el presente trabajo, la condici�n 
estudiada es W = 0.50 L/s donde W es el flujo de agua, pa = 205 kPa donde pa es la presi�n de aire   
y a estas condiciones la velocidad superficial del aire ha sido calculada para ser Ui = 61.09 m/s, [6].  
Se considera la boquilla neum�tica CJ-1/2-6.5-90 utilizada en el enfriamiento secundario del acero, 
por ser �sta una de las que tiene mayor carga de enfriamiento.  
Se considera que la aceleraci�n de las gotas ocurre en la direcci�n axial de la boquilla desde su 
generaci�n en el deflector (donde ui=0 m/s) hasta llegar al orificio de salida situado a 0.25 m de la 
superficie deflectora. 
En el presente estudio se analiz� la dependencia de la velocidad de las gotas con el coeficiente de 
arrastre reportado por distintos trabajos. Se hizo una b�squeda bibliogr�fica exhaustiva de 
coeficientes de arrastre y de las consideraciones por cada autor y mediante su implementaci�n en 
el c�digo de resoluci�n num�rica se obtuvieron los perfiles de velocidad dentro de la c�mara de 
mezclado y a la salida de la boquilla, manteniendo constante la velocidad superficial del aire.  
 
Resultados   
El c�digo implementado permite obtener datos del comportamiento de la gota dentro de la c�mara 
de mezclado, como son la velocidad, tiempo de vuelo y el n�mero de Re en cada posici�n. Con 
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esto, se puede determinar el valor del coeficiente de arrastre que corresponda y el r�gimen en que 
se encuentra la gota, para diferentes las fuentes consultadas. 
Analizando la Figura 1, se puede apreciar que el comportamiento de una gota dentro de la c�mara 
de mezclado depende fuertemente del coeficiente de arrastre. La velocidad calculada con los 
coeficientes de Turton y Levenspiel [8], Deghani [9], al igual que Schiller y Naumann [10] y Clift 
y Gauvin [11]  resulta ser similar. Se puede ver tambi�n que para diferentes coeficientes de arrastre 
la aceleraci�n de la gota dentro de la c�mara de mezclado puede ser similar o tener una diferencia 
de un 70%, aproximadamente, entre las velocidades m�s bajas y m�s altas calculadas. Esto se puede 
deber a las variables involucradas para el c�lculo del coeficiente de arrastre y a los reg�menes de 
movimiento definidos por cada autor. Es importante mencionar que, si bien algunos autores se�alan 
la presencia de los mismos reg�menes, difieren en el valor del Reynolds dentro de los cu�les los 
ubican.  
 

 
Figura 1. Velocidad de una gota de 155mm con respecto a su posici�n dentro de la c�mara de mezclado  
 
Analizando los datos obtenidos se puede observar en la Figura 2 que el comportamiento m�s lineal 
lo tiene el perfil de velocidad obtenido con el coeficiente reportado por Monallisa [12]. Un 
comportamiento similar se aprecia en el perfil calculado con el coeficiente de Pantokratoras [13]. 
Estos comportamientos lineales indican que hay una fuerte relaci�n entre el tama�o de la gota y la 
disminuci�n en la velocidad, esto es, a medida que el di�metro de la gota aumenta, la velocidad de 
�sta disminuye gradualmente; en cambio, para el resto de las velocidades generadas no se ve esta 
dependencia. La Figura 2 tambi�n expresa la similitud que existe en el comportamiento de los 
perfiles a la salida de la boquilla reportados en Minchaca et al. [4] , Turton y Levenspiel [8a, 8b] y 
Dehghani [9], en donde se superponen las velocidades. Pasa lo mismo con las velocidades 
calculadas con el coeficiente de arrastre reportado por Cheng [3a], Brown y Lawler [14], Schiller 
y Naumann [10] y Clift y Gauvin [11].   
La Tabla 1 muestra los coeficientes de arrastre reportados y que fueron utilizados para los c�lculos 
del presente trabajo. En ella se puede apreciar el tiempo en que una gota de 5µm alcanz� la 
velocidad terminal (es decir, la velocidad que tiene el aire) y la posici�n en que alcanz� esta 
velocidad. 
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Figura 2. Velocidad terminal de la gota a la salida de la c�mara de mezclado. 

!
Los tiempos m�s cortos se obtienen con Turton y Levenspiel [8a], siendo m�s corta la distancia 
que tiene que recorrer la gota para alcanzar la velocidad terminal. Esta misma tabla muestra que 
con las referencias Turton y Levenspiel [8b], Dehghani [9], Clift R et. al [5] y Cheng [3a]  se 
obtienen tiempos similares entre ellas a pesar de que la posici�n en la que alcanzan la velocidad 
terminal es diferente.  
Se hizo una comparaci�n tambi�n entre seis fuentes diferentes que arrojaron perfiles de velocidad 
distintos implementando coeficientes de arrastre diferentes, los tiempos son exactamente iguales 
pero la distancia con la que la gota alcanza la velocidad deseada var�a en 1µm. Los autores que 
reportan esto son Clift et al. [5], Brown y Lawler [14],  Poniaev S.A. [15], Schiller y Naumann 
[10], White [16] y Clift y Gauvin [11]. Los tiempos m�s grandes donde se identifica claramente 
que las distancias en que alcanzan la velocidad terminal son mayores se obtuvieron utilizando el 
coeficiente reportado en Minchaca et al. [4] y Pantokratoras  [13a, 13b]. Esto se debe a la mayor 
resistencia al aire que presentan estas gotas. Las fuentes que no arrojaron perfiles de velocidad en 
el software implementado quedan como trabajo futuro, pues se necesita un an�lisis m�s detallado 
para el coeficiente de arrastre que estos autores reportan.  
 
Tabla 1.Coeficiente de arrastre, posici�n y tiempo en que una gota seleccionada alcanza la 
velocidad terminal.  

No. 
Coeficiente de arrastre Tiempo 

(s) 
Posici�n 
(m) 

Referencia 

1 Si Re<2           <= "
>?

@A
 

Si 2<Re<500      <= "
BC

@A
 

Si 500<Re<2x105 ;;;<= " CD ?? 

0.000750 0.043441 [4]  

2 Si Re<2x105 

<= "
>?

EF
B 6 CD BGHEFCDIJG 6

CD ?BH

B 6 BIHCCEFKBDCL
 

0.000650 0.037837 [8a]  

3 Si Re<2x105 

<= "
>?
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6 HD HI?HMEFNKCDH?GB 6

CD ?ICGEF

EF 6 >IO>D J
 

0.000670 0.038810 [8b]  

4 Si Re<2x105 

<= "
>?
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B 6 CD >GEF CD?H 6 CD ?G B % FMKCDC?EF

CDHON  
0.000670 0.039060 [3a]   
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H
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>?
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Si 0.01<Re<20 ;;<= "
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PB 6 CD BHBJ EF CDO>KCDCJQ R     
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                            Si 20<Re<260     <= "
>?

EF
B 6 CD BLHJMEFNCDIHCJ  

Si 260<Re<1500 ;

0.000660 0.038444 [5]   
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STUBC<= " BD I?HJ % BD B>?>Q 6 CD BJJOQ> 

Si 1.5x103<Re<1.2x104 ;
STUBC<= " %>D ?JGB 6 >D JJJOQ % CD L>LJQ> 6 CD BC?LQH 

Si 1.2x104<Re<4.4x104 ;
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*No alcanz� la velocidad de 61.09 m/s 
 
Conclusiones 
Los perfiles de velocidad calculados en el presente trabajo muestran el mismo comportamiento de 
las gotas y este es que a medida que aumenta su di�metro, aumenta la resistencia a la aceleraci�n 
del aire dentro de la c�mara, provocando que la velocidad de salida en el orificio de la boquilla sea 
distinta para cada tama�o de gota. 
Es importante recalcar que algunos autores tomaron en cuenta un intervalo espec�fico en el n�mero 
de Re para calcular el coeficiente de arrastre para una gota y que cada coeficiente fue desarrollado 
considerando las caracter�sticas hidrodin�micas particulares del sistema analizado por cada autor. 
Lo anterior toma relevancia para trabajos futuros en donde puede necesitarse una definici�n del 
coeficiente de arrastre para el sistema en particular donde se tienen gotas que se aceleran dentro de 
la c�mara de mezclado para boquillas neum�ticas. 
Los resultados que se obtuvieron en esta investigaci�n ayudar�n al refinamiento de un modelo 
computacional desarrollado para sistemas de enfriamiento industrial de acero mediante boquillas 
neum�ticas que permitir� establecer estrategias de enfriamiento adecuadas buscando incrementar 
la productividad de la planta sin deterioro en la calidad del acero que se produce, haciendo que se 
tenga un sistema de enfriamiento m�s eficiente en donde se logre la homogeneidad de la 
transferencia de calor en la superficie del acero.  
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Resumen 
En los �ltimos a�os, la aplicaci�n las membranas polim�ricas en procesos de separaci�n de especies 
contaminantes ha crecido exponencialmente, ya que sus propiedades qu�micas y f�sicas las hacen 
muy atractivas y vers�tiles. Sin embargo, existen limitaciones como el r�pido ensuciamiento y el 
corto tiempo de vida, que afectan el desempe�o de la membrana, elevando los costos del 
mantenimiento de esta tecnolog�a. En este trabajo, se sintetizan membranas asim�tricas de 
polisulfona modificadas con el tensoactivo Pluronic-123¨ mediante el m�todo de inversi�n de fase, 
donde se emplean agua y etanol como disolventes coagulantes (no-solventes). Los resultados de la 
caracterizaci�n han indicado que existe una relaci�n entre los par�metros de s�ntesis y cambios en 
la morfolog�a de la secci�n transversal de las membranas, lo cual es muy importante, ya que se 
puede obtener la morfolog�a y la porosidad adecuadas para su aplicaci�n en procesos de separaci�n 
de especies qu�micas por ultrafiltraci�n. De la misma manera, se ha presentado el incremento de la 
hidrofilicidad en las membranas modificadas con tenso-activo, incidiendo en la resistencia al 
ensuciamiento. 
 
Palabras clave: Surfactante; Inversi�n de Fase; Ultrafiltraci�n. 
 
Introducci�n  
El desarrollo de las membranas polim�ricas aplicadas en procesos de separaci�n ha ido en constante 
crecimiento a trav�s de los a�os. Uno de los pol�meros de mayor inter�s es la polisulfona debido 
su estabilidad hidrol�tica, resistencia qu�mica, alta resistencia mec�nica, metodolog�a de s�ntesis 
ligera, entre otras [1]. Desde el punto de vista de la s�ntesis de esta clase de materiales, el m�todo 
de inversi�n de fase es el m�s utilizado [2]. Sobre dicho proceso qu�mico, bastantes investigaciones 
se han realizado espec�ficamente, en cuanto a la optimizaci�n del m�todo de preparaci�n de 
membranas, que a su vez, posean una mayor resistencia al ensuciamiento y un incremento en el 
desempe�o (permeoselectividad y flujo), las cuales han sido las limitaciones en la aplicaci�n de 
esta tecnolog�a [3, 4]. Con la finalidad de disminuir dichas desventajas, y obtener una morfolog�a 
adecuada para llevar a cabo procesos de separaci�n de manera m�s eficiente, algunos autores han 
trabajado en la aplicaci�n  de diferentes surfactantes /aditivos como parte de la s�ntesis misma de 
membranas [4-7]. El surfactante propuesto para tal fin es Pluronic-123¨, un co-pol�mero 
constituido  polietilenglicol (PEG) unido a polipropilenglicol (PPG).  
En el presente trabajo, la s�ntesis y la caracterizaci�n de membranas asim�tricas de polisulfona es 
realizada con la adici�n del surfactante pluronic-123, donde se pretende conocer los par�metros de 
s�ntesis, tales como la concentraci�n de pol�mero, la elecci�n del solvente, la temperatura del 
proceso [8], el tiempo de inversi�n de fase [9] y la concentraci�n de surfactante, con el prop�sito 
de mejorar sus propiedades qu�micas y f�sicas, para que posteriormente las membranas puedan ser 
adecuadas para su aplicaci�n  en la separaci�n de especies contaminantes de aguas residuales. 
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Metodolog�a  
 
Materiales 
La polisulfona [C27H22O4S]n en forma de pellets ( Mw ~35,000 por LS), as� como el surfactante 
Pluronic-123¨ fueron adquiridos de Sigma Aldrich en grado reactivo (#MKB52962V). El agua 
desionizada y etanol (46.01 g/mol)  fueron utilizados  como no-disolventes. La dimetil acetamida 
(DMAc) CH3CON(CH3)2  (87.12 g/mol) e isopropanol Mw=60.1 g/mol CH3CH(OH)CH3)  
fueron adquiridos de Carlo Erba¨. Los reactivos mencionados no fueron sometidos a procesos de 
purificaci�n posteriores.  
 
Procedimiento Experimental 
La s�ntesis de membranas es  llevada a cabo con el m�todo de inversi�n de fase por ba�o de 
coagulaci�n. Una soluci�n de polisulfona (5 wt%) con DMAc (dimetilacetamida) es preparada. 
Dicha soluci�n es evaporada por 5 h a 80¡ C con agitaci�n constante. Inmediatamente, se realiza 
la estratificaci�n y la selecci�n del espesor de la membrana mediante el m�todo Dr. Blade. La placa 
con la soluci�n es sumergida en el no-solvente (agua o etanol) a T=25 ¡C [10], provocando el 
fen�meno de inversi�n de fase [3]. Posteriormente, la membrana es puesta a sequedad por 24 h a 
T=25 ¡C. El post-tratamiento es realizado con isopropanol y agua por 5 h a T=25 ¡C [11]. 
Finalmente, las propiedades superficiales, mec�nicas, morfol�gicas y permeo-selectivas de la 
membrana son analizadas por medio de las t�cnicas correspondientes: XRD (difracci�n de rayos 
X),  Retenci�n de H2O, MEB (Espectroscop�a Electr�nica de barrido),  entre otras [2]. 
 
Resultados  
Los resultados que se han obtenido hasta el momento, provienen de la caracterizaci�n de las 
membranas a trav�s de XRD, C�lculo del porcentaje de retenci�n de H2O a dos temperaturas 
diferentes y la observaci�n a trav�s de MEB. La caracterizaci�n de las muestras por otros m�todos 
complementarios sigue llevando a cabo. 
 
1. DIFRACCIîN DE RAYOS X (XRD) 
El an�lisis sobre 7 muestras diferentes a trav�s de XRD es realizado. La difracci�n de rayos x 
provee informaci�n sobre ordenamiento de los �tomos dentro de la estructura cristalina del material, 
as� como al an�lisis de la reproducibilidad del m�todo para preparar una membrana a determinadas 
condiciones. Las muestras sintetizadas sin la presencia de surfactante son analizadas. Se puede 
observar en la figura 1, que la ruta de s�ntesis no afecta la estructura cristalina del pol�mero 
polisulfona, ya que los perfiles son id�nticos.  
De la misma manera, el difractograma de una membrana preparada con surfactante/PSF (1:1) 
llamada PSF2-7 es obtenido (figura 2) 
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Se aprecia que no hay diferencias en el espectro correspondiente, lo cual demuestra que la adici�n 
del surfactante tampoco modifica la estructura cristalina del pol�mero. Las diferencias en las 
se�ales a valores de 2$ peque�o son despreciables para este caso, debido a limitaciones de 
detecci�n a bajos �ngulos por parte del instrumento. 
 
2. PORCENTAJE DE RETENCIîN DE AGUA 
El c�lculo del porcentaje de retenci�n de agua destilada fue realizado a T= 25 ¡C y a T=60 ¡C. Las 
muestras sometidas a esta prueba fueron puestas a sequedad en vac�o por dos horas a T=80 ¡C. 
Posteriormente, las membranas son humectadas a las temperaturas mencionadas. El peso h�medo 
y seco son medidos. El porcentaje es calculado mediante la [1]: 

�;�;�q� "
�g��;���g`� % �g��;�g��

�g��;�g��
;b;7ee 

En la tabla no. 1 muestran los resultados correspondientes a las dos temperaturas de humectaci�n, 
donde las muestras a partir de PSF2-7 a 2-9 contienen surfactante. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabla 1 Comparaci�n entre los valores de porcentaje de retenci�n de H2O obtenidos para T= 25¡C Y T=60 ¡C 

Membrana %R H2O 

T=25 ¡C 

%R H2O 

T=60 ¡C 

PSF2-1 10.2 41.6 

PSF2-2 38.3 50.3 

PSF2-3 3.3 1.7 

PSF2-4 1.9 31.4 

PSF2-5 34.4 105.6 

PSF2-6 45.6 61.9 

PSF2-7 182.2 197.6 

PSF2-8 173.2 160.7 

PSF2-9 205.3 225.1 
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Figura 1 Comparaci�n de los difractogramas correspondientes 
a las membranas PSF2-1 a PSF2-6. 

Figura 2 Difractograma correspondiente a la membrana 
PSF2-7 cuya composici�n es (Polisulfona/ Pluronic 1:1) 
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En general, existe un aumento en la cantidad de H2O retenida al aumentar la temperatura. De la 
misma manera, se aprecia un incremento considerable en el porcentaje de retenci�n de agua en las 
membranas adicionadas con surfactante a ambas temperaturas. Lo anterior es un indicio del 
car�cter hidrof�lico que es debido a la presencia de un surfactante como Pluronic-123¨ [3, 5, 7]. 
La explicaci�n del car�cter hidrof�lico del surfactante se basa en el valor de su balance lipof�co-
hidrof�lico (HLB) el cual es una magnitud que mide la afinidad de un surfactante hacia las 
mol�culas de agua. A valores menores de HLB es m�s hidrof�bico. El valor HLB del pluronic-123 
est� en un rango de 7-9 en una escala de 0 a 20, siendo sus valores los correspondientes a una 
mol�cula af�n al agua. [12].  
 
3. MICROSCOPêA ELECTRîNICA DE BARRIDO 
A trav�s de las im�genes obtenidas por MEB, se puede comprueba que existe una relaci�n entre la 
morfolog�a de la secci�n transversal y el manejo de los par�metros en la s�ntesis, donde la 
concentraci�n de pol�mero en wt%, NS: no solvente (agua o etanol) y TIF: Tiempo de inversi�n de 
fase son mencionados [2,13]. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Se puede apreciar que las membranas B, C y D correspondientes a la imagen 3, poseen una 
estructura definida, en la cual pueden identificarse dos zonas morfol�gicamente distintas: la 
superior que es porosa acanalada (microcavidades) que es la capa que da el car�cter selectivo a la 
membrana y la inferior, que es de aspecto esponjoso que brinda un soporte mec�nico [6].  
 
De acuerdo a la literatura, esta morfolog�a asim�trica de la polisulfona, adem�s de poseer tama�o 
de poro adecuado,  es conveniente al aplicarse en procesos de separaci�n, como la ultrafiltraci�n 
[2]. El an�lisis a trav�s de esta t�cnica es igualmente realizado sobre las membranas adicionadas 
con Pluronic-123. Se puede observar que la morfolog�a es m�s difusa y menos definida. Sin 
embargo, en la muestra PSF2-11 (se�alada como E en la figura 4) hay una formaci�n ligera de 
microcavidades en forma de canales. Los resultados indican que es el surfactante que debido a su 
afinidad por los disolventes polares,  afecta el proceso de inversi�n de fase y se tiene la formaci�n 
de una secci�n transversal definida [14]. 
 
 
 

 Figura 3 (Izquierda). Im�genes MEB 
correspondientes a la secci�n transversal de las 
membranas de polisulfona obtenidas a   partir de 
diferentes condiciones de s�ntesis: A) 5 wt% de PSF- 
NS H2O - TIF: 10 min, B) 5 wt% PSF- NS: Etanol-
TIF: 10 min, C) 5% P 

 Figura 4. Im�genes MEB correspondientes a la 
secci�n transversal de las membranas de polisulfona 
adicionadas con surfactante, obtenidas a partir de 
diferentes condiciones: A) 5 wt% PSF-NS: Etanol-TIF: 
10 min, PSF/surf. (1:1),  B) 5 wt% PSF-NS: Etanol-TI 
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Conclusiones 
Las propiedades analizadas son importantes en una membrana que sea capaz de llevar a cabo un 
proceso de separaci�n y ser competitiva con aquellas que ya se emplean comercialmente. Hasta el 
momento se han obtenido resultados prometedores: la estructura cristalina del pol�mero no se ve 
afectada por la adici�n de surfactante. La caracterizaci�n por MEB muestra que se pueden obtener 
morfolog�as precisas a partir de par�metros de s�ntesis definidos y por �ltimo, que trav�s de los 
c�lculos del % R H2O, se observa que la hidrofilicidad de la membrana es incrementada 
considerablemente debido a la adici�n del surfactante y a una mayor temperatura, lo que la hace 
susceptible a un menor ensuciamiento y mayor tiempo de vida.  
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Resumen  
Las nanopart�culas de oro (NPsAu) destacan especialmente por sus propiedades catal�ticas, adem�s, 
el dise�o de un nanomaterial multifuncional es primordial en la nanomedicina para promover una 
aplicaci�n vers�til. Sin embargo, los estudios sobre la toxicidad de las NPsAu son en ocasiones 
contradictorios. Por tal motivo, en este estudio se analiz� la interacci�n c�lulas de c�ncer c�rvico 
uterino (HeLa) con NPsAu recubiertas con �cido f�lico (NPsAuAF). Las c�lulas HeLa (2x105 
c�lulas/mL) crecidas en medio DMEM a 37¡C/ 5% CO2, fueron expuestas a NPsAuAF por 24h, en 
diluci�n seriada (350-0.17%M). Posteriormente, se determin� la viabilidad y actividad metab�lica 
(ensayo de Azul de Tripano y XTT respectivamente), se analiz� el citoesqueleto y n�cleo 
(Faloidina-FITC y DAPI) y se determin� la expresi�n de la Hsp70 (Western blot, RT-PCR). Los 
resultados indican que las c�lulas HeLa expuestas a NPsAuAF no muestran una diferencia 
significativa en la actividad metab�lica y viabilidad, adem�s, las c�lulas no presentan cambios 
morfol�gicos ni pierden la capacidad de adhesi�n al sustrato. El an�lisis de los microfilamentos y 
el n�cleo indic� la integridad de los organelos. La detecci�n de la prote�na y la expresi�n del gen 
de la Hsp70, revel� que no existe un estr�s celular ni da�o genot�xico. La exposici�n de las c�lulas 
HeLa a las NPsAuAF no inducen un efecto citot�xico y son una potencial herramienta para diversas 
aplicaciones biol�gicas. 
Palabras clave: Nanopart�culas; Actividad metab�lica; çcido f�lico; Terapia fotot�rmica 
 
Introducci�n 
Las nanopart�culas de metales nobles como el oro (NPsAu), exhiben excelentes propiedades f�sicas 
y qu�micas, intr�nsecas a su tama�o nanom�trico. Las NPsAu son producidas en distintos tama�os 
y formas, pueden ser funcionalizadas con un amplio tipo de ligandos. Todo esto, proporciona que 
las NPsAu despierten un gran inter�s en diversos campos cient�ficos, especialmente en los sectores 
biom�dico y alimentario, donde se ha descrito su utilizaci�n en el tratamiento contra el c�ncer o 
como parte integrante de envases resistentes a la abrasi�n, con propiedades antimicrobianas [1]. 
Las NPsAu est�n dentro de las m�s estudiadas debido a su gran estabilidad, baja toxicidad y la alta 
eficiencia de conversi�n de radiaci�n (Vis-IR) en calor, combinado con la multitud de m�todos de 
s�ntesis que generan una amplia variedad de formas y tama�os de infinidad de materiales. Presentan 
por lo tanto multitud de aplicaciones, desde el diagn�stico, terapia g�nica, el transporte de drogas, 
inmunoterapia, terapia fotot�rmica y radioterapia [2,3]. La nanotecnolog�a es un campo 
interdisciplinario prometedor en el desarrollo de mejores m�todos de diagn�stico y tratamiento en 
diferentes enfermedades, entre ellas el c�ncer.  
Las modalidades convencionales del tratamiento del c�ncer tienen varias limitaciones, incluyendo 
la falta de eficacia, toxicidad adversa grave, as� como la resistencia a los f�rmacos. En la actualidad, 
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el descubrimiento de mol�culas blanco sobreexpresadas en las c�lulas cancer�genas, las cuales 
participan en las v�as moleculares cruciales para el crecimiento tumoral, el mantenimiento y la 
met�stasis. Estas mol�culas blanco, son utilizadas para el dise�o de un tratamiento espec�fico, por 
ejemplo: el receptor de folato que es sobreexpresado en la superficie de c�lulas de tumores como 
ovario, ri��n, pulm�n, cerebro, endometrial, entre otros. [4]. En este sentido, la conjugaci�n de 
�cido f�lico con nanoparticulas (NPsAu-AF), es un enfoque novedoso para lograr el objetivo de 
dise�ar mol�culas que proporcionen una interacci�n biol�gica altamente espec�fica [5]. Sin 
embargo, actualmente existe la controversia de posibles efectos citot�xicos inducidos por NPs. En 
el presente trabajo, proponemos el estudio in vitro de la interacci�n de NPs-Au bioconjugadas con 
�cido f�lico con c�lulas HeLa y evaluaremos sus posibles efectos citot�xicos en c�lulas de c�ncer 
c�rvico uterino.  
 
Metodolog�a 
 
Cultivos celulares. Se utiliz� la l�nea celular HeLa (ATCC¨ CCL2TM). Las c�lulas se crecieron 
en medio DMEM (DubelccoÕs Modified EagleÕs Medium, Gibco), suplementado con 10% suero 
fetal bovino (Gibco), con atm�sfera de 5% CO2 a 37¡C por 48 h. 
 
Nanoparticulas de oro acopladas a �cido f�lico. Las nanoparticulas de oro recubiertas con �cido 
f�lico fueron sintetizadas por el Dr. Juan Luis Pichardo Molina y Dr. Pablo Cardoso çvila (Centro 
de Investigaciones en îptica A.C.). Se utilizaron dos tipos de NPsAu-AF; 1) NPsAu-Cys-BSA-
AF: nanoparticulas de oro-cisteamina-albumina s�rica bovina-�cido f�lico, 2) NPsAu-4ATP-BSA-
AF: nanoparticulas de oro-4-aminotiofenol-albumina s�rica bovina-�cido f�lico 
 
Determinaci�n de la curva-dosis respuesta. Las c�lulas fueron expuestas a diferentes 
concentraciones de las NPsAu-AF por 24h a 37¡C/5% CO2, para ello se realiz� una diluci�n 
seriada, iniciando con una concentraci�n de 350 %M de Au. Para el an�lisis de citotoxicidad se 
realizaron los ensayos que a continuaci�n se describen. 
 
Ensayo de viabilidad por el m�todo de exclusi�n de Azul de Tripano. El Azul de Tripano es 
utilizado para discriminar entre c�lulas viables y no viables. Para ello, se adicion� a las c�lulas 
expuestas a NpsAu-AF (21.87%M) una soluci�n de Azul de Tripano al 0.4% (diluci�n 1:10) y se 
incub� por 3min. Despu�s, se realiz� la cuantificaci�n de las c�lulas viables en c�mara de Neubauer, 
usando un microscopio invertido (Primo Vert Carl Zeiss). El porcentaje de las c�lulas viables fue 
normalizado con respecto a las c�lulas no expuestas a las NPsAu-AF.  
 
Determinaci�n de la actividad metab�lica. Se realiz� por el m�todo de XTT (2,3-bis (2-metoxi-
4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-tetrazolium-5-carboxanilide), bas�ndose en la reducci�n de la sal a 
cristales de formazan solubles en agua, proceso llevado a cabo por las mitocondrias de las c�lulas 
viables. La soluci�n de XTT se prepar� con 0.25mg/mL en Menadiona al 0.1mM. Se a�adi� a las 
muestras celulares tratadas con las NPAu-AF y se incub� por 90min a 37¡C en oscuridad y se 
midi� la absorbencia a 490nm. 
 An�lisis del patr�n electrofor�tico y determinaci�n de la Hsp70. Se realiz� un homogenado 
total de las c�lulas con/sin exposici�n a las NPsAu-AF y se realiz� una electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes (10%), la visualizaci�n de las prote�nas se obtuvo despu�s de la 
tinci�n con azul de Coomassie. Se realiz� una inmunotransferencia y se inmunodetect� la prote�na 
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Hsp70, utilizando un anticuerpo contra la Hsp70 (Santa Cruz) y un anticuerpo secundario acoplado 
a peroxidasa (sigma), despu�s se revel� por quimioluminiscencia (kit de quimioluminiscencia 
BIORAD). Las im�genes fueron obtenidas usando un equipo de adquisici�n de imagen (ChemiDoc 
MP System- BIORAD) utilizando el software Image LabTM software (BIORAD). 
 
RT-PCR de la Hsp70. Para determinar la expresi�n del gen que codifica para la prote�na Hsp70, 
se realiz� la RT-PCR. Para sintetizar cDNA utilizando el Kit SuperScript III First Strand 
(Invitrogen¨). La amplificaci�n mediante PCR, se realiz� utilizando el Kit Master Mix (Bioline¨) 
y como templado el cDNA sintetizado, como control de carga se utiliz� la expresi�n del gen de 
actina (Oligo directo: ATGGTGGGCATGGGTCAGAAG y reverso 
CAGGAAGGAAGGCTGGAAGAGTG). 
 
An�lisis estad�stico. Se realizaron tres experimentos independientes, cada uno con una n=3 y los 
resultados param�tricos (ANOVA, *p# 0.05) se reportaron para la actividad metab�lica como la 
media ± la desviaci�n est�ndar (SD). Se realiz� un an�lisis de medias por el M�todo de Dunnett y 
Tukey (Minitab 18). 
 
Resultados 
Se analiz� la actividad metab�lica mitocondrial de las c�lulas HeLa expuestas a las NPsAu-AF 
(Figura 1), las c�lulas no expuestas a NPsAu-AF fueron utilizadas como control negativo y la 
actividad metab�lica fue tomada como el 100% (0.85 Abs). Por otra parte, las c�lulas tratadas con 
50%M de H2O2 para la inducci�n de un estr�s oxidativo, fueron utilizadas como control positivo 
con una actividad metab�lica del 18.5% (0.15 Abs), significativamente diferente con respecto al 
control negativo y las diferentes concentraciones de NPsAu-AF. Los resultados de la exposici�n 
de las c�lulas HeLa a las NPsAu-AF, se les realiz� un an�lisis estad�stico de ANOVA (*p# 0.05), 
encontrando diferencias significativas. Despu�s, se realizaron pruebas post hoc, por el m�todo de 
Dunnett y Tukey para determinar la diferencia entre las medias. Al realizar una prueba de medias 
por el m�todo de Dunnett (control vs cada uno de los tratamientos), se observ� que la concentraci�n 
de 10.93, 21.87 y 350%M de NPsAu-CYS-BSA-AF muestran diferencias significativas con 
respecto al control negativo. En contraste, las c�lulas expuestas a NPsAu-4ATP-BSA-AF no 
muestran diferencias significativas entre el control negativo y los tratamientos. En el an�lisis de 
medias de las concentraciones (M�todo de Tukey), se observaron diferencias significativas entre 
algunas concentraciones (Fig. 1).    
 

 
 

Figura 1. Actividad metab�lica mitocondrial de las c�lulas HeLa expuestas 24h a las NPsAu-AF. C�lulas HeLa no 
expuestas a NPAu-AF fueron utilizadas como control negativo, un tratamiento con 50$M de H2O2 durante 30min fue 
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utilizado como control positivo. Los valores representan la media ± desviaci�n est�ndar, M�todo de Tukey (n=9), *p 
% 0.05. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (95% IC para la media). 

 

Las c�lulas HeLa expuestas a las NPsAu-AF, no presentan cambios morfol�gicos ni pierden la 
capacidad de adhesi�n a la placa de poliestireno y se mantiene la monocapa celular (Fig. 2b y c), 
caracter�sticas similares al control (Fig. 2a). En contraste, las c�lulas tratadas con 50%M de H2O2 
pierden la morfolog�a epitelial (Fig. 2d). El ensayo de la exclusi�n del colorante Azul de Tripano, 
indic� la integridad en la permeabilidad de la membrana celular y la viabilidad de las c�lulas 
expuestas a las NpsAu-AF.  

 
Figura 2. An�lisis morfol�gico y viabilidad de las c�lulas HeLa expuestas a las NPsAu-AF. C�lulas HeLa en 

cultivo con medio DMEM suplementado con 10% SFB con y sin NPsAu-AF. Morfolog�a y determinaci�n de la 
viabilidad celular (%) por el ensayo de la exclusi�n del colorante Azul de Tripano. a) Control negativo: 

C�lulas HeLa no expuestas a NPAu-AF, b y c) C�lulas HeLa expuestas a NPsAu-AF (21.87$M), d) Control 
positivo: c�lulas tratadas con 50$M de H2O2. Las c�lulas no viables son te�idas de azul (flecha), espacios sin 

c�lulas (asteriscos). 
 

Al analizar dos organelos importantes en la funci�n celular, se observ� que no hubo alteraci�n en 
la estructura del citoesqueleto y n�cleo (Fig.3). Las c�lulas HeLa expuestas a las NPsAu-AF no 
muestran alteraciones en los microfilamentos de actina (Fig. 3b y c) comparado con la muestra 
control (Fig. 3a). En el n�cleo, la sonda fluorescente (DAPI) muestra que no existe una 
fragmentaci�n nuclear (imagen 3bÕ y cÕ). En contraste, el control positivo (da�o celular) muestra 
perdida de las uniones celulares y la estructura de los microfilamentos (Fig. 3d, flechas) y como 
consecuencia p�rdida de la morfolog�a, sin embargo, los n�cleos no muestran un da�o evidente 
(Fig. 3dÕ, flechas). 

 !
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Figura 3. An�lisis del citoesqueleto y n�cleo de c�lulas expuestas a las NPsAu-AF. Los 
microfilamentos fueron te�idos con Faloidina-FITC y el n�cleo con DAPI. C�lulas expuestas a 
50$M H2O2 fueron utilizadas como control de da�o celular al citoesqueleto. Las c�lulas fueron 

expuestas a NPsAu-AF (21.87$M) por 24h. La barra de escala=20$m 
 

El an�lisis del perfil de prote�nas indica que no existe una alteraci�n en el patr�n de prote�nas 
totales (Fig.4) de las c�lulas expuestas a las NPsAu-AF, sin embargo, en el control positivo existe 
una disminuci�n en el patr�n de prote�nas totales (Fig. 4 carril 4). 

 
Figura 4. Perfil de prote�nas totales de c�lulas HeLa expuestas a NPsAu-AF. Carril: M. Marcadores de peso 

molecular, 1. Control. C�lulas no expuestas a NPsAu-AF; C�lulas expuestas a NPsAu-AF (21.87$M): 2. NPsAu-
Cys-BSA-AF, 3. NPsAu-4ATP-BSA-AF, 4. 50$M H2O2. 

 
La detecci�n de la Hsp70 (fig.5), prote�na involucrada en procesos de estr�s celular, revel� que 
independientemente de la funcionalizaci�n y bioconjugaci�n, no induce la expresi�n de la prote�na 
Hsp70 (fig. 5 carril 2 y 3) comparado con las c�lulas HeLa que fueron expuestas a 50%M H2O2 
(estr�s oxidativo) por 30min (fig.5 carril 4).  

 
Figura 5 Inmunodetecci�n de la Hsp 70 de c�lulas HeLa expuestas a NPsAu-AF. Carril: 1) Control. C�lulas no 

expuestas a NPsAu-AF,  2) NPsAu-Cys-BSA-AF,  3)  NPsAu-4ATP-BSA-AF,  4) H2O2 al 3%. 
 
 

El an�lisis electrofor�tico del �cido ribonucleico (RNA) de las c�lulas HeLa expuestas a NPsAu-
AF, indic� que no hab�a degradaci�n del material gen�tico por efecto de la exposici�n a las NPsAu 
independientemente de la funcionalizaci�n (Fig. 6). 
Por otra parte, el ensayo de RT-PCR revel� que la exposici�n de las c�lulas HeLa a las NPsAu-AF, 
no inducen la expresi�n del gen que codifica para la prote�na Hsp70 (Figura 7).  
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Figura 6. An�lisis electrofor�tico del RNA aislado de c�lulas HeLa en diferentes condiciones. Carril: Carril: 1) 
Marcador de tama�o molecular (HyperLadderª 1Kb Bioline), 2) Control: c�lulas sin exponer a las NPsAu, 3) 

NPsAu-4ATP-BSA-AF, 4) NPsAu-Cys-BSA-AF. La exposici�n se realiz� por 24h/37¡C. 
 
 
 

 
Figura 7. Expresi�n del gen que codifica para la prote�na Hsp 70 de c�lulas HeLa expuestas a diferentes 

condiciones. Carril: 1) Marcador de tama�o molecular (HyperLadderª 1Kb Bioline), 2) Control: c�lulas sin 
exponer a las NPsAu, 3) NPsAu-4ATP-BSA-AF, 4) NPsAu-Cys-BSA-AF. La exposici�n se realiz� por 24h/37¡C 

 
 
 
Conclusi�n 
Las nanopart�culas de oro funcionalizadas con mol�culas org�nicas y bioconjugadas con �cido 
f�lico, no inducen un efecto citot�xico en c�lulas HeLa que sobreexpresan los receptores de folato. 
De esta manera el uso de nanopart�culas de oro acopladas a �cido f�lico es una potencial 
herramienta para diversas aplicaciones biol�gicas 
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Resumen  
Los biosensores son dispositivos biol�gicos empleados para determinar ciertos analitos. En 
contraste con las t�cnicas anal�ticas tradicionales, los biosensores de c�lulas completas nos brindan 
informaci�n del efecto de un analito en un sistema vivo, as� como de su biodisponibilidad. Tambi�n 
representan una herramienta �til para determinar el mecanismo primario de acci�n antibacteriano 
de f�rmacos, xenobi�ticos y materiales sint�ticos. 
En el presente trabajo estamos desarrollando biosensores cualitativos y cuantitativos basados en 
c�lulas de la bacteria E. coli, la cual se ha modificado gen�ticamente con un pl�smido reportero 
basado, ya sea en la cromoprote�na AmilC o en la cromofluoroprote�na GFP, y cuya transcripci�n 
se activa de manera espec�fica en presencia de alguna sustancia que cause da�o celular bacteriano. 
Con el desarrollo de estos biosensores podr�amos medir en tiempo real el efecto de un compuesto 
t�xico, probar blancos celulares de mol�culas nuevas, as� como estudiar su mecanismo de da�o 
celular. Adem�s, al emplear como gen reportero a la cromoprote�na AmilC, la cual puede ser 
detectada a simple vista, no se requiere de reactivos o equipos sofisticados para medir la respuesta 
espec�fica generada por el biosensor ante un est�mulo. 
  
Palabras clave: Biosensores de c�lulas completas, AmilCP, JuniperGFP, DnaK, KatG, RecA, 
FabA.  
 

Introducci�n 
Un biosensor es un dispositivo o sistema de medici�n compuesto de un componente de detecci�n 
biol�gico, el cual reconoce un cambio f�sico o qu�mico, acoplado a un elemento de transducci�n 
que produce una se�al medible en respuesta a un cambio ambiental [1]. Los biosensores pueden 
ser clasificados en tres tipos en base al elemento de detecci�n biol�gico, el cual puede ser molecular 
(enzimas, anticuerpos, liposomas, ADN), celular (c�lulas completas) o tisular [1, 2, 3]. Los 
biosensores hacen uso de una variedad de transductores tales como electroqu�micos, �pticos, 
ac�sticos y electr�nicos [3].  
A trav�s de la manipulaci�n de pl�smidos y genomas bacterianos, han sido dise�ados sistemas de 
detecci�n de c�lulas completas bacterianas que pueden servir como nuevos m�todos para la 
detecci�n y caracterizaci�n de un analito, y como alternativas m�s eficientes y econ�micas a las 
t�cnicas anal�ticas tradicionales [4]. Si bien, el an�lisis qu�mico determina la cantidad total de un 
contaminante o analito en una muestra con alta sensibilidad, selectividad y precisi�n, no 
proporciona informaci�n sobre la fracci�n biodisponible y su efecto en un sistema vivo [5]. Con el 
empleo de biosensores de c�lulas completas adem�s de que nos proporcionan informaci�n 
cuantitativa y cualitativa de un analito, se obtiene informaci�n de un est�mulo en un sistema vivo, 
se puede probar blancos celulares de mol�culas nuevas [2, 6], as� como estudiar el mecanismo de 
acci�n primario de antibi�ticos, compuestos antimicrobianos y xenobi�ticos [7]. Por lo anterior, 
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los biosensores de c�lulas completas han sido aplicados exitosamente en �reas tales como 
monitoreo ambiental, an�lisis de alimentos, farmacolog�a y detecci�n de drogas [8]. Algunas de las 
mayores limitaciones del uso de los biosensores de c�lulas completas son, la difusi�n de productos 
y substratos a trav�s de la pared celular y la afinidad del analito por el sistema regulatorio de la 
c�lula [3, 5]. 
Los sistemas de detecci�n basados en c�lulas dise�adas gen�ticamente pueden provocar una 
respuesta en presencia de un analito mediante el acoplamiento de un elemento de detecci�n 
(prote�nas regulatorias y secuencias promotoras) a un gen reportero a trav�s de la fusi�n g�nica [1]. 
Los sistemas de biosensores bacterianos pueden ser categorizados en dos diferentes tipos, 
dependiendo de si la expresi�n de la prote�na reportera, es constitutiva o inducible [4]. En el caso 
de genes reporteros fusionados a promotores inducibles; un analito biodisponible que puede pasar 
a trav�s de la membrana celular v�a absorci�n, transporte activo o pasivo, y unirse a una prote�na 
regulatoria, activa la transcripci�n del gen reportero. La posterior traducci�n del RNA mensajero 
(mRNA) reportero, produce una prote�na que genera una se�al en presencia de un substrato o un 
est�mulo externo [1]. Hay algunos genes reporteros (luc, lux, gfp, lacZ y crtA) que se han usado 
exitosamente en los biosensores de c�lulas completas, algunos de los cuales pueden presentar 
desventajas en su uso, como complejidad de detecci�n, el uso de substratos de alto costo y la 
necesidad de equipo sofisticado para su detecci�n [7, 8]. Para la generaci�n de biosensores de 
c�lulas completas pueden emplearse c�lulas eucariotas o procariotas [1,8]. Debido al profundo 
conocimiento que se tiene sobre la bioqu�mica y gen�tica de la bacteria E. coli, este 
microorganismo es ideal como hospedero de construcciones reporteras basadas en pl�smidos [5]. 
En el presente trabajo estamos desarrollando biosensores cualitativos y cuantitativos basados en 
c�lulas de la bacteria E. coli, la cual se ha modificado gen�ticamente con un pl�smido que contiene 
el gen reportero ya sea AmilCP o JuniperGFP y cuya transcripci�n se activa de manera espec�fica 
por un promotor inducible ante la presencia de alg�n da�o celular bacteriano. Para la construcci�n 
de los pl�smidos reporteros se us� las secuencias promotoras de genes que se activan cuando hay 
da�o celular como son a la membrana celular (promotor FabA), a prote�nas (promotor DnaK), al 
ADN (promotor RecA) y por estr�s oxidativo (promotor KatG). 
 
Metodolog�a 
 
Cultivo celular 
Se emple� la cepa XL1-Blue de E. coli, la cual presenta el siguiente genotipo: recA1 endA1 gyrA96 
thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F« proAB lacIqZ&M15 Tn10 (Tetr)] (chem-agilent) [9]. Se 
emplearon medios de cultivo Luria-Bertani con diferentes antibi�ticos como ampicilina (Amp) y 
cloranfenicol (Cm). 
 
Clonaci�n de las secuencias sint�ticas AmilCP y JuniperGFP en el pl�smido pGEM¨-T Easy 
Vector 
Se realiz� el dise�o bioinform�tico (realizado por el Dr. Bernardo Franco B�rcenas) de las 
secuencias AmilCJuniper y Juniper AmilC, las cuales fueron tomadas de la base de datos de iGEM 
[10, 11] y se mandaron a sintetizar. Ambas secuencias se amplificaron con la enzima Herculasa II 
(Agilent) con los oligos iniciadores 1 y 2 mostrados en la tabla 1, en un volumen total de reacci�n 
de 50 ]L, en las siguientes condiciones de PCR: 94 � por 3 min, 34 ciclos de 94 � por 30 s, 
alineamiento 55 � por 30 s, y 72 � por 1.5 min; finalmente, 1 ciclo de 5 min a 72 � y 4 � para 
finalizar el programa. Los amplicones fueron purificados por gel de agarosa empleando el kit 
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PureLink¨ Quick GelExtraction Kit (Invitrogen). Se realiz� la clonaci�n de los fragmentos 
purificados por gel, en el pl�smido de clonaci�n pGEM¨-T Easy Vector (Promega).  
 
Digesti�n de los pl�smidos pEXT20 y pACT3, y ligaci�n con las secuencias JuniperAmilC y 
AmilCJuniper 
Se realiz� la digesti�n del pl�smido pEXT20 y una digesti�n parcial del pl�smido pACT3 [12, 13, 
14], que se usar�n como esqueletos de los pl�smidos reporteros, con la enzima SspI (NEB). Al 
realizar la digesti�n en ambos pl�smidos se eliminan los siguientes elementos: el sitio m�ltiple de 
clonaci�n (MCS), el terminador T2 y el promotor h�brido tac. Los pl�smidos digeridos fueron 
purificados por gel de agarosa y se ligaron con las secuencias JuniperAmilC y AmilCJuniper, 
empleando la enzima T4 DNA ligasa (Promega). 
 
Amplificaci�n de los promotores FabA, KatG, RecA y DnaK 
Se llev� acabo la amplificaci�n con GoTaq 1X Green master mix (Promega) de los promotores 
FabA, KatG, RecA y DnaK, utilizando DNA gen�mico de E. coli como DNA molde. Se us� los 
oligos iniciadores 3-10 mostrados en la tabla 1, en un volumen total de reacci�n de 20 ]L, en las 
siguientes condiciones de PCR: 94 � por 5 min, 35 ciclos de 94 � por 30 s, alineamiento 50 � 
por 30 s, y 72 � por 1 min; finalmente, 1 ciclo de 5 min a 72 � y 4 � para finalizar el programa. 
Los amplicones fueron purificados por gel de agarosa. 
 

Tabla 1. Oligonucle�tidos iniciadores empleados. 

N�mero del 
oligo 

iniciador 

Nombre del 
oligo iniciador 

Secuencia (5Õ"3Õ) 
Tama�o del 

amplic�n (pb) 

1 Juniper_Fw acgatataagttgtaCCCCGAAAAGTGCCACCT 1819 (JuniperAmilC) 
1816 (AmilCJuniper) 2 Juniper_Rv ctctattattttcgagatGTTCTGAGGTCATTACTGGTATAAACG 

3 FabA_Fw ClaI CCTTATCGATCATGGCCATTACGTTGGC (promotor FabA) 
109 4 FabA_Rv XhoI CCTTCTCGAGCATGTTCTCTGTAAGCCTTATTTTATT 

5 KatG_Fw ClaI CCTTATCGATGAAATGAGGGCGGGAAAA (promotor KatG) 
264 6 KatG_Rv XhoI CCTTCTCGAGCATCAATGTGCTCCCCTCTAC 

7 RecA_Fw ClaI CCTTATCGATAGAGAAGCCTGTCGGCAC (promotor RecA) 
243 8 RecA_Rv XhoI CCTTCTCGAGCATTTTTACTCCTGTCATGCCG 

9 DnaK_Fw ClaI CCTTATCGATAAAAGCACAAAAAATTTTTGCATC (promotor DnaK) 
183 10 DnaK_Rv XhoI CCTTCTCGAGCATCTAAACGTCTCCACTATATATTCG 

 
Resultados 
En la figura 1A, se puede observar las secuencias reporteras JuniperAmilC y AmilCJuniper, cada 
una de las cuales consta de dos genes, uno que codifica para la cromoprote�na azul AmilC y otro 
que codifica para la cromofluoroprote�na JuniperGFP. La cromoprote�na AmilC es producida de 
manera natural por la an�mona Acropora millepora, la cual tiene un m�ximo de excitaci�n a 588 
nm, produciendo una coloraci�n azul/p�rpura visible a simple vista, por lo que no requiere de 
instrumentos para ser observada [10]. La cromofluoroprote�na JuniperGFP es una prote�na 
quim�rica de 237 amino�cidos (aa) y 26.6 kDa, creada por la empresa DNA 2.0, la cual en luz 
visible puede observarse de color amarillo a simple vista, pero en luz UV se observa de color verde 
fluorescente, presentando un m�ximo de excitaci�n y de emisi�n de 508 nm y 521 nm, 
respectivamente [11]. Entre ambos genes de las secuencias reporteras JuniperAmilC y 



 65 

AmilCJuniper hay un terminador fuerte, raz�n por la cual en un principio s�lo se expresa el primer 
gen del extremo 5Õ en cada secuencia. Esto nos ayuda a seleccionar aquellas clonas que contienen 
el vector ligado a la secuencia reportera, por color (colonias moradas) en el caso de AmilCJuniper, 
o por fluorescencia en el caso de JuniperAmilC. Posteriormente se sustituye el primer gen junto 
con su promotor constitutivo de cada secuencia reportera, por un promotor inducible ante alg�n 
da�o celular (KatG, RecA, DnaK y FabA) el cual ahora activa la expresi�n del segundo gen. Con 
esto se generan pl�smidos reporteros cualitativos (gen reportero AmilC) y cuantitativos (gen 
reportero JuniperGFP).  
Estas secuencias reporteras se clonaron en el pl�smido pGEM¨ T-Easy Vector, observ�ndose de 
color moradas aquellas colonias que contiene el vector con la secuencia reportera AmilCJuniper, y 
de color amarillo o verde fluorescente aquellas colonias que contienen el vector con la secuencia 
reportera JuniperAmilC (figura 1C). 
 

A) B) 

C)                                                                

Figura 1. Clonaci�n de las secuencias reporteras en el pl�smido de clonaci�n pGEM¨ T- Easy 
Vector. A) Secuencias sint�ticas JuniperAmilC (1819 pb) y AmilCJuniper (1816 pb), B) Pl�smido de 

clonaci�n pGEM, C) Izquierda. Clona de E. coli que contiene el pl�smido pGEM-
AmilCJuniper(morada). Derecha. Clona de E. coli que contiene el pl�smido pGEM-JuniperAmilC en 

presencia de luz visible (amarilla) y luz UV (verde fluorescente).  

Debido a que los pl�smidos de expresi�n pEXT20 y pACT3 se encuantran libre de patente, �stos 
se emplearon como esqueletos de los pl�smidos reporteros (figura 2). Adem�s, cada uno presenta 
diferente casete de resistencia y distinto n�mero de copias. Se realiz� la digesti�n de cada pl�smido 
con la enzima SspI  y posteriormente se lig� cada secuencia reportera con cada uno de los pl�smidos 
ya digeridos (figura 2B).  
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Por otra parte, se amplific� y purific� por gel los promotores inducibles ante alg�n da�o celular 
(figura 2C).  
 

A)  C)  

B)                                                                

Figura 2. Empleo de los pl�smidos pEXT20 y pACT3 como esqueletos de los pl�smidos reporteros. 
A) Pl�smidos pEXT20 (40 copias) y pACT3 (11 copias). B) Digesti�n del pl�smido pEXT20 con la 
enzima SspI y posterior ligaci�n con JuniperAmilC para la construcci�n del pl�smido reportero 

cualitativo. C) amplificaci�n y purificaci�n por gel de los promotores RecA (243 pb), KatG (264 pb), 
DnaK (183 pb) y FabA (109 pb).  

 
Conclusiones 
Con el trabajo experimental realizado hasta el momento, se ha logrado clonar cada secuencia 
reportera (JuniperAmilC y AmilCJuniper), as� como ligar estas secuencias con los pl�smidos 
pEXT20 y pACT3. Lo que falta por realizar es sustituir el primer gen de cada secuencia reportera 
por los promotores inducibles ante alg�n da�o celular, y as� generar los pl�smidos reporteros 
basados en los genes AmilC o JuniperGFP. Una vez teniendo las construcciones de los pl�smidos 
reporteros se introducir�n en la bacteria E. coli para poder probar el funcionamiento del biosensor 
generado. Con el desarrollo de estos biosensores bacterianos, podremos detectar y estudiar el efecto 
biol�gico de un nuevo f�rmaco o compuesto en una c�lula, as� como estudiar la biodisponibilidad 
de un analito en una muestra agua o tierra, todo esto de manera cualitativa y cuantitativa.!
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Resumen  
La amibiasis es una infecci�n intestinal o extraintestinal causada por Entamoeba histolytica, se 
encuentra dentro de las principales causas de muerte generadas por infecciones parasitarias en el 
mundo. El proceso patog�nico se vincula con mol�culas que participan directa e indirectamente 
denominadas factores y determinantes de virulencia, respectivamente. Miembros de las familias 
AIG y Rab son mol�culas que se ha sugerido participan como determinantes de virulencia. En el 
presente trabajo se compar� la expresi�n de los genes ehaig1 y ehrab8 en cepas de diferente 
virulencia cultivadas en presencia de bacterias y con d�ficit nutricional. La expresi�n del gen 
ehaig1 disminuy� significativamente en cepas cultivadas con bacterias y fue afectada por el d�ficit 
nutricional. La expresi�n del gen ehrab8 en cepas virulentas disminuy� en presencia de  bacterias 
y aument� con el d�ficit nutricional. Esta es la primera evidencia donde se muestra que la expresi�n 
de los genes ehaig1 y ehrab8 se expresan diferencialmente bajo diferentes condiciones de cultivo, 
lo cual permitir� iniciar estudios sobre su regulaci�n en el proceso adaptativo a diferentes 
condiciones de cultivo. 
 
Palabras clave: Entamoeba histolytica; Determinante de virulencia; Interacci�n Amiba-bacteria; 
Rabs; AIGs  
 

Introducci�n  
AMIBIASIS 
La amibiasis es una infecci�n intestinal o extraintestinal provocada por Entamoeba histolytica. Es 
considera un problema de salud p�blica, siendo causante de aproximadamente 48 millones de casos 
y de 70-100 mil muertes al a�o, present�ndose con mayor frecuencia en pa�ses en v�as de desarrollo. 
[1]. Dentro del ciclo de vida de E. histolytica, se presenta en dos formas celulares: el quiste que es 
la forma infectiva y el trofozo�to que es la forma invasiva. El ciclo de vida de E. histolytica 
comienza con el consumo de quistes maduros a trav�s de agua y alimentos contaminados, los cuales 
viajan por el sistema digestivo hasta llegar a la porci�n terminal del �leon, donde se desenquistan 
y se liberan los trofozo�tos, los cuales migran al colon, donde pueden permanecer como comensales 
o invadir la mucosa intestinal. Los trofozo�tos presentes en el colon bajo ciertas condiciones forman 
un quiste tetranucleado, completando as� su ciclo de vida [2]. Aunque la mayor�a de las infecciones 
son asintom�ticas, en las infecciones intestinales se puede presentar disenter�a, colitis fulminante, 
apendicitis amibiana y el ameboma del colon como las manifestaciones m�s severas. De la 
amibiasis extraintestinal la complicaci�n m�s com�n es el absceso hep�tico amibiano [3]. El 
diagnostico tradicional es la demostraci�n de presencia de quistes o trofozoitos de E. histoytica en 
muestras de heces por medio de microscopia convencional [4]. 
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Virulencia de E. histolytica. 
En la virulencia de E. histolytica se encuentran involucrados los factores y determinantes de 
virulencia. Las prote�nas que pueden producir da�o a las c�lulas de hospedero son denominadas 
factores de virulencia. Dentro de esta clasificaci�n se encuentran las lectinas espec�ficas que 
interact�an con las mol�culas de la superficie de c�lulas blanco para lograr la adhesi�n a la c�lula, 
el amebaporo el cual genera poros y causa lisis celular y las ciste�n proteasas relacionadas con la 
degradaci�n de la matriz extracelular [5]. 
Las mol�culas indirectamente involucradas en el proceso patog�nico son denominadas 
determinantes de virulencia, las cuales tienen relaci�n en la regulaci�n de expresi�n de factores de 
virulencia, proteger al parasito durante el proceso infectivo o conferir alta plasticidad metabolica 
favoreciendo su adaptaci�n y supervivencia ante factores del hospedero [6]. Entre las mol�culas 
candidatas como determinantes de virulencia se encuentran las esfingomielinasas, AIGs y Rabs. 
Las prote�nas AIG1 son peque�as GTPasas, identificadas originalmente en plantas, donde se les 
relaciona con resistencia a infecciones bacterianas y en la respuesta al estr�s. En E. histolytica las 
prote�nas AIG1 son codificadas por una familia de genes [7] y se expresan diferencialmente en 
cepas de diferente virulencia [8]. Las Rab GTPasas constituyen el m�s amplio grupo de las 
GTPasas peque�as dentro de E. histolytica y han sido caracterizadas por la funci�n de regular rutas 
de trafico vesicular [9]. El procesamiento de preRNAm, debe llevarse a cabo para convertirse en 
un RNA maduro y ser transportado al citoplasma de la c�lula para su traducci�n a prote�na [10]. 
Dentro de las Rab GTPasas existen genes ehrab, que procesan diferencialmente sus intrones, la 
cual puede estar relacionada con la virulencia de E. histolytica [11]. 
 
Efecto de las condiciones de cultivo sobre la virulencia de E. histolytica.  
Se ha sugerido que la microbiota en el intestino podr�a contribuir a la expresi�n patog�nica de otros 
microorganismos, en particular sobre la virulencia de E. histolytica  [12]. Se ha demostrado que la 
interacci�n de bacterias espec�ficas con trofozo�tos de E. histolytica modula la virulencia de este 
par�sito [13]. El d�ficit nutricional tambi�n podr�a relacionarse con la expresi�n de genes 
involucrados en la virulencia de E. histolytica. 
En el presente trabajo se pretende evaluar la expresi�n de genes descritos como determinantes de 
virulencia en diferentes cepas de E. histolytica y el efecto del cultivo con bacterias y en estr�s 
nutricional. 
 
 
Metodolog�a  
Crecimiento de E. histolytica en cultivo monox�nico con E. coli y con bajo d�ficit nutricional.  
Se cultivaron trofozoitos de E. histolytica en medio TYI-S-33 en condiciones axenicas y en 
presencia de E. coli en cultivo monox�nico. Los trofozoitos de la cepa virulenta HM1 y la no 
virulenta UG10 se sometieron a estr�s nutricional al cultivarlas en 80% de suero.  
Extracci�n y purificaci�n de ARN y s�ntesis de cDNA. 
 Se obtuvo RNA total de amibas cultivadas bajo las siguientes condiciones de cultivo: axenica, 
monox�nica, 100% de suero y 80% de suero. El RNA se obtuvo utilizando el reactivo Trizol (Sigma) 
y el RNA obtenido se trat� con DNasa.  
La s�ntesis de cDNA se realiz� utilizando la enzima transcriptasa reversa y oligo (dT) usando el 
sistema Superscript II (Invitrogen).   
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PCR. El cDNA sintetizado se utiliz� como templado para la amplificaci�n del gen EhRab8, EhAIG 
y GAPDH (control) empleando el kit GoTaq Green Master Mix (Promega) y pares de 
oligonucle�tidos espec�ficos para cada gen.   
 
Resultados  
De los trofozoitos cultivados bajo las condiciones previamente mencionadas se realiz� la 
extracci�n y purificaci�n del RNA total, el cual se muestra en la Figura 1, donde se observa la 
integridad de los ribosomales. Para comprobar la ausencia de DNA gen�mico se realiz� una PCR 
para amplificar un fragmento del gen ehgapdh que es de expresi�n constitutiva, utilizando como 
templado el RNA obtenido y como control positivo el cDNA de la cepa HM1, donde solo se gener� 
amplificaci�n en el carril positivo como se muestra en la Figura 2, por lo que el RNA es de buena 
calidad y libre de contaminaci�n de DNA gen�mico para la s�ntesis del cDNA. 
 
 

                                 
 

 

 
 
 
 

 
 
A partir del RNA purificado se realiz� la s�ntesis del cDNA, el cual se us� como templado para la 
amplificaci�n por PCR de un fragmento del gen ehgapdh de expresi�n constitutiva. Tambi�n se 
incluyeron otros cDNAs sintetizados previamente en el laboratorio de amibas polix�nicas y 
reaxenizadas. En la Figura 3 se presenta la amplificaci�n del fragmento del gen ehgapdh para todas 
las muestras y con niveles de expresi�n similares. 
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Figura 1. RNA total de E. histolytica cultivada 
bajo diferentes condiciones. Se separ� en un gel 
de agarosa al 1.5% te�ido con bromuro de etidio. 
1, Ax�nica (HM1); 2, Monox�nica (HM1); 3, 
100% suero (UG10); 4, 80% suero (UG10). 

Figura 2. RNA libre de gADN. Amplificaci�n del gen 
Ehgapdh de expresi�n constitutiva en E. histolytica. 1-
Ax�nica (HM1), 2-Monox�nica (HM1), 3-cDNA HM1, 4-
100% suero (UG10), 5-80% suero (UG10), M-Marcador 
de tama�o en pares de bases RNA total de E. histolytica 
cultivada bajo diferentes condiciones.  
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Figura 3. Amplificaci�n de gen Ehgapdh utilizado como templado los cDNA obtenidos (1-4). 1-Ax�nica(HM1), 
2-Monox�nica(HM1), 3- 100% suero(UG10), 4-80% suero(UG10), 5-Polix�nica, 6-Reax�nisada, 7- 60% suero, 
8-60%peptona, M-Marcador de tama�o en pares de bases.  RNA total de E. histolytica cultivada bajo diferentes 
condiciones.  
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Se evalu� la expresi�n del gen ehaig relacionado con la virulencia de E. histolytica en las 
cepas de alta virulencia HM1 en las condiciones ax�nica, monox�nica, polix�nica, 60% suero 
y 60% peptona; y en las de baja virulencia UG10 en condiciones de 100% de suero y 80% 
suero.  
En la Figura 4, se presenta el resultado m�s relevante en donde la expresi�n del gen ehaig 
disminuye dr�sticamente en la cepa monox�nica y polix�nica con respecto a la cepa ax�nica 
de la cual se derivaron. El d�ficit de suero no afecta su expresi�n, mientras que el d�ficit de 
peptona aumenta su expresi�n en la cepa polix�nica. Los resultados obtenidos durante la 
interacci�n con bacterias contrastan con lo reportado en plantas, donde aumenta su expresi�n 
frente al da�o con bacterias. Es de inter�s evaluar la expresi�n del gen ehaig en diferentes 
condiciones de interacci�n con varios tipos de bacterias.   
 
!
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Figura 4. Amplificaci�n de gen aig. Se corri� en un gel de agarosa al 1.5%.  1-Ax�nica (HM1), 2-
Monox�nica(HM1), 3- 100% suero(UG10), 4-80% suero(UG10), 5-Polix�nica, 6-Reax�nisada, 7- 60%suero, 
8- 60%peptona, M-Marcador de tama�o en pares de bases. 

 
 
Se evalu� la expresi�n y procesamiento del transcrito del gen ehrab en varias cepas y 
condiciones de cultivo de E. histolytica. En la Figura 5, se observa que la expresi�n 
disminuye en cultivos monox�nicos y polix�nicos y aumenta en cultivos polix�nicos 
sometidos a un d�ficit nutricional de suero o peptona. 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

Figura 5. Amplificaci�n del gen ehrab8. Se corri� en un gel de agarosa al 1.5%.  1-Ax�nica(HM1), 2-
Polix�nica, 3-Reax�nisada, 4- 60% suero, 5-60% peptona, M-Marcador de tama�o en pares de bases 
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Conclusiones  
Trofozo�tos de E. histolytica cultivados con bacterias presentan una disminuci�n significativa 
de la expresi�n del gen ehaig1. El estr�s nutricional con suero o peptona aumenta la expresi�n 
de los genes ehaig1 y ehrab8 en la cepa virulenta, pero no en la virulenta. La expresi�n del 
gen ehaig1 se ve relacionado con el tiempo de infecci�n al disminuir su expresi�n en mayor 
tiempo se encuentre la interacci�n con bacterias. 
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Resumen 
Este trabajo muestra la evaluaci�n del desempe�o de un frigobar comercial mediante el 
an�lisis t�rmico y el�ctrico de sus 7 niveles de enfriamiento. Mediciones de temperatura y 
corriente el�ctrica fueron realizadas y obtenidas con un sistema de adquisici�n de datos que 
colecta los resultados en una computadora. Se encontr� que cumple con los valores del 
coeficiente de desempe�o (COP) normales para un sistema de refrigeraci�n y las 
temperaturas adecuadas para la conservaci�n de alimentos. La informaci�n experimental 
obtenida en el presente proyecto ser� utilizada para el desarrollo de modelos anal�ticos y 
num�ricos para predecir el comportamiento de refrigeradores. 
 
Palabras clave: Refrigeraci�n; Compresi�n de vapor; COP; Comportamiento t�rmico. 
#

Introducci�n 
La revista ABC.es econom�a muestra la relaci�n de los aparatos electrodom�sticos que m�s 
energ�a consumen, quedando el refrigerador en el porcentaje m�s alto con un 30.6% del 
consumo total, los datos se obtuvieron a partir de estudios realizados por el Instituto para la 
Diversificaci�n y Ahorro de Energ�a (IDAE) [1]. Secretar�a de energ�a (SENER), report� los 
porcentajes de consumo energ�tico de equipos de uso residencial, quedando nuevamente en 
el valor m�s alto el refrigerador con un 39% [2]. 
El uso del refrigerador influye en uno de los problemas m�s grandes del planeta: el deterioro 
del medio ambiente debido al elevado consumo de energ�a de estos equipos. Las m�s 
utilizadas son las energ�as f�siles que producen di�xido de carbono en su combusti�n, el cual 
se est� acumulando en la atm�sfera generando el calentamiento global. Adem�s, durante a�os 
estos aparatos han utilizado clorofluorocarbonos (CFC), compuestos que generan la 
disminuci�n de la capa de ozono.  
El an�lisis de los sistemas de refrigeraci�n representa una herramienta muy valiosa, ya que 
ayuda a comprender su comportamiento y de esta manera mejorar el desempe�o de los 
equipos, identificar fallas, dise�ar para mejorar el rendimiento, etc. Actualmente existen 
varios trabajos de diferentes autores que han realizado an�lisis de sistemas de refrigeraci�n, 
ya sean simulaciones, modelos anal�ticos, comparaciones, etc. Zsembinszki et al. [3] 
desarrollaron una novedosa metodolog�a para modelar un simple sistema de refrigeraci�n por 
compresi�n que es capaz de detectar el malfuncionamiento de un sistema. Xu et al. [4] 
realizaron un m�todo te�rico de optimizaci�n global de un sistema de refrigeraci�n por 
compresi�n de vapor (RCV). Xing et al. [5] evaluaron el desempe�o de un eyector en un 
ciclo de RCV, dando como resultado un mejor desempe�o. Dalkilic et al. [6] hace la 
comparaci�n del desempe�o de un sistema RCV con diferentes refrigerantes. 
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El ciclo de refrigeraci�n por compresi�n de vapor es ampliamente utilizado en los sistemas 
de refrigeraci�n. Incluye principalmente 4 componentes: evaporador, compresor, 
condensador y v�lvula de expansi�n (Figura 1a). A grandes rasgos, el ciclo RCV consiste en 
que el refrigerante entra al compresor como vapor a baja presi�n y temperatura, y sale de �ste 
como vapor pero a alta presi�n y temperatura, posteriormente ingresa al condensador para 
salir completamente l�quido debido al calor extra�do, despu�s entra a la v�lvula de expansi�n 
la cual le disminuye la presi�n y el refrigerante se evapora parcialmente por lo que sale de 
�sta como mezcla l�quido-vapor (L-V) a baja presi�n y temperatura, para finalmente ingresar 
al evaporador donde remover� el calor del espacio refrigerado y se evaporar� nuevamente el 
refrigerante para entrar al compresor y repetir el ciclo (Figura 1b). 

 
Figura 1.a) Esquema de los equipos y b) Diagrama P-h para el ciclo RCV. 

 
Este trabajo se enfoca en el an�lisis t�rmico y el�ctrico de un sistema de refrigeraci�n RCV 
a los 7 niveles de operaci�n para poder evaluar su desempe�o real, adem�s de que esta 
informaci�n podr�a ser empleada posteriormente para el desarrollo de modelos te�ricos que 
permitan predecir el comportamiento de refrigeradores, ya que como se mencion� 
anteriormente, son ampliamente utilizados y su consumo de energ�a es muy alto, generando 
indirectamente un da�o al ambiente. 
 
Metodolog�a 
Se evalu� el frigobar comercial de la marca "Dometic Coolmatic" y modelo "CR-0065E" 
(Figura 2). Las caracter�sticas del frigobar se muestran en la Tabla 1. 

Tabla 1. Caracter�sticas del frigobar RCV. 
Caracter�sticas RCV 

Refrigerante R134a 
Capacidad (L) 64 
Congelador (L) 7.2 
Dimensiones externas: 

AlturaxAnchuraxProfundidad (m) 

0.448x0.525x0.545 

Voltaje a CD (V) 12 
Voltaje a CA (V) 120 
Rango de Temperaturas en el 
espacio refrigerado 

10¼C a 0¼C 

Rango de temperaturas en el 
congelador. 

0¼C a -18¼C 
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Figura 2. Fotograf�as del frigobar comercial. 

 
1. Evaluaci�n t�rmica. 
Mediciones de temperaturas dentro del equipo y ambiente a lo largo del tiempo de operaci�n 
fueron obtenidos mediante un sistema de adquisici�n de datos NI-CRio 9030 Compac RIO 
del fabricante National Instruments¨ con el m�dulo NI-9213, el cual tiene 16 canales para 
medir temperaturas con diferentes termopares y con una precisi�n de hasta ±0.03¼C. El 
software que se utiliz� fue LabView versi�n 8 del mismo fabricante. Se colocaron 9 
termopares tipo K, 8 fueron distribuidos dentro del frigobar, y 1 termopar por fuera del mismo 
para medir la temperatura ambiente. Los datos de temperaturas fueron recolectados y 
guardados en un archivo Excel con un muestreo constante en intervalos de 5 minutos. Las 
mediciones de temperaturas y corriente se realizaron simult�neamente para cada uno de los 
7 niveles de enfriamiento con un mismo tiempo de operaci�n. 

!

Figura 3. Modelo 3D del frigobar comercial elaborado en Autocad. 

2. Evaluaci�n el�ctrica. 
Los datos de corriente el�ctrica a lo largo del tiempo de operaci�n fueron medidos mediante 
un mult�metro profesional RMS auto rango con interfaz USB (MUL 630). El software 
empleado fue DMM del mismo mult�metro. 
Se instal� primeramente el programa a una computadora (laptop Hp), el mult�metro se 
conect� al cable de corriente el�ctrica del frigobar. Una vez realizado lo anterior, se program� 
dicho mult�metro para la recolecci�n de datos de corriente el�ctrica (CA) en A, con una 
velocidad de 5 muestras por minuto ya que el mismo equipo ten�a frecuencias de muestreo 
m�s altas que el de temperatura. El experimento comenzaba cuando se conectaba el cable al 
frigobar debido a que �ste empezaba a trabajar. ònicamente se trabaj� con CA. 
 
3. Ecuaciones. 
Primeramente, se calcul� la potencia mediante la Ec. (1): 

£ " ¤¥ (1) 

donde P es la potencia el�ctrica en W, V es el voltaje de CA con un valor de 120V e I es la 
corriente que se midi� con el mult�metro en mA.  
 
 
Los valores de COP se obtuvieron mediante la Ec. (2): 
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donde Q es el calor extra�do del espacio refrigerado en kW y W es la potencia el�ctrica 
calculada anteriormente en kW. 
El valor de Q se calcul� con la Ec. (3), para el congelador, el espacio refrigerado debajo del 
congelador y el espacio refrigerado total en un intervalo de 5min: 

¨ "
ª a ¦« a ¬®¯ % ¬

°±
 (3) 

donde m es la masa del aire en kg, Cv es la capacidad calor�fica del aire a temperatura 
ambiente en kJ/kg*K [7] a volumen constante, T es temperatura del aire en K y !t es el 
intervalo de tiempo (300s). 
La masa del aire fue obtenida mediante la Ec. (4): 

ª " ² a ¤³c (4) 

donde ' es la densidad del aire a temperatura ambiente en kg/m3 y Vol. es el volumen del 
congelador (0.0085m3), de la parte del espacio refrigerado (0.0465m3) o el espacio completo 
(0.0715m3) seg�n sea el caso. 
 
Resultados 
Los resultados de temperatura, potencia y COP que se muestran en las Figuras 4, 5 y 6 
corresponden a los niveles 1, 4 y 7, es decir, primero, intermedio y final, ya que son los 
niveles que muestran cambios representativos. 
 

 
Figura 4. Gr�ficas Potencia-Temperatura vs tiempo y COP vs tiempo del nivel 1. 

 

  
Figura 5. Gr�ficas Potencia-Temperatura vs tiempo y COP vs tiempo del nivel 4. 

 

  
Figura 6. Gr�ficas Potencia-Temperatura vs tiempo y COP vs tiempo del nivel 7. 
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La primera gr�fica de estas figuras demuestra la congruencia existente entre el 
comportamiento t�rmico y el�ctrico del frigobar, por ejemplo, cuando alcanza la temperatura 
m�s baja del nivel de operaci�n, el equipo se apaga y el valor de la potencia disminuye 
dr�sticamente. Cabe destacar que dichas gr�ficas tambi�n son prueba de que incluso cuando 
el equipo se encuentra apagado, la energ�a se contin�a consumiendo, solo que en menores 
cantidades. Adem�s, las temperaturas se dividen en 3 grupos, lo cual concuerda con su 
ubicaci�n dentro del equipo, ya que los dos termopares que alcanzan las temperaturas m�s 
altas son los del aire en la parte de abajo (T7 y T8), los 3 con las temperaturas intermedias 
son el del aire en el congelador (T5) y los de las paredes laterales del mismo (T1 y T4), y los 
3 que alcanzan temperaturas m�s bajas son los del piso (T3), el techo (T2) y el fondo del 
congelador (T6), donde se podr�a asegurar que se encuentra ubicado el evaporador. 
La gr�fica de la derecha en las Figuras 4, 5 y 6, muestra el comportamiento del COP con 
respecto al tiempo de operaci�n. Si se comparan las dos gr�ficas de cada figura, el COP 
tambi�n coincide en cuanto a sus cambios significativos, solo que �ste se eleva cuando el 
equipo se apaga, dejando en claro que su comportamiento es inverso al de la potencia.  
Adem�s, efectivamente a niveles m�s altos, la potencia de refrigeraci�n es mayor, 
permitiendo alcanzar temperaturas menores, por largos periodos de tiempo, que requieren 
algunos productos, esto se verifica con el poco tiempo que dura apagado y el largo tiempo 
que dura encendido en comparaci�n de los primeros niveles. 
En cuanto al desempe�o, el valor de COP promedio del nivel 1 fue 0.45, el del nivel 4 fue 
0.39 y el del nivel 7 fue 0.22. Lo cual nos dice que, a pesar de la diferencia entre las 
temperaturas que alcanza el espacio refrigerado, la potencia es todav�a mayor, permitiendo 
que el COP disminuya entre cada nivel. Los valores de COP se encuentran dentro de los 
normales reportados para refrigeradores [8] dejando en claro su adecuado funcionamiento, 
cabe se�alar que �stos var�an dependiendo de las caracter�sticas del refrigerador. 
Con respecto a las temperaturas que alcanza, es importante destacar que cumple con las 
necesarias, por lo menos, para la preservaci�n de los alimentos desde el nivel 1, como por 
ejemplo el pescado o la carne que ocupan de 0-3¼C hasta algunas frutas como la sand�a de 
10-15¼C [9,10]. 
 
Conclusiones 
La evaluaci�n t�rmica y el�ctrica realizada permiti� llevar a cabo un adecuado an�lisis del 
desempe�o real del frigobar comercial, en sus 7 niveles de enfriamiento a un tiempo de 
operaci�n de 280 minutos por nivel, mediante el c�lculo del COP y/o la comparaci�n de las 
temperaturas del refrigerador y a las que debe trabajar. Adem�s de permitir la ubicaci�n del 
evaporador. Las Figuras 4, 5 y 6, corresponden solamente a los niveles 1, 4 y 7, ya que son 
los que muestran cambios representativos. Se observ� que el equipo funciona adecuadamente, 
ya que cumple con los valores normales del COP para refrigeradores, con las temperaturas 
necesarias para la conservaci�n de alimentos y es posible ubicar el evaporador por la visible 
separaci�n de las temperaturas registradas por los termopares. El siguiente paso es el empleo 
de esta informaci�n para el desarrollo de modelos anal�ticos y/o num�ricos para la predicci�n 
del comportamiento de los refrigeradores. 
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Resumen  
La decodificaci�n de la informaci�n gen�tica que lleva a cabo la RNA polimerasa se 
encuentra sujeta a un alto nivel de regulaci�n. En bacterias, los factores sigma, Nus y Gre 
juegan un papel central modulando el inicio, la elongaci�n y/o la terminaci�n de la 
transcripci�n. Estudios de estructura/funci�n han permitido identificar en prote�nas de la 
familia Nus los dominios N-terminal (NTD) y C-terminal (CTD) involucrados en eficientar 
procesos de elongaci�n y/o terminaci�n extr�nseca de la RNA polimerasa. En E. coli NusA 
fue involucrada en regular los procesos de mutaci�n adaptativa; sin embargo, una mutante 
de B. subtilis deficiente en dicho gen no mostr� un efecto en dicho proceso. Adem�s de nusA, 
B. subtilis posee al gen nusG, lo que sugiere que este pude suprimir la deficiencia de nusA 
en esta bacteria. Para abordar esta hip�tesis en el presente trabajo se utiliz� una estrategia 
molecular para generar una mutante deficiente en NusG. Para tal fin, se amplific� por PCR 
un fragmento de 220 pb del marco de lectura abierto de nusG, dicho fragmento se clon� en 
el vector integrativo pMUTIN-4cat, el cual confiere resistencia a cloranfenicol (Cm) en B. 
subtilis. Dicha construcci�n se introdujo por transformaci�n a c�lulas competentes de la cepa 
B. subtilis YB955 (hisC952, metB5, leuC425). Se seleccionaron colonias resistentes a Cm, 
se purific� su DNA gen�mico y utilizando oligonucle�tidos espec�ficos se corrobor� 
mediante PCR la correcta interrupci�n del gen nusG. En conclusi�n, siguiendo esta estrategia 
se logr� obtener una mutante de B. subtilis deficiente en nusG. 
 
Palabras clave: Bacillus subtilis; RNA polimerasa; Factores de transcripci�n; nusG. 
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Introducci�n  
La transcripci�n es un proceso fundamental en la biolog�a de cualquier ser vivo y las RNA 
polimerasas son las enzimas encargadas de mediar este proceso. Las subunidades catal�ticas 
de estas enzimas guardan una estrecha relaci�n en t�rminos de composici�n, arquitectura y 
funciones relacionadas con la iniciaci�n de la transcripci�n, factores de alargamiento y 
mecanismos moleculares que rigen su actividad en los diferentes organismos que van desde 
archeas y procariotes hasta eucariotes [1].  
Las bacterias han sido utilizadas como extraordinarios modelos de estudio para entender los 
aspectos estructurales que rigen la funci�n de distintos factores de transcripci�n que se 
asocian a la RNA polimerasa para modular la expresi�n gen�tica.  En Bacillus subtilis se han 
descrito 7 diferentes factores de transcripci�n, cuatro de los cu�les pertenecen a la familia de 
prote�nas Nus (NusA, NusB, NusE, NusG), inicialmente descubiertas por su papel en la 
formaci�n de complejos resistentes a la terminaci�n durante la trascripci�n del fago ( [2]. 
El gen nusG de Bacillus subtilis de 531 pb codifica para una prote�na de 177 amino�cidos. 
Se conoce al interact�a con el factor de terminaci�n Rho y la RNA polimerasa NusG act�a 
como un factor de elongaci�n transcripcional en esta bacteria [3]. A diferencia de E. coli, 
NusG no se considera esencial para el crecimiento de B. subtilis. Los an�lisis estructurales 
han revelado que NusG de E. coli posee dos dominios, denominados, NTD (N-terminal) y 
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CTD (C-terminal) [4]. Ambas regiones regulan la expresi�n g�nica, afectando la 
procesividad de la transcripci�n o participando en la traducci�n del RNA o reclutando 
factores de terminaci�n [5].  
Con el prop�sito de conocer un posible rol de NusG en modular los procesos mutag�nicos 
asociados a la transcripci�n, en el presente estudio se realiz� una construcci�n para 
interrumpir el gen nusG de B. subtilis. 
 
Metodolog�a  
 
Cepas bacterianas 
A continuaci�n, se describen las cepas que fueron empleadas en este estudio: 
 

Tabla 1. Cepas bacterianas  

NOMBRE DESCRIPCIîN REFERENCIA 

PERM1016 B. subtilis YB955 (hisC952, metB5, leuC425) Cepario del laboratorio 
de Mario Pedraza 

Reyes 
PERM100 E. coli DH5" Cepario del laboratorio 

de Mario Pedraza 
Reyes 

PERM1149 E. coli DH5" conteniendo el pl�smido pMUTIN4 al cual se le 
cambi� el casete de resistencia de EriR a CmR. 

Cepario del laboratorio 
de Mario Pedraza 

Reyes 
PERM1601 E. coli DH5" conteniendo el vector pJET1.2/blunt m�s un 

fragmento interno del gen nusG de ~220 pb con los sitios de corte 
para EcoRI y BamHI. AmpR. 

Este estudio 

PERM1605 E. coli DH5" conteniendo el pl�smido pMUTIN4-cat (~7641pb) 
m�s un fragmento interno de ~220 pb del gen nusG de B. subtilis 
con los sitios de restricci�n EcoRI y BamHI. CmR. 

Este estudio 

 
Para realizar la clonaci�n y posterior construcci�n que permiti� la interrupci�n del gen nusG 
se utilizaron los vectores pJET 1.2/blunt y pMUTIN4-cat respectivamente. 
 

Tabla 2. Pl�smidos 

PLçSMIDO DESCRIPCIîN REFERENCIA 

pJET1.2/blunt Vector de clonaci�n con el casete de resistencia a AmpR Thermo Fischer Scientific 
   
PERM1149 E. coli DH5" conteniendo el pl�smido pMUTIN4-cat. CmR del laboratorio de Mario Pedraza 

Reyes 

 
Condiciones para la propagaci�n de las cepas bacterianas 
Para el crecimiento de B. subtilis y E. coli se utiliz� el medio de cultivo Luria-Bertani (LB), 
que conten�a extracto de levadura 0.5%, peptona biotriptasa 1% y NaCl 0.5% (p/v) [6], fue 
suplementado con 15 g/l de agar bacteriol�gico cuando se requirieron placas con medio 
s�lido.  



 ("#

Para llevar a B. subtilis al estado fisiol�gico de competencia se utilizaron los medios, GMI 
que contiene sales Spizizen [(NH4)2SO4 al 0.2%, K2HPO4 al 1.4%, KH2PO4 al 0.6%, citrato 
de sodio dihidratado al 0.1% y MgSO4.7H2O al 0.02%], glucosa al 0.5%, extracto de levadura 
al 0.1% y casamino�cidos al 0.02% (p/v); y GMII, medio GMI suplementado con CaCl2 0.5 
mM y MgCl2 2.5 mM [8]. La densidad �ptica (DO) de los cultivos l�quidos se determin� a 
590 nm; cuando se requiri�, los medios utilizados fueron suplementados con cloranfenicol 
(5 %g/ml) o ampicilina (100 %g/ml). 
 
Clonaci�n y extracci�n de ADN plasm�dico. 
Utilizando el kit pJET 1.2/blunt de ThemoFischer Scientific se realiz� la clonaci�n de un 
fragmento de una regi�n interna del ORF del gen nusG de ~220 pb en c�lulas competentes 
de E. coli DH5". Las colonias transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a 
ampicilina y posteriormente se hizo un an�lisis por minipreparaciones el cual consisti� en la 
extracci�n de DNA plasm�dico mediante el m�todo de lisis alcalina [7]. La corroboraci�n de 
la construcci�n pPERM11601 fue realizada mediante an�lisis de restricci�n utilizando las 
enzimas EcoRI y BamHI. Posteriormente, en el vector integrativo pMUTIN4-cat se llev� a 
cabo la clonaci�n del fragmento de ~220 pb del gen nusG.  
 
Transformaci�n de B. subtilis. 
La construcci�n pPERM1605 fue utilizada para transformar c�lulas competentes de Bacillus 
subtilis YB955. Las colonias transformantes se seleccionaron por su resistencia a 
cloranfenicol y posteriormente se realiz� la extracci�n de DNA gen�mico para caracterizar 
molecular la mutante obtenida mediante la t�cnica de PCR.  
 
Resultados  
Clonaci�n del gen nusG 
Se aisl� el DNA gen�mico de la cepa silvestre B. subtilis YB955 (PERM1016) que sirvi� 
como molde en la t�cnica de PCR para poder amplificar de manera in vitro un fragmento 
interno del marco de lectura abierto del gen nusG de ~220 pb. Los oligonucle�tidos 5«-
GCGAATTCCGTGTTGAATCAATGGGGATGC-3 y 5« 
GCGGATCCCCTACGAATCCAGTAACGCC-3«, conteniendo los sitios de corte EcoRI y 
BamHI respectivamente fueron utilizados para este fin. 
Con el objetivo de obtener una amplificaci�n �ptima del fragmento de inter�s se utiliz� un 
gradiente de temperatura en la etapa de alineamiento. Siguiendo esta estrategia se obtuvo una 
�nica banda de ~220 pb a una temperatura de hibridaci�n de 67.3¡C como se observa el carril 
4 del gel de agarosa al 1% de la Figura 1. Este fragmento fue purificado en un gel de bajo 
punto de fusi�n el cual se muestra en el carril 2 en el lado derecho de la Figura 1.   
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Figura 1. An�lisis electrofor�tico de los amplicones de nusG en geles de agarosa al 1%. Del lado izquierdo. 
Carril 1 Marcador de peso molecular (MPM); carriles 2 al 5, productos de PCR en gradiente utilizando las 

temperaturas de 60.8, 65, 67.3 y 69.6 ¡C respectivamente. En el carril 4 se observa una �nica banda. Del 
lado derecho se observa la amplificaci�n de ~220 pb del fragmento interno del gen nusG a la temperatura 

�ptima de 67.3¡C. 

 
Dise�o de una construcci�n g�nica para obtener una mutante nula en el gen nusG 
En el vector de mantenimiento pJET1.2/blunt se llev� a cabo la ligaci�n del fragmento 
purificado de nusG. Se transformaron c�lulas competentes de E. coli DH5" con los productos 
de esta ligaci�n, posteriormente las transformantes se seleccionaron por su resistencia a 
ampicilina, las cuales fueron analizadas mediante restricci�n de mini-preparaciones de ADN 
plasm�dico, con las enzimas EcoRI y BamHI, se corrobor� que dos de tres clonas conten�an 
el fragmento de ~220 pb clonado en el vector pJET1.2/blunt (Figura 2).  

Figura 2. An�lisis de restricci�n para corroborar la correcta liberaci�n del gen nusG y el pl�smido 
pJET1.2/blunt. Carril 1 MPM, carril 2 y 3 muestran las clonas de E. coli DH5& que dieron positivo para la 
clonaci�n. En el carril 4 se observa una clona negativa, la cual no mostr� el patr�n de bandas esperado. 

 

Para generar una construcci�n capaz de interrumpir el gen nusG en B. subtilis se utiliz� el 
vector integrativo pMUTIN4-cat linearizado con las enzimas EcoRI y BamHI. El fragmento 
de ~220 pb liberado del pl�smido pPERM1601 se lig� en el vector pMUTIN4-cat linearizado. 
Los productos de la ligaci�n se transformaron en c�lulas competentes de E. coli DH5", las 
colonias transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a cloranfenicol. Se procedi� 
con la extracci�n de DNA plasm�dico de varias colonias transformantes las cuales se 
sujetaron a an�lisis por restricci�n con las enzimas EcoRI y BamHI. 
El patr�n de bandeo mostrado en el gel de agarosa al 1% de la Figura 3 corrobora la obtenci�n 
de la construcci�n de inter�s. 
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Figura 3. An�lisis de restricci�n para corroborar la correcta liberaci�n del vector e inserto en E. coli DH5&. 

Carril 1 MPM; carril 2 vector linearizado; carril 3 al 5 clonas positivas que liberan el vector e inserto. 
 
Transformaci�n e interrupci�n del gen nusG de Bacillus subtilis 
La construcci�n pPERM1605 se introdujo por transformaci�n a c�lulas competentes de B. 
subtilis YB955 y por medio de un evento de recombinaci�n hom�loga sencilla se logr� la 
correcta interrupci�n de gen nusG en el genoma de B. subtilis. Las colonias transformantes 
se seleccionaron por su resistencia a cloranfenicol. Posteriormente se purific� su ADN 
gen�mico y se realiz� la caracterizaci�n molecular mediante la t�cnica de PCR (Figura 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 4. Caracterizaci�n molecular de la mutante 'nusG por medio de la t�cnica de PCR. Carril 1 MPM; 
carril 2 control positivo (construcci�n pPERM1605); carriles 3 y 4 clonas positivas que amplifican el 

fragmento esperado de 853 pb). 

Conclusiones  
Mediante el uso de la tecnolog�a del DNA recombinante se dise�� una construcci�n para 
interrumpir el gen nusG del fondo gen�tico Bacillus subtilis YB955. Adem�s, se gener� y 
caracteriz� molecularmente una mutante nula en el gen nusG de la cepa B subtilis YB955. 
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Resumen  
Mfd es una prote�na multifuncional que adem�s de jugar un papel central en el acoplamiento 
de las maquinarias de transcripci�n y reparaci�n del ADN, participa en modular procesos 
mutag�nicos asociados a la transcripci�n en c�lulas de Bacillus subtilis sujetas a estr�s 
nutricional. Para conocer los detalles bioqu�micos de este fen�meno es necesario montar un 
sistema de transcripci�n in vitro con preparaciones puras de Mfd. Con el prop�sito de cumplir 
este objetivo, mediante la t�cnica de PCR se amplific� el marco de lectura abierto (ORF) de 
mfd de B. subtilis y posteriormente se clon� en el vector de expresi�n pET28b; dicho vector, 
adem�s de dirigir  la expresi�n del mfd, a�ade al producto obtenido una etiqueta de 6 
histidinas (His6). La construcci�n obtenida (pET28b-his6-mfd) se introdujo a c�lulas 
competentes de Escherichia coli; se seleccion� una colonia transformante y se corrobor� 
mediante an�lisis de restricci�n de mini preparaciones de ADN que esta portara la 
construcci�n de inter�s. Los experimentos actuales analizan la capacidad de esta cepa 
recombinante de inducir la expresi�n de mfd y generar cantidades exacerbadas de la prote�na 
recombinante His6-Mfd. En conclusi�n se obtuvo una cepa recombinante para sobreexpresar 
heter�logamente el gen mfd de B. subtilis. 
Trabajo financiado por CONACYT (Subsidios: 205744 and 221231) y UGTO (Subsidios: 
936-2016 and 1090-2016).  
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Introducci�n  
Mfd (mutation frequency decline) es un gen que codifica para una prote�na de 
aproximadamente 130 kDa tambi�n conocida como Transcription Repair Coupling Factor 
(TRCF). En Escherichia coli, produce un r�pido decrecimiento en las mutaciones que causan 
lesiones al ADN o de obst�culos que bloquean el progreso de la ARN polimerasa (ARNP) 
durante la transcripci�n [1-2].  
La evidencia reportada in vivo e in vitro sugiere que el producto del gen orf1177 de Bacillus 
subtilis es la contraparte de la prote�na Mfd de E. coli. Por este motivo, se ha designado el 
nombre de mfd al gen orf1177 de B. subtilis. [3]. En B.(subtilis, Mfd no s�lo realiza estos 
procesos muy bien descritos, sino que tambi�n se encuentra involucrada en recombinaci�n 
[4], represi�n catab�lica del carbono [5] y m�s recientemente se ha encontrado que juega un 
papel central en modular la transcripci�n asociada a la mutag�nesis en fase estacionaria [6]. 
En este mecanismo, Mfd permite al complejo de elongaci�n de la transcripci�n proceder 
sobre una lesi�n del ADN a expensas de generar un ARNm alternativo que podr�a resultar en 
una ventaja para escapar de un crecimiento restringido y de esta forma juega un papel central 
en la mutag�nesis adaptativa [5, 7]. Por otro lado en c�lulas en esporulaci�n, cuyas 
necesidades metab�licas son altamente dependientes de un programa de expresi�n g�nica, 
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Mfd no s�lo previene mutag�nesis en los genes que se est�n transcribiendo, tambi�n 
contribuye a la eficiencia de esporulaci�n y la supervivencia de la espora. [8]  
En 2016 G�mez-Marroqu�n y colaboradores [9] propusieron un modelo para la producci�n 
de reversiones en el alelo leuC427 resultando en un fenotipo prototr�fico Leu+ en c�lulas de 
B. subtilis que no se encuentran en replicaci�n o crecimiento. En este modelo la funci�n de 
Mfd es requerida para disociar el complejo de elongaci�n de la transcripci�n seguido del 
reclutamiento de actividades de escisi�n, s�ntesis y reparaci�n del ADN [9]. Esto sugiere que 
las lesiones no voluminosas que comprometen la transcripci�n son procesadas con 
propensi�n al error en c�lulas nutricionalmente estresadas a trav�s de la v�a BER y de la 
prote�na Mfd.  
Para conocer los detalles bioqu�micos de este fen�meno es necesario montar un sistema de 
transcripci�n in vitro con preparaciones puras de Mfd. Con el prop�sito de cumplir este 
objetivo, mediante la t�cnica de PCR se amplific� el marco de lectura abierto (ORF) de mfd 
de B. subtilis y posteriormente se clon� en el vector de expresi�n pET28b; dicho vector, 
adem�s de dirigir la expresi�n del mfd, a�ade al producto obtenido una etiqueta de 6 
histidinas (His6). La construcci�n obtenida (pET28b-his6-mfd) se introdujo a c�lulas 
competentes de E. coli; se seleccion� una colonia transformante y se corrobor� mediante 
an�lisis de restricci�n de mini preparaciones de ADN que esta portara la construcci�n de 
inter�s. Los experimentos actuales analizan la capacidad de esta cepa recombinante de 
inducir la expresi�n de mfd y generar cantidades exacerbadas de la prote�na recombinante 
His6-Mfd. 
 
Metodolog�a  
Cepas bacterianas y pl�smidos  
Las cepas y pl�smidos que se utilizaron en este estudio se listan en las tablas 1, 2 y 3 
respectivamente 

Tabla 6: Cepas empleadas en este estudio 

Cepa o 
pl�smido 

Genotipo o fenotipo Referencia 

PERM 100 E. coli DH5# 
Colecci�n de cepas del 

laboratorio de M. 
Pedraza-Reyes  

PERM 1325 E. coli DH5# + pET28b KnR 
Colecci�n de cepas del 

laboratorio de M. 
Pedraza-Reyes  

PERM 1579 
E. coli  DH5" que contiene la construcci�n pJET1.2/blunt + ORF 
del gen mfd de B. subtilis. Con sitios de restricci�n BamHI y SalI. 

AmpR 
Este trabajo 

PERM 1641 E. coli  DH5" que contiene la construcci�n pET28b-Mfd Este trabajo 
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PERM1642 
E. coli Rosetta que contiene el pl�smido PERM1641, expresa la 
prote�na Mfd de B. subtilis con una etiqueta de 6 histidinas. KnR 

CmR 

Este trabajo 
 

 
 

Tabla 7: Pl�smidos utilizados en este estudio 

Pl�smido Descripci�n Referencia 

pET28b 
Vector de expresi�n para E. 

coli KnR 

Colecci�n de 
cepas del 

laboratorio de M. 
Pedraza-Reyes  

pJET 1.2 Vector de clonaci�n; AmpR 
Thermo 

Scientific, 2015 

 
Medios de cultivo 
Para el crecimiento y propagaci�n de las diferentes cepas se emple� el medio Luria-Bertani 
(LB). Cuando se requiri� los medios de cultivo se suplementaron con ampicilina (Amp) a 
una concentraci�n final de 100 µg/ml, kanamicina (Kn) a una concentraci�n final de 50 µg/ml 
y Cloranfenicol (Cm) 25 µg/ml. 
 
T�cnicas de biolog�a molecular 
La purificaci�n de fragmentos de ADN en geles de agarosa de bajo punto de fusi�n, la 
obtenci�n de ADN plasm�dico a peque�a escala (mini-preparaciones), as� como la 
preparaci�n de c�lulas competentes y su transformaci�n con ADN plasm�dico se efectu� de 
acuerdo con los protocolos previamente descritos [10]. 
 
Caracterizaci�n molecular de las cepas transformantes de E. coli 
Para corroborar la presencia de la construcci�n en las colonias una vez que estas fueron 
seleccionadas por su resistencia al antibi�tico correspondiente, se realiz� una reacci�n de 
restricci�n de ADN plasm�dico y se comprob� con el tama�o de las bandas obtenidas 
mediante electrofor�sis en geles de agarosa al 1% te�idos con bromuro de etidio. 
 
Resultados  
Amplificaci�n del gen mfd 
Para la amplificaci�n del fragmento del gen mfd se utiliz� ADN gen�mico aislado de la cepa 
B. subtilis 168 y los oligonucle�tidos directo, 5ÕGCGGATCCGACAACATTCAAACCTT3Õ 
y, reverso 5ÕCGGTCGACCGTTGATGAAATGGTTTG3Õ conteniendo sitios de restricci�n 
BamHI y SalI, respectivamente (secuencias subrayadas). Utilizando una temperatura de 
alineamiento de 65¡C y la ADN polimerasa de alta fidelidad Vent (New England BioLabs) 
se obtuvo una �nica banda con del tama�o esperado; i.e., 3500 pb. 
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Figura 1. Amplificaci�n por PCR de un fragmento de ADN de aprox. 3,500pb del orf Mfd. Se obtuvo ADN 
gen�mico de B. subtilis 168 con el cual se montaron reacciones de PCR. Amplificaci�n del fragmento de 

3,531 pb del gen mfd (carriles 1 y 2). La temperatura de alineamiento utilizada fue de 65¡ en carriles 1 y 2. 

 
Clonaci�n del gen mfd en el vector pJET1.2/blunt    
El producto de PCR del gen mfd obtenido, se purific� en un gel de agarosa de bajo punto de 
fusi�n y se lig� en el vector pJET1.2/blunt. Los productos de la ligaci�n se introdujeron por 
transformaci�n a c�lulas competentes de la cepa E. coli DH5#. Se seleccionaron varias 
colonias transformantes, se purific� su pl�smido y se sujet� a an�lisis de restricci�n.  

 
Estrategia para sobre-expresar heter�logamente al gen mfd de B. subtilis 
Para la sobreexpresi�n del gen mfd se utiliz� el pl�smido pET28b espec�fico para expresar 
genes en E. coli. Para generar la fusi�n pET28b-mfd, se extrajo ADN plasm�dico de la cepa 
E. coli PERM1325 que contiene el vector de expresi�n pET28b y junto con el pl�smido 
pPERM1579 fueron cortados con las enzimas BamHI y SalI. Esto lineariz� el vector pET28b 
generando una banda de 5368 pb y liber� al gen mfd (3,500 pb) del vector pJET1.2/blunt. El 
fragmento de 3,500 pb y el vector pET28b linearizado, se purificaron en geles de agarosa de 
bajo punto de fusi�n. Las muestras obtenidas de dicha purificaci�n se utilizaron para montar 
reacciones de ligaci�n. Los productos de la ligaci�n se introdujeron por transformaci�n en 
c�lulas competentes de la cepa E. coli DH5# mediante choque t�rmico siguiendo el protocolo 
descrito por Sambrook y col [10].  Se obtuvieron colonias transformantes las cuales fueron 
corroboradas mediante an�lisis de restricci�n de minipreparaciones de ADN para identificar 
aquellas que contuvieran la construcci�n de inter�s. Estas fueron almacenadas como 
PERM1641. Posteriormente la construcci�n de la cepa PERM1641 se utiliz� para 
transformar c�lulas competentes de E. coli Rosetta para sobre-expresar la prote�na His6-Mfd 
 
Sobreproducci�n de la prote�na His6-Mfd. 
Se inocul� un cultivo de 50ml de medio LB suplementado con Kn y Cm para cada una de las 
diferentes colonias transformantes que conten�an la construcci�n de inter�s. Se incub� a 37¡C 
en hasta alcanzar una DO600nm de 0,5. En este punto se agreg� al cultivo IPTG a una 
concentraci�n final de 1mM y se continu� la incubaci�n por 2h bajo las condiciones descritas. 
Las colonias mostraron sobre-expresar His6-Mfd como se muestra en los carriles 3, 4, 5, 6 y 
7; el tama�o aproximado de la prote�na recombinante es de 135kDa. Podemos observar en el 
carril n�mero 1 el vector pET28b vac�o, en el carril n�mero 2 la muestra es la misma colonia 
transformante del carril n�mero 3 sin inducir con IPTG Estos �ltimos tomados como 
controles negativos de la inducci�n de his6-mfd con IPTG 
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Figura 2. An�lisis electrofor�tico (SDS-PAGE) de la sobreexpresi�n y s�ntesis de la prote�na his6-mfd en 
extractos celulares completos de distintas colonias de E. col� portando la construcci�n pET28b-mfd.  El carril 

numero 1 corresponde al vector pET28b sin el orf de mfd, el carril n�mero 2 muestra a una colonia 
transformante sin IPTG. En los carriles 3, 4, 5, 6 y 7 se observa un incremento en  la s�ntesis de la prote�na 

de inter�s a un tiempo de inducci�n de 2 h. 

Para proseguir con la purificaci�n de la prote�na mediante cromatograf�a de afinidad met�lica, 
se hicieron ensayos para determinar si la prote�na se encuentra en la fracci�n soluble de la 
c�lula. Luego de inducir la expresi�n de his6-mfd con 1 mM de IPTG durante, 2, 4 o 6 h a 
37¡C, los cultivos se centrifugaron por 15 min (4,800 x g, 4¡C) para obtener la pastilla celular. 
Posteriormente, las c�lulas se lavaron y resuspendieron en 40 mL de buffer (Tris-HCl 50 mM 
pH 8, NaCl 300 mM, Triton X-100 0,1% (v/v), PMSF 1 mM), luego se trataron con lisozima 
(2 mg/mL) en hielo durante 40 min. Finalmente, el lisado celular se centrifug� a 4800 x g, 
4¡C, durante 45 min y el sobrenadante se analiz� utilizando un gel de poliacrilamida al 10%. 
Los resultados de la Figura 3 demostraron que la producci�n de la prote�na recombinante 
His6-Mfd increment� con el tiempo de inducci�n del cultivo en la fracci�n celular soluble. 

 
Figura 3. An�lisis electrof�retico (SDS-PAGE) de la sobreexpresi�n y s�ntesis de la prote�na His6-Mfd en la 

fracci�n soluble de una cepa de E. coli portando la construcci�n pET28b-mfd. El ensayo se llev� a cabo a  
diferentes tiempos de inducci�n. En los carriles 1 y 2 el tiempo de inducci�n fue de 6 h, el primer carril con 
IPTG y el segundo sin IPTG. Los carriles 3 y 4 muestran la inducci�n a las 4 horas, con IPTG y sin IPTG 

correspondientemente. Para los carriles 5 y 6 se observa la inducci�n a las 2 h con IPTG y sin IPTG 
correspondientemente.      

 
Conclusiones  
Se obtuvo una cepa recombinante para sobre-expresar heter�logamente el gen mfd de B. 
subtilis y sobreproducir la prote�na His6-Mfd. Las condiciones �ptimas de inducci�n de la 
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expresi�n de mfd fueron determinadas; actualmente, se realizan experimentos para purificar 
la prote�na His6-Mfd. 
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Resumen 
El biodi�sel ha sido considerado como un candidato promisorio para sustituir de manera 
parcial al di�sel del petr�leo. Convencionalmente ha sido producido utilizando materiales 
ricos en triglic�ridos, tales como aceites vegetales no alimentarios, los cuales representan 
alrededor del 60-80% de su costo total de producci�n. Debido a esto, los aceites de re-uso 
han sido propuestos como una alternativa promisoria y de bajo costo para la obtenci�n de 
este biocombustible, a pesar de contener una gran cantidad de �cidos grasos libres. En este 
trabajo se presenta el dise�o de un proceso de bajo costo para la producci�n de biodi�sel a 
partir de aceite residual de cocina, empleando una etapa de pretratamiento �cida seguida de 
una transesterificaci�n con catalizador alcalino en presencia de etanol. Su dise�o y an�lisis 
ha sido realizado mediante el simulador comercial Aspen Plus V.8, obteniendo hasta 96% de 
conversi�n hacia biodi�sel determinando sus condiciones �ptimas de operaci�n. Asimismo, 
se presenta un an�lisis de sensibilidad del proceso al variar de manera controlada la 
composici�n de triglic�ridos que conforman la materia prima; para analizar su influencia en 
el desempe�o del dise�o propuesto. Finalmente, los costos totales anuales, el impacto 
ambiental y la eficiencia energ�tica del proceso han sido evaluados.  
 
Palabras clave:  
Biodi�sel, aceite residual, transesterificaci�n, etanol 
 
Introducci�n 
Actualmente, los aceites vegetales son utilizados para la obtenci�n de combustibles 
renovables, tales como el biodi�sel, sin embargo, el precio de esta materia prima es alto. En 
este sentido, el empleo de aceites de re-uso se presenta como una alternativa promisoria para 
reducir el costo de producci�n, a pesar de su alto contenido de �cidos grasos libres (FFA) y 
residuos s�lidos suspendidos [1]. Se ha encontrado que el uso de una etapa de esterificaci�n 
catalizada por �cidos fuertes tales como el �cido sulf�rico, convierte los �cidos grasos libres 
hacia �steres antes de la transesterificaci�n convencional, evitando la saponificaci�n de los 
mismos [2]. En seguida, en la etapa de transesterificaci�n se utiliza un alcohol en presencia 
de un catalizador alcalino para formar �steres alqu�licos de �cidos grasos (biodi�sel) y 
glicerol [3]. Ambas etapas reactivas presentan par�metros cr�ticos que influyen 
significativamente en la conversi�n final y el rendimiento del biodi�sel [4]; siendo las m�s 
importantes la relaci�n molar y el tipo de alcohol. Respecto a la elecci�n del alcohol, el 
metanol es el m�s utilizado debido a su r�pida reacci�n con triglic�ridos y la f�cil disoluci�n 
del NaOH; sin embargo, es altamente t�xico y de precio elevado, por lo que el etanol se 
presenta como una alternativa promisoria no s�lo por su menor costo, sino debido a la 
posibilidad de producirlo a partir de materia prima renovable. No obstante, es importante 
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se�alar que es menos reactivo que el metanol y forma un aze�tropo con el agua, dificultando 
su recuperaci�n [5]. En este trabajo se presenta el modelado y la simulaci�n de este proceso 
en el simulador Aspen Plus V.8., a trav�s de dos etapas reactivas: esterificaci�n y 
transesterificaci�n con etanol. Finalmente, se presenta un an�lisis de sensibilidad del proceso 
al variar controladamente la composici�n de triglic�ridos que conforman la materia prima, 
estudiando la influencia de dichas modificaciones en el desempe�o del proceso propuesto.  
 
Metodolog�a 
Para el modelado de este proceso se ha empleado una alimentaci�n de 5000 L/mes de aceite 
residual. La composici�n promedio de �ste incluye 6% en peso de �cidos grasos y 94% en 
peso de triglic�ridos; siendo la distribuci�n en peso para �cidos grasos de 12.3% �cido 
palm�tico, 24% �cido oleico, 56.6% �cido linoleico y 7.1% �cido linolenico. Cabe mencionar 
que tal composici�n del aceite ha sido referida a un aceite de fritura, el cual de igual manera 
ha sido utilizado para la producci�n de biodi�sel [6]. 
Para el modelado de este proceso ha sido necesario cargar en Aspen Plus los glic�ridos (tri-, 
di- y mono-), �cidos grasos libres y et�l �steres correspondientes. La elecci�n del modelo 
termodin�mico fue determinado por el diagrama de Carlson [7]. UNIQUAC ha sido 
seleccionado para el modelado de las zonas reactivas del proceso, mientras que UNIFAC 
para el modelado del esquema de separaci�n. El proceso comienza con el acondicionamiento 
de las materias primas para su posterior alimentaci�n. El aceite es mezclado con etanol en 
una relaci�n molar 6:1 (alcohol:aceite); mientras que el �cido sulf�rico, catalizador de la zona 
de esterificaci�n, es alimentado al 1% en peso respecto al aceite. La mezcla de reacci�n es 
llevada a 70 ¼C y a 1 atm de presi�n a trav�s de un calentador. En seguida, es introducida al 
reactor de esterificaci�n, modelado como RBatch, en donde los �cidos grasos libres 
contenidos en el aceite residual son convertidos a et�l �steres durante un tiempo de 30 min. 
La reacci�n se esterificaci�n es presentada en la Figura 1. 

 
Figura 1. Esterificaci�n de �cidos grasos libres [6]. 

 

El modelo cin�tico que describe esta zona reactiva ha sido propuesto en 2015 por Neumann 
y col. [8]; siendo una cin�tica de segundo orden basada en coeficientes de actividad se 
presentan a continuaci�n es las ecuaciones (1) y (2).  

(1) 

(2) 
La corriente de salida de la esterificaci�n es alimentada al reactor de transesterificaci�n batch, 
modelado como RBatch a 70 ¼C y 1 atm de presi�n durante 15min; utilizando una relaci�n 
molar 6:1 alcohol a aceite e hidr�xido de sodio como catalizador. El modelo cin�tico de 
segundo orden que describe esta reacci�n ha sido propuesto por Lima N. y col., 2008. [9]. El 
esquema de reacci�n se presenta en la Figura 2. 
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Figura 2. Esquema de reacci�n. Reactor de transesterificaci�n 

 
Para la refinaci�n del biodi�sel se emplea un decantador (Decanter), separando la fase del 
biodi�sel y la fase del glicerol; en seguida se usa una columna de extracci�n l�quido-l�quido 
(Extract) para remover las trazas de compuestos ajenos al etil �ster (FAEE). La remoci�n del 
agua es realizada a trav�s de un proceso de secado en un evaporador. Respecto a la fase del 
glicerol, ha sido propuesta la neutralizaci�n del catalizador b�sico empleado en la 
transesterificaci�n, agregando �cido fosf�rico (H3PO4) en un reactor de neutralizaci�n 
(Rstoic), separando la sal formada por medio de un filtro de s�lidos (Sep).  
Finalmente, para la recuperaci�n del etanol se propone una columna de destilaci�n extractiva 
(RadFrac) usando glicerol como agente extractante, debido a la presencia del aze�tropo 
etanol-agua. La recuperaci�n del glicerol es efectuada en una columna de destilaci�n 
convencional (RadFrac). Cabe mencionar que existen metodolog�as similares a la de este 
proceso [10]. 
Por otro lado, para analizar el efecto de las diversas variables involucradas en el proceso, 
determinando las mejores condiciones operativas para obtener conversiones del aceite por 
encima del 95%, ha sido realizado un an�lisis de sensibilidad en las etapas reactivas. La 
metodolog�a utilizada es presentada en la Figura 3. 

Figura 3. Algoritmo de an�lisis de sensibilidad en las etapas reactivas. 

 
Para analizar el efecto de la composici�n en la materia prima sobre el dise�o propuesto, se 
ha realizado un an�lisis de sensibilidad del proceso, variando controladamente la 
composici�n de triglic�ridos que conforman el aceite. En este sentido, un incremento del 10% 
en peso sobre cada triglic�rido y en su respectivo �cido graso ha sido analizado, definiendo 
cuatro casos de estudio; simulando cada caso con el dise�o original propuesto.  
Los costos del proceso han sido estimados usando la metodolog�a de Guthrie [11]. Asimismo, 
los costos de operaci�n y el costo total del proceso han sido estimados considerando un 
tiempo de recuperaci�n de 10 a�os. Por otra parte, para evaluar el impacto ambiental en 
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En donde: 
[TG]: Triglic�ridos, [A]: Alcohol, [DG]: 
Diglic�ridos, [MG]: Monoglic�ridos, [GL]: 
Glicerol, [AE]: �ster alqu�lico.   
[PPP]: Tripalm�tina, [PP]: Dipalmitina, [P]: 
Monopalmitina, [EP]: Etil Palmitato, [OOO]: 
Triole�na, [OO]: Diole�na, [O]: Monoole�na, 
[EO]: Etil oleato, [LLL]: Trilinole�na, [LL]: 
Dilinole�na, [L]: Monolinole�na, [EL]: Etil 
linoleico, [LnLnLn]: Trilinolen�na, [LnLn]: 
Dilinolen�na, [Ln]: Monolinolen�na, [ELn]: Etil 
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funci�n de las emisiones de CO2 emitidas por el proceso, se ha seguido la metodolog�a 
propuesta por Gadalla y col. [12]. Finalmente, el costo unitario del biodi�sel que se obtiene 
en este proceso ha sido estimado empleando la metodolog�a presentada por Santana y col. 
[13].  
 
Resultados 
En la Figura 4 se presenta el efecto de la temperatura y el tiempo de reacci�n para las dos 
etapas reactivas. Se ha encontrado que el incremento de la temperatura para ambas zonas de 
reacci�n favorece la conversi�n del biodi�sel; obteniendo para 70¡C, 99.9% para 
esterificaci�n y alrededor de 86% para transesterificaci�n.  
Es importante se�alar que, por encima de 70¡C, el incremento de la conversi�n no es 
significativamente variante respecto a la obtenida a 70¡C; adem�s de que temperaturas 
cercanas al punto de ebullici�n del etanol (78.4¡C) podr�an ocasionar p�rdidas de �ste. 
Respecto al tiempo de reacci�n, para el reactor de esterificaci�n, la conversi�n para tiempos 
mayores de 30 min permanece constante; mientras que, para la transesterificaci�n por encima 
de 15 min de reacci�n, la conversi�n no presenta cambios importantes.  
 
                         a)  
 
 
 
 
 
 
 
         b) 

 

 

 

 

Figura 4. An�lisis de sensibilidad. Efecto de la temperatura y el tiempo de reacci�n. Zonas reactivas: a) 
Reacci�n de esterificaci�n, b) Reacci�n de transesterificaci�n. 

 

En la Figura 5 se presenta la distribuci�n de productos para ambas zonas de reacci�n, 
modeladas a 1 atm de presi�n y 70¡C, a 30 y 15 min de reacci�n, respectivamente; obteniendo 
96% de conversi�n hacia biodi�sel en la segunda etapa reactiva. Es importante se�alar que 
el biodi�sel obtenido cumple los est�ndares y especificaciones de acuerdo con la ASTM 
D6751. 
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Figura 5. Distribuci�n de productos en zonas reactivas.
 
Respecto a las variaciones en la composici�n de alimentaci�n, en la Tabla 1 son presentadas 
las caracter�sticas del biodi�sel obtenido en cada caso. Cabe mencionar que no fue necesario 
modificar los par�metros de operaci�n de los equipos de proceso.  
 

Tabla 1. Comparaci�n de biodi�sel obtenido. Casos de estudio. 

 
Por otro lado, el diagrama del proceso completo se presenta en la Figura 6.  
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 6. Diagrama del proceso propuesto. 

 
Se ha determinado que son requeridos alrededor de 0.65 kW de energ�a por kilogramo de 
biodi�sel obtenido a 70¡C y con la composici�n original del aceite. El costo total anual del 
proceso se ha estimado en $40,794 USD/a�o mientras que la cuantificaci�n de emisiones de 
CO2 debidas al proceso son alrededor de 224,347.104 kg CO2/a�o. Finalmente, ha sido 
estimado el costo unitario del biodi�sel con un valor de 15.334 $/L. Es importante se�alar 
que los resultados mencionados anteriormente corresponden al modelado del proceso a partir 
de la composici�n original del aceite residual. No ha sido estimado el precio ni las emisiones 

Propiedad Unidades EN14214 ASTM 
D6751 

Composici�n 
Original 

Caso I Caso 
II 

Caso 
III 

Caso 
IV 

Contenido de 
Agua 

%(w/w) 0.05> 0.05> 0.050 0.056 0.052 0.052 0.052 

Contenido de 
alcohol 

%(w/w) 0.2> - 0.008 0.0001 0.008 0.008 0.007 

Contenido de 
Monoglic�ridos 

%(w/w) 0.8> - 0.73 0.77 0.72 0.69 0.72 

Contenido de 
Diglic�ridos 

%(w/w) 0.2> - 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

Contenido de 
Triglic�ridos 

%(w/w) 0.2> - 0 0 0 0 0 

Contenido Glicerol 
total 

%(w/w) 0.25> 0.24> 0 0 0 0 0 
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contaminantes para los casos de estudio, debido a que permanece constante su calidad y 
conversi�n global del biodi�sel. 
 
Conclusiones 
Se ha llevado a cabo el an�lisis de la producci�n de biodi�sel a partir de aceites de re-uso 
empleando etanol como agente para la esterificaci�n y transesterificaci�n. Se ha encontrado 
que al usar etanol en las etapas de reacci�n es posible alcanzar altas conversiones hacia 
biodi�sel, alrededor de 96%, en tiempos de reacci�n pr�cticamente cortos, siendo sus 
requerimientos energ�ticos relativamente bajos. El empleo de aceites residuales de cocina ha 
demostrado ser una buena alternativa para la reducci�n del costo unitario de este 
biocombustible, permitiendo que �ste pueda competir en el mercado mientras que el uso de 
etanol, el cual se puede obtenerse de fuentes renovables otorga a este proceso mayor 
sustentabilidad ambiental. 
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Resumen  
En este trabajo se hace un an�lisis de un proceso de deslignificaci�n intensificado, en el cual 
se busca aumentar la cantidad de materia en la etapa de pretratamiento que, para este caso, 
es de tipo alcalino. El proceso consiste en la dosificaci�n de la carga de la materia 
lignocelul�sica, en lugar de una sola adici�n, como se realiza de manera convencional. 
Adem�s, se verifica la eficacia del proceso de pretratamiento realizado, mediante la 
realizaci�n de hidr�lisis enzim�ticas al 5% w/v en reactor por lote (T=50¡C; pH=4.0; CE: 

7.5 µL/0.015 g), empleando el complejo enzim�tico comercial Cellic CTec de Novozymes¨ 
(NC-3). Se encontr� que es posible aumentar las relaciones peso-volumen en el proceso de 
deslignificaci�n; pudiendo llevarse a cabo hasta 10% o 12% obteniendo resultados 
prometedores, 93.24% y 77.71% respectivamente.  
 
Palabras clave: deslignificaci�n, hidr�lisis enzim�tica, hidr�xido de sodio, sustentabilidad. 
#

Introducci�n  
Los distintos problemas ambientales y energ�ticos que han ido surgiendo alrededor del 
mundo han llevado al desarrollo de distintos m�todos para la obtenci�n de combustibles 
verdes, conocidos como biocombustibles, tales como el bioetanol [1]. Estudios de 
sustentabilidad en la generaci�n de bioetanol sugieren que debe enfocarse a la producci�n de 
bioetanol segunda generaci�n. �ste se genera a partir de biomasa lignocelul�sica, sin 
embargo, su producci�n se ve limitada por varias razones, una de las principales es por la 
baja accesibilidad de las enzimas hacia la celulosa y hemicelulosa debido a la poderosa 
barrera mec�nica generada por la lignina [2].  
La lignocelulosa es con frecuencia el mayor componente de residuos forestales, municipales 
o agroindustriales, y presenta un potencial industrial atractivo como materia prima [3]. Se 
prev� que esta materia pueda ser empleada en el proceso de producci�n de biocombustibles 
y de esta manera sustituir el uso de combustibles f�siles para proveer energ�a renovable a al 
menos 1600 millones de personas, contribuir al desarrollo sustentable, reducir emisiones de 
GEI y combatir el Cambio Clim�tico [3].  
Por otro lado, la deslignificaci�n es la etapa que tiene por objetivo la exposici�n  de la 
superficie, de la materia prima, rica en celulosa para que puede ser procesada; ya que este 
componente es el principal punto de partida para la producci�n del biocombustible 
(bioetanol). Existen diversos tipos de pretratamiento (tanto f�sico como qu�mico) de la 
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materia lignocelul�sica, sin embargo, el pretratamiento alcalino Ð oxidativo ha presentado 
buenos resultados; �ste �ltimo es operado entre 70¡C y 80¡C con un pH que puede ir desde 
10.5 Ð 11.5 [4]. 
En este trabajo se presentan los rendimientos de az�cares reductores obtenidos de hidr�lisis 
enzim�ticas, a partir de cambios protocolarios en el proceso de pretratamiento de la materia 
prima (paja de sorgo). En esta investigaci�n se tuvieron como objetivos:  
 

-! Dise�ar un proceso de deslignificaci�n de paja a alta concentraci�n en un reactor de 
tanque agitado para aumento de la capacidad operativa del proceso.  

-! Establecer del procedimiento para llevar a cabo una deslignificaci�n de paja de altos 
s�lidos en un reactor de tanque agitado. 

-! Estudiar una t�cnica convencional estad�stica para evaluaci�n de bioprocesos, a 
trav�s de la generaci�n de una superficie de respuesta del desempe�o del proceso -
vs- condiciones de proceso. 

#

Metodolog�a  
 

-! Biomasa Lignocelul�sica 

Se utiliz� paja de sorgo; se realiz� el tratamiento mec�nico de molienda y tamizado hasta 
tener muestras de distintos tama�os de malla (20, 40 y 60). Espec�ficamente se utiliz� la paja 
obtenida ente las mallas 40 y 60.  

-! Pretratamiento Alcalino-Oxidativo 

Se llev� a cabo con hidr�xido de sodio (NaOH) y per�xido de hidr�geno (H2O2). 
El procedimiento consisti� en colocar 60 g de paja seca natural en matraz Erlenmeyer de 2 L 
con 925 mL de agua destilada, 35 ml de NaOH al 50 % y 40 ml de H2O2 al 50%. Esto se hizo 
alternando 10 ml de NaOH y 10 ml de H2O2. El pH se ajust� a 11.5, a una temperatura de 
60¡C durante 5 h.  
El procedimiento intensificado consisti� en la adici�n de agua y reactivos (como se indica en 
el procedimiento convencional); y posteriormente hacer adicionar de manera dosificada de 
la paja de trigo. 

-! Hidr�lisis enzim�tica 
 

¥! Sistema de microreacci�n 
Concentraci�n de paja de 1% w/v en microtubos de 1.5 mL durante 1 hora. T=52¡C, pH=4.0, 
agitaci�n: 900 rpm. 

¥! Sistema en reactor por lote de 0.5 L 
Concentraci�n de paja de 5% w/v en reactor de tanque agitado de 0.5 L por un lapso de 8 
horas. T=52¡C, pH=4.0, agitaci�n: 150 rpm. 
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-! Medici�n de az�cares reductores en muestras 

Se realiz� la determinaci�n de az�cares reductores totales mediante la t�cnica de DNS (�cido 
3,5 dinitro salic�lico) desarrollada por Miller [5]. 
 
Resultados  
 
En la Tabla 1 se puede observar que los rendimientos obtenidos en microreacci�n son 
mantenidos a nivel macro, lo cual indica que las condiciones de proceso utilizadas cumplen 
su funci�n. Adem�s, se puede indicar que a�n aumentado la concentraci�n de paja en el 
proceso de pretratamiento no interfiere en la acci�n de deslignificaci�n del pretratamiento. 
En la Tabla 1 c/p se refiere a que la adici�n de paja se realiz� controlando el tiempo de adici�n 
de paja; por otro lado, s/p corresponde a los experimentos realizados sin tomar en cuenta el 
tiempo de adici�n.  
 

Tabla 1. Comparaci�n de los rendimientos obtenidos en las hidr�lisis enzim�ticas de las microreacciones y 
en sistema de 0.5 L. 

Condiciones de Proceso: T=50¡C; pH=4.0; CE: 7.5 µL/0.015 g 
Microreacci�n 1.5 mL 

(1% w/v) 
Rendimiento 

(%) 
Macroreacci�n 0.5 L 

(5% w/v)  
Rendimiento 

(%) 
6% Convencional 64.58 6% Convencional 61.36 

6% Intensificado s/p 28.92 6% Intensificado s/p 69.19 
6% Intensificado c/p 68.25 6% Intensificado c/p 92.01 
8% Intensificado c/p 60.52 8% Intensificado c/p 88.25 

10% Intensificado c/p 94.58 10% Intensificado c/p 93.24 
12% Intensificado c/p 62.27 12% Intensificado c/p 77.71 

 
De igual manera, mediante la t�cnica de dosificaci�n llevada a cabo fue posible obtener 
resultados prometedores para la intensificaci�n del proceso siendo todos los rendimientos 
mayores que el rendimiento del experimento en donde se utiliz� la paja pretratada siguiendo 
la manera convencional. 
En la Figura 1 se pueden visualizar los resultados obtenidos en las diversas hidr�lisis 
enzim�ticas a volumen de 0.5 L, realizadas para cada din�mica de pretratamiento como lo 
indica la Tabla 1.  
Con los resultados obtenidos en la experimentaci�n realizada es posible afirmar que el 
aumento de biomasa manejada en el pretratamiento es factible puesto que no disminuyen los 
rendimientos obtenidos en la operaci�n de hidr�lisis, siendo el pretratamiento al 10% w/v el 
m�s apropiado pues presenta el mayor rendimiento. Cabe mencionar que, aunque el caso al 
12% w/v, presenta buenos resultados es necesario recalcar que el esfuerzo necesario para 
lograr buena agitaci�n aumenta de manera considerable.  
Por lo tanto, dados los resultados obtenidos, se tiene que es factible pretratar mayor cantidad 
de biomasa usando la misma cantidad de reactivos.  
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Figura 1. Trayectorias de los rendimientos obtenidos en cada una de las hidr�lisis realizadas. 

 
Conclusiones  
El aumento de concentraci�n en la carga de paja de manera dosificada en el pretratamiento 
alcalino-oxidativo, es posible, empleando la misma cantidad de reactivos que marca la 
metodolog�a original (experimentos 6% w/v).  
Por otro lado, la ejecuci�n de las microreacciones abre la oportunidad de generar una estrecha 
relaci�n entre las escalas micro y macro en la hidr�lisis enzim�tica; adem�s de verificar que 
es posible predecir resultados a nivel macroescala a trav�s de la microescala. Lo anterior es 
comprobado por los rendimientos obtenidos en las hidrolisis en la generaci�n de az�cares 
reductores totales con concentraciones de 77.72 g/L y 64.77 g/L con rendimientos de 93.24% 
y 77.71%, para cargas de 10% w/v y 12% w/v respectivamente. 
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Resumen  
La fisiolog�a del Sclerotium cepivorum Berk., pat�geno del ajo (Allium sativum), se ha 
enfocado en la formaci�n del esclerocio, pero este hongo es capaz de desarrollar otras 
estructuras de reproducci�n asexual, llamadas conidias, en condiciones limitantes de 
nutrientes y en respuesta al da�o mec�nico como est�mulo.  
En el grupo de trabajo, se evalu� la conidiaci�n inducida por da�o mec�nico a nivel 
morfol�gico y por el an�lisis de transcritos diferenciales expresados en intervalos de tres 
horas despu�s de la inducci�n, en una cepa mutante (M) de S. cepivorum que no forma 
esclerocios, obteniendo cambios significativos en la transcripci�n del primer intervalo, 
considerado a las tres horas despu�s de la inducci�n por da�o mec�nico.  
En este estudio prote�mico determinamos la presencia de 39 prote�nas solubles en micelio 
de la cepa M a 3 horas post-inducci�n, cuya cuantificaci�n e identificaci�n fue posible 
analizando los datos obtenidos por Espectrometr�a de Masas con el programa Maxquant¨, 
usando como base de datos el proteoma de hongos filamentosos relacionados 
filogen�ticamente con S. cepivorum. Los resultados aqu� obtenidos se relacionan con lo 
observado en el an�lisis transcript�mico  de la cepa M al mismo tiempo despu�s de la 
inducci�n y patrones de prote�nas solubles obtenidos por Electroforesis de doble dimensi�n+!!
 
Palabras clave 
Conidiaci�n, Factores de transcripci�n, An�lisis LC-MS/MS 
 
Introducci�n  
El hongo pat�geno del ajo Sclerotium cepivorum (Sc), desarrolla conidias como estructuras 
de reproducci�n cuando tiene baja disponibilidad de nutrientes en vez de sus estructuras 
caracter�sticas: esclerocios (1,2). Generamos una cepa mutante de S. cepivorum (ScM) capaz 
de formar s�lo conidias sin importar si crece en medios ricos o medios m�nimos (3). En un 
an�lisis transcript�mico de la cepa ScM se obtuvieron cambios significativos a intervalos de 
tiempo cortos despu�s de inducir la conidiaci�n mec�nicamente (cortando en el micelio), 
adem�s en su genoma S. cepivorum tiene genes hom�logos a los descritos en otros hongos 
filamentosos, implicados en la inducci�n y regulaci�n de la conidiaci�n (4, 5), pero las 
prote�nas de este hongo fitopat�geno implicadas en este fen�meno no han sido caracterizadas. 
Los objetivos de este proyecto  fueron analizar las prote�nas diferenciales de la cepa ScM en 
comparaci�n con la cepa silvestre (Sc) detectadas a intervalos cortos, espec�ficamente tres 
horas, despu�s de la inducci�n, para identificar las prote�nas implicadas en el inicio de la 
conidiaci�n y su posible funci�n en la regulaci�n de la conidiaci�n. 
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Metodolog�a  
La expresi�n diferencial de las prote�nas solubles se analiz� mediante dos estrategias: 
electroforesis 2-D y an�lisis de LC-MS / MS (6,7). Los espectros de masas de p�ptidos de 
las prote�nas de la fracci�n soluble se analizaron con MaxquantTM y  el software 
complementario PerseusTM para identificar prote�nas significativamente diferenciales entre 
las cepas silvestre (Sc) y mutante (ScM) a 0 y 3 horas despu�s de la inducci�n. Los resultados 
obtenidos por ambos programas se compararon con los resultados del an�lisis 
transcript�mico por medio de la herramienta BLASTP y los patrones de prote�nas solubles 
obtenidos por electroforesis 2-D. 
 
Resultados  
La plataforma bioinform�tica MaxquantTM nos permiti� analizar en grupos de dos nuestras 
cuatro muestras con sus tres replicas experimentales, se utiliz� una base de datos de prote�nas 
de Uniprot de especies del genero Sclerotinia, para identificar las prote�nas de las muestras. 
El Grupo 1 es la comparaci�n de las Muestra 1 (Prote�nas solubles de la cepa Mutante de Sc 
a 0 horas de la inducci�n) y la Muestra 2 (Prote�nas solubles de la cepa Mutante de Sc a 3 
horas de la inducci�n), los resultados presentados en este trabajo son de este grupo. En el 
Grupo 1 se identificaron 237 prote�nas en la Muestra 1 presentes en al menos dos de las tres 
replicas experimentales y 212 prote�nas en la Muestra 2. En las Muestra 1 se identificaron 36 
prote�nas �nicas, es decir que no est�n presentes en la Muestra 2; y 11 prote�nas �nicas en la 
Muestra 2. Presentamos adem�s un diagrama de Venn donde representamos el Grupo 3 que 
es la comparaci�n de la Muestra 1 y la Muestra 3 (Prote�nas solubles de la cepa Silvestre de 
Sc a 0 horas de la inducci�n). Donde se identificaron 40 prote�nas �nicas en la Muestra 3 y 
32 prote�nas �nicas en la Muestra 1. (Ver, Figura 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Diagramas de Venn. Grupo 1, comparaci�n de la Muestra 1 (ScM0hrs, en rojo) y Muestra 2 

(ScM3hrs, en azul) y Grupo 3, comparaci�n de la Muestra 3 (ScWt0hrs, en amarillo) y Muestra 1 (ScM0hrs, 
en rojo). 
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El an�lisis estad�stico se realiz� en PerseusTM, se utilizaron los datos de la abundancia o 
cuantificaci�n obtenida en MaxquantTM, al normalizar los datos de las muestras del Grupo 1 
se compararon un total de 417 prote�nas y por una prueba de t-student para dos muestras (p-
value=0.05) con la que se obtuvieron las prote�nas significativamente diferenciales o m�s 
abundantes de cada muestra, obteniendo 39 prote�nas m�s abundantes en la Muestra 2 (Figura 
2); 31 de estas 39 prote�nas tienen similitud con los resultados obtenidos en el an�lisis 
transcript�mico.  

 
Figura 2. Prote�nas significativamente diferenciales en la Muestra 2 (en azul) del Grupo 1. 

 
En graficas de pastel presentamos la posible funci�n molecular y localizaci�n celular dada 
por la anotaci�n GO (Gen Onthology) de las 39 prote�nas de la Muestra 2 del Grupo 1, se 
tomaron en cuenta las prote�nas con localizaci�n nuclear, y con funci�n de DNA binding y 
Zinc ion binding ya que estas anotaciones est�n presentes en factores de transcripci�n 
descritos en otros hongos filamentos involucrados en el inicio y regulaci�n de la conidiaci�n 
(4, 5, 8). En el caso de localizaci�n celular casi la mitad (49%) de las prote�nas no ten�an 
anotaci�n mientras que la anotaci�n de funci�n molecular fue m�s completa.  
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Figura 3. Graficas de las prote�nas significativamente diferenciales de la Muestra 2 del Grupo 1. Posible 
localizaci�n celular y posible funci�n molecular dadas por la anotaci�n GO disponible en la base de datos de 

Uniprot. 

 
Para conocer el proceso biol�gico en que estaban implicadas las prote�nas diferenciales se 
utiliz� la anotaci�n GO, la base de datos de Keeg y el programa de an�lisis de redes STRING. 
Obteniendo que el total de prote�nas identificadas en el Grupo 1 puede agruparse en dos 
procesos: el metabolismo del carbono y la traducci�n; porque un n�mero de al menos 19 
prote�nas participaban en el primer proceso y 16 prote�nas en el segundo proceso. En 
STRING se propone que las prote�nas diferenciales con anotaci�n en el metabolismo del 
carbono, podr�an estar participando en la polimerizaci�n del citoesqueleto y como 
intermedios en la s�ntesis de metabolitos secundarios, tomando como base lo descrito en 
organismos modelo dentro de su base de datos.  
Utilizando el programa ImageMaster 2D Platinum identificamos seis prote�nas diferentes en 
nuestros geles de electroforesis 2-D de las Muestra 1 y Muestra 2, donde se les asigno un 
posible peso molecular y un punto isoel�ctrico; estos datos se compararon con los PM y pI 
de las 39 prote�nas de la Muestra 2. Adem�s con los PM y pI posibles obtenidos de 
ImageMaster utilizando la herramienta TagIdent de ExPASy se les dio una posible 
identificaci�n; obteniendo similitud de funci�n molecular con las prote�nas diferenciales del 
an�lisis de masas.  

Tabla 1. Prote�nas detectadas por an�lisis de imagen en patrones 
de electroforesis 2-D 

Serie PM en KDa pI 

D01 73 5.5 
D02 50 9.52 
D03 35 5.5 
D04 33 8.05 
D05 33 5.5 
D06 19 5.59 
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Conclusiones 

¥! Se identificaron seis prote�nas en la muestra 2, que no est�n presentes en la cepa 
silvestre,  con funci�n molecular en procesos de oxidaci�n-reducci�n, prote�nas de 
uni�n a ATP y dos con funci�n desconocida. 

¥! Hemos identificado prote�nas similares en ambos estudios el prote�mico y 
transcript�mico, involucradas en la replicaci�n del ADN, y transporte de prote�nas. 
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Resumen   
Introducci�n. C. glabrata es un microorganismo oportunista que puede causar candidemia 
y adem�s presenta resistencia a los azoles y equinocandinas, que son los f�rmacos de elecci�n 
para tratar este tipo de infecciones f�ngicas. El objetivo del trabajo fue determinar la 
Concentraci�n M�nima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial Chrysactinia mexicana Gray 
sobre C. glabrata. Material y m�todos. La materia vegetal se recolect� en la carretera 57 en 
la desviaci�n  a Guadalc�zar y se sec� a temperatura ambiente. Las flores, hojas y ramas 
secundarias fueron seleccionadas para molerlas y extraer aceite esencial por el m�todo de 
arrastre de vapor. Se realizaron ensayos de crecimiento de fase logar�tmica y estacionaria por 
triplicado. Para los ensayos en fase logar�tmica, se incub� C. glabrata en medio YPD l�quido 
con diferentes concentraciones del aceite esencial durante 7h a 28¡C, posteriormente las 
c�lulas fueron lavadas para la realizar ensayos de microdiluci�n en cajas con YPD s�lido que 
se incubaron durante 48h a 28¡C. Los ensayos de fase estacionaria difirieron a los de fase 
logar�tmica en las condiciones de interacci�n del aceite esencial con C. glabrata porque la 
incubaci�n fue por 3h y el medio YPD l�quido proven�a de un cultivo de fase estacionaria. 
Resultados. En el ensayo de fase logar�tmica la CMI fue 4.64 mg/1mL mientras que en fase 
estacionaria fue 6.5 mg/1mL. Conclusiones. Candida glabrata en fase estacionaria es m�s 
resistente que en fase logar�tmica. 
 
Palabras clave: Candida, aceite esencial, Chrysactinia mexicana Gray 
#

Introducci�n  
 Las infecciones f�ngicas invasivas han aumentado desde la d�cada de 1980, principalmente 
en pacientes inmunodeprimidos y/o hospitalizados con enfermedades graves [1] como los 
pacientes con c�ncer sometidos a quimioterapia, personas portadoras del virus de 
inmunodeficiencia humana, pacientes sometidos a trasplante renal, por mencionar algunos 
[2]. Entre los principales microorganismos que originan este tipo de afecciones se encuentran 
las especies del g�nero Candida que forman parte de la microbiota del ser humano, se localiza 
principalmente en la mucosa del tracto gastrointestinal, vagina y piel; sin embargo cuando 
este pat�geno oportunista encuentra las condiciones adecuadas produce enfermedad [3].  
A nivel mundial C. albicans es la especie mayormente aislada de pacientes con s�ntomas de 
candidemia, sin embargo, las infecciones por Candida spp. han aumentado en los �ltimos 
a�os.  Entre las especies que mayor importancia ha tenido es Candida glabrata no solo 
porque en algunos pa�ses es la que se a�sla en segundo lugar si no porque se ha reportado que 
tiene la capacidad para generar resistencia a los medicamentos de elecci�n en comparaci�n 
con otras especies [4-5], adem�s de los altos costos derivados de la atenci�n hospitalaria as� 
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como la prolongaci�n en la estad�a hospitalaria, por lo tanto es de importancia proponer 
nuevas alternativas terap�uticas y una de ellas es a trav�s de las plantas medicinales [6]. 
Las plantas medicinales se han utilizado a nivel mundial como una alternativa a diferentes 
padecimientos, por ejemplo algunos extractos y aceites esenciales obtenidos a partir de estas 
han mostrado tener diferentes efectos biol�gicos como bactericidas, bacteriost�ticos, 
fungist�ticos, fungicidas, por mencionar algunos [7]. Entre los pa�ses que hacen uso de la 
medicina tradicional est�n Brasil, Cuba, India, Jordania y M�xico; debido a la riqueza y 
diversidad en su flora [8]. 
Las plantas de la familia Asteraceae se utilizan por el contenido de sesquiterpenos que poseen, 
adem�s hay reportes de la actividad antif�ngica de los aceites esenciales de estas. Un ejemplo 
es el aceite obtenido de la planta Chrysactinia mexicana Gray la cual tiene una amplia 
distribuci�n en la Rep�blica Mexicana, localiz�ndose en diecis�is estados del noreste del pa�s 
entre los que se encuentran Nuevo Le�n, Durando, Chihuahua, Coahuila, Guanajuato y San 
Luis Potos� [9]. C�rdenas-Ortega et al. (2005) obtuvieron el aceite esencial de Chrysactinia 
mexicana Gray por el m�todo de destilaci�n por arrastre de vapor y lo probaron sobre el 
hongo fitopat�geno Aspergillus flavus e identificaron su efecto fungist�tico y fungicida [9].  
Por lo anterior el presente trabajo tuvo como objetivo determinar la Concentraci�n M�nima 
Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida glabrata. 
 
Material y m�todos 
 
Cepa utilizada 
Para esta investigaci�n se utiliz� una cepa de referencia ATCC CBS138. 
 
Medio de Cultivo 
 La cepa fue cultivada en medio l�quido de levadura-peptona-dextrosa (YPD), 1% de extracto 
de levadura (BD Bioxon), 2% peptona (BD Bioxon) y 2% de glucosa (Fermont). Para el 
medio YPD solido se le adicion� 2% de agar (BD Bioxon). Los cultivos l�quidos se incubaron 
a 28¡C a 120rpm durante 48 h. 
 
Determinaci�n de la Concentraci�n M�nima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de 
Chrysactinia mexicana Gray en fase logar�tmica 
La CMI se determin� como la concentraci�n m�s baja requerida para la inhibici�n completa 
del crecimiento (sin crecimiento visible) [10]. A partir de un cultivo de C. glabrata en fase 
estacionaria, se inocul� en 10mL de medio YPD fa una OD600nm 0.5 con su diluyente DMSO 
al 1.25% (D8418 Sigma-Aldrich) y se agregaron las diferentes concentraciones del aceite 
esencial de Chrysactinia mexicana Gray en un rango de 4.64-18.5mg ($= 0.9290g/cm3) del 
aceite esencial, los tubos se incubaron a 28¡C con agitaci�n continua a 120 rpm durante 7 h. 
Transcurrido el tiempo de incubaci�n se determin� la densidad �ptica y se ajust� a OD600nm 

0.5 para 1mL de agua destilada est�ril, posteriormente se lavaron las c�lulas y se procedi� a 
realizar ensayos de microdiluci�n. 
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Determinaci�n de la Concentraci�n M�nima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de 
Chrysactinia mexicana Gray en fase estacionaria 
A partir de un cultivo de C. glabrata en fase estacionaria, se inocula a una OD600nm 0.5 en 
10mL de medio YPD que proven�a de fase estacionaria. A cada tubo se le adicion� diferentes 
concentraciones del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray con su diluyente DMSO 
al 1.25%, las concentraciones fueron en un rango de 6.5-9.29mg, los tubos se incubaron a 
28¡C con agitaci�n continua a 120rpm durante 3h. Despu�s de la incubaci�n se determin� la 
densidad �ptica y se ajust� a OD600nm 0.5 para 1mL de agua, las c�lulas se lavaron y realizaron 
ensayos de microdiluci�n. 
 
Ensayos de microdiluci�n 
A partir de los cultivos de C. glabrata en interacci�n con los diferentes concentraciones del 
aceite esencial probadas en fase logar�tmica y estacionaria, se realizaron los ensayos de 
microdiluci�n. Una vez que las c�lulas fueron lavadas y en los tubos se ajust� a una OD600nm 

0.5 con 1mL de agua, se realizaron diluciones seriadas (100, 10-1, 10-2, 10-3 ,10-4, 10-5) en 
placas de 96 pozos en condici�n de esterilidad. Se tomaron 5µl de cada diluci�n, se 
sembraron las c�lulas por goteo en placas con medio YPD y se incubaron a 28¡C durante 
48h. 
 
Recoleccion de la materia vegetal 
Chrysactinia mexicana Gray en etapa de floraci�n se recolect� en el mes de Julio del a�o 
2016 en el camino a Guadalcazar municipio de San Luis Potos�. La materia vegetal fu� 
certificada por el tax�nomo Jos� Garc�a P�rez con el c�digo SLPM37571 depositado en el 
herbario del instituto de zonas des�rticas de la Universidad Aut�noma de San Luis Potos�. 
 
Obtenci�n del aceite esencial 
La materia vegetal se dej� secar a temperatura ambiente por 72 h, se separaron las flores, las 
hojas y las ramas secundarias; se trituraron en una licuadora industrial y se licuaron para 
obtener una part�cula de 1750 micras para la homogenizaci�n de la muestra. 
El aceite esencial se extrajo por la t�cnica de destilaci�n por arrastre de vapor y se coloc� 
600 mL de agua destilada en el primer matraz, en el segundo matraz 50grs de materia vegetal 
y el destilador se dej� durante 8h; al t�rmino de este proceso se obtuvo 200mL de agua floral. 
Para separar el aceite esencial del agua floral se utiliz� la t�cnica de separaci�n por 
densidades por medio de un embudo de separaci�n obteniendo alrededor de 1mL de aceite 
esencial por cada 50 gramos de materia vegetal y entre cada lote de aceite esencial se 
conserv� el olor caracter�stico y el color amarillo claro, una vez obtenido este fue almacenado 
a 4¡C en frascos �mbar y sellados al vac�o hasta su utilizaci�n. 
 
Resultados  
 
Determinaci�n de CMI del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre 
Candida glabrata en fase logar�tmica 
Antes de establecer la CMI para la cepa de referencia, se determin� que el solvente empleado 
(DMSO) no tiene efecto en el crecimiento de las c�lulas (Figura 1). Para conocer la CMI del 
aceite esencial de C. mexicana Gray se emplearon diferentes concentraciones que 
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interaccionaron con c�lulas de C. glabrata y se observ� que 4.65mg/mL es la CMI en fase 
logar�tmica (Figura 2).  

 

Figura 1. Viabilidad de Candida glabrata con DMSO en fase logar�tmica. Ensayo de microdiluci�n de C. 
glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la l�nea A se muestra la incubaci�n de 7h de las c�lulas en fase 
logar�tmica en YPD l�quido sin DMSO (control). B se muestra la interacci�n de 7h de las c�lulas e fase 
logar�tmica en YPD l�quido con DMSO al 1.25%. Incubaci�n de 48h sobre YPD agar a 28¡C. 
 

                          
Figura 2. Efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida glabrata en fase 

logar�tmica. Ensayo de microdiluci�n de Candida glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la l�nea A se 
muestra la incubaci�n de 7h de las c�lulas en fase logar�tmica en YPD l�quido sin DMSO (control). En las 
l�neas B-E de cada panel se observa la interacci�n de 7h de las c�lulas en fase logar�tmica en YPD l�quido con 
diferentes concentraciones del aceite esencial diluido con DMSO al 1.25%. Incubaci�n de 48h sobre YPD agar 
a 28¡C. 

 
Determinaci�n de CMI del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre 
Candida glabrata en fase estacionaria 
Para determinar la CMI de la cepa de referencia de Candida glabrata en fase estacionaria se 
incubaron c�lulas en esta fase de crecimiento a diferentes concentraciones del aceite esencial 
de Chrysactinia mexicana Gray y al disolvente (DMSO). Como puede observar (Figura 3) el 
crecimiento de esta cepa en interacci�n con DMSO durante esta fase no afecta su viabilidad. 
Se observa la CMI (figura 4) del aceite esencial en la cepa de referencia a 6.50mg/mL. 
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Figura 3. Viabilidad de Candida glabrata con DMSO en fase estacionaria. Ensayo de microdiluci�n de C. 
glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la l�nea A se muestra la incubaci�n de 3h de las c�lulas en fase 
estacionaria en YPD l�quido recuperado de un cultivo de fase estacionaria sin DMSO (control). B se muestra 
la interacci�n de 3h de las c�lulas en fase estacionaria en YPD l�quido recuperado de fase estacionaria con 
DMSO al 1.25%. Incubaci�n de 48h sobre YPD agar a 28¡C. 

 

                                     
Figura 4. Efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida glabrata en fase 

estacionaria. Ensayo de microdiluci�n de Candida glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la l�nea A se 
muestra la incubaci�n de 3h de las c�lulas en fase estacionaria en YPD l�quido recuperado de fase estacionaria 
sin DMSO (control). En las l�neas B-E de cada panel se observa la interacci�n de 3h de las c�lulas en fase 
estacionaria en YPD l�quido recuperado de fase estacionaria con diferentes concentraciones del aceite esencial 
diluido con DMSO al 1.25%. Incubaci�n de 48h sobre YPD agar a 28¡C. 
 

Conclusiones  
La Concentraci�n m�nima inhibitoria del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray 
utilizada en fase estacionaria fue mayor que la utilizada en fase logar�tmica para la cepa de 
referencia ATCC CBS138 de Candida glabrata. 
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Resumen 
La producci�n de hidrocarburos a partir de aceites vegetales mediante la reacci�n de 
hidrodesoxigenaci�n (HDO) utilizando catalizadores de platino soportados sobre zeolitas, ha 
permitido la obtenci�n de cadenas lineales y ramificadas en el rango de la turbosina, el di�sel 
verde y la biogasolina. En este trabajo se presenta la s�ntesis, caracterizaci�n y evaluaci�n de 
la actividad del catalizador Pt/HZSM-22/!-Al2O3 en la reacci�n de HDO del aceite de 
Jatropha para la obtenci�n de bioturbosina, di�sel verde y biogasolina. La caracterizaci�n del 
catalizador fue realizada mediante fisisorci�n de nitr�geno (BET), difracci�n de rayos X 
(DRX), microscop�a electr�nica de barrido (MEB) y espectroscop�a de energ�a dispersiva 
(EDS). De acuerdo con los resultados de las pruebas de actividad, la conversi�n de 
triglic�ridos hacia hidrocarburos fue cercana al 100%, con eliminaci�n de ox�geno del 97% 
y selectividad hacia bioturbosina (producto de inter�s) del 46.3%, ligeramente por debajo del 
46.6% obtenido para el di�sel verde. 
 
Palabras clave: Bioturbosina, hidrodesoxigenaci�n, caracterizaci�n, actividad catal�tica. 
 
Introducci�n 
El uso extensivo de hidrocarburos de origen f�sil ha provocado el agotamiento de las reservas 
petroleras e importantes cambios en los patrones clim�ticos actuales. En este sentido, el 
sector transporte, consumidor potencial de hidrocarburos f�siles ha identificado el uso de 
combustibles renovables como una alternativa promisoria para hacer frente a tales 
problem�ticas. En el sector de aviaci�n, la bioturbosina se ha propuesto como el combustible 
renovable [1]. En funci�n de la materia prima utilizada para su procesamiento han sido 
presentadas cinco posibles rutas para convertir la biomasa en bioturbosina [2]. Sin embargo, 
el proceso de hidrotratamiento ha resultado el m�s promisorio, debido a su similitud con los 
procesos existentes en la industria de petr�leo. Originalmente �ste era utilizado para remover 
hetero�tomos como azufre, nitr�geno, ox�geno y metales, a trav�s de la saturaci�n de los 
hidrocarburos insaturados del petr�leo; implicando peque�os cambios en su estructura 
molecular [3]. Actualmente se ha utilizado en la conversi�n de los triglic�ridos presentes en 
aceites vegetales y/o grasas animales hacia hidrocarburos. Este concepto general engloba 
diversas rutas de reacci�n, siendo hidrodeoxigenaci�n (HDO), hidrodecarboxilaci�n (HDC) 
e hidrodecarbonilaci�n las principales [4]. En la HDO se lleva a cabo la hidrogenaci�n total 
de los triglic�ridos, obteniendo hidrocarburos y agua como principales productos de reacci�n 
[4]. Los productos obtenidos de este proceso principalmente son alcanos en el rango del 
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di�sel (C15-C18); siendo tambi�n posible obtener hidrocarburos en el rango de la 
bioturbosina y la gasolina, mediante el uso de catalizadores s�lidos bifuncionales, altas 
temperaturas (>300 ¡C) y presiones de hidr�geno (3-10 MPa) [5]. Es importante se�alar que 
el hidr�geno mantiene la actividad del catalizador e impide la formaci�n de coque [6]. Ha 
sido reportado que catalizadores de platino soportado en zeolitas favorecen la isomerizaci�n 
de las mol�culas debido a la presencia de sitios �cidos [7]; �stos �ltimos favorecen la 
conversi�n de las cadenas lineales hacia cadenas ramificadas y de menor tama�o [6]. Sin 
embargo, es necesario moderar su acidez, aumentando la isomerizaci�n y manteniendo un 
craqueo controlado. En este sentido, la gamma- al�mina se presenta como una alternativa 
para ser utilizada tambi�n como soporte; proporcionando alta estabilidad, �rea superficial y 
acidez moderada-leve [8]. En este trabajo se presenta la s�ntesis, caracterizaci�n y evaluaci�n 
de la actividad catal�tica de Pt/HZSM-22/!-Al2O3 en la HDO de aceite de Jatropha para 
generar hidrocarburos lineales y ramificados, en el rango de la turbosina y el di�sel verde. 
 
Metodolog�a 
La preparaci�n del catalizador Pt/HZSM-22/!-Al2O3 se ha llevado a cabo en dos etapas: 
preparaci�n del soporte catal�tico e impregnaci�n incipiente del platino. La primera etapa 
comienza con la eliminaci�n de la plantilla org�nica que acompa�a a la zeolita (ZSM-22) 
comercial mediante calcinaci�n a 520 ¡C bajo flujo de ox�geno. En seguida debe establecerse 
la relaci�n zeolita-al�mina, considerando 60 % en peso de !-Al2O3 con 40 % en peso de 
HZSM-22. Del total de !-Al2O3 considerado, 10 % es extra�do para ser peptizado con una 
soluci�n al 5 % en volumen de �cido f�rmico; siendo en seguida mezclada mec�nicamente 
con la zeolita y al�mina restantes, a�adiendo agua en m�nima cantidad para favorecer el 
mezclado. Con la pasta generada se lleva a cabo la formaci�n de extruidos, sec�ndolos a 
temperatura ambiente por 12 h, seguido de 6 h a 120 ¡C en una estufa con rampa de 
calentamiento de 1 ¡C/min. Los extruidos secos son sometidos a calcinaci�n a 600 ¡C durante 
4 h, con rampa de calentamiento de 1 ¡C/min. En seguida son tamizados en malla 60-100, 
siendo entre 0.149 mm y 0.25 mm el tama�o del soporte catal�tico. La segunda etapa 
comienza con la determinaci�n del volumen de poro del soporte preparado. Para ello son 
tomadas 3 muestras de 0.1 g de soporte. Gotas cuantificadas de agua desionizada, a trav�s de 
micropipetas calibradas, son dispersadas sobre las muestras, hasta conseguir el mojado 
completo con agua, sin llegar al derrame. En este punto es cuantificada la cantidad de agua 
a�adida, misma que es absorbida por 0.1 g de material. Con este dato es posible obtener la 
m�xima cantidad de agua que puede ser a�adida a la totalidad de soporte catal�tico. Esto es 
importante debido a que la impregnaci�n de 1 % de Pt sobre el soporte es a�adido a trav�s 
de la soluci�n acuosa de PtHCl6 al 8 %; utilizando la t�cnica de impregnaci�n incipiente, la 
cual es realizada mediante goteo continuo. Una vez impregnado el material es secado en la 
estufa a 100¡C durante 12h; pasando a la etapa final de calcinaci�n, la cual es realizada en 
dos pasos. En el primero se utilizan 60 mL/min de flujo de nitr�geno por 2 h, hasta llegar a 
80 ¡C con una rampa de 1 ¡C/min. En seguida, el flujo de nitr�geno es reemplazado por 350 
mL/min de flujo de ox�geno, con 0.5 ¡C/min de rampa de calentamiento hasta llegar a 450 ¡C 
por 2 h. Para favorecer la distribuci�n de flujo, se a�ade carburo de silicio al material. En la 
Figura 1 se presenta el diagrama experimental utilizado en la preparaci�n del catalizador. Por 
otro lado, la caracterizaci�n del catalizador sintetizado ha sido realizada por Microscop�a 
Electr�nica de Barrido con Dispersi�n de Rayos X (SEM-EDX) para conocer su morfolog�a 
y composici�n; por Fisisorci�n de Nitr�geno (BET) para medir su �rea superficial y volumen 
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de poro; y por Difracci�n de Rayos X (XRD) para identificar cualitativamente los 
compuestos presentes en la estructura del catalizador. 
Se emple� un microscopio electr�nico de barrido JEOL, modelo JSM-6360 LV de alta 
resoluci�n acoplado a un Electron Dispersion Scanning X-Ray para realizar los an�lisis de 
morfolog�a y composici�n del catalizador (SEM-EDX). Para la obtenci�n de las micrograf�as 
ha sido necesario cubrir las muestras con una pel�cula adherente de carb�n para SEM y de 
cobre para EDX, distribuyendo el material homog�neamente. Por su parte, la medici�n del 
�rea superficial del catalizador ha sido realizada en un equipo Quantachrome Instruments, 
modelo NOVA 2200e Surface Area & Pore Size Analyzer. Las muestras fueron 
desgasificadas a vac�o a 270 ¡C y 8 h aproximadamente, para eliminar compuestos 
adicionales y/o agua en la superficie y poros del material. En seguida, se mide el �rea 
superficial, as� como el tama�o y volumen de poro. Finalmente, el an�lisis de la estructura 
cristalina del material ha sido realizado en un equipo Bruker D8-Advance, operado a 40kV 
y 30mA. Las muestras fueron registradas con 0.3 s como tiempo de paso, 0.02 grados de 
tama�o de paso, portamuestras de silicio sin grasa, y 5 a 60¡ 2 Theta. Asimismo, para obtener 
m�s detalle respecto a la pureza y composici�n del material, el software Match! l compara el 
patr�n de difracci�n obtenido con una base de datos, identificando las fases del material. 
Cualquier material cristalino produce un difractograma �nico, determinado por la forma y 
tama�o de la celda unitaria. 

 
Figura 1. A. Preparaci�n del Catalizador: a) Horno calcinaci�n, b) Material calcinado, c) Material seco, d) 

Soluci�n de Platino, e) Catalizador impregnado; B. Reactor tubular. 

La actividad catal�tica fue evaluada a trav�s de la reacci�n de HDO en un reactor tubular de 
lecho fijo marca PID, modelo microactivity reference. El reactor posee un di�metro interno 
de 9.1 mm y longitud 15 cm (Figura 1B).  Contiene una caja calentada con intercambiadores 
de calor, una bomba Gilson HPLC para la alimentaci�n l�quida y una PC con sistema de 
control remoto. Fueron empleados 0.88 g (WHSV 3h-1) del catalizador sintetizado 
previamente para la reacci�n HDO, operando a 330 ¡C y 30 bar de presi�n, alimentando 55 
mL/min de hidr�geno durante 4 h. Antes de la reacci�n, el catalizador fue activado por 
reducci�n con flujo de hidr�geno de 50 mL/min y 400 ¡C con presi�n constante de 20 bar. 
El flujo de alimentaci�n fue considerado como 0.25 mL/min, diluyendo 30 mL de aceite de 
Jatropha diluidos en 120 mL de dodecano. El muestreo del producto l�quido obtenido se 
realiz� en cada hora de reacci�n.  El an�lisis de la composici�n y distribuci�n de los 

A 

B 

A 
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productos se llev� a cabo por Cromatograf�a de Gases acoplada a Espectrometr�a de Masas 
(CG-EM), empleando un cromat�grafo Agilent 7890A con muestreo autom�tico G4513A 
acoplado a un espectr�metro de masas 5975C VL MSD. 
 
Resultados 
Las micrograf�as obtenidas por SEM para el catalizador Pt/HZSM-22/!-Al2O3 a diversas 
resoluciones son presentadas en la Figura 2. La presencia de cristales en forma de agujas es 
representativo de la zeolita, los cuales se encuentran aglomerados en part�culas amorfas, 
correspondientes a la al�mina. Esta morfolog�a es consistente con otros catalizadores 
similares reportados [9]. Por su parte, la composici�n de los catalizadores mediante EDX se 
presenta en la Tabla 1. Elementos como el carbono (C), ox�geno (O), aluminio (Al), silicio 
(Si), potasio (K) y platino (Pt) fueron analizados. No obstante, el porcentaje de platino 
impregnado cuantificado por esta t�cnica result� ser de 0.5 % en peso, lo cual es alrededor 
de la mitad del calculado para impregnar. Sin embargo la diferencia entre el valor nominal y 
el valor determinado est� dentro del margen de error de detecci�n de la t�cnica. 
 

 
Figura 2. Micrograf�as SEM: a) Resoluci�n 2,700x, b) Resoluci�n 10,000x, c) Resoluci�n 16,000x, d) 

Resoluci�n 25,000x. 
 
Tabla 1. An�lisis elemental por EDX, 
 Catalizador Pt/HZSM-22/!-Al2O3.  

Elemento %At�mico %Peso 
C 29.14 20.84 
O 54.71 52.11 
Al 5.41 8.69 
Si 10.71 17.91 
Pt 0.04 0.45 

 
Figura 3. Espectro de composici�n EDX, catalizador Pt/HZSM-22/!-Al2O3. 

 
En la Figura 3 se presenta el an�lisis de composici�n en el espectro EDX. Los picos m�s 
intensos corresponden al silicio, aluminio, ox�geno y residuos de carbono; siendo posible 
observar la presencia de platino en el soporte catal�tico. 
Por otra parte, el an�lisis del difractograma del catalizador obtenido mediante DRX y 
analizado por medio del software Match! (Figura 4) muestra en l�neas moradas los picos 
caracter�sticos de la zeolita ZSM-22, mientras que los picos de !-Al2O3 se observan en los 
�ngulos 45.95¼ y 46.10¼ representados con l�neas color verde; las l�neas rojas 
correspondientes a Pt se ubican en 39.62¼, 39.76¼ y 46.22¼. 

a) b) c) d) 
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Figura 4. Difractograma del catalizador Pt/HZSM-22/!- Figura 5. Isoterma de adsorci�n-desorci�n del 
catalizador Al2O3  
 
Los resultados de la fisisorci�n de nitr�geno se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 5. La 
incorporaci�n de la zeolita a la matriz de al�mina aumenta el �rea espec�fica debido al �rea 
propia de la !-Al2O3, considerando que corresponde al 60% peso del material. El volumen de 
poro del catalizador es caracter�stico de este material. En cuanto a su di�metro de poro, �ste 
corresponde a materiales mesoporosos debido a la influencia de los poros de la !-Al2O3. La 
isoterma de adsorci�n-desorci�n present� un comportamiento de tipo IV, con hist�resis de 
tipo I entre las ramas de adsorci�n y desorci�n causado por los mesoporos de la !-Al2O3 y la 
forma tubular con ambos extremos de los poros abiertos, resultado esperado por la al�mina 
incorporada. 
 

Tabla 2. Resultados de Fisisorci�n de N2 

Catalizador 
SBET 

m2/g 
VPORO

 

cm3/g 
DPORO

 

� 
Pt/ZSM-22/!-Al2O3 329.90 0.72 43.97 

 
De acuerdo con los resultados obtenidos por CG-EM, la conversi�n de triglic�ridos fue muy 
cercana al 100%, mientras que el porcentaje de eliminaci�n de ox�geno alcanz� el 97%. Los 
productos de reacci�n fueron agrupados en las siguientes familias: parafinas, isoparafinas, 
cicloparafinas, olefinas, arom�ticos y oxigenados; y adicionalmente se clasificaron por 
fracci�n o tipo de biocombustible, considerando para la biogasolina hidrocarburos de C5-C11, 
para bioturbosina C8-C16 y para di�sel renovable C17-C22. A partir de esta clasificaci�n se 
calcul� el rendimiento de cada biocombustible, as� como la relaci�n isoparafinas a n-
parafinas. Estos resultados se muestran en la Tabla 3 en la cual se observa que se obtuvieron 
rendimientos similares para bioturbosina y para di�sel verde, seguido del rendimiento hacia 
biogasolina. Cabe notar que la suma de los rendimientos excede el 100% debido a que 
determinados compuestos como el C8 est�n considerados en dos fracciones, gasolina y 
turbosina. Finalmente se calcul� la relaci�n de parafinas C17/C18, obteni�ndose un valor de 
2.0, lo cual indica que la ruta de desoxigenaci�n que prevaleci� fue la descarboxilaci�n m�s 
descarabonilaci�n, seguida de la hidrodesoxigenaci�n.  
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Tabla 3. Distribuci�n de productos por familia de compuestos y rendimiento por tipo de biocombustible 

Fracci�n Pa 
(%) 

IPb 
(%) 

CPc 
(%) 

Old 
(%) 

Ae 
(%) 

Oxf 
(%) 

IP/Pg 
(%) 

Yh 
(%) 

Biogasolina, C5-C11 16.1 12.2 0.0 68.3 0.3 3.0 0.8 14.8 
Bioturbosina,C8-C16 26.8 13.7 3.1 48.0 0.2 6.0 0.5 46.3 

Di�sel Renovable,C17-C22 75.1 18.6 1.3 1.7 0.8 1.8 0.2 46.6 
aParafinas; bIsoparafinas; cCicloparafinas; dOlefinas; eArom�ticos; fOxigenados;  
g Rendimiento de isoparafinas a n-parafinas; h Rendimiento 

Conclusiones 
De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de la caracterizaci�n del catalizador 
Pt/HZSM-22/!-Al2O3!ha sido determinado que es un material con alta cristalinidad y �rea 
espec�fica, lo cual es indicativo del �xito de la s�ntesis. Asimismo, en las pruebas de actividad 
se determin� una conversi�n del 100 % de los triglic�ridos alimentados, alcanzando una 
eliminaci�n del ox�geno de 97 %, con selectividad del 46 % hacia bioturbosina y di�sel verde; 
esto a a 330 ¡C y 37 bar. La relaci�n de iso-/n-parafinas obtenida es baja para bioturbosina y 
adecuada para di�sel verde. Finalmente, la relaci�n C17/C18 de 2.0 indica que la 
desoxigenaci�n procedi� principalmente por la ruta de descarboxilaci�n m�s 
descarbonilaci�n seguida de la ruta por hidrodesoxigenaci�n. Este resultado no es extra�o, 
debido a que los tres procesos tienen lugar de manera simult�nea. Es importante se�alar que 
la conversi�n hacia bioturbosina obtenida en este trabajo es mayor que la reportada para 
procesos similares en dos etapas reactivas. Los resultados antes mostrados son generados en 
una sola etapa de reacci�n, donde ocurren de manera consecutiva la desoxigenaci�n y la 
isomerizaci�n. 
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Resumen  
En este trabajo se eval�a la producci�n de silicio de grado solar comparando tres procesos, 
el Siemens t�pico que servir� de referencia, un proceso intensificado de lecho fluidizado 
(FBR) utilizando una columna de destilaci�n reactiva y finalmente se propone un Proceso 
H�brido que combina el proceso de Siemens y el FBR, todo esto con el objetivo de reducir la 
generaci�n de residuos y el uso de materias primas. Todos los procesos fueron modelados en 
Aspen Plus V.8.4 y se realiz� una optimizaci�n global estoc�stica para el dise�o de procesos 
de producci�n de Si(GradoSolar) para mejorar y comparar su costo. Los resultados muestran que 
el proceso Siemens present� el menor Costo Total Anual (TAC), pero con la menor 
producci�n de Si(GradoSolar). El Proceso FBR, mostr� el CAT m�s grande debido al costo de 
capital del equipo. Finalmente, el Proceso H�brido exhibi� una gran producci�n de 
Si(GradoSolar), con un CAT intermedio del proceso Siemens y el FBR Union Carbide. Sin 
embargo, evaluando el CAT vs la producci�n de Si(GradoSolar), result� que el Proceso H�brido 
es el mejor de los tres. Adem�s de lo anterior, el Proceso H�brido muestra las mayores 
ganancias por la venta de los m�ltiples productos resultantes, con ganancias de 40,47 M $/a�o. 
Se espera que con este tipo de investigaci�n se pueda hacer m�s competitiva la tecnolog�a 
basada en Si(GradoSolar), bajando los costos del proceso y generando nuevas rutas de 
investigaci�n a realizar para la industria de paneles solares. 
 
Palabras clave: Paneles solares, dise�o de procesos, intensificaci�n. 
#

Introducci�n  
La captaci�n de energ�a solar mediante la tecnolog�a fotovoltaica (PV) es cada vez m�s 
reconocida como un componente esencial de la futura producci�n de energ�a global. La 
disponibilidad de combustibles de origen f�sil, adem�s de los efectos perjudiciales de su uso 
desmedido, tal es el caso de las emisiones de CO2 y algunos otros gases de efecto invernadero 
en la atm�sfera, est�n impulsando la investigaci�n y la evoluci�n de nuevas fuentes de 
energ�a que traten de ser m�s respetuosas con el medio ambiente. Asimismo, la creciente 
sensibilidad internacional hacia la estabilidad en los precios de los combustibles, resulta ser 
un aliciente adicional a la b�squeda de nuevas alternativas energ�ticas. Teniendo en cuanta 
lo anterior, y haciendo referencia a una de las tantas alternativas de energ�a limpia, como lo 
es la energ�a solar, se puede decir como dato relevante, que la captura de al menos una 
peque�a fracci�n de los 162.000 terawatts (TW) de energ�a solar que llega a la tierra, tendr�a 
un impacto significativo en el balance energ�tico general [1].  
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En las �ltimas d�cadas los sistemas fotovoltaicos, han ido evolucionado y adem�s, de ser m�s 
eficientes, han sido bien adaptados a diversas aplicaciones de la vida cotidiana. Es por ello, 
que la fabricaci�n a gran escala de celdas fotovoltaicas, capaces de proveer energ�a, es cada 
vez m�s econ�micamente viable. A ra�z de lo anterior, surge como �rea de oportunidad el 
subsanar la capacidad de fabricaci�n de los componentes fotovoltaicos, de forma asequible. 
Para lograr este objetivo se requerir�n reducciones de costos en la producci�n de la materia 
prima, tal es el caso de uno de los materiales m�s utilizados en la industria fotovoltaica, el 
polisilicio.  
El uso del polisilicio surge debido a que es un subproducto de la industria microelectr�nica 
en la que se fabrican obleas de silicio ultrapuro de 9N denominado silicio de grado 
electr�nico Si(EG). En dicha industria, la cantidad de silicio que se queda en los crisoles donde 
se funde el polisilicio es destinada al sector solar [2]. Sin embargo, debido a la gran demanda 
del sector solar basado en el silicio, no alcanza con el polisilicio originario de la industria 
microelectr�nica, sino que es necesario generarlo.   Es por ello que el trabajo que se presenta 
es una alternativa para subsanar dicha demanda. 
 
Metodolog�a  
Para cumplir con la demanda estimada de 2000 t/a�o, los procesos se alimentan con los 
componentes y cantidades son mostradas en la Tabla 1. Los procesos se simularon en el 
Software Aspen Plus V8.4, se describir� el armado y optimizaci�n de cada uno de los 
procesos. 
Tabla 1. Alimentaci�n del proceso. 
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!! Siemens 
La obtenci�n de silicio de grado metal�rgico se lleva a cabo mediante la reducci�n de cuarzo 
con carb�n. El equipo utilizado en esta secci�n del proceso, es un horno de arco el�ctrico al 
que se alimenta una carga compuesta por cuarzo (SiO2), varias formas de carb�n [3].  
El silicio que se obtiene se denomina silicio de grado metal�rgico Si(MG) y presenta una 
pureza del 98 - 99%. Las impurezas presentes son hierro, aluminio, titanio, f�sforo y boro 
[4].  
La conversi�n del SiO2 a silicio metal�rgico es del 85 %. El resto de producto obtenido es lo 
que se conoce como escorias. Lo anterior se simulo de tal manera, para tratar de asemejar un 
reactor de carboreducci�n. Una vez obtenida una corriente de Si(MG), esta se traslada a un 
reactor de lecho fluidizado entre 273 Ð 673 K y 1-5 bar; se obtiene as� una corriente gaseosa 
compuesta por una serie de clorosilanos, el m�s importante en este caso es el triclorosilano.  
En la simulaci�n que nos hemos plateado se utiliz� un reactor del tipo estequiom�trico, donde 
para maximizar la cantidad de triclorosilano producido la reacci�n se llevar� a cabo a 533 K 
debido a que a esta temperatura se consigue una conversi�n a triclorosilano del 90% y de un 
10% a tetraclorosilano. 
Al abandonar el reactor la corriente de salida del reactor de s�ntesis de clorosilanos ser� 
sometida a las etapas de separaci�n. Primero son separados el H2 y el HCl sometiendo a la 
corriente gaseosa a un enfriamiento tras el cual los clorosilanos condensan mientras que el 
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H2 y el HCl permanecen en estado gaseoso, separ�ndose en un separador gas-l�quido. Por 
�ltimo, y gracias a que existe la suficiente diferencia entre los puntos de ebullici�n entre el 
SiHCl3 y el SiCl4, la corriente l�quida que se obtiene es sometida a una destilaci�n en la que 
los dos compuestos son separados (SiHCl3 presenta un punto de ebullici�n de 304,8 K en 
condiciones normales).  
Ya conseguido el triclorosilano puro, se utilizar� como fuente de silicio para obtener 
polisilicio mediante una reacci�n de deposici�n de vapor en un reactor de tipo Siemens junto 
a una corriente de H2 puro. Realmente la deposici�n se desarrolla sobre unas barras de silicio 
ultrapuro en forma de U presentes en el interior del reactor, que son calentadas internamente 
mediante energ�a el�ctrica. En t�rminos de simulaci�n se opt� por usar un horno junto con 
reactor de tipo estequiom�trico donde el proceso se realiza a 1373 K y 0,1 MPa.  

!! FBR Union Carbide con la desproporci�n del triclorosilano mediante destilaci�n 
reactiva  

El proceso FBR Union Carbide utiliza silano como fuente de silicio. La obtenci�n del silicio 
grado metal�rgico, se llev� a cabo al igual que le proceso anterior por medio de un horno y 
un reactor estequiom�trico, asemejando el proceso de carboreducci�n.  La etapa posterior del 
proceso consiste en la hidrogenaci�n de Si(MG) y tetracloruro de silicio en un reactor de lecho 
fluidizado (FBR, Fluidized Bed Reactor) a 673Ð 073 K y 20-40 bar [5]. Esta secci�n se llev� 
a cabo mediante el uso de un reactor de tipo estequiom�trico. 
En donde, el rendimiento de la primera reacci�n es del 25%.  Com�nmente se llevar�an a 
cabo las reacciones de redistribuci�n en dicha etapa, pero en lugar de ellas, se llevan a cabo 
reacciones de desproporci�n del triclorosilano en la columna de destilaci�n reactiva. El SiCl4 
se introduce en el reactor en un exceso frente a la cantidad estequiom�trica es del 10%. 
La corriente de triclorosilano de alta pureza se introduce en una serie de columnas de 
destilaci�n reactiva, en donde la reacci�n tiene lugar en tres etapas, que tienen como 
productos intermedios al diclorosilano (SiH2Cl2) y al monoclorosilano (SiH3Cl) y como 
subproducto al tetraclorosilano (SiCl4). La descomposici�n proporcional del triclorosilano 
puede ser catalizada por varios tipos de catalizadores, fue seleccionado en el estudio el 
catalizador ÒAmberlystÓ (A-21), este muestra velocidades de reacci�n razonables entre 30 y 
80 ¡C, con una resistencia t�rmica sugerida de operaci�n de 100 ¡C.  La columna de 
destilaci�n reactiva se simul� empleando el m�dulo ÒRadFracÓ. Se pretende obtener como 
mejor opci�n, una columna con buena reducci�n en el consumo de energ�a, y que la 
configuraci�n que involucre la separaci�n de los componentes de domo a 99.99% mol. 
Finalmente, el silano de gran pureza obtenido, se lleva a un reactor de deposici�n en fase 
vapor donde se descompone para producir silicio muy puro e hidr�geno a 973 Ð 1473 K [18]. 
Para fines de la simulaci�n la reacci�n se llev� a cabo usando un horno y un reactor de tipo 
estequiom�trico. 

!! Proceso H�brido Siemens y Uni�n Carbide   
El proceso elegido para purificar el Si(MG) y obtener polisilicio ser� una combinaci�n de los 
procesos Siemens y FBR. En primer lugar, se tiene que hacer menci�n que el silicio grado 
metal�rgico se obtiene al igual que los dos procesos anteriores por medio de la 
carboreducci�n del SiO2. Al igual que en el proceso FBR Union Carbide, el siguiente paso 
consiste en la hidrogenaci�n de Si(MG) y tetracloruro de silicio, en un reactor de lecho 
fluidizado a 673 Ð 1073 K y 20-40 bar. Simplificando lo anterior, la reacci�n se llev� a cabo 
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mediante el uso de un reactor de tipo estequiom�trico. Posteriormente un proceso de 
separaci�n para eliminar s�lidos y gases no condensables tales como el hidr�geno, el efluente 
de la reacci�n consta, esencialmente, de triclorosilano, diclorosilano y tetracloruro de silicio, 
los cuales se condensados y transportados a una zona de separaci�n. Esta corriente se somete 
a una nueva etapa de separaci�n por medio de dos columnas de destilaci�n convencional, 
usando el m�dulo ÒRadFracÓ. La corriente de triclorosilano puro, se usar� como fuente de 
silicio para obtener polisilicio mediante una reacci�n de deposici�n de vapor en un reactor 
de tipo Siemens junto a una corriente de H2 puro. Al igual como se explic� en el proceso 
Siemens, para la simulaci�n se utiliz� un horno junto con reactor de tipo estequiom�trico 
donde el proceso se realiza a 1.373 K y 0,1 MPa. Las reacciones principales que tienen lugar 
son las reacciones 7 y 8, descritas anteriormente.  Consecutivamente se lleva a cabo la 
deposici�n del polisilicio, adem�s de obtener un par de subproductos como lo son el HCl y 
el H2.  

!! Optimizaci�n  
Cada proceso se optimiza por separado. Obs�rvese que el dise�o y la optimizaci�n de los 
procesos son problemas altamente no lineales que implican variables de dise�o continuas y 
discretas. Dentro de la simulaci�n y optimizaci�n de cada proceso, se da una soluci�n al 
conjunto de ecuaciones "MESH". Adem�s, la funci�n objetivo es potencialmente no convexa, 
con la posibilidad de encontrar el �ptimo local y estar sujeto A las limitaciones. 
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Con el fin de optimizar los tres procesos, se utiliz� un m�todo de optimizaci�n h�brido 
estoc�stico, denominado evoluci�n diferencial con la lista de tabu (DETL) [5].  La 
implementaci�n de este enfoque de optimizaci�n se realiz� utilizando una plataforma h�brida 
que incluye Microsoft Excel, Aspen Plus y Matlab. El vector de las variables de decisi�n (es 
decir, las variables de dise�o) se env�an a Microsoft Excel a Aspen Plus mediante DDE 
(Dynamic Data Exchange) a trav�s de una tecnolog�a COM. En Microsoft Excel, estos 
valores se atribuyen a las variables de proceso que Aspen Plus necesita. Despu�s de la 
simulaci�n, Aspen Plus devuelve a Microsoft Excel el vector resultante. Esos valores se 
env�an desde Microsoft Excel a Matlab donde se calculan las funciones objetivo. Finalmente, 
Microsoft Excel sugiere nuevos valores de variables de decisi�n de acuerdo con el m�todo 
de optimizaci�n estoc�stico utilizado.  
 
Resultados  
En esta secci�n presentamos los resultados de la optimizaci�n de cada uno de los procesos. 
Con el fin de ilustrar lo que se ha hecho en la optimizaci�n, se presentan los gr�ficos de las 
iteraciones frente al TAC (Ver Figura 1). Podemos ver que el TAC disminuye sobre las 
iteraciones y se logra un buen valor para 40.000 iteraciones. Esto se considera una soluci�n 
v�lida ya que no hay una disminuci�n significativa en las �ltimas evaluaciones. Esto 
demuestra la robustez del m�todo DETL, mostrando la convergencia y los resultados 
correspondientes a las buenas soluciones. 
Todas las ejecuciones para llevar a cabo la optimizaci�n se realizaron en una CPU Intel¨ 
Core TM i7-4790 a 3.6 GHz, 16 GB de ordenador, el tiempo de c�lculo para obtener las 
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soluciones �ptimas fue diferente seg�n la complejidad de cada proceso: proceso Siemens 
28,2 horas, el proceso FBR requiri� 125,6 horas, y el proceso H�brido requiri� 127,2 horas.  
En el caso de la configuraci�n Siemens, es posible observar que solamente se realiza la 
optimizaci�n de una �nica columna convencional y la alimentaci�n fresca de HCl para iniciar 
la reacci�n del reactor que produce los silanos. Estos par�metros representan un ahorro 
econ�mico sustancial en el proceso, ya que la secci�n de separaci�n siempre representa un 
alto costo en cualquier proceso qu�mico, y que la cantidad correcta de reactivo representa 
grandes ahorros en el funcionamiento real del proceso. Esto se puede ver en la Figura 1a, 
donde la configuraci�n inicial tiene un TAC de 1,08 M $ / a, terminando con un TAC de 0,50 
M $ / a�o, lo que representa un ahorro del 53,28%. El proceso FBR tiene el mayor n�mero 
de variables de decisi�n a optimizar. La optimizaci�n se llev� a cabo en dos columnas 
convencionales, dos columnas de destilaci�n reactivas y la corriente de alimentaci�n fresca 
de SiCl4. En la Figura 2b se puede ver que el TAC de la configuraci�n inicial es de 7,95 M 
$ / a y terminando con 2,57 M $ / a, ahorrando un 67,65%. El proceso h�brido muestra la 
optimizaci�n de dos columnas convencionales, y la alimentaci�n de SiCl4 fresca. La 
configuraci�n inicial tiene un TAC de 5,21 M $ / a, terminando con 1,95 M $ / a�o, ahorrando 
62,58% (ver Figura 2c). 

 
Figura 1. Resultados de optimizaci�n de las secuencias de proceso a) Siemens, b) Intensified FBR Union 

Carbide y c) Hybrid process. 

El proceso menos costoso es el proceso Siemens. Sin embargo, tambi�n tiene la producci�n 
anual m�nima de Si(SG) de 0,47 kt / a. El proceso intensificado FBR resulta ser el m�s costoso 
de los tres propuestos, con una producci�n grande de Si(SG) de 1.49 kt / y, pero no es el mejor 
de esta manera. El Proceso H�brido muestra la mayor producci�n de Si(SG) de 1,89 kt / a, a 
un costo m�s alto comparado con el proceso de Siemens, pero inferior al proceso FBR 
Intensificado.  
 
Conclusiones  
En este trabajo, se realiz� una optimizaci�n global estoc�stica para el dise�o de procesos de 
producci�n de Si(SG) para mejorar y comparar su costo. Los resultados muestran que el 
proceso Siemens presenta el menor TAC, pero con la menor producci�n de Si (SG). El 
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Intensified FBR Union Carbide Process, mostr� el TAC m�s grande debido al costo de capital 
del equipo y la energ�a requerida para la purificaci�n de Si(SG). Finalmente el Proceso H�brido 
exhibi� una gran producci�n de Si(SG), con un TAC intermedio entre el proceso Siemens y el 
Intensified FBR Union Carbide. Evaluando el TAC vs producci�n de Si(SG), result� que el 
Proceso H�brido fue el mejor de los tres desde el punto de vista econ�mico.  
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Resumen 
La cerveza es una de las bebidas alcoh�licas m�s populares a nivel mundial y su demanda ha 
producido el inter�s de la b�squeda de cereales econ�micos que reduzcan el costo de 
fabricaci�n. Sin embargo, su aporte nutrimental es escaso. En contraparte, los alimentos 
funcionales tienen el objetivo de satisfacer los requerimientos diarios de vitaminas, 
amino�cidos, pero el costo de estos alimentos es alto. Por tanto, en este proyecto se propone 
la b�squeda y selecci�n de un cereal econ�mico para que, al fermentarlo, la cerveza tenga las 
caracter�sticas de sabor-aroma agradables al consumidor y que, satisfaga los requerimientos 
diarios de amino�cidos de cadena ramificada para que esta bebida alcoh�lica se considerada 
como un alimento funcional.  
 
Palabras clave: Alimento funcional, Amino�cidos, Cerveza de amaranto-malta. 
 
Introducci�n 
La cerveza es una bebida fermentada tradicional que est� presente en la dieta desde hace 
miles de a�os. Se fabrica a partir de ingredientes que apenas han cambiado en el transcurso 
de los siglos: agua, cereal y levadura [1]. Aunque las caracter�sticas de sabor y aroma es un 
factor importante cuando el consumidor elige una cerveza, existen diversos componentes que 
pueden tener efectos ben�ficos en la salud como la presencia de antioxidantes y amino�cidos 
de cadena ramificada [2].  
Los amino�cidos tienen la funci�n de la producci�n de prote�nas en el interior del organismo, 
las cuales son vitales la formaci�n y mantenimiento de tejidos org�nicos [3]. Sin embargo, 
estos amino�cidos solo se obtienen del consumo de carnes rojas y algunos cereales como el 
sorgo, ch�a y amaranto [2]. El amaranto, es un cereal abundante no solo en M�xico sino 
alrededor del mundo debido a la facilidad de siembra, cosecha y almacenamiento [4], adem�s, 
es considerado como un alimento funcional porque contiene alta concentraci�n de 
amino�cidos de cadena ramificada, es un alimento libre de gluten y est� asociado con la 
regulaci�n de az�car en sangre, favorece la p�rdida de grasa abdominal durante y despu�s de 
realizar ejercicio [5]. 
Este cereal podemos encontrarlo en diferentes presentaciones, ya sea como golosina, 
sustituto de arroz, en presentaci�n de barras energ�tica, inclusive, como ingrediente para la 
elaboraci�n de cerveza durante la �poca prehisp�nica en M�xico y Per� [6], pero las 
caracter�sticas de sabor-aroma de esta bebida alcoh�lica eran desagradables. Esta 
problem�tica, fue abordada por Ter�n [6] donde identific� las proporciones ideales para 
fabricar una cerveza agradable al gusto del consumidor. Sin embargo, no evalu� las 
trayectorias de amino�cidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina). Por tanto, 
este proyecto propone la evaluaci�n de la cerveza de amaranto reportada por Ter�n [6] y 
determinar si la concentraci�n de valina, leucina e isoleucina establecida por la OMS/FAO 
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[8] con una concentraci�n de 66 mg, 28 mg y 32 mg, respectivamente, cumplen con los 
requerimientos para ser considerado como un alimento funcional.  
 
Metodolog�a 
 Datos experimentales 
El proceso de fermentaci�n de cerveza reportado por Ter�n [6] se tom� como base de datos. 
La raz�n por la cual se eligi� estos datos experimentales se debe a que Ter�n [6] obtuvo 
mayor �ndice de aprobaci�n por parte de un grupo de consumidores de cerveza para un lote 
que conten�a 30% de amaranto malteado y tostado. La trayectoria de biomasa y producci�n 
de etanol reportada por Ter�n [6] se muestra en la Figura 1. 

 
Figura 1. Trayectoria de la producci�n de etanol y biomasa durante el proceso de 

fermentaci�n de cerveza de amaranto reportado por Ter�n [6]. 
 
Modelado del proceso de fermentaci�n de cerveza 
 A partir de la Figura 1, se extrajeron los datos de biomasa y etanol para realizar la 
validaci�n respecto al modelo matem�tico del proceso de fermentaci�n de cerveza reportado 
por Gee y Ram�rez [7]. Este modelo, se basa en las relaciones de Monod para describir la 
tasa de consumo de los az�cares reductores del cereal a fermentar (ec. 1-3) y producci�n de 
biomasa y etanol (ec.4 y 5), aporte nutrimental de la valina, leucina e isoleucina (ec. 6), y 
caracter�sticas de aroma-sabor.  
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donde las constantes '
, , , , , ,
i i i Xi Ei ix i
k k Y Y Y Hµ  son los par�metros de operaci�n, que son �nicos 

para cada proceso de fermentaci�n. 
 
Resultados 
 
Optimizaci�n de los par�metros de operaci�n 

Para identificar la magnitud de los par�metros de operaci�n del proceso de 
fermentaci�n, se utiliz� la rutina de optimizaci�n de Matlab lsqnonlin, el cual realiz� un 
ajuste de los datos experimentales de biomasa y etanol de Ter�n [6] respecto al modelo 
matem�tico de Gee y Ram�rez [7]. Se utiliz� una computadora de escritorio marca HP, 
INTEL CORE i5 para cuantificar los par�metros que correspondieron a: 

(0.9043,1.3320,1.0257);
i
µ = (1.1751,1.1075,1.3944);

i
k =

' (1.1482,1.0817);
i
k =

(0.8416,0.7541,1.004);
Xi
Y = (1.342,2.546,1.543)

Ei
Y = ; (0.0006,0.0021,0.7622)

iX
Y =  y

(1.1687,1.1897,1.2322)
i
H = . 
 
Evaluaci�n del modelo matem�tico de fermentaci�n 

Los par�metros de operaci�n optimizados fueron alimentados al modelo matem�tico 
de Gee y Ram�rez [7] y se procedi� a realizar las simulaciones correspondientes al consumo 
de los az�cares reductores a temperatura constante (Figura 2) a trav�s del software Matlab 
2012. 

 
Figura 2. Trayectoria del consumo de glucosa, maltosa y maltotriosa durante el proceso 

de fermentaci�n de cerveza de amaranto a temperatura constante. 
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En la Figura 2, se muestra el consumo de los tres az�cares reductores reportado por Ter�n [6] 
se observa que, num�ricamente, el primer az�car en consumirse fue la glucosa, seguida por 
la maltosa y maltotriosa, que son an�logas al modelo matem�tico de Gee y Ram�rez [7], por 
tanto, los par�metros de ajuste obtenidos a trav�s de la herramienta lsqnonlin son adecuados 
en este caso de estudio. No obstante, el objetivo de este trabajo es determinar si la cerveza de 
amaranto reportada por Ter�n [6] puede considerarse como un alimento funcional, por este 
motivo, se procedi� a realizar la simulaci�n con los par�metros optimizados de las ecuaciones 
gobernantes correspondiente al consumo de leucina, isoleucina y valina (ec. 6) respecto al 
valor m�nimo de cada amino�cido para ser considerado como alimento funcional. Las 
trayectorias estos amino�cidos de cadena ramificada se muestran en la Figura 3. 
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Figura 3. Trayectoria del consumo de leucina, valina e isoleucina durante el proceso de 
fermentaci�n de cerveza de amaranto a temperatura constante. 

 
 En la Figura 3 se muestra la tasa de consumo de los amino�cidos de cadena ramificada 
durante el proceso de fermentaci�n de cerveza.  En el primer panel se observa que se requiere, 
al menos, 66 mg de leucina en la bebida para que sea considerada un alimento funcional. Sin 
embargo, al finalizar la fermentaci�n a las 300 horas, la concentraci�n de leucina es de 53.2 
mg, incumpliendo el contenido recomendado. En el segundo panel se observa que este 
amino�cido se encuentra por arriba de la concentraci�n recomendada por la OMS/FAO de 
28 mg de valina, es decir con un 109% del requerimiento diario. Mientras que, en el tercer 
panel, se observa que la concentraci�n final de isoleucina es superior a la concentraci�n 
recomendada con un aporte del 106.42%, es decir, el aporte m�nimo de este amino�cido en 
esta bebida alcoh�lica torna a la cerveza de amaranto como un alimento funcional. 

 
Conclusiones  
 
 Este proyecto se utiliz�, v�a simulaci�n, las trayectorias de etanol y biomasa a base 
de amaranto con malta tostado para la fabricaci�n de cerveza reportada por Ter�n [6], para 
evaluar la posibilidad de que esta bebida alcoh�lica pueda ser considerado como un 
complemento adecuado para obtener los amino�cidos de cadena ramificada que requiere el 
cuerpo humano para la formaci�n y mantenimiento de m�sculo. Los resultados mostraron 
que, en base a lo reportado por Ter�n [6], la concentraci�n de isoleucina y valina establecida 
por la OMS y FAO satisfacen el requerimiento nutrimental, mientras que la leucina, aunque 
no cumple con este requerimiento, el aporte de estos amino�cidos es superior al consumo de 
otros alimentos como el consumo de carnes rojas y leche [9]. Esto no significa que, al ingerir 
las cervezas se genere m�sculo; ya que la principal fuente nutrimental son los hidratos de 
carbono, pero, si es un complemento adecuado para la dieta habitual en conjunto con los 
alimentos de origen animal, y leguminosas combinadas con cereales [9]. 
 
 Como proyecto a futuro, se propone la b�squeda de cereales con concentraci�n de 
leucina, isoleucina y valina superior al requerimiento diario y, despu�s de realizar la etapa 
experimental, encontrar las proporciones de sabor-aroma ideales para el consumidor, evaluar 
la concentraci�n final de estos amino�cidos de cadena ramificada y determinar si puede ser 
considerado como una bebida que cumple con los requerimientos de un alimento funcional. 
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Resumen   
En el presente trabajo de investigaci�n se desarroll� una manera f�cil y efectiva de mejorar 
las propiedades mec�nicas de una matriz ep�xica, diglicidil �ter de Bisfenol A (DGEBA), 
reforz�ndola con una combinaci�n de �xido de grafeno (GO) y grafeno reducido (RGO). 
Estos compositos se prepararon con diferentes cargas de nanorefuerzos: 0.1, 0.4, 0.7 y 1.0% 
en peso y resina ep�xica pura. Las proporciones de �xido de grafeno y �xido de grafeno 
reducido (GO:RGO) empleados fueron: 0:1, 0.25:0.75, 0.5:0.5, 0.75:0.25 y 1:0.  
Para la s�ntesis de los nanomateriales grafiticos (OG y RGO) se parti� del grafito cristalino, 
el cual se someti� a un proceso de oxidaci�n y exfoliaci�n mec�nica, para obtener el �xido 
de grafeno. Despu�s se hizo una reducci�n qu�mica empleando �cido asc�rbico (L-AA) como 
agente reductor, obteniendo as� el �xido de grafeno reducido. 
Los resultados muestran que los compositos reforzados con s�lo 0.4% en peso con una 
relaci�n de 0.25:0.75 de GO:RGO, la resistencia y tenacidad a la tracci�n son 52% y 152% 
m�s altas que la resina ep�xica sin reforzar, mientras que en el m�dulo el�stico tuvo un 
incremento cerca del 20%. 
 
Introducci�n 
El empleo de nanomateriales como refuerzo de matrices polim�ricas, ha sido recientemente 
muy estudiado debido a la diversidad de aplicaciones industriales como la automotriz, 
aeroespacial, de construcci�n, electr�nicas, etc [1]. Algunas investigaciones se han centrado, 
especialmente en el grafeno [2], considerado como el Òmaterial m�s fino del universoÓ, con 
gran potencial de aplicaci�n, adem�s, presenta propiedades notables, tales como una alta 
conductividad t�rmica, propiedades mec�nicas superiores, excelentes propiedades de 
transporte electr�nico y elevada �rea superficial [3]. Estas caracter�sticas intr�nsecas del 
grafeno han generado un enorme inter�s por su posible aplicaci�n como nanorefuerzo en 
compositos, con el fin de transferir dichas propiedades y diversificar sus aplicaciones. 
En los �ltimos a�os, una gran cantidad de trabajos han estudiado mezclas de grafeno y 
nanotubos de carbono, usados como refuerzos con el fin de mejorar las propiedades de ciertos 
materiales. Chatterjee et al. [4] estudi� el efecto de reforzar una matriz ep�xica con diversas 
proporciones de mezclas de nanotubos de carb�n y nanol�minas de grafeno, encontrando 
efectos sin�rgicos especialmente en el m�dulo de flexi�n. Young et al. [5] public� un revisi�n 
del estado del arte sobre la evaluaci�n de las propiedades de materiales compuestos 
reforzados con grafeno (RGO) o con �xido de grafeno (GO), en el cual se comenta que el 
�xido de grafeno presenta algunas ventajas sobre el grafeno, tales como, la presencia de los 
grupos funcionales en la superficie del GO, que permiten la uni�n de �ste con matrices 
polim�rica [6], por otra parte, el grafeno reducido no forma enlaces con la matriz, pero debido 
a su car�cter hidr�fobo, es m�s compatible con algunos pol�mero, tales como la resina 
ep�xica. A continuaci�n, en este trabajo se propone, analizar las propiedades mec�nicas de 
los materiales compuestos desarrollados a base de una matriz de resina ep�xica (diglicidil 
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�ter de Bisfenol A) reforzada a diferentes concentraciones y mezclas de �xido de grafeno y 
grafeno reducido. 
 
Metodolog�a  
S�ntesis del �xido de grafeno (GO). Se sigui� el procedimiento del m�todo de Hummers [7] 
para la preparaci�n del �xido de grafeno. 2 g de grafito cristalino y 46 mL de �cido sulf�rico 
(H2SO4 al 98%) fueron introducidos en un matraz de 3 bocas, y se someti� a un ba�o de hielo, 
hasta alcanzar una temperatura cercana de 0¡C, enseguida se adiciono lentamente 6 g de 
permanganato de potasio (KMnO4). El proceso de oxidaci�n se lleva a cabo durante 2 h a 
35¡C y con agitaci�n magn�tica. Despu�s de este tiempo, se adiciona 10 mL de una soluci�n 
al 30% v/v de per�xido de hidrogeno (H2O2). La mezcla resultante se filtra y se lava hasta 
obtener un pH. El producto se seca a 65¡C por 12 h hasta obtener �xido de grafito. Una vez 
que se tiene el �xido de grafito, se pesa 0.1 g de �ste y se dispersa en 10 mL de agua, esta 
soluci�n se s�nica durante 3 h, dentro de un ba�o ultras�nico a una frecuencia de 50-60 Hz, 
una porci�n de �xido de grafeno fue secado y se emple� como refuerzo. 
  
S�ntesis del grafeno reducido (RGO). Para la s�ntesis del grafeno reducido, se utiliz� la otra 
porci�n de la soluci�n sonicada, la cual se calent� hasta una temperatura de 95¡C y se 
adicion� �cido L-asc�rbico [8] reaccionando por 15 min. Finalmente, el RGO se lav� y se 
sec� a 65¡C durante 12 h. 
 
Preparaci�n de compositos. Se prepararon compositos con 0.1, 0.4, 0.7 y 1.0% en peso de 
refuerzo, usando diferentes relaciones de GO:RGO: 0:1, 0.25:0.75, 0.5:0.5, 0.75:0.25 y 1:0. 
Los refuerzos se adicionaron a la resina ep�xica (DGEBA), y la mezcla se s�nico durante 1 
h con el fin de mejorar la dispersi�n. Despu�s, se adiciono etilendiamina (EDA); la mezcla 
resultante se verti� a un molde con dimensiones de acuerdo con la norma ASTM D6338 para 
determinar las propiedades mec�nicas de los compositos. El proceso de curado de las 
muestras fue a 50¡C, manteniendo esta temperatura durante 1 h. Tambi�n se prepar� una 
muestra de resina ep�xica sin ning�n tipo de refuerzo, con el fin de comparar los resultados. 
 
Caracterizaci�n. Las t�cnicas que se usaron para la cateterizaci�n de los refuerzos, fue 
espectrosc�pica infrarroja, IR (equipo: Espectrofot�metro FT-IR Spectrum 100), 
microscopia electr�nica de transmisi�n TEM (Equipo: Microscopio JOEL TEM-1010). Para 
llevar a cabo el ensayo de tensi�n se hizo ocupo la m�quina universal de pruebas mec�nicas, 
AGS-J SHIMADZU 10kN. 
 
Resultados  
Para el estudio de los cambios estructurales de los materiales usados como refuerzo, se 
analizaron mediante absorci�n infrarroja (figura 1). Se observa que �xido de grafeno 
presentan bandas caracter�sticas de su estructura, como lo son: una banda alrededor de 1611 
cm-1 la cual corresponde a la vibraci�n de estiramiento del enlace C=C y las bandas 
correspondientes a las vibraciones de los enlaces O-H y C=O del grupo carboxilo. Estos 
resultados sugieren que el GO tiene una estructura con abundantes grupos a base de ox�geno 
sobre la superficie, lo cual es consistente con su alta capacidad de dispersi�n en medio acuoso 
y contribuyen a mejorar la adhesi�n interfacial. Al reducir qu�micamente el GO con el �cido 
asc�rbico; usado como agente reductor, se puede mostrar por medio de IR/ATR (figura 1), 
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la mayor�a de las bandas relacionadas a los grupos oxidados desaparecen obteniendo un 
espectro del RGO parecido al grafito cristalino usado como material de partida. 
En la figura 2, se muestran las micrograf�as, de �xido de grafeno (a y b) en las cuales se 
observa superficies con pliegues altamente definidos, tambi�n se puede observar que este 
material presenta una gran transparencia y muy estables bajo el haz de electrones.  El grafeno 
reducido (c y d) presenta una gran transparencia a los haces de electrones debido a su 
insignificante secci�n eficaz de dispersi�n electr�nica. Adem�s, se pueden ver defectos 
restantes en el grafeno concentradas en las �reas en donde la hoja se encuentra arrugada. 

Figura 1.- Espectro Infrarrojo del (i) grafito 
cristalino, (ii) oxido de grafeno (GO) y (iii) grafeno 

reducido (RGO). 

Figura 2.- Micrograf�as TEM de �xido de 
grafeno (a y b) y grafeno reducido (c y d). 

 

Al evaluar las propiedades mec�nicas de los materiales compuestos, los resultados obtenidos 
mediante el ensayo de tensi�n se obtuvieron curvas de esfuerzo-deformaci�n (figura 3). Se 
puede observar una importante mejora en la resistencia a la tracci�n, el alargamiento a la 
rotura y la tenacidad a la tracci�n como resultado del refuerzo con el GO y RGO, en especial 
se observa que al 0.4% en peso de refuerzo se obtiene el mejor rendimiento de todos los 
compositos. Adem�s de que se observ� que las relaciones de 0.25:0.75 muestran mayor 
desempe�o que las dem�s combinaciones. 
Los resultados de la resistencia a la tracci�n se muestran en la figura 4, donde la resina 
ep�xica presenta un valor de resistencia a la tracci�n de 31 MPa, mientras que los compositos 
reforzados a 0.4% peso muestran un mejor rendimiento, siendo la relaci�n de 0.25:0.75 
(GO:RGO) es notablemente m�s resistente a la tracci�n (47.18 MPa) antes de su ruptura, un 
52% mayor que la resina sin reforzar. 
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Figura 3.- Curvas de esfuerzo-deformaci�n para los compositos a diferente % peso y combinaciones de GO : 

RGO. 

 
En la figura 5 se muestra el m�dulo de elasticidad para todos los compositos y la resina 
ep�xica pura. En donde se observa que la mayor�a de los compositos reforzados presentan 
una gran resistencia a la deformaci�n el�stica, en especial los compositos reforzados con 0.4% 
peso, a las relaciones de 0.75:0.25, 0.25:0.75 y 0:1 (con valores de m�dulo el�stico de 
1218.21, 1215.22 y 1226.13, respectivamente), aproximadamente un 20% mayor que la 
resina ep�xica.  
Otro par�metro importante es la tenacidad a la tracci�n, que se refiere a la energ�a adsorbida 
por un material antes de la fractura. La figura 6 muestra los resultados de tenacidad a la 
tracci�n para los compositos y resina ep�xica pura, en donde se encuentra que los compositos 
reforzados a 0.25:0.75 (GO:RGO) presenta un rendimiento excepcional en casi todos las 
cargas de refuerzo. Se obtuvo un 152% m�s alto que la ep�xica pura con el composito 
reforzados con 0.4% en peso.  
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Figura 4.- Esfuerzo m�ximo soportado por compositos reforzados con �xido de grafeno (GO) y grafeno 

reducido (RGO), a las diferentes combinaciones de los refuerzos 

  
Figura 5.- M�dulo El�stico de compositos reforzados con nanomateriales (GO y RGO) 

 
Figura 6.- Tenacidad de compositos reforzados con nanomateriales (GO y RGO) 

 
Conclusiones  
En este trabajo, se logr� obtener compositos, con mejores propiedades mec�nicas, al usar 
refuerzos en estado qu�micamente oxidado (GO) y reducido (RGO). En los compositos 
preparados, se observ� que, al ir aumentando la cantidad de RGO, por un lado, e ir 
disminuyendo la cantidad de GO por otro, la solubilidad en la matriz era mayor, con lo que 
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se puso de manifiesto la competencia entre la compatibilidad de RGO con la matriz y la 
cantidad de grupos oxigenados necesarios para anclarse qu�micamente al pol�mero.  
En la prueba de tensi�n, se observ� que todos los compositos presentaron un efecto positivo 
de refuerzo, al soportar mayor carga que la resina ep�xica sin refuerzo. Adem�s, se encontr� 
que con una concentraci�n de 0.4% peso y a la relaci�n, 0.25:0.75, se obtuvo el mejor 
comportamiento, logrando un material capaz de resistir un 52% m�s la resina ep�xica. 
Los resultados obtenidos sugieren que es posible lograr propiedades ventajosas combinando 
grafeno en condiciones oxidadas y reducidas, ya que muestra un efecto sin�rgico por la 
presencia de ambos refuerzos. 
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Resumen  
En este trabajo se analiza la transferencia de calor de tres diferentes geometr�as regulares de 
superficies extendidas o aletas. Se hace uso de la din�mica de fluidos computacional (CFD) 
mediante el paquete comercial ANSYS-Fluent 15.0 para determinar los perfiles de 
temperatura en la aleta y establecer criterios bajo los cuales se alcanza la transferencia de 
calor m�xima posible en las dimensiones geom�tricas, se obtiene tambi�n la eficiencia y 
efectividad para cada una de las geometr�as de aleta propuestas.  
 
Palabras clave: CFD, aletas, transferencia de calor.  
 
Introducci�n 
El principal inconveniente de los sistemas de refrigeraci�n basado en transferencia de calor 
por convecci�n es que la velocidad de transferencia de calor (Watts) alcanzada es bastante 
peque�a, como explican Bejan [1] y Kreith et al. [2]. El uso de aletas es una de las formas 
m�s simples de superar esta deficiencia de bajas tasas de transferencia de calor, manteniendo 
al mismo tiempo el sistema libre de ruido y mantenimiento. El uso de aletas para mejorar la 
transferencia de calor fue ampliamente estudiado por Guvenc y Yuncu [3] y Yazicioglu y 
Yuncu [4]. El objetivo de usar las aletas es incrementar el �rea de la superficie en la cual 
ocurre la transferencia de calor por convecci�n para aumentar precisamente esta transferencia 
de calor, usando la menor cantidad de material adicional necesario para este prop�sito, sin 
embargo hay un punto donde extender m�s all� de cierta medida las aletas carece de sentido 
y solo conlleva perdidas econ�micas por usar material de construcci�n innecesario [5]. En 
este sentido, mediante este trabajo, se analiza la transferencia de calor de tres diferentes 
perfiles de aletas con geometr�as regulares tales como: rectangular, circular y triangular para 
determinar la distribuci�n o campo de temperaturas en cada una de ellas y la configuraci�n 
bajo la cual ocurre la transferencia de calor m�xima para la misma �rea de transferencia. Para 
los c�lculos se emplea CFD con el paquete ANSYS-Fluent.      
   
Metodolog�a  
Se proponen varias configuraciones para las aletas de perfil rectangular, circular y triangular 
para analizar la transferencia de calor para diferentes casos. Se emplea una geometr�a en tres 
dimensiones para todos los perfiles. Para los casos se supone que las aletas est�n expuestas a 
un enfriamiento por convecci�n, con condici�n de extremo adiab�tico. Las geometr�as se 
compararan considerando una misma �rea de transferencia de calor, condiciones de 
operaci�n propuestas y construidas con una aleaci�n de aluminio 2024, en la que se usa el 
cobre como principal elemento en la aleaci�n y tiene una alta conductividad t�rmica k de 180 
W/m-K.  
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Cuando se considera una condici�n de extremo adiab�tico, el 98% de la transferencia de calor 
m�xima posible de aleta se alcanza para una longitud de aleta L = 2.3/m donde m = 
(hP/kAc)

1/2, donde h es el coeficiente convectivo, P el per�metro de la aleta, k la conductividad 
t�rmica del material y Ac es el �rea de la secci�n transversal.   
En la Figura 1 se muestra la configuraci�n aplicada para la aleta con el perfil circular. La 
m�xima transferencia de calor se alcanza para una longitud L de 0.11 m o 11 cm. 
 

 
Figura 1. Conducci�n y convecci�n en aleta de secci�n transversal circular. 

 
Se emplea un mallado estructurado y celdas hexa�dricas, con un n�mero total de 9,588 
elementos, con la condici�n de frontera para todas las paredes como ÒwallÓ, es decir, pared 
expuesta a conducci�n en la base de la aleta, pared expuesta a convecci�n en la superficie y 
extremo aislado o adiab�tico (ver Figura 2). 
 

 
Figura 2. Mallado de la aleta circular. 

 
Para el caso de la aleta con perfil rectangular, la longitud L a la cual ocurre la m�xima 
transferencia de calor as� como el ancho de la aleta w, se calcularon de forma iterativa 
considerando la misma �rea superficial de transferencia de calor por convecci�n que se utiliz� 
para el perfil circular, estos valores fueron respectivamente, de 87 mm (0.087 m) y 7.8 mm 
(0.0078 m). Se propuso un espesor de aleta razonable t de 2 mm o 0.002 m, en la Figura 3 se 
muestra la configuraci�n aplicada.    
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Figura 3. Conducci�n y convecci�n en aleta de secci�n transversal rectangular. 

 
Se establecen las mismas condiciones de frontera que para la aleta circular, se genera un 
mallado estructurado y celdas hexa�dricas, con un total de 3,000 elementos (ver Figura 4).  
 

 
Figura 4. Mallado de la aleta rectangular. 

 
Siguiendo la misma metodolog�a que para los perfiles anteriores, para el perfil triangular, el 
�rea superficial de transferencia de calor y el espesor t propuesto de 2 mm para el perfil, se 
obtienen el valor para longitud L y el ancho w de la aleta, que fueron 80 mm (0.08 m) y 10 
mm (0.01 m), respectivamente. En la Figura 5 se observa la configuraci�n de la aleta.  
 

 
Figura 5. Conducci�n y convecci�n en aleta de secci�n transversal triangular. 

 
Para las mismas condiciones de frontera que para los otros perfiles, se genera un mallado 
estructurado y celdas hexa�dricas, con un total de 2,160 elementos (ver Figura 6).    
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Figura 6. Mallado de la aleta triangular. 

 
La eficiencia ÀÁ  y la efectividad ÂÁ  para los perfiles se obtienen mediante las siguientes 
ecuaciones [5]: 
 

ÀÁ ";
ÃÁ

�ÄÁMÅ� % ÅÆN
 

 

(1) 

ÂÁ "
ÃÁ

�ÄÇ'�MÅ� % ÅÆN
 

(2) 

 
Donde ÃÁ es el calor removido por la aleta, ÄÁ es el �rea de la superficie de la aleta y ÄÇ'� es 
el �rea de la secci�n transversal en la base de la aleta. 
  
Resultados  
En la Figura 7-9 se aprecia el contorno y la gr�fica de la distribuci�n de temperaturas para la 
elata circular, rectangular y triangular respectivamente. En la direcci�n axial x se desarrolla 
la m�xima transferencia de calor posible, por ende extender la aleta m�s all� del caso 
propuesto para 0.11 m carece de sentido para el perfil circular y que generar�a solo costos 
adicionales por incrementar el material de construcci�n de la aleta, se observa como a partir 
de este valor la temperatura se estabiliza. En el mismo sentido el caso del perfil rectangular 
la m�xima transferencia de calor se alcanza para una longitud de 0.087 m y para el perfil 
triangular de 0.08 m.    
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Figura 7. Contornos y gr�fica de la distribuci�n de temperatura en la aleta circular. 

 
 

 
Figura 8. Contornos y gr�fica de la distribuci�n de temperatura en la aleta rectangular. 
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Figura 9. Contornos y gr�fica de la distribuci�n de temperatura en la aleta triangular. 
 
En la Tabla 1 se observa la comparaci�n de los distintos perfiles en base a la disipaci�n 
m�xima de calor por unidad de volumen, tal como se espera se pudo comprobar que el mejor 
perfil para dise�o de equipos de intercambio de calor es el perfil triangular, dado que para las 
mismas condiciones de transferencia de calor y la misma �rea de transferencia se remueve 
calor con menos material, que para fines pr�cticos industriales permite ahorros econ�micos 
mayores. 
 
Tabla 1. Comparaci�n de los diferentes perfiles de aletas. 
!

Perfil Efectividad 
È¶ 

Eficiencia 
É¶ 

Transferencia 
de calor (W) 

Ê¶ 

Volumen 
(m3) 
V 

Disipaci�n por unidad de 
volumen (W/m3) 

Ê¶

Ë
 

Circular 37 0.42 5.43 2.1598x10-6 2,514,121 
Rectangular 47 0.43 5.5 1.3572x10-6 4,052,460 
Triangular 38 0.44 5.7 8x10-7 7, 125,000 

!!!!!!

Conclusiones 
El perfil triangular recto es m�s atractivo porque para la transferencia de calor equivalente 
requiere menos volumen o material de la aleta que los otros perfiles. La disipaci�n por unidad 
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de volumen es m�s grande para otros perfiles no tratados en este trabajo como el parab�lico, 
sin embargo esta disipaci�n por unidad de volumen es solo ligeramente mayor que para el 
perfil triangular, por ello el uso de perfiles parab�licos pocas veces se justifica en vista de los 
grades costos de fabricaci�n.      
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Resumen  
Las especies reactivas de ox�geno, productos del metabolismo aer�bico, impactan distintas 
biomol�culas celulares incluyendo el ADN. La oxidaci�n del material gen�tico promueve la 
formaci�n de la altamente mutag�nica lesi�n 8-Oxo-Guanina (8-OxoG). La principal ruta de 
eliminaci�n de esta lesi�n es el sistema de la guanina oxidada (GO) compuesto por las 
prote�nas MutT, MutM y MutY. MutY es una ADN glicosilasa que elimina espec�ficamente 
la adenina del mal apareamiento OG:A. Estudios recientes mostraron que el estr�s oxidativo 
es exacerbado durante fase de crecimiento estacionaria y es un componente importante en la 
generaci�n de mutaciones en c�lulas de B. subtilis carentes de divisi�n celular. Como una 
etapa importante en la caracterizaci�n bioqu�mica de la prote�na MutY de B. subtilis, en el 
presente trabajo se dise�� una construcci�n en el vector pET19-b para sobreexpresar al gen 
mutY de manera heter�loga, lo cual permiti� la producci�n de la prote�na recombinante 
His10-MutY en Escherichia coli. La prote�na recombinante se purific� a homogeneidad 
mediante cromatograf�a de afinidad met�lica lo cual se confirm� mediante un an�lisis 
electrofor�tico en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. En conclusi�n, 
se obtuvieron fracciones altamente puras de la prote�na His10-MutY de B. subtilis, la cual 
mostr�, de acuerdo con el tama�o del gen, una masa molecular cercana a 42 kDa. 
 
Palabras clave: Bacillus subtilis; ADN glicosilasa; MutY; 8-oxo-Guanina. 
#

Introducci�n  
Las especies reactivas de ox�geno (ROS) se generan como subproductos de la respiraci�n y 
el metabolismo celular aer�bico, pero tambi�n se pueden generar a trav�s de la exposici�n a 
la radiaci�n ionizante y otros agentes que generan radicales libres. El blanco principal de las 
ROS  es el genoma celular lo que resulta en la oxidaci�n de las bases del ADN y la formaci�n 
de otros subproductos incluyendo las roturas de cadena sencilla y doble; por su car�cter 
genot�xico y citot�xico estas lesiones son potencialmente letales para las c�lulas. Para 
mantener la integridad del genoma la evoluci�n ha equipado a los organismos con diversos 
sistemas de prevenci�n y  reparaci�n que se encuentran  conservados en los tres dominios de 
la vida [1]. Entre las cuatro bases de ADN, la guanina, que tiene el menor potencial redox, 
es la m�s susceptible a la oxidaci�n, produciendo diferentes productos en el ADN, como 8-
oxo-7,8-dihidroguanina (8-OxoG) y 2-6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapyG) 
[2]. La 8-OxoG es una  lesi�n com�n altamente mutag�nica, este precursor oxidado es 
frecuentemente incorporado opuesto a la adenina en el ADN. Sin embargo, la oxidaci�n 
directa del ADN tambi�n genera 8-OxoG el cual induce transversiones GC+TA y AT+CG 
[3]. Estos efectos mutag�nicos son contrarrestados por el sistema de reparaci�n por escisi�n 
de bases, utilizando las ADN glicosilasas MutM y MutY. La primera, elimina la 8-OxoG del 
par 8-oxoG:C y la segunda elimina la adenina del mal apareamiento 8-OxoG:A; aunque se 
ha descrito que MutY tambi�n puede actuar sobre los pares err�neos G:A y C:A [4]. El efecto 
mutag�nico del precursor oxidado 8-oxo-dGTP tambi�n es prevenido por MutT la cual 
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hidroliza las pozas de GTP y/o dGTP oxidados a su forma monofosfato, evitando de esta 
manera la incorporaci�n de 8-oxo-G al ADN. En E.coli estas tres prote�nas conforman el 
sistema GO [5]. 
Los estudios estructurales y bioqu�micos de la ADN glicosilasa MutY, muestran que esta 
consta de un dominio N-terminal o n�cleo catal�tico y una regi�n C-terminal [6]. El dominio 
catal�tico contiene un cl�ster [4Fe-4S], un motivo generalizado entre las prote�nas implicadas 
en el metabolismo de los �cidos nucleicos [7]. En MutY y la endonucleasa III, el grupo [4Fe-
4S] est� coordinado por ciste�nas altamente conservadas (C192 X6 C199 X2 C202 X5 C208) [8]. 
Por otra parte, en B. subtilis se demostr� que mutY se expresa durante la fase estacionaria y 
que tiene un papel relevante en el proceso de Mutag�nesis Adaptativa [9]. Por lo que es 
importante realizar la caracterizaci�n bioqu�mica de la prote�na MutY de B. subtilis para 
seguir abordando su participaci�n en modular las mutaciones que surgen durante fase 
estacionaria. 
 
Metodolog�a  
Las cepas bacterianas y los pl�smidos utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla 1.  
 
Tabla 1. Cepas de B. subtilis, E. coli y pl�smidos utilizados en este estudio. 

B. subtilis Genotipo Referencia 

168 Wild type Cepario PERMlab 

E. coli Descripci�n Referencia 

DH5" 
F- ,80d lacZ &M15 &(lacZYA-argF)U169 delR 
recA endA1 hsdR17 (rk

-mk
+) supE44 thi-1gyrA96 

Cepario PERMlab 

PERM1163 
(Rosetta) 

F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) pRARE. CmR Cepario PERMlab 

PERM1522 
E. coli DH5" que contiene la construcci�n pJET1.2/blunt + 
ORF del gen yfhQ de B. subtilis. Con sitios de restricci�n NdeI 
y BamHI. AmpR 

Este estudio 

PERM1524 
E. coli DH5" que contiene la construcci�n pET19b-mutY, con 
sitios de restricci�n NdeI y BamHI. AmpR 

Este estudio 

PERM1527 
E. coli Rosetta que contiene el pl�smido PERM1524, expresa 
la prote�na MutY (YfhQ) de B. subtilis con una etiqueta de 10 
histidinas en el extremo N-terminal. AmpR CmR 

Este estudio 

Pl�smido Descripci�n Referencia 

pJET1.2/blunt Vector de clonaci�n. AmpR 
ThermoFischer 
Scientific 

pET19b 
Vector de expresi�n para  E. coli   conteniendo un promotor 
Pspac-inducible por IPTG. AmpR 

Donado por el Dr. 
Luis Brieba de 

Castro 

Medios de cultivo 
Para el crecimiento de B. subtilis y E. coli se utiliz� el medio de cultivo Luria-Bertani (LB). 
Cuando se requiri�, se agregaron los siguientes antibi�ticos a los medios de cultivo: 
ampicilina (Amp, 100 %g/ml), cloranfenicol (Cm; 25 %g/mL) � con isopropil---D-
tiogalactopiran�sido (IPTG) 0.5 mM. Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio fueron 
construidas usando t�cnicas est�ndar de biolog�a molecular [10]. 
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Dise�o de un pl�smido para sobreexpresar a mutY de B. subtilis y purificar una prote�na 
recombinante His10-MutY  
El producto de PCR del gen mutY, se purific� en un gel de agarosa de bajo punto de fusi�n y 
se lig� en el vector pJET1.2/blunt para transformar c�lulas competentes de E. coli DH5".  
Se extrajo ADN plasm�dico de la cepa E. coli PERM1163 que contiene el vector de expresi�n 
pET19b, a la par, el marco de lectura abierto del gen mutY fu� recuperado del pl�smido 
PERM1522 mediante la digesti�n con las enzimas NdeI y BamHI. Para corroborar la correcta 
restricci�n del pl�smido, toda la mezcla de reacci�n fu� analizada en un gel de agarosa al 1%. 
Los fragmentos de ADN correspondientes a mutY y al vector pET19b fueron separados en 
geles de agarosa de bajo punto de fusi�n al 1.5%. A continuaci�n �stos se utilizaron para 
realizar una reacci�n de ligaci�n que se utiliz� para transformar c�lulas competentes de la 
cepa E. coli DH5". Se seleccionaron varias colonias transformantes resistentes a Amp, las 
cuales se sometieron a un an�lisis de restricci�n de minipreparaciones de ADN y a una de las 
transformantes que conten�a la construcci�n de inter�s pET19bÐMutY (Fig. 3) se le 
denomin� PERM1524. Posteriormente la construcci�n de la cepa PERM1524 se utiliz� para 
transformar c�lulas competentes de E. coli Rosetta para sobreexpresar la prote�na His10-
MutY, dicha cepa se guard� bajo la denominaci�n PERM1527. 
 
Purificaci�n de la prote�na His10-MutY por cromatograf�a de afinidad met�lica 
Para la purificaci�n de la prote�na His10-MutY se inocul� un cultivo de 1 L de medio LB 
suplementado con Amp y Cm con la cepa E. coli PERM1527. El matraz se incub� a 37¡C en 
agitaci�n constante hasta alcanzar una DO 600nm de 0.5. En este punto se agreg� al cultivo 
IPTG a una concentraci�n final de 0.5 mM y se continu� la incubaci�n por 5 h bajo las 
condiciones descritas. A la par, se utiliz� un medio de cultivo con las mismas condiciones y 
sin IPTG como control negativo. A continuaci�n, los cultivos se centrifugaron a 4800 x g, 
4¡C, por 15 min para obtener la pastilla celular. Posteriormente, las c�lulas se lavaron y 
resuspendieron en 40 mL de buffer de lisis (Tris-HCl 15 mM pH 8, NaCl 400 mM, Triton X-
100 0,1% (v/v), PMSF 1 mM), posteriormente fueron tratadas con lisozima (1 mg/mL) en 
hielo durante 45 min. A continuaci�n se sujetaron a un segundo paso de lisis mediante 
sonicaci�n. Finalmente, el lisado celular se centrifug� a 4800 x g, 4¡C, durante 45 min y el 
sobrenadante se pas� a trav�s de una columna de Ni-NTA (QIAGEN, Valencia, CA) 
previamente equilibrada con buffer de lisis. La columna se lav� con 30 mL cada vez, con 
cada uno de los buffers de lavado conteniendo 15, 30 y 45 mM de imidazol; finalmente, la 
prote�na His10-MutY se eluy� con 10 mL de buffer de lisis conteniendo 500 mM de imidazol. 
 
An�lisis de prote�nas mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) 
Las  fracciones obtenidas de las diferentes etapas de la purificaci�n  se  analizaron  por  SDS-
PAGE  [11] usando  geles  de poliacrilamida al 12%. Los geles se ti�eron con Azul de 
Coomassie 0.025% (p/v). 
 
Resultados  
Amplificaci�n por PCR del marco de lectura abierto del gen mutY de B. subtilis.  
En la Figura 1 se muestra el producto de amplificaci�n del marco del lectura abierto del gen 
mutY de B. subtilis, generado mediante PCR, observ�ndose una �nica banda del tama�o 
esperado; i.e., 1104 pb. 
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Figura 1. Carril 1, marcadores de tama�o de ADN de 1 Kpb (MPM). Carril 2, amplificaci�n por PCR del 

marco de lectura abierto del gen mutY de ~1104 pb del gen mutY.  
 

El producto de PCR del gen mutY (Fig. 1) se purific� en un gel de agarosa de bajo punto de 
fusi�n y se lig� en el vector de clonaci�n pJET1.2/blunt. Los productos de la ligaci�n se 
introdujeron por transformaci�n a c�lulas competentes de la cepa E. coli DH5".  La Figura 2 
muestra el an�lisis de la restricci�n de un miniprep obtenido de una colonia transformante 
tratado con las enzimas NdeI y BamHI. La restricci�n de la construcci�n, denominada 
PERM1522 gener� dos bandas, correspondientes al vector (2974 pb) y la correspondiente al 
gen mutY de 1104 pb.   

 
Figura 2. An�lisis de restricci�n para corroborar la obtenci�n de la construcci�n PERM1522. Carril 1, 

MPM. Carril 2, patr�n de restricci�n con las enzimas NdeI y BamHI.  
 

Obtenci�n de un pl�smido para la sobre-expresi�n del gen mutY de B. subtilis en el 
pl�smido pET19b. 
Para generar la cepa pET19b-mutY, se extrajo ADN plasm�dico de la cepa E. coli PERM1163 
que contiene el vector de expresi�n pET19b y junto con el pl�smido PERM1522 fueron 
cortados con las enzimas NdeI y BamHI. Esto lineariz� el vector pET19b generando una 
banda de 5717 pb y liber� el fragmento mutY (1104 pb) del vector pJET1.2/blunt. El 
fragmento de 1104 pb y el vector pET19b linearizado, fueron utilizados para realizar una 
reacci�n de ligaci�n, con la cual se transformaron c�lulas competentes de la cepa E. coli 
DH5". Se recuperaron colonias transformantes resistentes a Amp y se corrobor� que una de 
ellas contuviera la construcci�n correcta mediante an�lisis de restricci�n, como se muestra 
en la Fig. 3. Esta construcci�n se denomin� pPERM1524 y se introdujo por transformaci�n 
a E.coli Rosetta, generando la cepa E. coli PERM1527 (Tabla 1).
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Figura 3. Carril 1 MPM. Carril 2, an�lisis electrofor�tico de la construcci�n PERM1524 cortadas con NdeI 

y BamHI, el cual liber� las bandas del tama�o esperado.   

An�lisis de la purificaci�n de His10- MutY en E. coli Rosetta.  
Se encontr� que la adici�n de IPTG a un cultivo de la cepa de E. coli PERM1527, result� en 
la s�ntesis exacerbada, en la fracci�n celular soluble, de una prote�na de ~42 kDa que 
concuerda con el PM esperado para el producto de gen mutY de B. subtilis (Fig. 4, carril 2). 
Siguiendo el protocolo descrito en la Metodolog�a se purific� la enzima His10-MutY en una 
columna de N�quel-agarosa. Las distintas fracciones de la purificaci�n se analizaron por 
SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 4, este protocolo permiti� obtener fracciones 
altamente puras de la enzima recombinante His10-MutY. 
 

 
Figura 4. Carril 1, MPM de prote�nas; carril 2, extracto celular soluble; carril 3, prote�nas no unidas a la 

columna; carril 4, lavado 1 con buffer de lavado y 15 mM de imidazol; carril 5, lavado 2 con buffer de 
lavado y 30 mM de imidazol; carril 6, lavado 3 con buffer de lavado y 45 mM de imidazol; carril 7, His10-

MutY purificada elu�da con 500 mM de imidazol. 

Conclusiones  
Se gener� una cepa recombinante para la sobreexpresi�n y s�ntesis heter�loga de la prote�na 
MutY de B. subtilis, la cual fue purificada mediante cromatograf�a de afinidad met�lica 
obteniendo como resultado fracciones de la prote�na recombinante con alto grado de pureza. 
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Resumen 
  
La catálisis de líquido iónicos soportados (SILP) es denominada una técnica catalítica híbrida, ya 
que combina las ventajas de la catálisis homogénea y heterogénea. En la catálisis SILP el 
catalizador está disuelto en una delgada capa de líquido iónico el cual se encuentra soportado en 
pequeñas partículas altamente porosas. Las ventajas que ofrece dicha técnica han beneficiado a 
una amplia gama de reacciones en fase gaseosa. Sin embargo, la catálisis SILP en reacciones en 
fase líquida aún presenta importantes inconvenientes que inhabilitan su aplicación. El principal 
inconveniente consiste en que las partículas pierden la capa de líquido iónico y el catalizador 
disuelto en él debido al contacto con cualquier otro líquido implicado en la reacción. El 
confinamiento estable de líquido iónico en las partículas porosas juega un papel primordial en la 
aplicación exitosa de la catálisis SILP en fase líquida.  
 
En este proyecto se propone maximizar las interacciones interfaciales del líquido iónico con la 
superficie porosa que lo soporta. Mediante la formación de partículas poliméricas de líquidos 
iónicos se logrará un control detallado de la química superficial del soporte y con ello 
interacciones interfaciales de baja energía del líquido iónico y su soporte, el cual será constituido 
por líquidos iónicos polimerizados. Los soportes poliméricos serán formados mediante la 
polimerización de unidades de ésteres activos y su posterior funcionalización con líquidos 
iónicos. Finalmente, las partículas poliméricas serán hinchadas con líquido iónico sin polimerizar 
y con catalizador disuelto en él formando de esta manera los sistemas SILP con mayor retención 
de líquido iónico para su aplicación en reacciones en fase líquida.   
 
Palabras clave: Líquidos iónicos, catálisis SILP, polimerización controlada RAFT. 
 

Introducción  
 
La catálisis de líquidos iónicos soportados, también llamada catálisis SILP por sus siglas en 
inglés (Supported Ionic Liquid Phase) es una técnica catalítica en donde el catalizador se 
encuentra disuelto en una capa fina de líquido iónico, dicha capa está confinada en un soporte 
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sólido altamente poroso [1-3]. El resultado es un sistema que presenta las ventajas características 
tanto de la catálisis homogénea como heterogénea, ya que el catalizador, al estar disuelto en el 
líquido iónico, es activado en condiciones suaves de reacción; a la vez que el soporte sólido 
facilita los procesos de separación necesarios posteriores a la reacción [3]. Hasta ahora, dicha 
técnica ha sido aprovechada en una amplia gama de reacciones, incluyendo catálisis con metales 
de transición homogéneamente disueltos y catálisis ácida con cloroaluminatos, presentando 
rendimientos catalíticos excepcionales [3, 4].  
 
Sin embargo, la catálisis SILP sólo ha podido ser utilizada en reacciones en fase gas [4]. Su uso 
en reacciones en fase líquida está severamente afectado por el potencial �deslave� del soporte 

sólido debido a fuerzas mecánicas impartidas por algún líquido involucrado en la reacción [4], es 
decir, ya sea un disolvente o un reactivo líquido puede arrastrar y remplazar al líquido iónico del 
soporte poroso, lo que ocasiona la pérdida total del líquido iónico y el catalizador disuelto en él.          
 
El confinamiento de los líquidos iónicos en los soportes porosos se ha llevado a cabo mediante 
fuerzas capilares, interacciones electrostáticas, puentes de hidrógeno o enlaces covalentes [3, 5]. 
En todos los casos, inclusive con enlaces covalentes, se ha reportado pérdida del líquido iónico 
[4].        
 
Por otro lado, el concepto de confinamiento de películas finas de líquido en soportes sólidos ha 
sido estudiado para una serie de diversas y muy variadas aplicaciones. En todos los casos se 
busca la retención estable de un líquido en un soporte sólido, a manera de que un segundo líquido 
no remplace al primero de la superficie sólida. El incremento en la funcionalidad superficial y por 
consiguiente en la retención del líquido se lleva a cabo por medio del control exhaustivo de la 
química superficial y las interacciones entre la fase sólida y el líquido confinado. 
 
En este proyecto se propone la formación de partículas de geles poliméricos como soporte sólido 
con composición estructural definida. Se desea maximizar las interacciones interfaciales entre el 
soporte y los líquidos iónicos mediante el control de la química superficial del soporte sólido, de 
esta manera, se logrará una retención superior del líquido iónico y el catalizador disuelto en él 
con la finalidad de ampliar la aplicación de la catálisis SILP a reacciones en fase líquida.  
 
La composición química de la red polimérica consistirá en líquidos iónicos polimerizados 
haciendo uso de reacciones análogas de funcionalización de ésteres activos y de la técnica de 
polimerización por transferencia de cadena de adición-fragmentación reversibles (RAFT). Las 
partículas microscópicas serán formadas mediante reacciones de entrecruzamiento en emulsión 
de los líquidos iónicos polimerizados. Posteriormente dichas partículas microscópicas serán 
hinchadas con líquido iónico con catalizador disuelto y se analizarán sus propiedades catalíticas.   
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Metodología  
 

La estrategia para la formación de soportes catalíticos con retención superior se divide en 3 
etapas, la primera etapa consiste en una polimerización controlada de líquidos iónicos, los 
polímeros resultantes constituirán la estructura química del soporte. Para dicha polimerización se 
hará uso de la técnica de polimerización controlada de transferencia de cadena por adición-
fragmentación reversibles, también llamada polimerización RAFT por sus siglas en inglés 
(Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer) para polimerizar unidades monoméricas de 
ésteres activos, como el metacrilato de pentafluorofenilo. La polimerización RAFT se llevará 
acabo usando cumil ditiobenzoato como agente controlador y azoisobutironitrilo como iniciador. 
Posteriormente el poli(metacrilato de pentafluorofenilo) se funcionalizará con tetrafluoroborato 
de 1-amino propil-3-metil imidazolio que contiene un grupo amino en su estructura, el cual se 
ancla a cada unidad del éster activo, como se observa en la representación gráfica de la figura 1. 
 

 
Figura 1. Representación esquemática de la reacción de funcionalización post-polimerización del éster activo con 

un líquido iónico que contiene en su estructura un grupo amino. 

 
 
En una segunda etapa se obtendrán partículas microscópicas de los líquidos iónicos 
polimerizados, para ello se formará una emulsión en donde se inducirán reacciones de 
entrecruzamiento en el confinamiento de cada gota mediante la irradiación UV de unidades 
entrecruzantes de benzofenona a 350 nm, como se observa en la figura 2. Las propiedades 
mecánicas de las partículas serán determinadas por el grado de entrecruzamiento.  
 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de reacciones de entrecruzamiento en el confinamiento de las gotas mediante 

la excitación de unidades de benzofenona por radiación UV. 
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Finalmente, las partículas poliméricas se hincharán con el líquido iónico sin polimerizar y con 
catalizador disuelto en él. Una vez formadas las partículas de geles poliméricos y cargadas con 
catalizador disuelto en líquido iónico se llevará a cabo un análisis de sus propiedades catalíticas 
en reacciones previamente reportadas, como la hidrosililación del 1-octeno, descrita en la figura 
3, usando el catalizador de Karstedt disuelto en bis (trifluorometilsulfonil) imida 1 - butil - 3  
metilimidazolio. 
 
 

 

Figura 14. Hidrosililación de 1-octeno con catalizador de platino. 

  
 
 
Resultados  
 
En esta primera etapa se llevó a cabo la síntesis de metacrilato de pentafluorofenilo, que será 
nuestro monómero activo, el grupo pentafluorofenolico será sustituido por un líquido iónico con 
un grupo amino en su estructura. En la figura 4 se muestra el espectro RMN de 19F del compuesto 
sintetizado en el laboratorio, que corresponde fielmente al reportado en la literatura (6), lo que 
corrobora que se obtuvo el compuesto puro deseado. 
  

 
Figura 4. Espectro RMN de 19F de metacrilato de pentafluorofenilo en CDCl3. 
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Conclusiones  
 
En el presente proyecto se propone la formación de soportes poliméricos con composición 
estructural finamente diseñada con la finalidad de maximizar las interacciones interfaciales entre 
el líquido iónico y el soporte, de esta manera se pretende crear partículas de geles poliméricos 
con capacidad de retención superior a los soportes convencionales. Mediante el uso de la técnica 
de polimerización controlada RAFT se polimerizarán unidades de ésteres activos, las cadenas 
poliméricas serán posteriormente funcionalizadas con líquidos iónicos, los cuales serán anclados 
en cada una de dichas unidades poliméricas. Los soportes de líquidos iónicos polimerizados 
habilitarán el uso de la catálisis SILP en reacciones en fase líquida. En esta primera parte se 
sintetizo exitosamente el metacrilato de pentafluorofenilo que será utilizado como monómero 
activo en la polimerización controlada RAFT.  
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Resumen  

Los polisiloxanos son polímeros inorgánicos que tienen amplia aplicación en diferentes áreas, 
una de las áreas de interés es la síntesis de compositos, en la cual estos polímeros son 
generalmente utilizados como matriz. El objetivo de este proyecto es la formación de un 
composito integrado por una matriz elastómerica de polidimetilsiloxano (PDMS) y un polímero 
conductor, polianilina (PANI) como carga. Las matrices de PDMS son obtenidas a partir de 
radiólisis gamma a diferentes dosis (250, 300, 350 y 400 kGy) en moldes de PE a temperatura 
ambiente, obteniéndose morfologías elastoméricas. El valor de la densidad de entrecruzamiento 
está directamente correlacionado con las propiedades mecánicas de los elastómeros, por ello la 
ecuación de Flory-Rehner es utilizada para obtener dichos valores, estos resultados son 
correlacionados con la caracterización mecánica y térmica realizada mediante DMA, DSC y 
TGA. Los elastómeros generados muestran una interesante propiedad, al ser calentados estos 
tienden a expandirse e incrementar su rigidez, este incremento muestra una dependencia directa 
con el valor de la densidad de entrecruzamiento y la temperatura, mientras que en el enfriamiento 
estos tienden a recuperar su forma original. Esta interesante propiedad puede ser potencialmente 
aplicada en la fabricación de músculos artificiales, así como de implantes.  

 

Palabras Clave: Polidimetilsiloxano, radiación gamma, elastómero, densidad de 

entrecruzamiento. 

 

Introducción.  

Los polisiloxanos son polímeros inorgánicos, que poseen buenas propiedades mecánicas, 
resistencia a la radiación UV, alta flexibilidad, resistencia a los ácidos, además de 
biocompatibilidad[1]. Muchas de estas propiedades son originadas por la naturaleza del enlace 
siloxano, el cual es responsable de las propiedades químicas y físicas que los distinguen[1], 
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siendo una de estas la facilidad con la que pueden ser transformados en redes tridimensionales 
por medio de reacciones de entrecruzamiento, ya sea por métodos químicos convencionales o por 
medio de química de radiación, para obtener estructuras elastoméricas. La química de radiación 
de materiales poliméricos, es de gran interés debido a que da lugar a modificaciones estructurales 
de forma sencilla y sin necesidad de agregar aditivos[2], además permite el desarrollo de 
propiedades físicas diferentes a sus análogos generados a partir de métodos químicos. La síntesis 
mediante métodos de radiación consiste en la radiólisis de dichas cadenas con radiación de 
diferentes naturalezas, los rayos de e- y la radiación gamma. Esta última es la que se empleará 
para llevar a cabo la formación del elastómero de PDMS, el cual posteriormente será integrado 
como matriz dentro de un material composito y que tendrá como carga PANI. 

 

Metodología. 

El PDMS-OH irradiado posee un peso molecular de 35 kDa, este fue obtenido de Sigma-Aldrich. 
Los recipientes en los cuales el PDMS-OH fue irradiado fueron elaborados de polietileno (PE), 
con forma de prisma rectangular, esto con el fin de ser utilizadas en pruebas posteriores. La 
irradiación se llevó a cabo en un equipo Gammacell-220 Excel de MDS Nordion con una fuente 
60Co y una rapidez de dosis de 3.132 kGy/h, ubicado en las instalaciones del laboratorio de Física 
de Radiaciones de la Universidad de Sonora. Las dosis y los tiempos de irradiación empleados 
fueron los siguientes (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Dosis y tiempos de Irradiación de las Muestras de PDMS-OH 

MUESTRA DOSIS (kGy) TIEMPO DE IRRADIACIÓN (h) 

PDMS-250 

PDMS-300 

PDMS-350 

PDMS-400 

250 

300 

350 

400 

80 

96 

112 

144 

 

 

Resultados. 

Las muestras de PDMS irradiadas fueron desmoldadas, observándose de inmediato que presentan 
una morfología elastómerica. Al tacto, la muestra que fue irradiada a una dosis de 250 kGy 
resulto ser más suave, mientras que la muestra que fue irradiada a dosis de 400 kGy fue más 
rígida, lo cual fue un efecto esperado, ya que conforme se aumenta la dosis de radiación se 
presenta un efecto directo en la densidad de entrecruzamiento, por ello resulta importante 
cuantificar esta densidad. Esta puede ser calculada utilizando la ecuación de Flory-Rehner[3]. En 
la Figura 1, se muestra la variación de la densidad de entrecruzamiento (nFR) y el peso molecular 
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promedio de la cadena activa (Mc), ambas con respecto a la dosis irradiada, resultados obtenidos 
a partir de la ecuación de Flory-Rehner. 
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Figura 1. Cambio de nFR y Mc con respecto a la dosis ! irradiada. 

De la figura anterior es posible 
observar un aumento en la 
densidad de entrecruzamiento 
con el aumento en la dosis da la 
radiación, en adición se observó 
una disminución en el peso 
molecular promedio del 
segmento de cadena libre que se 
encuentra entre los puntos de 
entrecruzamiento. Los 
resultados anteriores son 
congruentes con el cambio en la 
rigidez que se observa para las 
muestras, ya que con cadenas 
largas se espera estructuras 
elastoméricas suaves, mientras 
que con cadenas cortas se 
generan estructuras 
elastoméricas rígidas. 
Estructuralmente las muestras 
estan compuestas por 
entrecruzamientos del tipo -Si-
CH2-Si- (tipo-H) y -Si-O-Si- 
(tipo-Y)[4], los cuales pueden 

Tabla 1. Interpretación de los espectros de RMN de 29Si en sólido  

 

Desplazamiento 
Químico (ppm) 

Estructura asignada Unidades 

-12.6 

 

Grupos D adyacentes a 
los entrecruzamientos  

-22.4 

 

Grupos D de la cadena 
principal  

-29.1 

 

Grupos *DCH2R  
(Entrecruzamientos 

Tipo-H) 

-57.0 

 

Grupos DOH  

-67.4 

 

Grupos *T 
(Entrecruzamientos 

Tipo-Y ) 
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ser observados en la Tabla 1 que corresponde a la señales del espectro de RMN de 29Si en sólido 
(los gráficos son omitidos) obtenido para cada una de las muestras. 

Como se observa en la tabla 1, se pueden identificar desplazamientos químicos a -29.1 ppm 
correspondientes a entrecruzamientos del tipo-H y desplazamientos químicos a -67.4 ppm a 
entrecruzamiento del tipo-Y (estructuras tipo T). Una señal poco esperada es la correspondiente a 
-57.0 ppm que corresponde a estructuras del tipo DOH, estas estructuras son producidas por el 
ataque del radical peróxido, formado por la irradiación ! del oxígeno, a los radicales metilenos 

(explicado por el mecanismo de St. Pierre[5]), al ser formados estos funcionan como precursores 
de los entrecruzamientos tipo-Y (siloxano) y así contribuir a la población total de 
entrecruzamientos de tipo siloxano, en adición las señales correspondientes a los grupos DOH y 
los grupos T, aumentan con el incremento de la dosis ! irradiada. Por otra parte, las propiedades 
mecánicas de las muestras fueron caracterizadas mediante DMA (los gráficos son omitidos), 
observándose un aumento del módulo de almacenamiento conforme hay un aumento en la 
densidad de entrecruzamiento, entre más puntos de entrecruzamiento se presentan la rigidez de la 
muestra es mayor, es probable que esto también esté relacionado con el tamaño de cadena, por lo 
que las cadenas pequeñas tienden a rigidizar la estructura, en adición, es posible observar un 
efecto termoresponsivo[6] por parte de las muestras debido a que se observa un aumento del 
módulo de almacenamiento con la temperatura, atribuido a un cambio conformacional de la 
cadena siloxano de all-trans a guache. Es posible también identificar este efecto en los 
termogramas de DSC, debido a que en el calentamiento se observó un proceso exotérmico debido 
a la liberación de energía al cambiar la conformación de la cadena, mientras que en el 
enfriamiento se observó un proceso endotérmico que es debido al re-acomodo de la cadena a un 
estado menos energético. Debido a lo anterior el material, ha sido considerado como un potencial 
material con cambio de forma (SCP por sus siglas en inglés)[7,8]. 

 

Conclusiones 

Las dosis de irradiación gamma a las que fueron expuestas las muestras de PDMS-OH 
permitieron generar elastómeros con diferentes grados de entrecruzamiento. Se observó que 
conforme se aumentó lo dosis de irradiación origino un aumento en la densidad de 
entrecruzamiento, así como una disminución del tamaño de la cadena activa, lo cual se puede ver 
reflejado en la rigidez que presentan los elastómeros. Las especies que integran los 
entrecruzamientos corresponden al tipo-Y (en mayor proporción debido a la atmosfera en la cual 
se llevó acabo la irradiación) y al tipo H. En adición, el material sintetizado mostro propiedades 
termoresponsivas, probablemente como consecuencia del cambio de la conformación debido a la 
temperatura. 
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Abstract: 

 Natural resources have innumerous number of unidentified chemical compounds which 
has the property to cure many diseases like cancer, diabetics, tuberculosis etc. In this series, 
�Kealiiquinone� has moderate activity against breast cancer lines which has    extracted from a 
marine sponges of clathrina and leucetta. We have demonstrated the synthesis of Kealiquinone 
analogs using 2-nitro aniline as starting material in lab scale. In future, we have been interest to 
investigate biological study against breast cancer lines of MCF7.   
 
Key words: Natural product, Halogenation, Methylation, Suzuki cross coupling, metal halogen 
exchange, Quinone ring. 
 
Introduction: 

Marine sponges have been a rich and diverse source of a significant amount of natural products.1 
The Kealiiquinone 1 is a marine alkaloid isolated from marine sponges of Clathrina and Leucetta 
by Scheuer and Clardy in 1990.2 The compound of objective 1 has shown anticancer activity 
(IC50 = 91"M) and cytotoxic with unique mechanism of action based on the inhibition profile into 
a cancer cell line of MCF73 using an MTT growth assay, with cisplatin as a positive control (IC50: 
19.4 "M).4 To date, two synthesis were reported5, using the key reaction step Friedel-Crafts. Still, 
the exact product structure is not confirmed and also the need to study the mechanism of activity 
of Kealiiquinone analogues against cancer cell lines. 

                                                    
      

Figure 1. Structure of Kealiiquinone & its analogues 

 

Objective: 

In view of the above, we are interested in  
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            (i) the total synthesis of the target compound of Kealiiquinone 1  
            (ii) preparation of structural analogues of the Kealiiquinone and   
             
The below mentioned scheme 1 is the retrosynthetic analysis of Kealiiquinone 1I. 

                         
                                         

Scheme 1. Retrosynthetic analysis. 

 
 
 
Results and Discussion: 

We initiated the synthesis of Kealiiquinone 1 based on our retrosynthetic analysis. For 
convergent part 1, 2-nitroaniline was brominated4 (7, 90%), followed by iodination (6, 91%) then 
reduced the nitro group of compound 6 to get 5 in 94%. Using phosgene, compound 5 was 
cyclized (4, 95%), then methylated (3, 91%) followed by Suzuki coupling with 4-methoxy 
phenylboronic acid (2,73%). For convergent part 2 (Ec 1), isopropyl squarate (9, 60%) was 
prepared using squaric acid 10.  
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Scheme 2. Synthesis of convergent part 1 of kealiquinone. 

 
 

  

( 1 )
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Isopropyl squarate 9 undergoes 1,2-addition after metal halogen reaction with compound 2 to 
yield 30% adduct of squarate. This adduct was undergoes thermolysis to yield the analogue of 
Kealiiquinone II and 1a (Scheme 4). 

 
Scheme 4: Synthesis of analogue of Kealiiquinone II. 

  

 

Synthesis of Kealiiquinone III: 

We have not yet synthesis the analogue of Kealiiquinone III but we have plan to synthesis 

Kealiiquinone III by using the above scheme 2. We will use the same convergent part 1 

(compound 2) as used for synthesis of Kealiiquinone II. We have to prepare the convergent part 2 

of methyl squarate by adding methanol to squaric acid instead of isopropanol (Ec. 2). 

 

   Finally, we have to do metal halogen reaction using convergent part 1 (compound 2) and 

convergent part 2 of methyl squarate to obtain the Kealiiquinone III (Scheme 6). 

( 2 )
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Scheme 6: Synthesis of Kealiiquinone III. 

 

Conclusion: 

We have made a good progress in the total synthesis of analogue of kealiiquinone III. In the near 
future we will describe the total synthesis of  natural product kealiiquinone and analogue of 
Kealiiquinone II.. In future, we have interest to study the activity of Kealiiquinone I and its 
analogues Kealiiquinone II & III against breast cancer cell line MFC7 also we have plan to 
extend the biological study against all types of cancer cell lines. 
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Resumen  

Los complejos metálicos con Nimesulida y/o derivados funcionalizados resultan de interés ya que 

parece ocasionar una serie de modificaciones elevando su actividad quimiopreventiva, es por ello 

que el objetivo de este trabajo fue sintetizar y caracterizar un ligante tipo base de Schiff obtenido 

a partir de la reacción de condensación del N-(amino-2-fenoxifenil) metano sulfonamida 

(Nimesulida reducida) con salicilaldehído y su acomplejamiento con Cobre (I) y Zinc (II).  

La metodología llevada a cabo fue la extracción a partir de una suspensión comercial y reducción 

de la nimesulida utilizando Zn/HCl, la formación de la base de Schiff a partir de este compuesto 

reducido con salicilaldehído y su acomplejamiento con Cobre y Zinc utilizando la técnica 

Schlenk. Los resultados obtenidos arrojan que al llevar a cabo la caracterización de los 

intermediarios y el compuesto final; resultan los primeros ser lo esperado mientras que para el 

complejo de Zinc se aprecian señales que sugieren su acomplejamiento, pero aparece igualmente 

otras que indican que es llevada a cabo una hidrólisis ácida. Por otra parte, en el espectro de 

RMN del complejo de Cobre se observa la formación de éste, aunque en baja concentración y en 

combinación con compuestos precursores. Las presentes reacciones realizadas durante el 

proyecto sugieren que la formación de los complejos es llevada a cabo, sin embargo, las 

condiciones de reacción y/o los compuestos de partida no son completamente los adecuados. 
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Introducción  

 

Los efectos terapéuticos de los fármacos antiinflamatorios de uso común tales como los AINE 

(fármacos antiinflamatorios no esteroideos) e inhibidores de la COX-2 están relacionados con la 

inhibición del sistema de ciclooxigenasa (COX). COX, cataliza el primer paso de biosíntesis de 

prostanoides, existe en dos isoformas; COX-1 responsable de la producción fisiológica de 

prostaglandinas y COX-2, una enzima inducible que se expresa rápidamente en respuesta a varios 

factores tales como inflamación, factores de crecimiento, citoquinas y promotores de tumores. 

Los AINE clásicos son inhibidores no selectivos de la COX. Por lo tanto, su uso a largo plazo 

conduce a los efectos secundarios particularmente ulceración. Después del descubrimiento de la 

segunda isoforma, COX-2, su inhibición selectiva se considera como un enfoque 

farmacoterapéutico alternativo, que se dirige a la supresión selectiva de procesos patológicos a 

una dosis terapéutica sin alterar la producción normal de metabolitos fisiológicamente necesarios 

del ácido araquidónico.  

Una nueva clase de inhibidores de COX-2 que poseen más especificidad enzimática y menos 

efectos secundarios adversos incluye N- (4-nitro-2-fenoxifenil) metanosulfonamida o nimesulida 

cuya estructura se muestra en la figura 1, este es un fármacos caracterizado por su acción 

antinflamatoria, antipirética y regulatoria del dolor.[1] Estudios recientes han revelado  que este 

tipo de compuestos  ejerce un efecto quimiopreventivo contra células tumorales, la complejación 

de este tipo de fármacos con diferentes iones metálicos de transición parece ocasionar una serie 

de modificaciones elevando su actividad quimiopreventiva y actuar como un antiproliferativo, 

además de poseer propiedades bactericidas.  Por ello el desarrollo de estudios sobre la formación 

de complejos metálicos con algunos fármacos como la N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metano 

sulfonamida (Nimesulida reducida) y/o derivados funcionalizados tipo base de Schiff de este 

compuesto que poseen la capacidad de acomplejar iones resulta de interés por su gran aplicación 

farmacológica. [2] 
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Figura 1. Estructura de la Nimesulida 

 

Metodología  

Los reactivos y disolventes utilizados para la presente investigación fueron de la marca SIGMA-

ALDRICH o KEM,  se usaron sin previa purificación. Algunas reacciones se llevaron a cabo bajo 

nitrógeno utilizando la técnica Schlenk. Los espectros de IR se registraron en un equipo con 

Transformada de Fourier marca Bruker modelo Tensor 27 con óptica sellada y desecada. Los 

espectros de RMN de 1H, de 13C, 31P, así como los espectros bidimensionales COSY y HSQC, 

se registraron en un equipo Bruker de 500 MHz en CDCl3 o CD3CN con tetrametilsilano (TMS) 

como estándar interno. Las señales son abreviadas de la siguiente manera: s= singulete; d= 

doblete; t=triplete, h= heptuplete; m= multiplete. 

Extracción de nimesulida 

A partir de una suspensión comercial que contiene además alcohol y azúcar centrifugando la 

mezcla a 4500 rpm tres veces por cinco minutos, enseguida fue filtrada y lavada con agua 

destilada. 

Reducción de la nimesulida 

Se adicionó en un matraz balón 1.18mmol (0.3662g) de nimesulida, 3.51mmol (0.2292g) de zinc 

y 30 ml de acetato de etilo; lentamente se agregaron 1.46ml ml de ácido clorhídrico. Se dejó en 

agitación hora y media a temperatura ambiente, con el uso de un refrigerante. En seguida fue 

realizada una extracción a la solución resultante que presentó un tono rojizo con tres lavados de 5 

ml de agua, la fase orgánica se concentró en rotavapor a condiciones de 250mbar, 65°C, 280 rpm, 

fue llevado a sequedad, lavado con una solución de éter-hexanos y finalmente fue llevado a 

sequedad. 
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Base de Schiff con Salicilaldehído 

En un matraz balón se adicionaron 0.99mmol (0.2759g) de nimesulida reducida, 0.99mmol 

(0.1209 g) de salicilaldehído y 0.02mmol (0.0035g) de ácido p-toluensulfónico y 20 ml de etanol; 

fue dejado en agitación durante dos horas a temperatura ambiente resultando una solución 

amarillenta.  

Formación del complejo de Cobre 

En un tubo Schlenk se adicionaron 0.72mmol (0.0357g) de la base de Schiff,  0.72mmol 

(0.6569g) de Tris Trifenilfosfina nitrato de Cobre I  y  15 ml de acetonitrilo; la reacción fue 

llevada a cabo bajo atmosfera de nitrógeno por 5 horas a temperatura ambiente resultando una 

solución anaranjada al inicio de la reacción y finalizando con una coloración amarillenta y un 

precipitado de color amarillo canario; la solución es filtrada, el líquido es llevado a sequedad y el 

precipitado se lava con éter y hexanos. 

Formación del complejo de Zinc 

En un matraz balón se adicionaron 0.72mmol (0.1621g) de bromuro de zinc en 10ml de etanol y 

en un vaso de precipitados se adicionaron 0.72mmol (0.0357g) de la base de Schiff, 0.72mmol 

(0.0729g) de trietilamina y 10 ml de etanol. La segunda solución fue agregada lentamente a la 

primera; la reacción fue llevada por 12 horas en agitación a temperatura ambiente resultando una 

solución de color café obscuro, enseguida se evaporó en el rotavapor a condiciones de 250mbar, 

70°C, 280 rpm y llevada a sequedad. El producto resultante fue lavado con éter y hexanos, luego 

de esto se observaron pequeños sólidos rojizos.  

Se adicionó éter seco y se dejó en agitación durante 12 horas, al finalizar fue decantado y llevado 

a sequedad.   

 

Resultados  

Se encontró que la ruta llevada a cabo con Zn/HCl para la reducción de la Nimesulida resulta 

conveniente en rendimiento y tiempos de reacción. La síntesis de los ligantes tipo base de Schiff 

fue adecuada y nos permitió obtener los compuestos para así caracterizarlos. En la figura 2 se 

muestra el espectro de IR y RMN correspondientes a BS1. 
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Figura 2.  Espectro de RMN 1H correspondiente a BS1. 

 

Los desplazamientos observados en el espectro de RMN 1H de BS1 para la señal de NH es 

apreciada a 9.9 ppm a diferencia del observado en la nimesulida reducida (cuyo espectro RMN 
1H se presenta en la figura 3) a 7.3 ppm; Además otra dos señal presente en el espectro de BS1 

que sugieren su formación es la desaparición de la señal a 1.5 ppm y la aparición de otra en 3.0 

ppm correspondientes al NH2 y OH respectivamente. 

 

Figura 3. Espectro RMN 1H correspondiente a la nimesulida reducida. 
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Figura 4. Espectro de IR correspondiente a BS2. 

 

El compuesto BS2 fue insoluble en la mayoría de los solventes por lo que no se continuó el 

trabajo con el mismo para la formación de los complejos sin embargo se analizó su espectro de 

IR mostrado en la figura 4.  

Se obtuvieron los espectros de RMN de los complejos con el fin de identificar los sitios de 

coordinación de BSI a Cu(I) y Zn (II). Los espectros se analizaron por comparación con los 

espectros de RMN de BS1 y la nimesulida reducida. 

En el espectro BS1-Cu, se observa dos pares de señal, las primeras a ppm y ppm 

correspondientes a la señal de CH3 y NH respectivamente mientas que el otro par presenta 

señales a ppm y ppm para los mismos grupos antes mencionados sugiriendo que se encuentran 

dos tipos de compuestos por lo que se concluye que el desplazamiento es debido a la formación 

del complejo 

El espectro de RMN de 1H de BS1-Zn muestra señales similares al espectro de la nimesulida 

reducida y a la base de schiff sin acomplejar, aunque ligeramente desplazadas lo cual podría 

sugerir que existe la formación del compuesto en pequeñas concentraciones. Además, es 

observada una señal a ppm correspondiente al aldehído precursor de la base.  
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Los espectros obtenidos para BS1-Cu y BS1-Zn se presentan en la Fig. 5  

   A)      B) 

            

Figura 5. Espectros de RMN 1H correspondientes a: A) BS1-Cu y B) Espectro de RMN 1H correspondiente a BS1-

Zn. 

 

Al llevar a cabo la caracterización de los intermediarios y el compuesto final; resultan los 

primeros ser lo esperado mientras que para el complejo de Zinc se aprecian señales que sugieren 

su acomplejamiento pero aparece igualmente otras que indican que es llevada a cabo una 

hidrólisis ácida al observarse una señal correspondiente al protón del aldehído. Por otra parte, en 

el espectro de RMN del complejo de Cobre se observa la formación de éste aunque en baja 

concentración y en combinación con compuestos precursores.  

 

 

Conclusiones  

Las presentes reacciones realizadas durante el proyecto sugieren que la formación de los 

complejos es llevada a cabo, sin embargo, las condiciones de reacción y/o los compuestos de 

partida no son completamente los adecuados. Se continuará trabajando para encontrar las 

condiciones idóneas y así poder llevar a cabo las pruebas biológicas in-vitro como cultivos 

celulares para comprobar el potencial farmacológico del mismo.  
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Resumen 

El 2,4,6-Triclorofenol es un contaminante encontrado generalmente en los efluentes de la 
industria del papel. El enlace C-Cl y la posición de los átomos de cloro relativa al grupo hidroxilo 
le confiere su toxicidad, propiedades carcinogénicas y su persistencia en el ambiente. La 
degradación fotocatalítica es una alternativa viable para la mineralización de este compuesto. Los 
materiales tipo-hidrotalcita son una buena opción para generar los catalizadores usados en este 
proceso. Tres materiales con composición variable MgFe fueron sintetizados por coprecipitación, 
caracterizados por difracción de rayos-X, análisis termogravimétrico y térmico diferencial, 
espectroscopías de infrarrojo y reflectancia difusa, fisisorción de N2 y espectroscopía de energía 
dispersiva de rayos-X. Las pruebas fotocatalíticas consistieron en degradar una solución de 
100ppm de 2,4,6-TCP con 200mg de catalizador, la reacción fue monitoreada por espectroscopía 
de ultravioleta-visible siguiendo la longitud de onda de absorción característica del contaminante. 
Pruebas de fotólisis, así como utilizando TiO2-P25 se realizaron como referencia. Las pruebas 
mostran buenas propiedades fotocatalíticas con un incremento en la eficiencia en el siguiente 
orden: HTM2F1>HTM3F1>HTM1F1 alcanzando porcentajes de degradación con relación 
Mg/Fe de 2,3 y 1 de 92.7,92.2 y 88.9% en tres horas. 

Palabras Clave: 

Fotocatálisis, Hidrotalcitas, 2,4,6-Triclorofenol, Fotodegradación, Coprecipitación 

Introducción 

El consumo de papel en el mundo se ha incrementado en un 50% durante la última década [1]. La 
industria de papel es un negocio creciente con cerca de 5000 fábricas de pulpa y papel alrededor 
del mundo produciendo casi 400 millones de toneladas anualmente [2]. Históricamente, la 
industria del papel ha sido considerada como el mayor consumidor de recursos naturales (madera, 
agua) y energía (combustibles fósiles, electricidad) [1]. La producción de papel emplea grandes 
cantidades de agua y está clasificada en el tercer lugar, justo después de la extracción primaria de 
metales y la industria química, en términos de utilización de agua dulce del planeta [3] ya que 
incluso con las más modernas y eficientes técnicas de operación, alrededor de 60m3 de agua son 
requeridos para producir una tonelada de papel, resultando así en la generación de grandes 
volúmenes de agua residual [1]. De las diferentes corrientes de desechos, los efluentes de las 
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plantas de blanqueamiento son las más tóxicas debido a varios compuestos orgánicos clorados 
generados durante el blanqueamiento de la pulpa [4]. De entre todos ellos los clorofenoles 
constituyen una importante categoría de contaminantes en sistemas acuáticos que no son 
fácilmente biodegradables [5], estos compuestos son muy persistentes, parcialmente 
biodegradables y no sufren fotólisis directa de los rayos solares; consecuentemente se acumulan 
en el medio ambiente [6]. Dentro de las diferentes metodologías para la eliminación de estos 
compuestos se encuentran la adsorción con carbón activado, los tratamientos biológicos aerobios 
y anaerobios o la degradación mediante oxidación química que no son lo bastante rápidos, su 
utilización conlleva al uso de moléculas inestables, su alto costo de producción y operación o 
confinamiento de los materiales adsorbentes [7]. La degradación fotocatalítica de fenoles y 
compuestos clorofenólicos es una alternativa viable para mineralizar estos compuestos [8] 
empleando catalizadores sólidos semiconductores, generalmente del tipo óxidos simples o mixtos 
[7]. En años recientes, en la búsqueda de nuevos materiales asequibles y amigables con el 
ambiente, los hidróxidos dobles laminares han atraído considerablemente la atención como una 
buena alternativa para la fotodegradación de compuestos orgánicos [9]. Estos materiales también 
llamados hidrotalcitas son arcillas aniónicas cuya estructura consiste en láminas de fórmula 
estructural [M(II)1-xM(III)x(OH)2][Ax/n

n-]mH2O, donde M(II) y M(III) son los cationes metálicos 
de las láminas y A- son los aniones interlaminares [7]. Los hidróxidos dobles laminares han sido 
empleados como catalizadores, precursores catalíticos y como soportes en una gran variedad de 
reacciones químicas; la calcinación de estos compuestos genera óxidos mixtos con altas áreas 
específicas, excelentes propiedades básicas y una estabilidad estructural, teniendo además otras 
ventajas sobre otros materiales para la aplicación en la remediación del medio ambiente ya que 
son no tóxicos, baratos y fáciles de preparar [8]. Los hidróxidos dobles laminares han sido usados 
en un amplio rango de aplicaciones tecnológicas como adsorbentes, agentes antiácidos, 
compositos híbridos, retardantes de flama y aditivos del PVC [9]. En este trabajo se muestran los 
resultados obtenidos al emplear hidrotalcitas obtenidas por coprecipitación de varias relaciones 
molares Mg/Fe tratadas térmicamente a 400°C como catalizadores en la degradación 
fotocatalítica de 100 ppm de 2,4,6-triclorofenol en fase acuosa empleando radiación ultravioleta 
como fuente de luz. Los materiales sintetizados fueron caracterizados por difracción de rayos-X, 
análisis termogravimétrico (TGA), análisis térmico diferencial (DTA), espectroscopía infrarroja 
con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopía de reflectancia difusa, fisisorción de 
nitrógeno y microscopia electrónica de barrido con energía dispersiva de rayos-X (SEM-EDS).  

Metodología 

Síntesis: Las hidrotalcitas con diferente relación molar Mg/Fe (1, 2 y 3) se obtuvieron 
disolviendo en agua las cantidades estequiométricas de nitrato de magnesio y nitrato férrico, las 
la mezcla se mantuvo en agitación mecánica constante a temperatura ambiente, se ajustó la 
velocidad de adición de los reactivos para conservar el pH altamente básico, se separó el 
producto obtenido por filtración, se realizaron lavados con agua destilada y se secó a 100°C.  
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Caracterización: Los materiales preparados se identificaron de la siguiente manera: HTM1F1, 
HTM2F1 y HTM3F1 de acuerdo con las relaciones molares de 1, 2 y 3 respectivamente. Los 
materiales se caracterizaron fisicoquímicamente tanto frescos como calcinados. Para corroborar 
la fase presente se realizó Difracción de Rayos-X en un difractómetro de polvos Siemens D500 
con radiación CuK#, un monocromador de cristal de grafito con un paso de 2$ igual a 0.02s-1 y 
un tiempo de conteo de 9s por punto. Asumiendo un empaquetamiento hexagonal, los parámetros 
de celda fueron calculados con las ecuaciones c=3d003 y a=2d110. Los tamaños de cristalito se 
calcularon la ecuación de Scherrer. Los análisis térmicos se llevaron a cabo en un 
Termoanalizador TA Instruments a una velocidad de calentamiento de 10°C/min en atmósfera de 
aire a una velocidad de 100mL/min y utilizando #-alúmina como referencia. Las isotermas de 
adsorción-desorción de nitrógeno se determinaron en un equipo TriStar Micromeritics, con las 
muestras previamente secadas a 100°C por 24 horas, con una desgasificación a 150°C y una 
presión de vacío hasta 0.5mmHg, se empleó el ajuste al Modelo de BET para obtener el área 
específica. La energía de banda prohibida de los fotocatalizadores se calculó a partir de los 
espectros de absorción de ultravioleta acoplado a una esfera de integración (reflectancia difusa) 
en un equipo UV-Vis Recording S UV2401Shimadzu y utilizando la teoría de Kubelka-Munk 
que consiste en graficar la energía del fotón contra la raíz cuadrada de la función de Kubelka-
Munk multiplicada por la energía del fotón y extrapolando la parte lineal con el eje de las 
abscisas. Los espectros de infrarrojo con transformada de Fourier fueron obtenidos en un equipo 
Bruker modelo TENSOR 27HYPERION7000 con una resolución de 4cm-1 y 20scans, de 400 a 
4000cm-1 y las muestras se prepararon por dilución con KBr. El análisis por microscopía 
electrónica de barrido se realizó en un Microscopio SEIZZ 1550VP con emisión de campo con un 
equipo Oxford EDS con una apertura de 30.0"m y un ancho de 3.1mm.  

Actividad de Fotodegradación: Las pruebas de desempeño de los fotocatalizadores fueron 
llevadas a cabo en un reactor tipo batch a temperatura ambiente con agitación magnética 
continua, un flujo de aire estandarizado a 2mL/min y 200mg de catalizador. Una solución de 
100ppm de 2,4,6-Triclorofenol (Aldrich) se irradió con una lámpara UV-Lamp-Pen-Ray (UVP) 
de una radiación de  254nm y emisión de 2.5mW/cm2, colocada en un tubo de cuarzo, sumergido 
en la solución. La temperatura se estabilizó a a 25°C con recirculación de agua conectado a la 
camisa exterior del reactor. El procedimiento general de la reacción fue el siguiente: la solución 
de 2,4,6-triclorofenol con catalizador se agitó en oscuridad (luz UV-Off) durante 1 hora y se 
tomó una muestra para verificar la adsorción de la molécula, posteriormente se irradió con la luz 
UV y el progreso de la reacción se siguió hasta la desaparición del 2,4,6-triclorofenol en función 
del tiempo usando un espectrofotómetro de UV-Vis siguiendo la longitud de onda característica 
(%=310.5nm), se tomaron las muestras usando un filtro de nylon. Para un análisis comparativo, 
pruebas de fotólisis y estudios de fotodegradación empleando TiO2-P25 como catalizador de 
referencia, se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones que para los catalizadores sintetizados.  
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Los perfiles de descomposición térmica de los precursores se muestran en la figura 2 para los 
materiales. Como se puede observar, las tres hidrotalcitas presentan perfiles muy similares, 
mostrando picos asociados a reacciones endotérmicas. La primera de ellas con una pérdida 
aproximada de 6% la cual muestra un pico endotérmico centrado en 100°C en la curva del DTA 
atribuido a la desorción de agua y del solvente sorbido en el material. Un hombro entre 100 y 
200°C corresponde a la eliminación del agua interlaminar fuertemente ocluida en los sólidos. La 
segunda reacción endotérmica centrada entre 290 y 350°C es atribuida a la descomposición de los 
grupos hidroxilos enlazados y a la eliminación de los iones carbonato interlaminares [7]. 

a 

 

b 

 

c 

 

Figura 2. Perfiles del análisis térmico diferencial (línea azul) y del análisis termogravimétrico (negra) de los 

precursores a) HTM1F1, b) HTM2F1 y c) HTM3F1. 

Con estos resultados se decidió activar el grupo de catalizadores a una temperatura de 400°C.  

Los precursores frescos como los productos calcinados se caracterizaron por espectroscopía de 
infrarrojo, los espectros se muestran en la Figura 3 y las principales bandas de absorción se 

Resultados: Los patrones de difracción se observan en la Figura 1 y en la Tabla 1 se muestran 
los valores de los parámetros de red, así como el tamaño de cristalito de los materiales, los tres 
materiales muestran la fase tipo hidrotalcita, las reflexiones [0 0 1] presentan una secuencia 
relativamente simétrica indicando un alto orden de empaquetamiento en las láminas tipo brucita 
[10]. El parámetro de la celda a, que indica la distancia entre dos cationes adyacentes dentro de la 
lámina hidroxilada, decrece conforme la cantidad de aluminio aumenta, debido a que el radio 
iónico del catión trivalente es mucho menor que el del magnesio; el parámetro de celda c 
disminuye a bajas relaciones molares M(II)/M(III). Este hecho puede deberse a un incremento en 
la densidad de carga de la lámina con la adición de Fe3+. Como para los parámetros de red, el 
tamaño de cristalito de los materiales sintetizados es directamente proporcional a la relación 
molar M(II)/M(III), así un decremento en la cantidad de hierro en la muestra, se disminuye el 
tamaño [9].  

 

Figura  1. Patrones de difracción para los 

precursores tipo-hidrotalcita. 

 
Tabla 1. Parámetros de celda y tamaño de cristalito para los 

precursores tipo hidrotalcita 

Precursor Planos 2  Distancia  
Interplanar 

Parámetro a Parámetro c Tamaño de 
 Cristalito 

Å 

HTM1F1 [1 1 0] 

[0 0 3] 

59.4 

11.15 

1.5559 

7.9352 

3.1118 23.8057 115.7 

HTM2F1 [1 1 0] 

[0 0 3] 

59.3 

11.2 

1.5583 

7.8999 

3.1166 

 

23.6998 110.2 

HTM3F1 [1 1 0] 

[0 0 3] 

59.2 

11.35 

1.5607 

7.7958 

3.1214 23.3876 108.9 
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resumen en la Tabla 2. Se observa que las bandas atribuidas a la vibración de moléculas de agua 
disminuyen en los materiales calcinados (debido a la pérdida de agua fisisorbida y ocluida) y la 
banda de carbonatos disminuye debido al proceso de activación térmica, la banda de los enlaces 
Fe-OH se hace más aguda debido a la cristalización de la estructura.  

Las isotermas de adsorción-desorción de N2 de las hidrotalcitas sintetizadas por el método de 
coprecipitación, así como las muestras calcinadas a 400°C se muestran en la Figura 4a y 4b, 
respectivamente. En las figuras se observa que en todos los casos las isotermas son del Tipo IV 
de acuerdo a la clasificación de la IUPAC, con ciclos de histéresis H3 atribuido a poros en forma 
de hendidura generados por la agregación de partículas tipo-plato. El cambio de la forma de las 
isotermas en los materiales calcinados se debe a que los poros se hacen más tubulares debido a la 
modificación de la estructura [8]. Los valores de las áreas específicas se calcularon mediante el 
ajuste al modelo de BET para los materiales precursores (no mostradas) y de los fotocatalizadores 
obtenidos por la activación térmica se muestran en la Tabla 3; las áreas específicas de los 
catalizadores van en el orden siguiente HTM2F1-400°C>HTM1F1-400°C>HTM3F1-400°C. 

a 

 

b 

 

c 

 
Figura 4. Isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno para los materiales 

frescos (a) y los materiales calcinados (b). 

Figura 5. Ajuste al modelo de 

Kubelka-Munk para los espectos 

de reflectancia difusa. 

La relación molar de los catalizadores y materiales precursores fueron obtenidas por 
Espectroscopía de Energía Dispersiva de Rayos-X y los valores de dichas relaciones son 
mostradas en la Tabla 3. Los valores de energía de banda prohibida de los materiales calcinados 
fueron obtenidos por reflectancia difusa, la variación con respecto a la relación molar 
Mg(II)/Fe(III) fue pequeña y se observa un desplazamiento en el valor de Eg hacia energía más 
altas conforme el tamaño de cristalito aumenta; existe un mínimo en el material HTM1F1-400°C 
debido a la incorporación de una mayor cantidad de hierro [9], se muestran los resultados en la 
Tabla 3.  

a 

 

b 

 

Tabla 2. Asignación de las bandas 

principales de los materiales tipo-

hidrotalcitas. 

 

Figura 3. Espectos de infrarrojo a) materiales precursores b) materiales 

calcinado a 400°C 
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Tabla 3. Resultados de áreas específicas, energía de banda prohibida, de la relación molar real así como las 
constantes de velocidad (K, min-1; t1/2, min y % de degradación). 

El progreso de las reacciones fueron monitoreadas por espectroscopía ultravioleta visible 
siguiendo la longitud de absorción máxima para la molécula objetivo en función del tiempo. En 
la Figura 5 se muestran los espectros correspondientes de las reacciones fotocatalíticas con los 
materiales activados a 400°C así como su ajuste a pseudo-primer orden. 

a) HTM1F1-400°C b) HTM2F1-400°C c) HTM3F1-400°C d) Cinética de degradación 
fo

 
  

 

Figura 5. Espectos de UV-Vis de la degradación fotocatalítica del 2,4,6-triclorofenol para los catalizadores a 400°C y 

cinética de fotodegradación de pseudoprimer orden. 

Conclusiones: Los fotocatalizadores tienen buena actividad  fotocatalítica ya que se logra abatir 
la línea característica del 2,4,6-TCP en tres horas, los materiales HTM2F1 y HTM3F1 tienen 
desempeños muy similares debido a que tienen la misma relación molar. Los tres catalizadores 
presentan buenos resultados ya que logran degradar la molécula en altos porcentajes: 88.9% , 
92.7% y 92.2% correspondientes a los fotocatalizadores HTM1F1, HTM2F1 y HTM3F1. 
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