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ANALISIS TEMPORAL DE LOS ESPECTROS DE LA SUPERNOVA SN2014J

Erik José Amézquita Morataya®, Dennis Jack”
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Resumen

Se analiz6 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 afio 2014.
Se buscaron minimos locales en cada espectro siendo el objetivo principal asociarlos a algin
elemento esperado de supernovas la. Se reforz6 la evidencia de presencia de silicio y calcio en el
filtro rojo, asi como de hierro, magnesio y azufre en el filtro azul. También se aporta evidencia que
sugiere la presencia de oxigeno en el espectro rojo, asi 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: espectrografia, programacion, supernova, SN2014J

Introduccion

El 21 de enero del afio 2014 se reporto la observacion de la supernova 2014J en una etapa temprana
[1]. Esta se encontr6 en la galaxia M82 con corrimiento al rojo bajo. Se determiné que ésta es del
tipo Ia, lo cual generé mucho interés entre la comunidad astrondmica, pues en pocas ocasiones se
consigue observar este tipo de supernovas en fases previas a su maximo. La supernova SN 2014J
fue la supernova mas luminosa del afio, alcanzando su maximo visual alrededor del 4 de febrero y
extinguiéndose hasta agosto de ese mismo afio. Esto permitié su observacion detallada en el canal
visual desde Guanajuato empleando el telescopio TIGRE.

Como mencionan Jack et. al. en [2], en el canal azul se observaron minimos locales
correspondientes a las lineas de absorcion de Mg II, Fe Il y S II mientras que en el canal rojo se
observaron las lineas correspondientes a Si I y Ca II. Estas observaciones, asi como la ausencia de
hidrogeno en las lineas de absorcidon, concuerdan con la composicion quimica 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
minimos locales en los espectros y a partir de ello deducir propiedades mas particulares de la
supernova SN 2014J. El cédigo fue realizado en C/C++ y las gréaficas fueron hechas con Gnuplot.
Este algoritmo automatiza todos los pasos detallados en la seccion Metodologia para el analisis de
espectros. Se espera que este codigo ayude al procesamiento mas rapido de espectros de otras
supernovas y demas objetos. También se espera observar areas a mejorar dentro del codigo al
afrontar bases de datos mas extensas.



Metodologia

Se conto con espectros observados durante los primeros dos meses del afio 2014 por el Telescopio
TIGRE ubicado en el municipio de Guanajuato, Guanajuato. Se midi6 en dos canales, azul y rojo,
correspondientes a los rangos de longitud de onda (3796A, 5740A) y (5841A, 8830A) con
resolucion A de 0.12A y 0.18A respectivamente. En otras palabras, se cont6 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 afio 2014 con un tiempo
de exposicion de tres horas diarias para ambos filtros. No se consideraron los dias en los cuales las
condiciones climaticas no permitieron una observacion clara, pues representarian ruido inicamente.
Esto significa que se observo a la supernova durante 38 dias, considerando buenos tinicamente 30
de éstos. En lo que resta del articulo, Dia 0 representa el 22 de enero, Dia [ el 23 de enero y asi
sucesivamente hasta Dia 38, 01 de marzo.

Los datos fueron reducidos de manera automatica y la mayor parte del ruido fue eliminada previo
al andlisis algoritmico. Cabe aclarar que el ruido no fue eliminado por completo. El canal azul en
longitudes cortas en los dias posteriores al maximo todavia es ruidoso, asi como todavia hay una
presencia ligera de lineas telaricas en el canal rojo. Para ello se desarrollaron varios pasos. Se
trabajo por separado ambos canales.

Los minimos locales fueron calculados a partir de un parametro de finura N dado por el usuario.
Para cada longitud 4 en el rango del filtro, se observo su valor de flujo relativo F(4o) en el espectro.
Luego se comprob6 si se cumplia F(1) > F(Ao) para las demas longitudes 1 & [Ag—NAA, Aot NAL].
Por ejemplo, para el canal azul, esto equivale a verificar que 49 sea un minimo local de la funcion
de flujo relativo en su vecindad centrada de radio 0.12NA. A lo largo del estudio se trabajo con N
=200.

Para cada dia d se gener6 un archivo conteniendo las longitudes de onda de los minimos locales
A, . . ., A Con ellos, se realizé la grafica con los puntos (d, 41), . . . ,(d, 1.q) para todos los dias
d entre enero 23 y marzo 01, el rango de fechas que abarcan las observaciones. Esta grafica permite
observar la persistencia de ciertos minimos locales. Si un minimo local representa una linea de
absorcion, los dias posteriores deberan mostrar un minimo local con una longitud de onda similar.
De hecho, se espera que las longitudes de onda aumenten a lo largo de los dias, pues ello puede
indicar que el material eyectado pierde velocidad gradualmente. Por otro lado, si los minimos no
presentan un orden particular, éstos pueden descartarse como ruido. Esta grafica permite distinguir
facilmente cuales lineas vale la pena considerar méas a fondo.

Hay que tener en cuenta que al momento de la explosion, 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 composicion quimica 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 direccion
hacia la Tierra misma. Por el efecto Doppler, las longitudes de onda observadas seran mas cortas
comparadas con las longitudes de onda obtenidas por laboratorios. En otras palabras, se debe
considerar la correccion de longitud de onda por corrimiento al azul. Para ello se emplea la formula
derivada del corrimiento al rojo,

donde 4y, 4, corresponden a las longitudes de onda observadas por el telescopio y las reportadas en
condicion de reposo respectivamente. Ello se combina con la formula de velocidad relativa v, = cz,
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siendo ¢ la velocidad de la luz. Notese que la formula anterior es valida inicamente cuando la
velocidad de la materia eyectada es considerablemente menor que c.

Se procedio a considerar las longitudes de onda correspondientes a los elementos esperados de una
supernova tipo la acorde a la lista en [3]. A cada longitud de onda de dicha lista se le aplico 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 lineas
persistentes. Esto dio varios candidatos de elementos que podian corresponder con ciertos minimos
reportados.

Para reforzar la evidencia, se procedio a ver el cambio de velocidad del material a lo largo de los
dias. Supongamos que las observaciones en dias consecutivos dj, . . ., d, de minimos locales 14, . . .,
A, conforman un minimo persistente en la grafica anterior. Si estas observaciones corres-pondieran
a la longitud A reportada en laboratorio, se grafican los puntos (di, V1), . . . ,(d Vm).donde
empleando (1), v,; = cz; = ¢(4; — 1)/ A para 1 <i <n. Si la suposicién de A es correcta, se espera
observar un decaimiento rapido de la velocidad relativa del material a lo largo de los dias.

Resultados

Todas las graficas presentes en esta seccion fueron generadas (con excepcion de las anotaciones en
la imagen 1b) automaticamente a partir de los datos de cada espectro observado empleando el
codigo.

Canal azul
A partir de las observaciones del canal azul, se graficaron los espectros y se localizaron los minimos
como indica la imagen la.
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Figura 1: Se enfocé en analizar los minimos persistentes en el canal azul.

Acorde a [3], los elementos esperados en estas longitudes de onda son Si II, S II, Fe II, Mg Il y Na
I. Se analiz6 si alguno de estos elementos corresponde a una de las lineas de la imagen 1b. Se
observa una linea persistente al inicio aproximadamente de 44300 que puede corresponder a Mg I1
(A14481). Al observar la linea de cambio de velocidad se aprecia un decaimiento rapido de
15,000km/s a 9,000km/s en 10 dias. Este rango es congruente con el rango usual del magnesio. A
pesar de que entra en el rango considerado y también presenta un decaimiento similar, se descarta
la posibilidad de que la linea corresponda a Fe 11 (44583), pues ello implica una velocidad inicial
de 21,000km/s. Dicha velocidad es demasiado alta para una linea de hierro. Las observaciones del
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lado derecho en las imagenes 2a y 2b pueden ser ignoradas, pues representan ruido tinicamente ya
que la observacion de lineas cortas es pobre en las etapas avanzadas de la supernova.
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Figura 2: Decaimiento de velocidad de A300 y de A4000.

De manera similar se puede argumentar que la linea observada 44000 puede corresponder a Si II
(44130) con velocidades iniciales de 11,000km/s. Con menor probabilidad, pues su velocidad
registrada seria demasiado alta para el elemento, esta linea puede tratarse de Fe II (44173) con
velocidades iniciales de 14,000km/s después de que la supernova alcanzé su maximo. Observe la
imagen 2.

También estas graficas aportan evidencia de que la linea observada 14420 corresponde a Fe II
(414583) con velocidad maxima de 12,000km/s cuyo decaimiento se muestra en la grafica 3a. La
observada en 15525 es posiblemente S II (15453) con velocidad maxima 11,000km/s, como
muestra 3b. Se tiene evidencia fuerte de que las lineas observadas alrededor de 44960 y 45100
conforman en realidad una tUnica linea, correspondiente a Fe II (15196) con velocidad inicial de
14,000km/s, 3c. Finalmente, se sospecha que la recta 15450 puede ser S II (15640) con velocidad
de 12,000km/s,3d.

Las demas lineas observadas en la imagen 1b son parte de una de las lineas ya mencionadas, o bien,
ningin elemento esperado presenta decaimiento en su velocidad. No se profundizd en la
explicacion de aparicion de estas lineas.
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Canal rojo

La misma metodologia se siguid para las longitudes de onda en el canal rojo. Después de haber
hallado los minimos locales de cada dia, 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 I1, y se supuso que alguno
de ellos corresponde a una linea persistente. Resaltan las lineas persistentes bien definidas en 26150
y 28100, las cuales corresponden a las lineas de Si II(16355) y Ca II(48500). El estudio de estas
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lineas es abordado en [2], por lo que no se consideraron para analisis.
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[(28446) con velocidad inicial de 17,000km/s con minimos registrados unicamente durante los
primeros dias de observacion. Esto es coherente con el elemento, lo cual refuerza la hipotesis de
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Por otro lado, para el resto de las lineas marcadas en la imagen 4a no se hall6 correspondencia con
ninguno de los elementos conocidos. Ello se concluye a partir de las graficas de velocidad que no
muestran un decaimiento. Es muy probable que, debido a ser el canal rojo, estas lineas observadas
correspondan a lineas teliricas que no lograron ser eliminadas del todo en el procesamiento inicial
de datos.

Conclusiones

Este trabajo ahonda un poco mas 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]. Ademas, hay evidencia para agregar
que hay varias lineas de hierro presentes, asi como se presenta silicio. También 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 oxigeno a altas velocidades durante los primeros dias de la explosion. Se
descarta la posibilidad de presencia de magnesio. Se espera que el codigo desarrollado facilite el
procesamiento y visualizacion de espectros de otros objetos celestes en el futuro.
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Resumen
Los biocombustibles representan una importante alternativa al uso de combustibles fosiles, debido a su

naturaleza renovable y a la alta disponibilidad de materia prima para su produccion. Sin embargo, para
hacer competitivos a los combustibles renovables, es necesario producirlos en un esquema de
biorrefineria; esto con el fin de aprovechar al maximo los productos y sub-productos generados. Este
tipo de esquemas permiten, a su vez, llevar a cabo la integracion energética y masica entre los procesos.
En el caso de la integracion energética, es deseable que los procesos a integrar operen bajo condiciones
similares de temperatura; lo anterior se cumple con los procesos de produccion de biodiesel en
condiciones supercriticas y el proceso de hidrotratamiento para la produccion de bioturbosina. En el
primer caso se emplea biomasa con contenido de triglicéridos y acidos grasos, los cuales reaccionan
con etanol supercritico. En el segundo caso, se trata el mismo tipo de materia prima con hidrégeno,
empleando catalizadores apropiados para su conversion en hidrocarburos. En este trabajo se llevara a
cabo el disefio y simulacion de los procesos de produccion de biodiesel y bioturbosina, realizando el
analisis de sensibilidad en los equipos de proceso; esto con el objetivo de obtener la mayor conversion
posible a biocombustibles con el menor consumo energético.

Palabras clave: Biocombustibles, integracion energética, alta presion.

Introduccion

Los problemas derivados de los gases de efecto invernadero y una oferta cada vez mas limitada de
combustibles fosiles han estado impulsando la investigacion en la busqueda de fuentes alternativas de
energia [1].Los biocombustibles se perfilan como fuentes de energia alternativa a corto y largo plazo
debido a la compatibilidad y funcionalidad similar a los combustibles basados en petroleo [2]. El
biodiesel es uno de los combustibles futuros mas prometedores, y puede plantear una seria competencia
al diésel o a la gasolina en un futuro no muy lejano, de entre las multiples alternativas para producir
biodiesel el proceso de produccion con alcoholes a condiciones supercriticas es de especial interés
debido a las ventajas que presenta frente a otras rutas, como: altas velocidades de reaccion, altos
rendimientos, no requiere catalizador, ausencia de reacciones indeseables al tratar materia prima con
altas composiciones de acidos grasos libres, y etapas de purificacion mas sencillas[3].
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Figura 1. Esquema simplificado de la produccion de biodiesel.

La bioturbosina por su parte es muy similar al combustible de aviacion en cuanto a densidad energética
y propiedades fisicas e incluso fue aprobada para vuelos comerciales por la ASTM en julio de 2011[4].
La ruta mas prometedora para la produccion 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 separacion y purificacion
de los productos[4], [5].

Naftas

Reactor de Reactor de T dle

hidrodeoxigenacién hidrocraqueo/ separacion
idroisomerizacion

Aceite—»

Bioturbosina

T

H2 Hz

Figura 2. Esquema simplificado de la produccion de bioturbosina.

Diesel

El proceso antes mencionado se lleva a cabo a altas temperaturas y presiones, al igual que el proceso
para produccion de biodiesel con alcoholes a condiciones supercriticas es por ello que ambos procesos
implican un alto consumo energético. Numerosas propuestas se han hecho para reducir el consumo
energético, para la produccion de bioturbosina por ejemplo se ha hecho uso de destilacién térmicamente
acoplada [6] e integracion energética [7], en el caso del biodiesel se ha investigado la integracion
energética [8] y la destilacion reactiva[9] por mencionar algunos. Debido a que la principal area de
oportunidad para los procesos antes mencionados es la reduccion del consumo energético y como los
dos operan a temperaturas similares, en este trabajo se hara la integracion masica y energética entre
ambos procesos.
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Metodologia

La simulacion del proceso se llevo a cabo usando el software comercial Aspen Plus V8.6. Para el
proceso de biodiesel se usdé como reactivo etanol supercritico ya que, puede ser obtenido de biomasa a
través de procesos como gasificacion de biomasa y conversion lignocelulésica para completar el ciclo
de sostenibilidad[10]. Se procesara 1,284 kg/hr de aceite vegetal, representado como una mezcla de
trioleina (70 mol%) y éacido oleico (30 mol%). Esta composicion de acidos grasos es un promedio de
los valores reportados para diferentes aceites vegetales[11].Como modelo termodinamico fue usado
UNIFAC-LL ya que se ha reportado que representa de forma correcta procesos similares[12].

Con el fin de modelar la cinética de las reacciones, se utilizan las siguientes ecuaciones:

‘RTRIO =kl CTRIO Ecuacion 1
'RTR]O =kl COLAC Ecuacion 2
Donde Crrio €s la concentracion de trioleina y Copac es la concentracion de acido oleico Los datos

cinéticos se han ajustado empleando datos experimentales [13].

Para el proceso para la produccion de bioturbosina se procesara el aceite necesario para cubrir la
demanda de bioturbosina del aeropuerto bajio [14] suponiendo una conversion 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 trioleina (42% peso) , trilinoleina (44% peso) , tripalmitina (11 %
peso) y triesterarina (3% peso).El modelo termodinamico usado fue PENG-ROBINSON en todos los
equipos excepto en las columnas de destilacion donde se hizo uso de BK10, los datos cinéticos asi
como otros detalles de las condiciones de operacion fueron tomados de el modelado reportado en
bibliografia [15].Cabe mencionar que se tomoé en cuenta que los productos tuvieran unas propiedades
apropiadas para ser usados comercialmente [15][16].

La integracion de calor se llevo a cabo mediante la metodologia del punto de pliegue [17][18] esto para
todas las corrientes que requerian enfriamiento y calentamiento tomando como delta de temperatura de
disefio 20°F, aproximadamente 11.11 °C. Posteriormente se utilizo el calor retirado de los reactores
para producir vapor de calentamiento para satisfacer el requerimiento de energia de los rehervidores de
las columnas de destilacion.

Resultados

Se simularon los procesos de produccion de biodiesel (Figura 3) y produccion de bioturbosina (Figura )
incorporando todas las operaciones unitarias y equipos para convertir la materia prima en los productos

de interés. A partir de estas simulaciones base se determinaron las corrientes frias y calientes (Tabla 1)

y la carga térmica de los reactores y los rehervidores de las columnas de destilacion (Tabla 2) para

proceder con la integracion energética y disefiar una red de intercambio de calor que permita reducir

los requerimientos totales de energia

13



EAC

Rl
b B b >
b K K
e b =
K B K

Figura 3. Simulacion de la produccion de biodiesel sin integracion energética.

Tabla 1. Corrientes que requieren calentamiento y enfriamiento.

RHDROT

SEPGSUB

R-HCR-IS
R-HIDROT

Figura 4. Simulacion de la produccion de bioturbosina sin integracion energética.

Proceso Corriente T in(°C) T out(°C) Carga térmica (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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Tabla 2. Calor a ser retirado de reactores y calor requerido en los rehervidores de columnas de destilacion.

Proceso Corriente T(°C) Carga térmica (KW)
Turbosina R-HIDROT 320 787.451
Biodiesel REAC 330 34.304
Biodiesel reb COLUMI 175.688 12.201
Biodiesel reb COLUM?2 314.210 31.156
Turbosina reb COLUM3 86.958 67.156
Turbosina reb COLUM4 297.876 188.063
Turbosina reb COLUMS5 375.247 75.057

Tabla 3. Datos sobre el punto de pliegue.
Valor

Temperatura punto de pliegue 109.71(°C)

Enfriamiento requerido minimo ideal  78.04743(KW)
Calentamiento requerido minimo ideal 1049.611(KW)

A partir de los datos del analisis del punto de pliegue se procedi6 a disefar la red de intercambio
de calor (Tabla 4), y se calcularon los ahorros totales de energia (Tabla 5).

Tabla 4. Corrientes y equipos involucrados en la integracion de calor.

Intercambiador Corriente Corriente caliente Carga térmica
fria (KW)
E1A ETA PROD2 42.124
E2B ACE1 PROD2-2 15.424
E2A ETA-2 S2-1 281.645
E4A 0O1-3 S2-2 64.772
E3B HI1-1 S2-4 46.327
E3A ETA-3 H2-1 124.301

Tabla 5. Energia requerida en el proceso sin integracion y con integracion, y porcentaje de ahorro.

Calentamiento  Enfriamiento  Otros equipos Total
Proceso sin integraciéon energética (KW) 2070.553 2007.560 54.504 4132.617
Proceso con integracion energética 1193.789 1432.127 65.468 2691.385
(KW)
% de ahorro 42.34% 28.66% -20.12% 34.87%

Analisis de resultados

En la nueva red integrada de intercambio de calor se obtienen ahorros energéticos tanto en servicios de
enfriamiento como de calentamiento siendo en este Gltimo donde se obtiene un mayor ahorro, 42% vs
28%, lo cual es favorable desde el punto de vista econémico debido a que los servicios de calentamiento
generalmente son mas costosos que los de enfriamiento. Por otro lado, se puede ver que en lugar de
ahorro aun un 20% mas de consumo de energia en otros equipos, esto es debido a la inclusion de bombas
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que se utilizan para aumentar llevar agua de servicio a la presién necesaria para ser usada para retirar y
reciclar el calor liberado por los reactores. Teniendo un ahorro total de energia de 34%.

Conclusiones

Se hizo la integracion energética entre los procesos de produccion de bioturbosina y biodiesel a alta
presidon y temperatura por medio del analisis del punto de pliegue y aprovechando el calor de los
reactores para producir vapor de servicio para el proceso se encontrd que es posible la integracion
energética entre los procesos antes mencionados con buenos resultados , en este caso se logré un ahorro
del 34.87% de energia total tomando en cuenta también la energia de otros equipos como bombas ,
compresores y turbinas. El estudio solo toma en cuenta el aspecto de la energia por lo que el proximo
paso es evaluar los aspectos econdmicos y ambientales.
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Resumen.

Los polimeros nos rodean en las actividades mas cotidianas de nuestra vida, tan asi es su magnitud
que su produccion a nivel industrial tiene mucha demanda. Su importancia da como resultado a
diversas investigaciones para lograr mejorar sus condiciones de operacion del proceso de obtencion,
asi como la busqueda de mejorar sus propiedades mecéanicas para nuevas e innovadoras
aplicaciones. El presente trabajo de investigacion se centra en el estudio de las condiciones de
operacion en la polimerizacion de (co)polimeros de estireno con acetato de vinilo por medio del
proceso en suspension, agregando diversas sales inorganicas al medio de reaccion y variando el
porcentaje en peso de estas. Se realizé una comparacion entre la Polimerizacion por Radicales
Libres Convencionales (FRP) y la Polimerizacion Radicalica Controlada-Viviente (CRP),
obteniendo como resultado que al agregar 1.0 g de NaCl por ambas vias, da un buen porcentaje de
conversion, homogeneidad del tamaiio de la particula e incremento en los pesos moleculares con
respecto a los procesos ausentes de la sal inorganica. EI motivo de realizar este proyecto nace de
la necesidad de que, a nivel industrial, el proceso de suspension se da por un método de prueba y
error con pocas bases cientificas, teniendo como consecuencia un incremento en tiempo y dinero
invertido para la elaboracion de este tipo de materiales.

Palabras clave: Copolimero, Polimerizacion en Suspension, Polimerizacion por Radicales Libres
Convencional (FRP), Polimerizacion Radicalica Controlada-Viviente (CRP).

Introduccion.

Recientemente, la atencion se ha enfocado en el desarrollo de las técnicas de CRP debido a la
amplia tolerancia a grupos funcionales comparada con los métodos de FRP [1]. Se ha hecho un
gran esfuerzo en el entendimiento, desarrollo y aplicacion de los métodos de CRP entre los que
destacan la polimerizacion mediada por nitroxidos (NMP), polimerizacion por adicion
fragmentacion y transferencia de cadena reversible (RAFT) y la polimerizacion por transferencia
atomica (ATRP) [2]. Estos métodos se basan en una rapida evolucion de un equilibrio dindmico
entre especies activas (vivientes) y durmientes (desactivadas). Entre estas técnicas, RAFT es
especialmente versatil porque se puede utilizar con diferentes clases de mondémeros y con una
variada gama de condiciones de operaciones (utilizando un amplio rango de temperaturas) [3].
Existen distintos procesos de polimerizacion para la obtencién de polimeros y pueden clasificarse
como homogéneos; donde la caracteristica principal es la presencia de una sola fase en el medio de
reaccion (masa y solucion). Por otro lado, los procesos heterogéneos, donde se pueden encontrar
dos o mas fases distintas en el medio de reaccion (suspension y emulsion). Los procesos que se
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llevaron a cabo en esta investigacion fueron suspension y solucion, en la polimerizacion en
solucion el monomero y el iniciador se encuentran disueltos mediante el uso de un disolvente,
mientras que el proceso de suspension estd constituido por un medio de reaccion con una fase
continua y una dispersa. La fase continua (generalmente agua) representa la mayor parte del medio
de reaccion, donde se encuentra solubilizado el agente dispersante y aunado con la agitacion,
permiten que la coalescencia no se presente en la fase dispersa; ademas de controlar el tamafio de
particula final del polimero. Por otro lado, la fase dispersa esta conformada por el monoémero y el
iniciador, este Ultimo tiene que ser soluble en el mondmero para que pueda efectuarse la
polimerizacion. Las condiciones de operacion que deben cuidarse son la temperatura de reaccion
y la velocidad de agitacion [4]. Una particularidad de este proceso, es que el producto se obtiene
en forma de perlas solidas, por lo que su proceso de purificacion es sumamente sencillo.

Metodologia.

El estireno y acetato de vinilo usados, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. A estos mondmeros se
les realiz6 un lavado previo para retirar el inhibidor, mediante una solucién de hidréxido de sodio
1 M y posteriormente con agua destilada.

Sintesis de homopolimero de estireno por FRP: La sintesis se llevé a cabo en un vaso de
precipitado de 250 mL, utilizando 90 mL de agua destilada en la cual se disolvi6 PVA (Mw de
89000-90000 Da con un porcentaje de hidrolizado de 99+%, Sigma-Aldrich) a una concentracion
de 2.5 g/L; para la fase dispersa, se agregaron 20 mL de estireno y 0.1615 g de BPO, utilizando
una agitacion de 300 rpm a una temperatura de 85+2°C durante 2 horas (culminacion de la
reaccion). Se agregaron en el medio de reaccion sales como: Cloruro de Sodio (NaCl), Cloruro
Férrrico, Carbonato y Bicarbonato de Sodio para distintas reacciones en porciones de 0.5, 1y 2 g.
Para la purificacion y separacion del polimero, se filtrd a vacio y se lavo en el instante con etanol
de 96 % de pureza, se dejo secar a temperatura ambiente hasta obtener un peso constante.

Sintesis de homopolimero de estireno por CRP: La sintesis se llevd a cabo de forma similar a la
Sintesis de homopolimero de estireno por FRP, a excepcion que en la fase dispersa se agrego
0.0275 g de CTA (Ethyl 2-(phenylcarbonothioylthio)-propianate al 97% de pureza, Sigma Aldrich)
y dandole un tiempo de 3 a 5 horas.

Sintesis de Copolimero de estireno: Se realizod por el proceso de polimerizacion por solucion,
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 reaccion de 3 horas.
Al finalizar la reaccion se us6 como agente precipitante 50 mL de alcohol metilico. Para después
dejar secar a una temperatura de 60°C.

Técnica de Gravimetria (para obtener porcentaje de conversion): En este procedimiento, se toma
una muestra de aproximadamente 1 g de la suspension del vaso de precipitado. Esta muestra se
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coloca en una capsula de aluminio y se pesa inmediatamente. A fin de garantizar que la reaccion
se detiene instantaneamente, justo después de pesar la muestra, se afiaden a la capsula 1 g de tolueno
que contiene 0,05 g de inhibidor de p-benzoquinona, que es soluble solo en la fase orgédnica. Dado
que el poliestireno es muy soluble en tolueno, las particulas de poliestireno se hinchan rapidamente
y se disuelven en él. De esta manera, el inhibidor contenido en el tolueno es capaz de reaccionar
inmediatamente con los radicales restantes, garantizando que la reaccion se interrumpe. Después
de la adicion 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 conversion del polimero por diferencia
de pesos. Esta técnica gravimétrica se empled en este trabajo para obtener la evolucion de
conversion durante las reacciones de polimerizacion en suspension.

Técnica de Viscosimetria capilar (obtencion de peso molecular en masa):
La determinacion de pesos moleculares se realiz6 por una técnica de viscosimetria por medio del
viscosimetro 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 homopolimero (o
copolimero dado el caso) de diferentes concentraciones,
=M las cuales fueron las siguientes 0.01,0.005 y 0.001 g/ml,
i estas soluciones se prepararon utilizando tolueno como
J disolvente. Para cada disolucion se aplicé la siguiente
metodologia, primeramente se tomé una alicuota de 7
mL de la solucién a analizar se coloc por el extremo
mas grande donde se encuentra el bulbo C como se

muestra en la gura, después de esto se realiza vacio con

Figura 1. Viscosimetro de Ostwald.  ayyda de una propipeta por la segunda boca del
viscosimetro hasta llenar el bulbo A y se retira el vacio ejercido y se mide el tiempo que tarda en
pasar la solucion 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 tomo el tiempo que tarda
en escurrir el disolvente puro que para nuestro caso se utilizé tolueno (como referencia), una vez
teniendo estos tiempos se determind la viscosidad especifica (1,) que se define como el cociente
de la resta del tiempo que tarda en escurrir la muestra (t) menos el tiempo del disolvente puro (t,)
entre el tiempo del disolvente puro, una vez obtenida la viscosidad relativa (1),) se realiza el cociente
de m), sobre la concentracién de la dilucidn respectivamente obteniendo asi la viscosidad reducida.
Una vez obtenidos estos datos mediante la ecuacion de Mark-Houwink podemos determinar el peso
molecular de viscosidad del polimero para esto tenemos la siguiente ecuacion:

Ml = kMVa (1)

Donde 1 es la viscosidad intrinseca de la muestra, esta se obtiene al graficar la viscosidad reducida
vs la concentracion de las diferentes muestras analizadas, una vez obtenido este grafico se abstraer
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del valor n que es la ordenada al origen y se sustituyen las constantes k y o, las cuales tendran un
valor especifico de acuerdo al sistema polimero-solvente, asi 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(M,) el cual al ser multiplicado por 1.2
nos da el peso molecular en masa(M,,) ya que, M, usualmente esta dentro del 20% de M,,.

Tabla 1. Valores de k y «, para sistemas polimero-solvente k [=]cc/g.

Sistema k o
Poliestireno/Tolueno 0.0134 0.71
Copolimero PS-PVAc/Tolueno 0.02759 0.683

Resultados.

Por medio de gravimetria, se obtuvo el porcentaje de conversion y el peso molecular en masa por
medio de viscosimetria capilar y la ecuacion de Mark Houwink. Como podemos observar en la
Figura 2, el carbonato y bicarbonato de sodio dan una aceptable conversion, pero el peso molecular
del polimero es muy bajo, sucede lo mismo con el cloruro férrico, aunque con una conversion
relativamente alta.
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Figura 2. Grdfica del porcentaje de Conversion (%C) y Peso Molecular promedio en peso (Mw) de la
homopolimerizacion del estireno via FRP.

Al finalizar la reaccion de estas sales, las perlas colapsan y pierden su forma, esto debido quizas al
medio acido generado (en el caso de los carbonatos) o a la fuerza del anion (en el caso del cloruro
férrico). El cloruro de sodio result6 tener una buena conversion en comparacion con la referencia
y el valor del peso molecular de polimero es mayor. En relacion con esa misma sal, pero en distintas
cantidades, se puede notar como a menor porcion de sal no causa mucho efecto en su peso
molecular y en mayor proporcion el peso molecular disminuye de forma critica, todo en
comparacion a la referencia. Cabe denotar que la calidad de la perla, es decir, su forma es muy
definida y la distribucion del tamafio de esta es muy homogénea. La homopolimerizacion de
estireno por RAFT en condiciones normales resultd con valores bajos de conversion y peso
molecular debido a que el CTA hacen mas lenta la reaccion y con dos horas de reaccion no fue
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suficiente; por lo tanto, se aument6 a 5 horas de reaccion donde se notd el aumento de ambos
parametros. Por medio de los resultados arrojados en las pruebas de homopolimerizacion via FRP
y observando los buenos resultados que dio el agregar 1 g de NaCl se probo en RAFT, dado que
las perlas no conservaban su forma. Sorprendentemente, el resultado fue la obtencidén de perlas
solidas con un peso molecular poco mas grande en un tiempo de reaccion promedio a las anteriores
como se puede observar en la Figura 3. Los polimeros obtenidos tuvieron una coloracion
ligeramente rosada por el CTA utilizado (los CTA’s son agentes coloridos que van desde un
amarillo palido a un rojizo).
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Figura 3. Grdfica de Porcentaje de Conversion (%C) y Peso Molecular promedio en peso (Mw) de la
homopolimerizacion del estireno via CRP por el tipo RAFT.

Para la copolimerizacion se utilizé una fraccion del ultimo poliestireno obtenido via RAFT para
comprobar el comportamiento “viviente” del polimero para generar un copolimero en bloque con
el acetato de etilo. Se procedid por el proceso en solucion y no en suspension, ya que necesita
forzosamente diluir las perlas de poliestireno obtenido para que pueda reaccionar y estando en
estado solido es inerte.

La copolimerizacién dio una conversion de 50.23% y la muestra obtenida se le realiz6 un andlisis
de viscosimetria 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 paso de polimero “durmiente” a polimero “viviente” al agregar mas monomero
al medio y tener las condiciones de reaccion precisas, por lo tanto, la cadena crecio.

También se realiz6 la hopolimerizacion de estireno via CRP, por el tipo polimerizacion mediada
por nitréxidos (NMP), utilizando el BPO como iniciador en un reactor tipo batch de 2.5 L, usando
el 4-hidroxi-TEMPO como el nitréxido mediador que tiene como caracteristica el activarse a una
temperatura de 120°C. Se llev6 a las condiciones de 150 rpm por medio de propelas en arreglo
paralelo, y llevando la temperatura de reaccion de 85°C a 120°C debido al nitroxido utilizado. En
ninguno de los intentos se obtuvo la reaccion de polimerizacion deseada, ya que la temperatura de
reaccion 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 reaccion estaban en fase gas no se llevd a cabo la reaccion de
homopolimerizacion, y que el reactor con el que se contd no tenia 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 método RAFT es su amplio rango de temperaturas para realizar la reaccion 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 reaccion, inclusive mejora la apariencia de la perla y la distribucion del tamaio
de esta se vuelve muy homogénea esto se vio en las polimerizaciones via FRP y se reafirmo en los
resultados de las polimerizaciones via CRP. Podemos asumir que esto es debido a la interaccion
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 s6lo con NaCl. Es
importante estudiar con mas a detalle las condiciones Optimas para obtener mejores porcentajes de
conversion para la copolimerizacion, asi como probar si también al afiadir la sal (NaCl) se obtiene
un peso molecular mayor al realizar el proceso en suspension.
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Resumen

El cultivo de trofozoitos de Entamoeba invadens ha sido reportado en medio TYI-S-33 y LG
adicionados de suero bovino al 16 % v/v; mientras que la diferenciacion in vitro se ha descrito en
los medios LG y LG-47suplementados con suero bovino al 5 % v/v. Trofozoitos 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 éste parasito en medio LG-47, cuando los trofozoitos se crecen primeramente
en los medios TYI-S-33 o LG adicionado de suero bovino al 16%. En el presente trabajo se
comparo el enquistamiento de la cepa IP-1 de E. invadens en medio LG-47, obtenido cuando los
trofozoitos 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 diferenciacion amibiana con respecto al medio de cultivo utilizado en el pre-
in6culo de los trofozoitos, sin embargo, se observo que el proceso de desenquistamiento se ve
favorecido en los quistes obtenidos a partir de preindculos amibianos en medio TYI-S-33.

Palabras clave: Diferenciacion amibiana; E. invadens, preinoculo, LG-47.

Introduccion

Entamoeba invadens es un parasito de reptiles ampliamente utilizado para los estudios de
diferenciacion amibiana, ya que, en el parasito de humanos, Entamoeba histolytica, ain no se ha
logrado reproducir in vitro el enquistamiento [1]. Para inducir la diferenciacion amibiana, se han
utilizado medios basados en la disminucion de glucosa [2] y la disminucién de glucosa y de la
presion osmotica [3]. Un aspecto relevante es el cultivo previo de los trofozoitos 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 compard6 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.

Metodologia
Como material biologico se utilizo 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
uL de una mezcla de antibioticos (Penicilina G/Gentamicina).

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

¢) Medio LG-47. El medio LG-47 se preparo por dilucion 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 estéril
de acuerdo a lo descrito por Turner et al., 2007 [3].

Crecimiento amibiano
Tubos con tapon 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 trofozoitos y se incubaron a 28 °C en posicion
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
formacion de una monocapa amibiana en la pared del tubo. Estos tubos se utilizaron para el
mantenimiento y expansion de los cultivos para el desarrollo experimental.

La curva de crecimiento se realizo por duplicado inoculando 20,000 células/mL en ambos
medios de cultivo: TYI-S-33 y LG, adicionados con 16% de SB. Cada 24 horas se contaron los
trofozoitos recuperados en 2 tubos de cada medio de cultivo. Para ello se colocaron los tubos en
un bano de agua-hielo durante 10 minutos, posteriormente se centrifugaron a 280 x g durante 5
minutos a 4 °C y se decanto el medio sobrenadante. La pastilla celular se lavo por centrifugacion
con medio TYI-S-33 sin SB y se resuspendio en 1 mL del mismo medio. Los trofozoitos recuperados
se contaron en una camara de Neubauer utilizando un microscopio Zeiss Axiostar.

Enquistamiento y desenquistamiento amibianos
Se resuspendieron los trofozoitos cultivados en medio completo TYI-S-33 o LG, se lavaron por

centrifugacion y se resuspendieron en medio LG-47, adicionado con antibidticos, a una densidad
de 3.5x10° trofozoitos/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 condicion de cultivo. Se contd el numero de células
recuperadas utilizando el protocolo descrito anteriormente. Asimismo, se determind la cantidad de
células totales y el nimero de quistes recuperados.

La viabilidad celular se determin6 utilizando el colorante azul tripano al 0.2 % (p/v)
utilizando el criterio de exclusion del colorante por las células vivas. El % de enquistamiento se
calcul6 con base al nimero de quistes obtenidos en funcion del total de células recuperadas. La
eficiencia del enquistamiento se evalud considerando el total de quistes recuperados con respecto
al total de células inoculadas. La resistencia al detergente, criterio de formacion de quistes, se
evaluo en alicuotas de las células recuperadas de los ensayos de enquistamiento, las cuales se
lavaron con PBS y se expusieron durante 10 minutos a la accion del detergente Triton 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 nimero de células remanentes. Se utilizd6 como
criterio de maduracion de los quistes, la tincion 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 ésta. El nimero de nucleos se determiné en las células tefiidas con colorante D’ Antonie.

Los ensayos de desenquistamiento se realizaron con los quistes resistentes al detergente,
obtenidos después de 24, 48, 72 y 96 horas de incubacion 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 discusion

Para el estudio de la cinética de crecimiento se inocularon 2x10* células/mL tanto en medio LG
como en TYI-S-33. Cada 24 h, a lo largo de 7 dias, se cont6 el nimero de trofozoitos recuperados
(Figura 1.). En ambos medios de cultivo la fase exponencial de crecimiento inici6 a las 48 horas.
Los valores de tiempo de duplicacion en fase exponencial de crecimiento fueron de 24.4 y 32.3 h
y el nimero de generaciones recuperadas al final del ensayo fueron de: 6.7 y 6.2 respectivamente
para las células cultivadas en TYI-S-33 y LG. El comportamiento observado sugiere que las
diferencias en ambos parametros son debido a la presencia/ausencia de glucosa en el medio.
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FIGURA 1. Curva de crecimiento de E. invadens IP-1 en medios LG y TYI-S-33 y microfotografia de trofozoitos de

E. invadens IP-1. a) Se inocularon 2x1 0* células/mL en cada medio de cultivo, se incubaron a 28 °C durante los

tiempos indicados y al término de éstos se contaron los trofozoitos obtenidos. b) Microfotografia de campo claro
de trofozoitos recuperados a las 72 horas de cultivo.

A lo largo de todos los ensayos realizados, la viabilidad amibiana, determinada por el
método de exclusion de azul tripano, fue superior al 95 %. Con base en la curva de crecimiento
amibiano en ambos medios de cultivo, se eligio el tiempo de 72 h como el tiempo adecuado para
realizar el preinodculo para los experimentos de enquistamiento (Figura 2, panel a). Para la
evaluacion de la diferenciacion amibiana se contaron los quistes y trofozoitos recuperados cada 24
h a lo largo de 4 dias desde su indculo en medio LG-47. Si bien se observa, durante las primeras
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48 h, una ligera disminucion del porcentaje de enquistamiento en las células 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 células 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

).

a) b)
80
100
:\; 60
= 80fF ©
o Q4o
]
s S6of ©
£ vu: 20
©
o —— -S.
w a0l TYI-S-33 , B Tvi-s-33
=]
4 & |G C) s N NS o | e
woo20p 80 b5
c 1 1 1 1 60-
0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Resistencia a TX-100 (%)
>

0

™ > 2 ©
FIGURA 2. Enquistamiento de E. invadens IP-1 en medio LG—47;reinocul?1T£iigzmegzolq:e)dio TYI?S-33 o LG. Se
inocularon en medio LG-47 350,000 trofozoitos preincubados en medio LG 0 T I}I-S-33. Cada 24 h se
contaron los trofozoitos y quistes recuperados y se determino el % de enquistamiento (panel a); la
eficiencia del enquistamiento con base en el niimero inicial de células inoculadas (panel b y la resistencia
de los quistes al detergente Triton X-100 al 0.2 % v/v (panel c).

El decremento en el nimero de quistes recuperados a las 96 h corresponde probablemente
a un proceso de desenquistamiento de quistes maduros, como fue descrito por Garcia-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 evalud con base a la integridad de la pared celular,
utilizando la tincion con Calcofluor W2R (Figura 3, panel a); y determinando el nimero de nucleos
en los quistes, mediante la tinciéon con colorante D’ Antonie 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, también se recuperaron células que no formaron completamente su pared celular,
las cuales mostraron un aspecto similar al de células en forma de saco descrito en 1980 por Arroyo-
Begovich, ef al. [9] y las cuales se lisaron al tratarlas con detergente (datos no mostrados). El
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indice de maduracion de los quistes, evaluado por el nimero de nucleos presentes en ellos a lo
largo del proceso de enquistamiento (Figura 3, c¢) alcanz6 un méaximo a las 72 h de incubacion en
medio LG-47 y no cambi¢ significativamente a las 96 h, considerando como quiste maduro aquel
que presenta 4 nucleos. Esta maduracion se reflejé principalmente entre las 48 y las 72 h, lapso en
el cual se observo la desaparicion de los quistes con 2 y 3 ntcleos y su conversion a quistes
tetranucleados (Figura 3, d); si bien, se observaron algunos quistes aberrantes con mas de 4 nucleos;
tal y como habia sido descrito por Garcia-Zapien et al., 1995 [8].
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FIGURA 3. Maduracion de quistes de E. invadens IP-1 inducidos en medio LG-47. Se determino la
maduracion de los quistes con base a la formacion e integridad de su pared celular observada por tincion
con Calcofluor W2R (panel a) y el niimero de niicleos presentes observado con tincion de D’Antonie
(panel b) con base en el tiempo de induccion (panel ¢) y con respecto al cambio en el niimero de niicleos

- T o

El desenquistamiento amibiano ocurri6 eficientemente en quistes inducidos en medio LG-
47, cuando los trofozoitos fueron cultivados, antes de la induccion 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 induccion del desenquistamiento en medio TYI-S-33 adicionado de
bicarbonato y bilis. Sin embargo, los trofozoitos provenientes del desenquistamiento de las amibas
cultivadas en medio LG con SB (16 % v/v) antes de la induccion del enquistamiento, mostraron
una menor movilidad con respecto a los provenientes del desenquistamiento amibiano a partir de
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células 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 induccion del enquistamiento en células cultivada en medio TYI-
S-33 favorece la formacion de los quistes y los hace mas competentes cuando desenquistan.

Figura 4. Morfologia de E. invadens cepa IP-1 durante el proceso de diferenciacion quiste-trofozoito. Las quistes
maduros tetranucleados inducidos en medio LG-47 (panel A) desenquistan eficientemente en medio de
desenquistamiento dando lugar a la liberacion de trofozoitos metaquisticos tetranucleados (Panel B y C)

que se dividen posteriormente por fision.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo sugieren que ambos medios de cultivo, LG y TYI-S-33, pueden ser
utilizados como medio de preindculo para la diferenciacion de E. invadens IP-1 en medio LG-47 y
su posterior desenquistamiento. Sin embargo, el preinéculo en medio TYI-S-33 permite una mayor
eficiencia en la diferenciacion 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
numero relativo de trofozoitos recuperados durante el desenquistamiento.
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Resumen
La diabetes es un grupo de enfermedades metabodlicas cronicas. Son preocupantes para el sector

salud debido a que el 3% de la poblacion mundial se ve afectada por estas. Para reducir la
hiperglucemia causada por esta enfermedad se hace uso de las bisguanidinas, entre ellas la
comunmente utilizada es la metformina. Esto en virtud de su rango de seguridad y capacidad para
unirse a otros agentes anti-diabéticos. La arilacion con reactivos hipervalentes de yodo ayudara a
que la metformina dure mas tiempo dentro del cuerpo debido a que se absorbera mas lentamente.
Haciendo uso de cianoguanidina y aminas primarias se prepararon derivados de la metformina, que
posteriormente se arilaron con sales de diarilyodonio. Con esta metodologia se obtuvieron
derivados de metformina arilados libres de materiales de transicion.

Palabras clave: Diabetes, Bisguanidinas; Arilacion; Difenilyodonio, Bis-arilacion

Introduccion

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabolicas cronicas. Estas son el resultado de
defectos en la secrecion de insulina, de la accion de la insulina, o ambos [1]. Actualmente afecta al
3% de la poblacion mundial.

Este sindrome es una preocupacion importante para la salud humana en el mundo. Se estima que
afectara a 300 millones de personas en el afio 2025. La mayoria de los pacientes diabéticos son
conocidos como no insulinodependiente.

Actualmente las bisguanidinas como las metforminas estan disponibles para reducir la
hiperglucemia en la diabetes [2].

Antecedentes

Durante mas de cincuenta afios, el uso de las bisguanidinas ha sido de las mas efectivas para reducir
la hiperglucemia. Estas disminuyen la produccioén de glucosa en el higado y por lo tanto en la
sangre.

El farmaco mas frecuente de las bisguanidinas es la metformina, prescrito para la diabetes tipo 2.

[3]
NH NH

Me\J\J\

l}l H NH,
Me

Figura 1. Estructura de la Metformina
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Importancia de las Metforminas

La metformina actua principalmente en el higado. Reduce la produccion de glucosa y aumenta su
captacion en los tejidos periféricos.

Su eficacia, efectos benéficos cardiovasculares y metabolicos, asi como su capacidad para asociarse
con agentes antidiabéticos convierten a este farmaco en el primer agente reductor de la glucosa. [4]
En virtud de la importancia de este farmaco, en nuestro grupo de investigacion exploramos la
posibilidad de preparar analogos que puedan resultar mas activos. De esta forma pensamos en
conectar grupos arilo para evaluar su efecto hipoglucemiante en futuros proyectos.

Al respecto de arilar sustratos orgédnicos, podemos mencionar las subunidades de carbonilo o-
ariladas. Estas se dan comunmente en moléculas biologicamente activas.

Las sales de diarilyodonio se han usado con éxito en a-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 via migracion [1,2] y concomitante eliminacion reductora del Phl.

A continuacion, se ilustran algunos reactivos hipervalentes de yodo que se han desarrollado en los
ultimos afios (Figura 2).

Reactivos Hipervalentes de Yodo (V):

o O

0] 0]
1~0Ac I<0H
2 =~
AcO OAc CI)/
DMP 2-Acido Yodoxibenzoico
IBX

Reactivos Hipervalentes de Yodo (ll1)

OAc 0COCF,
) Ws
OAc OCOCF,
(Diacetoxi)Yodobenzeno  [(Bis(trifluoroacetoxi)lyodobenzeno
Diacetato de fenilyodo(lll)  Bis(trifluoroacetato)fenilyodo(lll)
DIB, PIDA, BAIB BTI, PIFA

OH 8

! |

OTs
[Hidroxi(tosiloxi)yodo]benceno

HTIB, HTI, Reactivo de Koser
Sal de diarilyodonio

Figura 2. Reactivos hipervalentes de yodo comunmente utilizados

Ruta Sintética

Las sales de yodonio son compuestos de yodo (IIT) 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 nucleofilos se transfieren uno de los ligandos de carbono. Esto
a través de mecanismos que varian dependiendo del tipo de sal y del nucledfilo. [5]

Es de importancia la arilacion de los derivados de metformina para conseguir una mejor retencion
de est¢ dentro del cuerpo.
Se seguird la ruta de sintesis de N-alquil-N-arilbisguanidinicos derivados de metformina. Figura 3
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Figura 3. Ruta de Sintesis para N-alquil-N-arilbisguanidinicos
Metodologia
De acuerdo con la siguiente reaccion Figura 4, se preparoé el derivado de metformina (1).
Se hizo uso de una amina primaria y de la Cianoguanidina.

ocl
N |N| R, H‘(I?IH NH
HCI 8M
H,NT N | R
H  100°c, 4 HZN*N N
H H
R= Dietilamina 1
Morfolina
Pirrolidina

Figura 4. Reaccion general de derivados de Metformina
Se colocaron dentro de un matraz bola, 2g de cianoguinida y 1.1 equiv de dietilamina, lentamente
se le agregd 4 ml de HCI.
El matraz se colocd en un bafo de aceite a 100 °C en agitacion con reflujo, esto durante 24 hrs.
Posterior a este tiempo, se obtuvo el siguiente compuesto (2) Figura 5.

NH N H NH NH
H NJ‘J\NJ| w» JJ\ JJ\ J
' H 2)Hciem  HN© NN
100 °C, 4

Figura 5. Reaccion 1, preparacion y obtencion de derivados de Metformina haciendo uso de Dietilamina.
Se procedio a dejar en sequedad, esto mediante calor y agitacion a 160 °C.
Se agregd6 isopropanol caliente y se dejo en refrigeracion, para purificar por cristalizacion.
Cuando se obtuvo la cristalizacion se decant6 el isopropanol y se sometid a vacio para eliminar las
trazas del disolvente.
Como parte del procedimiento de arilacion (3) se realizo la siguiente reaccion Figura 6.

NH NH PhyINO NH NH
)LN)J\ R NaHCO, @NJ\ AR

—_—
H2N H H MeCN, 60 °C 1hr H H H
3

Figura 6. Reaccion general de arilacion haciendo uso de Difenilyodonio.

Se agrego6 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 afiadié 1 ml dentro del vial.

Se coloco en un bafio de aceite a 60°C durante 1 hr. Después de ese tiempo, se obtuvo el siguiente
compuesto (4) Figura 7.
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Figura 7. . Reaccion de arilacion del derivado de Metformina
Como método de purificacion se realizo la cristalizacion del compuesto. Esto se llevd acabo
agregando acetato de etilo caliente y posteriormente se colocd a 4 °C por 12 hrs.
Se filtr6 el acetato de etilo y se coloco a vacio 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 técnicas espectroscopicas, nos dimos
cuenta que en lugar de efectuar la monoarilacion obtuvimos una bisarilacion.

Esto se comprob6 mediante RMN 13C y 1H. Figura 8, Figura 9 y Figura 10.
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Figura 8. Derivado de Metformina arilado, preparado con dietilamina. Espectros RMN de A) 1Hy 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

Después de la experimentacion hecha concluimos que las bisguanidinas derivadas de Metformina
pueden ser ariladas, utilizando una metodologia libre de metales de transicion, es decir con las sales
de bisarilyodonio.

Se presentaron los primeros tres ejemplos de estos compuestos sin precedentes de sintesis. En el
futuro a corto plazo se completara una familia de diez bisguanidinas ariladas.
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Resumen

En este proyecto se estudian las mejores condiciones de operaciéon para obtener diferentes
productos con valor agregado a partir de diferentes citricos que son de interés comercial para el
pais, la materia prima se encuentra a nuestra disposicion en sitios bien localizados dentro del pais
por lo que se podria disponer de dicha tecnologia en sitios estratégicos para evitar el transporte. La
mayor parte de esta actividad comercial se concentra en la recoleccion 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 doméstico, estas actividades generan desechos debido a que la
principal parte que se utiliza es la pulpa y el jugo del citrico. El jugo fue concentrado via
Evaporacion de pelicula 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 extraccion solido-liquido 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 asi reducir el contenido caldrico del producto.

Palabras clave: Citricos; Solventes; Extraccion solido-liquido; Vitamina C; Secado.

Introduccion

Meéxico es uno de los productores de citricos méas grande del mundo, alcanzando el quinto lugar
sin embargo no se lleva a cabo una transformacion de los citricos, en el pais se hace el consumo de
estos en fresco, por otra parte, paises como Brasil, Estados Unidos, Espafia, entre otros realizan en
mas del 50% la transformacion de su produccion, tanto para consumo nacional como para
exportacion [1]. Por esto y por la importancia de estos a nivel nutricional es necesario aprovechar
estos productos con la finalidad de ser mas competitivos a nivel mundial elevando la calidad de los
mismos, disminuir los costos de produccion y de transporte ademas de otorgarles un valor agregado
a los productos ya existentes.

Para el traslado de los citricos hacia sus puntos de interés se utiliza transporte terrestre y por unidad,
es decir, los citricos integros hasta los centros de produccion 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 extraido mediante evaporacion al vacio, ya que al realizar
el proceso en estas condiciones el punto de ebullicion disminuye y se tiene una menor degradacion
de las propiedades del zumo concentrado siendo de mayor importancia el contenido de Vitamina
Cy las azucares presentes.
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El zumo presenta hasta un 90% de agua, representando hasta el 35% en peso del citrico. Sin
embargo, no es posible reducirlo en gran medida ya que los otros componentes presentes sufren
efectos adversos como la cristalizacion de azucares o descomposicion de la Vitamina C [2].

Para la concentracion del zumo, la técnica utilizada es la evaporacion por columna ascendente. El
principio tedrico que tienen este proceso es el 'efecto sifon', ya que cuando la alimentacion se pone
en contacto con los tubos calientes, comienza a producirse la evaporacion, en donde el vapor se va
generando paulatinamente hasta que el mismo, empieza a ejercer presion hacia los tubos,
determinando de esta manera, una pelicula 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
trasformacion adicional. El bagazo representa hasta un 30% en peso del citrico 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 citrico y de igual manera que el
bagazo tiene alto contenido en fibra. Sin embargo, poseen una fraccion del 0.1 al 1% en peso de
aceites esenciales [5] que son productos con alto valor agregado. Los aceites escenciales estan
formados principalmente por: benzaldehido, terpineno, limoneno, linalol, canfor, acetato de
benzilo, nerol, acetato de linalilo y acetato de geranilo [6]. Son liquidos volatiles, en su mayoria
insolubles en agua, pero facilmente solubles en alcohol, éter y aceites vegetales y minerales [7].

La extraccion de estos se realiza por diferentes métodos, de los cuales destacan la destilacion por
arrastre de vapor, la extraccion con solventes y fluidos supercriticos [8]. La destilacion por arrastre
de vapor permite obtener los aceites puros mientras que la extraccion con solventes extrae ceras y
otros componentes organicos solubles [9]. La ventaja de utilizar extraccidon es que conserva mejor
los aceites que la destilacion, ya que pueden sufrir dafios 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 (Xo) donde la pérdida de peso es constante
en funcion del tiempo hasta llegar a la humedad critica (X.), a partir de ahi 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 extraccion solido-liquido se le extrae a un so6lido (inerte) otros componentes
mediante el contacto con un disolvente adecuado, el s6lido debe ser insoluble en el disolvente
mientras que los extractos no [12].

Metodologia
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La materia prima consta de 14 kg de naranja, lima y toronja.

Evaporacion.

Evaporacion de pelicula ascendente: Se realizo un
lavado, pesado y exprimido. Se procedio a medir el
bagazo, jugo y cascara de la materia prima,
posteriormente se realizd la evaporaciéon en el
evaporador de pelicula ascendente del Laboratorio
de Ingenieria Quimica en la Divisién de Ciencias
Natrales y Exactas, de acuerdo con la técnica
establecido por el manual de practicas [13], con un =
vacio de 400 mmHg bajando la Temperatura de [ 5 ‘
ebullicion a 60°C. v -

alada de wapos £

Figura 1. Diagrama del equipo de evaporacion utilizado.

Determinacion de vitamina C: Se determina la concentracion de vitamina C, antes de la
evaporacion, después de la evaporacion y dias después de obtenerse el concentrado realizarse, de
acuerdo a la técnica de yodometria [14].

Secado

Se peso la cascara antes del proceso de secado, para secar se empled un horno de conveccion con
resistencias eléctricas con una balanza adaptada para medir el peso, se midi6 cada 3 minutos a
Temperatura constante.

Extraccion solido-liquido. e <T>
Las cascaras son cortadasy se empaquetan en costales de
manta, se introducen en el tanque ET-201 del equipo de
extraccion (Figura 2).

El procedimiento de operacion es el registrado por el manual
de practicas [15]. Para observar el avance de la extraccion se
midio el indice de refraccion cada 10 min. Posteriormente se
concentran los aceites esenciales en el solvente y se procede
a eliminar el aceite utilizando evaporacion.

ET-201

Figura 2. Equipo utilizado para la extraccion
Resultados solido-liquido
Tabla 1. Categorizacion de la materia prima antes de la
experimentacion 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
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Evaporacion de zumo.
Tabla 2. Mediciones previas al proceso de evaporacion.

PARAMETRO Naranja Lima Toronja
Volumen (1) 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 evaporacion.

PARAMETRO Naranja Lima Toronja
Volumen (1) 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 energia 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
evaporacion es apenas de un 10%. En la tabla 4 se muestra el balance energético del proceso,
detallando el consumo horario de vapor.

Secado previo a la extraccion
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.

Extraccion
Tabla 6. Mediciones obtenidas del proceso de extraccion solido-liquido.
PARAMETRO Naranja Lima Toronja
Masa inicial (kg) 1.26 1.1 1,24
Masa final (kg) 1.23 1.07 1.17
Masa extraida (%ow) 2.38 2.91 5.65

Tabla 7. Variables de operacion del equipo de extraccion.

PARAMETRO Valor
Solvente (1) 27-28
Tiempo de operacion (h) 2:30
Presion (kg/cmz) 0.4
Temperatura (°C) 55
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Tabla 8. Balance de energia en el equipo de extraccion.

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
Energia 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/cm?) 1.10 1.09 1.02
Masa extraida (%w) 0.87 1.00 0.49

Las tablas 6-9 muestran los balances de materia (6), de energia (8) y las variables de operacion del
equipo, mostrando que la cantidad de energia 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

Naranja

Torénja Toronja
Figura 3. Bagazo obtenido y galletas realizadas con el mismo, utilizandolo al 10% en relacion a la harina.

Conclusiones

Como resultado de la investigacion, es posible concluir que el objetivo del proyecto se cumplio, se
logro utilizar en promedio el 70% de cada citrico, y se diversificaron los productos que se pueden
obtener aumentando asi el mercado. Se muestra que se aprovecha de manera integral los citricos 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, sufrié pérdidas
de menos del 10% de Vitamina C.

Sobre el aprovechamiento de los desechos, se logro extraer aceites esenciales a partir de cascaras
de citricos con rendimientos reportado. Por otra parte, se establecieron las variables que permitian
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minimizar las pérdidas de energia o dafiar la materia prima, por lo que lo siguiente seria aumentar
la cantidad de materia prima y obtener mayor cantidad de producto.
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Resumen

La mayoria del acero producido en el mundo se fabrica por el proceso de Colada Continua (CC).
La industria siderurgica mexicana se encuentra en el lugar nimero 15 en la produccion de acero
crudo a nivel mundial. Es importante recalcar que si se mejoran las condiciones de operacion del
proceso de CC, especificamente de la zona de enfriamiento secundario, mediante el estudio,
comprension y andlisis de la influencia de sus variables, se podra evitar la aparicion de problemas
de proceso y de calidad del producto, impactando directamente en la productividad de la planta.
En el presente trabajo se analiz6 uno de los dispositivos mas utilizados para el enfriamiento
secundario del acero, considerando una de las principales condiciones de operacion, con el objetivo
de obtener informacion acerca de la velocidad de las gotas que son generadas por estos dispositivos
y que son las responsables del enfriamiento del acero. Esta informacion ayudaré al refinamiento de
un modelo computacional desarrollado para este tipo de sistemas que permitird establecer
estrategias de enfriamiento mas adecuadas buscando incrementar la productividad de la planta sin
detrimento en la calidad del acero que se produce.

Introduccion

En la industria acerera, el enfriamiento del acero es una etapa critica dentro de su proceso de
produccion en la cual uno deberia enfocarse si se desea incrementar la productividad. Ast, 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 rocios y nieblas de agua
sobre su superficie caliente. Los dispositivos utilizados para este proposito reciben el nombre de
boquillas y pueden ser neumaticas (utilizan agua y aire) o hidraulicas (utilizan solo agua). Las
boquillas neumaticas son las que mas se utilizan debido a su elevada capacidad de remocion de
calor.

Para que el proceso de enfriamiento se lleve a cabo de manera ideal se necesita tener una
transferencia de calor homogénea en la superficie; en la practica esto no se logra ya que la
atomizacion hace que se generen diferentes tamafios de las gotas, distintas velocidades y posiciones
en las que se mezclan el flujo de agua con el flujo de aire, ademas de tener diferentes zonas donde
se impacta el fluido sobre el planchén de acero, entre otras caracteristicas.

Dos de las variables que se relacionan directamente con la cantidad de calor extraido desde la
superficie del acero son el tamafio de las gotas que conforman los rocios y nieblas de agua, asi
como la velocidad con que éstas 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 aceleracion que éstas adquieren cuando son generadas en el interior de la
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camara de mezclado de las boquillas neumaticas. Dentro de las camaras de mezclado, las gotas
adquieren velocidad, desde que son originadas en el deflector hasta que llegan al orificio de salida,
por el fenomeno llamado transferencia de momentum.

Dentro de la camara de mezclado, la aceleracion que tendran las gotas presentes dependera 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 éstas en el interior de la
boquilla. Las ecuaciones (1) y (2) describen el movimiento y trayectoria de las gotas:

duJ=§CD P |UL'_ui,dl(Ui_uird)-I_(l_;:id)'gi (1)

dat 4
— = Uia 2

En la ecuacion (1), Cpes el coeficiente de arrastre que se define como la relacion de la fuerza sobre
la gota y la presion dinamica del fluido causada por la proyeccion de las particulas del fluido sobre
la superficie en un instante tiempo, p es la densidad del aire, p, es la densidad del agua, U; es la
velocidad superficial del aire en m/s y u; 4 es la velocidad de las gotas en m/s [2].
El coeficiente de arrastre depende principalmente de la viscosidad del fluido, del tamafio de la gota,
la velocidad y el nimero de Reynolds (Re) correspondiente. [3]
Los rangos para el nimero de Reynolds que se reportan en las bibliografias encontradas son
variados, pero existen tres regiones clasicas para el calculo de Cp:

1. Region de Stokes; Re <2 [4],[5], [6] ¥ [7]

2. Region intermedia; 2 < Re <500 [4]

3. Region Newton; 500 < Re < 2x10° [4] y [2]

Metodologia

Para la resolucion de las ecuaciones de movimiento se implementé un codigo numérico en el
software MatLab. Se utilizé el método de Euler de segundo grado utilizando un tamafio de paso de
1x107 s, el cual fue determinado en un anélisis de sensibilidad previo al presente trabajo [6].

Para la resolucion de las ecuaciones, se requiere de la velocidad superficial del aire, Ui, que
depende de las condiciones de operacion de la boquilla. Para el presente trabajo, la condicion
estudiada es W = 0.50 L/s donde W es el flujo de agua, p, = 205 kPa donde p, es la presion de aire
y a estas condiciones la velocidad superficial del aire ha sido calculada para ser U; = 61.09 m/s, [6].
Se considera la boquilla neumatica 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 aceleracion de las gotas ocurre en la direccion axial de la boquilla desde su
generacion 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 analizé la dependencia de la velocidad de las gotas con el coeficiente de
arrastre reportado por distintos trabajos. Se hizo una busqueda bibliografica exhaustiva de
coeficientes de arrastre y de las consideraciones por cada autor y mediante su implementacion en
el codigo de resolucion numérica se obtuvieron los perfiles de velocidad dentro de la cdmara de
mezclado y a la salida de la boquilla, manteniendo constante la velocidad superficial del aire.

Resultados
El codigo implementado permite obtener datos del comportamiento de la gota dentro de la camara
de mezclado, como son la velocidad, tiempo de vuelo y el nimero de Re en cada posicion. Con
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esto, se puede determinar el valor del coeficiente de arrastre que corresponda y el régimen 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 camara
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 también que para diferentes coeficientes de arrastre
la aceleracion de la gota dentro de la cdmara de mezclado puede ser similar o tener una diferencia
de un 70%, aproximadamente, entre las velocidades mas bajas y mas altas calculadas. Esto se puede
deber a las variables involucradas para el célculo del coeficiente de arrastre y a los regimenes de
movimiento definidos por cada autor. Es importante mencionar que, si bien algunos autores sefialan
la presencia de los mismos regimenes, difieren en el valor del Reynolds dentro de los cuéles los
ubican.

% Didmetro=155 pum - [4]
—[8a]
—[8b]
[3a]
—[8]
—9]
—[17]
—
——[133]
——[13b]
—[15]
[10]
—[16]

w
(=]

5
=]

N
=]

camara de mezclado, m/s
S 8

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 [11]
[12]

Velocidad de la particula dentro de la

Posicion de la gota, m

Figura 1. Velocidad de una gota de 155mm con respecto a su posicion dentro de la camara de mezclado

Analizando los datos obtenidos se puede observar en la Figura 2 que el comportamiento mas 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 relacion entre el tamafio de la gota y la
disminucion en la velocidad, esto es, a medida que el diametro de la gota aumenta, la velocidad de
ésta disminuye gradualmente; en cambio, para el resto de las velocidades generadas no se ve esta
dependencia. La Figura 2 también 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 calculos
del presente trabajo. En ella se puede apreciar el tiempo en que una gota de Sum alcanzo6 la
velocidad terminal (es decir, la velocidad que tiene el aire) y la posicion en que alcanzd esta
velocidad.
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Velocidad terminal a la salida de la boquilla

Velocidad de la particula a la salida de la

0 100 200 300 400 500
Didmetro de la gota, pm
Figura 2. Velocidad terminal de la gota a la salida de la camara de mezclado.

Los tiempos mas cortos se obtienen con Turton y Levenspiel [8a], siendo mas 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 posicion en la que alcanzan la velocidad
terminal es diferente.

Se hizo una comparacion también 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 varia en 1um. 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 mas 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 analisis mas detallado
para el coeficiente de arrastre que estos autores reportan.

Tabla 1.Coeficiente de arrastre, posicion y tiempo en que una gota seleccionada alcanza la
velocidad terminal.

No Coeficiente de arrastre Tiempo | Posicion | Referencia
' ) (m)
1 SiRe<2 Ca=2
81 2<Re<500 €, = = 0.000750 0.043441 [4]
Si500<Re<2x105 C, = 0.44
2 Si Re<2x105
¢, = % (14 0.173R057) 4 603:(1"3z - 0.000650 0.037837 [8a]
3 Si Re<2x105
c, = % | 33643 (Re)-03471 +R:. :6206781;5 0.000670 0.038810 [8b]
4 Si Re<2x105
¢, = g (14 0.27Re)0% + 0,47[1 — (=00 0.000670 0.039060 [3a]
5 SiRe<0.01  €y=1+2
Si 0.01<Re<20 Ca = 22 [1+0.1315(Re)(®82-005w)]
Donde w = logo(Re) 0.000660 0.038444 [5]
Si20<Re<260 €, = = [1 +0.1935(Re)*¢3%]
Si 260<Re<1500
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10g19Cq = 1.6435 — 1.1242w + 0.1558w?

Si 1.5x103<Re<1.2x104
10g10Cq = —2.4571 + 2.5558w — 0.9295w? + 0.1049w?
Si 1.2x104<Re<4.4x104
log19C4 = —1.9181 + 0.6370w — 0.0636w>
Si 4.4x104<Re<3.38x105

log19Cq = —4.3390 + 1.5809w — 0. 1546w>
Si 3.38x105<Re<4x105 €, =29.78 — 5.3w
Si 4x105<Re<108 Cy;=0.1w—0.49

Si 106<Re €a=0.19-2
6 SiRe<! €4 =0.19 222
Si1<Re<1000 €, = %(1 4 0.15Re0687) 0.000670 0.039002 9
Si Re>1000 C;=0.44
7 Si 0.02<Re<2x105
Cy=11Re™*"5 + 0.9 [1 —exp (— %)] +1.2 [1 —exp (— (%) )] 0.002400 0.144045 17
o= [gpm (pgotaz— pm-re)r
Haire
8 d. =kdyp T T [3b]
— 432 3410.54 045
Ca =5 (1+0.022d.)°% + 0.47[1 — exp (—0.15d,°**]
_In(1+d)
T10
a= (1 _ 8—6.7x2+39x5—75x7)z
9 1.554 2z el [7]
432 d? .
Cy= FE 0.5+0.5 [1+ 24 cos®a + 0.468sin’a
10 Si Re<8.6x10¢ C,= ’2*_:100'261’“’0'369“"105“0'431‘“3},1;;2)2 """""" (18]
11 Si Re<2x105 Cy=2(1+0.15Re%081) + 2497 __ 0.000660 0.038377 [15]
Re 1+8710Re~1
Ca=-200, FefuezaenN e e [12], [19]y [20]
_ 2(Paire — Pagua)
12 O
Donde § = m(“)>
SiRe<2 €4 = —2 0.001740 0.102085 [13a]
13 Re[05-0577216+In(> )]
SiRe>0.1yA=19.90 €, =+
SiRe<2 €4 = —2 0.001900 0.110489 [13b]
14 Re[05-0577216+In(> )]
SiRe>0.1yA=2642 €y =
d=1.25 cm (Distancia de la gota a la superficie de la boquilla) 0.000660 0.038397 [15]
Ca = Cpo(1 + aReF)
Cpo = ﬁ(1 o207 8, (270 7([1/‘1""“‘)
15 T (e, )) e
a=015|1—exp <— (d/dgom)ﬂ
B = 0.687 + 0.313exp l—z (d/dgm)}
16 Si Re<800 Ca =22 (1+0.150Re"%") 0.000660 0.038398 [10]
17 SIRe<2(105  Cg=ro+ =+ 0.4 0.000660 0.038473 [16]
18 SiRe<3x105 €4 = == (1+0.15Re%%%) + H";;:m 0.000660 0.038398 [11]
19 Si-w<Re<w  C,4 = 3e06ReTH * * [12]
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*No alcanz6 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 didmetro, aumenta la resistencia a la aceleracion
del aire dentro de la camara, provocando que la velocidad de salida en el orificio de la boquilla sea
distinta para cada tamafo de gota.

Es importante recalcar que algunos autores tomaron en cuenta un intervalo especifico en el nimero
de Re para calcular el coeficiente de arrastre para una gota y que cada coeficiente fue desarrollado
considerando las caracteristicas hidrodinamicas particulares del sistema analizado por cada autor.
Lo anterior toma relevancia para trabajos futuros en donde puede necesitarse una definicion del
coeficiente de arrastre para el sistema en particular donde se tienen gotas que se aceleran dentro de
la camara de mezclado para boquillas neumaticas.

Los resultados que se obtuvieron en esta investigacion ayudaran al refinamiento de un modelo
computacional desarrollado para sistemas de enfriamiento industrial de acero mediante boquillas
neumadticas que permitird 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 mas eficiente en donde se logre la homogeneidad de la
transferencia de calor en la superficie del acero.

Bibliografia

[1] Romo Castaifieda Julio C. (2009).Estudio de la formacion de especies mineralogicas en el molde de colada continua
de planchon delgado de acero. Tesis de Maestria. IPN. Ciudad de México, D.F., 4-15.

[2] Wen-Ching Yang. (2003). Handbook of Fluidization and Fluid-Particle System. United States
Of America: Marcel Dekker, Inc

[3] Cheng N. S. (2009). Comparison of formulas for drag coefficient and setting velocity of
spherical particles. Powder Technol; 189:395-8.

[4] Minchaca M, J.I. et al. (2010). Fluid Dynamics of Thin Steel Slab Continuos Casting Secondary
Cooling Zone Air Mist. Advanced Fluid Dynamics, Proc. of ILASS 2010, Cincinnati, OH,USA.
[5] Clift R., Grace J.R., Weber E. (1978). Bubbles, Drops and Particles. United States Of America:
Academic Press.

[6] Minchaca M., J.I. (2012). Estudio de las Caracteristicas Fluidinamicas de Nieblas de Agua
usadas en la Colada Continua del Acero. Tesis de Doctorado. CINVESTAV-IPN.

[7] Hongli Y., et al. General formulas for drag coefficient and settling velocity of sphere based on
theoretical law. International Journal of Mining Science and Technology, 25,1025 Pp.219-223.
[8] Turton R, Levenspiel O. (1986). A short note on the correlation for spheres. Powder Technol -,
47 (1):83-6.

[9] Dehghani S.R. et al. (2016). Droplet trajectories of wave-impact sea spray on a marine vessel.
Cold Region Science and Technology, 12, pp.1-9

[10] Schiller L and Naumann A. (1933) Uber die grundlegenden Berechnungen bei der
Schwerkraftaufbereitung Z. Ver. Dtsch. Ing 77 318-20

[11] Clift R and Gauvin W. H. (1971) Motion of entrained particles in gas streams Can. J. Chem.
Eng. 49 43948

[12] Mallick Monalisa (2014). Variation of drag coefficient on rough cyclindrical bodies. Master
of Technology In Civil Engineering. National Institute of Technology Rourkela.

47



[13] Pantokratoras A. (2017). A Note on the Drag Coefficient of Steady Flow of Non-Newtonian,
Power-Law Fluids across Unbounded Two-Dimensional Bodies at Low Reynolds Numbers. Fluids
2,5. MDPL

[14] Brown PP., Lawler DF. (2003). Sphere drag and settling velocity revisited. J. Environ Eng-
ASCE; 129(3):222-31.

[15] Poniaev S.A et al. (2016). Drag coefficient of solid micro-sphere between parallel plates.
Journal of Physics: Conference Series 769.

[16] White F. (2010) Fluid Mechanics 862

[17] Cheng N.S. (2013). Calculation of Drag Coefficient for Arrays of Emergent Circular Cylinders
with Pseudofluid Model. Journal of Hydraulic Engineering, Vol. 139, Issue 6.

[18] Flemmer RLC, Banks CI. (1986). On the drag coefficient of a sphere. Powder Technol,
48(3):217-21.

[19] Morais, J.E.; Costa, M.J.; Moreira, M.F.; Barbosa, T.M. (2012). Comparison of young
swimmer's active drag coefficient using three methods to compute trunk transverse surface area
Motricidade, vol. 8, No. 1, pp. 19-25.

[20] Taamneh Y.; Bataineh K.M. (2011) .Drag and Separation Flow Past Solid Sphere with Porous
Shell at Moderate Reynolds Number. Transp Porous Med 90:869—881

[21] Cao D., Song L., Li J., Zhou Y. (2014). Determining the drag coefficient of a cylinder
perpendicular to water Flow by numerial simulation and field measurement. Ocean Engineering,
85, Pp. 93-99.

48



SINTESIS DE MEMBRANAS DE POLISULFONA (PSF) A PARTIR DEL METODO DE
INVERSION DE FASE EN LA ELIMINACION DE ESPECIES CONTAMINANTES DE
AGUAS RESIDUAL

Yair Gutiérrez Pifia®, Mario Avila Rodriguez bAda Sacca ¢ Liliana Herndandez Perales®
Departamento de Quimica, Universidad de Guanajuato, Pueblito de Rocha S/N Cerro La venada, Guanajuato,
Guanajuato, 36040, MEXICO. yair_barza@hotmail.com® avilam@ugto.mxb . lhperales@gmail.comd
“Polymer Electrolyte Fuel Cells and Hydrogen Storage, CNR- Istituto di Tecnologie Avanzate per la Energia
(ITAE) Via S. Lucia / Contesse, Messina, 598126, ITALIA. ada.sacca@itae.cnr.it

Resumen

En los Gltimos afios, la aplicacion las membranas poliméricas en procesos de separacion de especies
contaminantes ha crecido exponencialmente, ya que sus propiedades quimicas y fisicas las hacen
muy atractivas y versatiles. Sin embargo, existen limitaciones como el rapido ensuciamiento y el
corto tiempo de vida, que afectan el desempefio de la membrana, elevando los costos del
mantenimiento de esta tecnologia. En este trabajo, se sintetizan membranas asimétricas de
polisulfona modificadas con el tensoactivo Pluronic-123® mediante el método de inversion de fase,
donde se emplean agua y etanol como disolventes coagulantes (no-solventes). Los resultados de la
caracterizacion han indicado que existe una relacion entre los parametros de sintesis y cambios en
la morfologia de la seccion transversal de las membranas, lo cual es muy importante, ya que se
puede obtener la morfologia y la porosidad adecuadas para su aplicacion en procesos de separacion
de especies quimicas por ultrafiltracion. 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; Inversion de Fase; Ultrafiltracion.

Introduccion

El desarrollo de las membranas poliméricas aplicadas en procesos de separacion ha ido en constante
crecimiento a través de los afios. Uno de los polimeros de mayor interés es la polisulfona debido
su estabilidad hidrolitica, resistencia quimica, alta resistencia mecénica, metodologia de sintesis
ligera, entre otras [1]. Desde el punto de vista de la sintesis de esta clase de materiales, el método
de inversion de fase es el mas utilizado [2]. Sobre dicho proceso quimico, bastantes investigaciones
se han realizado especificamente, en cuanto a la optimizacién del método de preparacion de
membranas, que a su vez, posean una mayor resistencia al ensuciamiento y un incremento en el
desempefio (permeoselectividad y flujo), las cuales han sido las limitaciones en la aplicacion de
esta tecnologia [3, 4]. Con la finalidad de disminuir dichas desventajas, y obtener una morfologia
adecuada para llevar a cabo procesos de separacion de manera mas eficiente, algunos autores han
trabajado en la aplicacion de diferentes surfactantes /aditivos como parte de la sintesis misma de
membranas [4-7]. El surfactante propuesto para tal fin es Pluronic-123®, un co-polimero
constituido polietilenglicol (PEG) unido a polipropilenglicol (PPG).

En el presente trabajo, la sintesis y la caracterizaciéon de membranas asimétricas de polisulfona es
realizada con la adicion del surfactante pluronic-123, donde se pretende conocer los pardmetros de
sintesis, tales como la concentracion de polimero, la eleccion del solvente, la temperatura del
proceso [8], el tiempo de inversion de fase [9] y la concentracion de surfactante, con el proposito
de mejorar sus propiedades quimicas y fisicas, para que posteriormente las membranas puedan ser
adecuadas para su aplicacion en la separacion de especies contaminantes de aguas residuales.
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Metodologia

Materiales

La polisulfona [C27H2204S]n en forma de pellets ( Mw ~35,000 por LS), asi 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); (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
purificacion posteriores.

Procedimiento Experimental

La sintesis de membranas es llevada a cabo con el método de inversion de fase por bafio de
coagulacion. Una solucion de polisulfona (5 wt%) con DMAc (dimetilacetamida) es preparada.
Dicha solucién es evaporada por 5 h a 80° C con agitacion constante. Inmediatamente, se realiza
la estratificacion y la seleccion del espesor de la membrana mediante el método Dr. Blade. La placa
con la solucion es sumergida en el no-solvente (agua o etanol) a T=25 °C [10], provocando el
fenomeno de inversion 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, mecéanicas, morfoldgicas y permeo-selectivas de la
membrana son analizadas por medio de las técnicas correspondientes: XRD (difraccion de rayos
X), Retencion de H>O, MEB (Espectroscopia Electronica de barrido), entre otras [2].

Resultados

Los resultados que se han obtenido hasta el momento, provienen de la caracterizacion de las
membranas a través de XRD, Calculo del porcentaje de retencion de H,O a dos temperaturas
diferentes y la observacion a través de MEB. La caracterizacion de las muestras por otros métodos
complementarios sigue llevando a cabo.

1. DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

El andlisis sobre 7 muestras diferentes a través de XRD es realizado. La difraccion de rayos x
provee informacion sobre ordenamiento de los atomos dentro de la estructura cristalina del material,
asi como al analisis de la reproducibilidad del método 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 sintesis no afecta la estructura cristalina del polimero
polisulfona, ya que los perfiles son idénticos.

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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Figura 1 Comparacion de los difractogramas correspondientes

Figura 2 Difractograma correspondiente a la membrana
a las membranas PSF2-1 a PSF2-6.

PSF2-7 cuya composicion es (Polisulfona/ Pluronic 1:1)
Se aprecia que no hay diferencias en el espectro correspondiente, lo cual demuestra que la adicion
del surfactante tampoco modifica la estructura cristalina del polimero. Las diferencias en las
sefales a valores de 20 pequefio son despreciables para este caso, debido a limitaciones de
deteccion a bajos angulos por parte del instrumento.

2. PORCENTAJE DE RETENCION DE AGUA

El calculo del porcentaje de retencion de agua destilada fue realizado a T=25 °Cy a T=60 °C. Las
muestras sometidas a esta prueba fueron puestas a sequedad en vacio por dos horas a T=80 °C.
Posteriormente, las membranas son humectadas a las temperaturas mencionadas. El peso humedo
y seco son medidos. El porcentaje es calculado mediante la [1]:

Peso humedo — Peso seco
% R H20 = Poso Soco x 100

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

Membrana %R H,0 %R H,0
T=25°C T=60 °C
PSF2-1 10.2 41.6
PSF2-2 38.3 50.3
PSF2-3 3.3 1.7
PSF2-4 1.9 314
PSF2-5 344 105.6
PSF2-6 45.6 61.9
PSF2-7 182.2 197.6
PSF2-8 173.2 160.7
PSF2-9 205.3 225.1

Tabla 1 Comparacion entre los valores de porcentaje de retencion de H,O obtenidos para T=25°C'Y T=60 °C
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En general, existe un aumento en la cantidad de H,O retenida al aumentar la temperatura. De la
misma manera, se aprecia un incremento considerable en el porcentaje de retencion de agua en las
membranas adicionadas con surfactante a ambas temperaturas. Lo anterior es un indicio del
caracter hidrofilico que es debido a la presencia de un surfactante como Pluronic-123® [3, 5§, 7].
La explicacion del caracter hidrofilico del surfactante se basa en el valor de su balance lipofico-
hidrofilico (HLB) el cual es una magnitud que mide la afinidad de un surfactante hacia las
moléculas de agua. A valores menores de HLB es mas hidrofobico. El valor HLB del pluronic-123
estd en un rango de 7-9 en una escala de 0 a 20, siendo sus valores los correspondientes a una
molécula afin al agua. [12].

3. MICROSCOP{A ELECTRONICA DE BARRIDO

A través de las imagenes obtenidas por MEB, se puede comprueba que existe una relacion entre la
morfologia de la seccion transversal y el manejo de los parametros en la sintesis, donde la
concentracion de polimero en wt%, NS: no solvente (agua o etanol) y TIF: Tiempo de inversion de
fase son mencionados [2,13].

s

Figura 3 (Izquierda).  Imagenes  MEB Figura 4. Imdgenes MEB correspondientes a la
correspondientes a la seccion transversal de las seccion transversal de las membranas de polisulfona
membranas de polisulfona obtenidas a  partir de adicionadas con surfactante, obtenidas a partir de
diferentes condiciones de sintesis: A) 5 wt% de PSF- diferentes condiciones: A) 5 wt% PSF-NS: Etanol-TIF:
NS H20 - TIF: 10 min, B) 5 wt% PSF- NS: Etanol- 10 min, PSF/surf. (1:1), B) 5 wt% PSF-NS: Etanol-TI
TIF: 10 min, C) 5% P

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 morfoldgicamente distintas: la
superior que es porosa acanalada (microcavidades) que es la capa que da el caracter selectivo a la
membrana y la inferior, que es de aspecto esponjoso que brinda un soporte mecanico [6].

De acuerdo a la literatura, esta morfologia asimétrica de la polisulfona, ademas de poseer tamafio
de poro adecuado, es conveniente al aplicarse en procesos de separacion, como la ultrafiltracion
[2]. El anélisis a través de esta técnica es igualmente realizado sobre las membranas adicionadas
con Pluronic-123. Se puede observar que la morfologia es mas difusa y menos definida. Sin
embargo, en la muestra PSF2-11 (sefialada como E en la figura 4) hay una formacion 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 inversion de fase y se tiene la formacion
de una seccion transversal definida [14].
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Conclusiones

Las propiedades analizadas son importantes en una membrana que sea capaz de llevar a cabo un
proceso de separacion y ser competitiva con aquellas que ya se emplean comercialmente. Hasta el
momento se han obtenido resultados prometedores: la estructura cristalina del polimero no se ve
afectada por la adicion de surfactante. La caracterizacion por MEB muestra que se pueden obtener
morfologias precisas a partir de pardmetros de sintesis definidos y por ultimo, que través de los
calculos del % R H,O, se observa que la hidrofilicidad de la membrana es incrementada
considerablemente debido a la adicion 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 nanoparticulas de oro (NPsAu) destacan especialmente por sus propiedades cataliticas, ademas,
el disefio de un nanomaterial multifuncional es primordial en la nanomedicina para promover una
aplicacion versatil. Sin embargo, los estudios sobre la toxicidad de las NPsAu son en ocasiones
contradictorios. Por tal motivo, en este estudio se analiz6 la interaccion células de cancer cérvico
uterino (HeLa) con NPsAu recubiertas con acido folico (NPsAuAF). Las células HeLa (2x10°
células/mL) crecidas en medio DMEM a 37°C/ 5% CO,, fueron expuestas a NPsAuAF por 24h, en
dilucion seriada (350-0.17uM). Posteriormente, se determiné la viabilidad y actividad metabdlica
(ensayo de Azul de Tripano y XTT respectivamente), se analizo el citoesqueleto y nucleo
(Faloidina-FITC y DAPI) y se determiné la expresion de la Hsp70 (Western blot, RT-PCR). Los
resultados indican que las células HeLa expuestas a NPsAuAF no muestran una diferencia
significativa en la actividad metabolica y viabilidad, ademas, las células no presentan cambios
morfoldgicos ni pierden la capacidad de adhesion al sustrato. El andlisis de los microfilamentos y
el ntcleo indico la integridad de los organelos. La deteccion de la proteina y la expresion del gen
de la Hsp70, revel6 que no existe un estrés celular ni dafio genotoxico. La exposicion de las células
HeLa a las NPsAuAF no inducen un efecto citotdéxico y son una potencial herramienta para diversas
aplicaciones bioldgicas.

Palabras clave: Nanoparticulas; Actividad metabélica; Acido félico; Terapia fototérmica

Introduccion

Las nanoparticulas de metales nobles como el oro (NPsAu), exhiben excelentes propiedades fisicas
y quimicas, intrinsecas a su tamafio nanométrico. Las NPsAu son producidas en distintos tamafos
y formas, pueden ser funcionalizadas con un amplio tipo de ligandos. Todo esto, proporciona que
las NPsAu despierten un gran interés en diversos campos cientificos, especialmente en los sectores
biomédico y alimentario, donde se ha descrito su utilizacion en el tratamiento contra el cancer o
como parte integrante de envases resistentes a la abrasion, con propiedades antimicrobianas [1].
Las NPsAu estan dentro de las mas estudiadas debido a su gran estabilidad, baja toxicidad y la alta
eficiencia de conversion de radiacion (Vis-IR) en calor, combinado con la multitud de métodos de
sintesis que generan una amplia variedad de formas y tamafios de infinidad de materiales. Presentan
por lo tanto multitud de aplicaciones, desde el diagnoéstico, terapia génica, el transporte de drogas,
inmunoterapia, terapia fototérmica y radioterapia [2,3]. La nanotecnologia es un campo
interdisciplinario prometedor en el desarrollo de mejores métodos de diagndstico y tratamiento en
diferentes enfermedades, entre ellas el cancer.

Las modalidades convencionales del tratamiento del cancer tienen varias limitaciones, incluyendo
la falta de eficacia, toxicidad adversa grave, asi como la resistencia a los farmacos. En la actualidad,
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el descubrimiento de moléculas blanco sobreexpresadas en las células cancerigenas, las cuales
participan en las vias moleculares cruciales para el crecimiento tumoral, el mantenimiento y la
metastasis. Estas moléculas blanco, son utilizadas para el disefio de un tratamiento especifico, por
ejemplo: el receptor de folato que es sobreexpresado en la superficie de células de tumores como
ovario, rinén, pulmoén, cerebro, endometrial, entre otros. [4]. En este sentido, la conjugacion de
acido folico con nanoparticulas (NPsAu-AF), es un enfoque novedoso para lograr el objetivo de
diseiiar moléculas que proporcionen una interaccion bioldgica altamente especifica [5]. Sin
embargo, actualmente existe la controversia de posibles efectos citotoxicos inducidos por NPs. En
el presente trabajo, proponemos el estudio in vitro de la interaccion de NPs-Au bioconjugadas con
acido folico con células HeLa y evaluaremos sus posibles efectos citotoxicos en células de cancer
cérvico uterino.

Metodologia

Cultivos celulares. Se utilizo la linea celular HeLa (ATCC® CCL2™). Las células se crecieron
en medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco), suplementado con 10% suero
fetal bovino (Gibco), con atmosfera de 5% CO, a 37°C por 48 h.

Nanoparticulas de oro acopladas a acido folico. Las nanoparticulas de oro recubiertas con 4cido
folico fueron sintetizadas por el Dr. Juan Luis Pichardo Molina y Dr. Pablo Cardoso Avila (Centro
de Investigaciones en Optica A.C.). Se utilizaron dos tipos de NPsAu-AF; 1) NPsAu-Cys-BSA-
AF: nanoparticulas de oro-cisteamina-albumina sérica bovina-acido folico, 2) NPsAu-4ATP-BSA-
AF: nanoparticulas de oro-4-aminotiofenol-albumina sérica bovina-acido folico

Determinacion de la curva-dosis respuesta. Las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de las NPsAu-AF por 24h a 37°C/5% CO,, para ello se realiz6 una diluciéon
seriada, iniciando con una concentracion de 350 uM de Au. Para el analisis de citotoxicidad se
realizaron los ensayos que a continuacion se describen.

Ensayo de viabilidad por el método de exclusion de Azul de Tripano. El Azul de Tripano es
utilizado para discriminar entre células viables y no viables. Para ello, se adicion¢ a las células
expuestas a NpsAu-AF (21.87uM) una solucioén de Azul de Tripano al 0.4% (dilucion 1:10) y se
incubd por 3min. Después, se realizo la cuantificacion de las células viables en cadmara de Neubauer,
usando un microscopio invertido (Primo Vert Carl Zeiss). El porcentaje de las células viables fue
normalizado con respecto a las células no expuestas a las NPsAu-AF.

Determinacion de la actividad metabolica. Se realizo por el método de XTT (2,3-bis (2-metoxi-
4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-tetrazolium-5-carboxanilide), basandose en la reduccion de la sal a
cristales de formazan solubles en agua, proceso llevado a cabo por las mitocondrias de las células
viables. La solucion de XTT se prepard con 0.25mg/mL en Menadiona al 0.1mM. Se afiadio6 a las
muestras celulares tratadas con las NPAu-AF y se incubd por 90min a 37°C en oscuridad y se
midio la absorbencia a 490nm.

Analisis del patron electroforético y determinacion de la Hsp70. Se realizdo un homogenado
total de las células con/sin exposicion a las NPsAu-AF y se realizd una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (10%), la visualizacion de las proteinas se obtuvo después de la
tincion con azul de Coomassie. Se realizé una inmunotransferencia y se inmunodetect6 la proteina
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Hsp70, utilizando un anticuerpo contra la Hsp70 (Santa Cruz) y un anticuerpo secundario acoplado
a peroxidasa (sigma), después se reveld por quimioluminiscencia (kit de quimioluminiscencia
BIORAD). Las imagenes fueron obtenidas usando un equipo de adquisicion de imagen (ChemiDoc
MP System- BIORAD) utilizando el software Image Lab'™ software (BIORAD).

RT-PCR de la Hsp70. Para determinar la expresion del gen que codifica para la proteina Hsp70,
se realizo la RT-PCR. Para sintetizar cDNA utilizando el Kit SuperScript III First Strand
(Invitrogen®). La amplificacion mediante PCR, se realizo utilizando el Kit Master Mix (Bioline®)
y como templado el cDNA sintetizado, como control de carga se utilizo la expresion del gen de
actina (Oligo directo: ATGGTGGGCATGGGTCAGAAG y reverso
CAGGAAGGAAGGCTGGAAGAGTQG).

Analisis estadistico. Se realizaron tres experimentos independientes, cada uno con una n=3 y los
resultados paramétricos (ANOVA, *p< 0.05) se reportaron para la actividad metabdlica como la
media =+ la desviacion estandar (SD). Se realizo un analisis de medias por el Método de Dunnett y
Tukey (Minitab 18).

Resultados

Se analiz6 la actividad metabdlica mitocondrial de las células HeLa expuestas a las NPsAu-AF
(Figura 1), las células no expuestas a NPsAu-AF fueron utilizadas como control negativo y la
actividad metabolica fue tomada como el 100% (0.85 Abs). Por otra parte, las células tratadas con
50uM de H,0, para la induccion de un estrés oxidativo, fueron utilizadas como control positivo
con una actividad metabolica del 18.5% (0.15 Abs), significativamente diferente con respecto al
control negativo y las diferentes concentraciones de NPsAu-AF. Los resultados de la exposicion
de las células HeLa a las NPsAu-AF, se les realiz6 un analisis estadistico de ANOVA (*p< 0.05),
encontrando diferencias significativas. Después, se realizaron pruebas post hoc, por el método de
Dunnett y Tukey para determinar la diferencia entre las medias. Al realizar una prueba de medias
por el método de Dunnett (control vs cada uno de los tratamientos), se observo que la concentracion
de 10.93, 21.87 y 350uM de NPsAu-CYS-BSA-AF muestran diferencias significativas con
respecto al control negativo. En contraste, las células expuestas a NPsAu-4ATP-BSA-AF no
muestran diferencias significativas entre el control negativo y los tratamientos. En el analisis de
medias de las concentraciones (Método de Tukey), se observaron diferencias significativas entre
algunas concentraciones (Fig. 1).
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Figura 1. Actividad metabolica mitocondrial de las células HeLa expuestas 24h a las NPsAu-AF. Células HeLa no
expuestas a NPAu-AF fueron utilizadas como control negativo, un tratamiento con 50uM de H,O; durante 30min fue
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utilizado como control positivo. Los valores representan la media + desviacion estandar, Método de Tukey (n=9), *p
>0.05. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (95% IC para la media).

Las células HeLa expuestas a las NPsAu-AF, no presentan cambios morfoldgicos ni pierden la
capacidad de adhesion a la placa de poliestireno y se mantiene la monocapa celular (Fig. 2b y ¢),
caracteristicas similares al control (Fig. 2a). En contraste, las células tratadas con 50uM de H,0O,
pierden la morfologia epitelial (Fig. 2d). El ensayo de la exclusion del colorante Azul de Tripano,
indico la integridad en la permeabilidad de la membrana celular y la viabilidad de las células
expuestas a las NpsAu-AF.

Control negativo NPsAu-4ATP-BSA-AF NPsAu-Cys-BSA-AF Control positivo

Cultivo
celular

Morfologia

Viabilidad celular
(%)

100 99.9 100 20

Figura 2. Analisis morfologico y viabilidad de las células HeLa expuestas a las NPsAu-AF. Células HeLa en
cultivo con medio DMEM suplementado con 10% SFB con y sin NPsAu-AF. Morfologia y determinacion de la
viabilidad celular (%) por el ensayo de la exclusion del colorante Azul de Tripano. a) Control negativo:
Células HeLa no expuestas a NPAu-AF, by ¢) Células HeLa expuestas a NPsAu-AF (21.87uM), d) Control
positivo: células tratadas con 50uM de H>O,. Las células no viables son teriidas de azul (flecha), espacios sin
celulas (asteriscos).

Al analizar dos organelos importantes en la funcion celular, se observo que no hubo alteracion en
la estructura del citoesqueleto y nucleo (Fig.3). Las células HeLa expuestas a las NPsAu-AF no
muestran alteraciones en los microfilamentos de actina (Fig. 3b y ¢) comparado con la muestra
control (Fig. 3a). En el nucleo, la sonda fluorescente (DAPI) muestra que no existe una
fragmentacion nuclear (imagen 3b’ y c¢’). En contraste, el control positivo (dafio celular) muestra
perdida de las uniones celulares y la estructura de los microfilamentos (Fig. 3d, flechas) y como
consecuencia pérdida de la morfologia, sin embargo, los nicleos no muestran un dafio evidente
(Fig. 3d’, flechas).
Control NPsAu-4ATP-BSA-AF NPsAu-Cys-BSA-AF  50uM H,0,
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Figura 3. Analisis del citoesqueleto y nucleo de células expuestas a las NPsAu-AF. Los
microfilamentos fueron teniidos con Faloidina-FITC y el nucleo con DAPI. Células expuestas a
50uM HO; fueron utilizadas como control de daiio celular al citoesqueleto. Las células fueron

expuestas a NPsAu-AF (21.87uM) por 24h. La barra de escala=20um

El analisis del perfil de proteinas indica que no existe una alteracion en el patron de proteinas
totales (Fig.4) de las células expuestas a las NPsAu-AF, sin embargo, en el control positivo existe

una disminucion en el patron de proteinas totales (Fig. 4 carril 4).
M 1 2 3 4

kDa
180

116 .

48

36
26

Figura 4. Perfil de proteinas totales de células HeLa expuestas a NPsAu-AF. Carril: M. Marcadores de peso
molecular, 1. Control. Células no expuestas a NPsAu-AF; Células expuestas a NPsAu-AF (21.87uM): 2. NPsAu-
Cys-BSA-AF, 3. NPsAu-4ATP-BSA-AF, 4. 50uM H,0,.

La deteccion de la Hsp70 (fig.5), proteina involucrada en procesos de estrés celular, reveld que
independientemente de la funcionalizacidon y bioconjugacion, no induce la expresion de la proteina
Hsp70 (fig. 5 carril 2 y 3) comparado con las células HeLa que fueron expuestas a 50uM H,0O,
(estrés oxidativo) por 30min (fig.5 carril 4).

1 2 3 4

s -

Figura 5 Inmunodeteccion de la Hsp 70 de células HeLa expuestas a NPsAu-AF. Carril: 1) Control. Células no
expuestas a NPsAu-AF, 2) NPsAu-Cys-BSA-AF, 3) NPsAu-4ATP-BSA-AF, 4) H202 al 3%.

El anélisis electroforético del acido ribonucleico (RNA) de las células HeLa expuestas a NPsAu-
AF, indico que no habia degradacion del material genético por efecto de la exposicion a las NPsAu
independientemente de la funcionalizacion (Fig. 6).

Por otra parte, el ensayo de RT-PCR reveld que la exposicion de las células HeLa a las NPsAu-AF,
no inducen la expresion del gen que codifica para la proteina Hsp70 (Figura 7).
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Figura 7. Expresion del gen que codifica para la proteina Hsp 70 de células HeLa expuestas a diferentes
condiciones. Carril: 1) Marcador de tamaiio molecular (HyperLadder™ IKb Bioline), 2) Control: células sin
exponer a las NPsAu, 3) NPsAu-4ATP-BSA-AF, 4) NPsAu-Cys-BSA-AF. La exposicion se realizo por 24h/37°C

Conclusion
Las nanoparticulas de oro funcionalizadas con moléculas orgéanicas y bioconjugadas con acido
folico, no inducen un efecto citotdxico en células HeLa que sobreexpresan los receptores de folato.

De esta manera el uso de nanoparticulas de oro acopladas a acido folico es una potencial
herramienta para diversas aplicaciones biologicas
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Resumen

Los biosensores son dispositivos biologicos empleados para determinar ciertos analitos. En
contraste con las técnicas analiticas tradicionales, los biosensores de células completas nos brindan
informacion del efecto de un analito en un sistema vivo, asi como de su biodisponibilidad. También
representan una herramienta Util para determinar el mecanismo primario de accién antibacteriano
de farmacos, xenobidticos y materiales sintéticos.

En el presente trabajo estamos desarrollando biosensores cualitativos y cuantitativos basados en
células de la bacteria E. coli, la cual se ha modificado genéticamente con un plasmido reportero
basado, ya sea en la cromoproteina AmilC o en la cromofluoroproteina GFP, y cuya transcripcion
se activa de manera especifica en presencia de alguna sustancia que cause dafo celular bacteriano.
Con el desarrollo de estos biosensores podriamos medir en tiempo real el efecto de un compuesto
toxico, probar blancos celulares de moléculas nuevas, asi como estudiar su mecanismo de dafio
celular. Ademas, al emplear como gen reportero a la cromoproteina AmilC, la cual puede ser
detectada a simple vista, no se requiere de reactivos o equipos sofisticados para medir la respuesta
especifica generada por el biosensor ante un estimulo.

Palabras clave: Biosensores de células completas, AmilCP, JuniperGFP, DnakK, KatG, RecA,
FabA.

Introduccion

Un biosensor es un dispositivo o sistema de medicion compuesto de un componente de deteccion
bioldgico, el cual reconoce un cambio fisico o quimico, acoplado a un elemento de transduccion
que produce una sefial medible en respuesta a un cambio ambiental [1]. Los biosensores pueden
ser clasificados en tres tipos en base al elemento de deteccion bioldgico, el cual puede ser molecular
(enzimas, anticuerpos, liposomas, ADN), celular (células completas) o tisular [1, 2, 3]. Los
biosensores hacen uso de una variedad de transductores tales como electroquimicos, Opticos,
acusticos y electronicos [3].

A través de la manipulacion de plasmidos y genomas bacterianos, han sido disefiados sistemas de
deteccion de células completas bacterianas que pueden servir como nuevos métodos para la
deteccion y caracterizacion de un analito, y como alternativas mas eficientes y economicas a las
técnicas analiticas tradicionales [4]. Si bien, el analisis quimico determina la cantidad total de un
contaminante o analito en una muestra con alta sensibilidad, selectividad y precision, no
proporciona informacion sobre la fraccion biodisponible y su efecto en un sistema vivo [5]. Con el
empleo de biosensores de células completas ademas de que nos proporcionan informacion
cuantitativa y cualitativa de un analito, se obtiene informacion de un estimulo en un sistema vivo,
se puede probar blancos celulares de moléculas nuevas [2, 6], asi como estudiar el mecanismo de
accion primario de antibidticos, compuestos antimicrobianos y xenobidticos [7]. Por lo anterior,
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los biosensores de células completas han sido aplicados exitosamente en areas tales como
monitoreo ambiental, analisis de alimentos, farmacologia y deteccion de drogas [8]. Algunas de las
mayores limitaciones del uso de los biosensores de células completas son, la difusion de productos
y substratos a través de la pared celular y la afinidad del analito por el sistema regulatorio de la
célula [3, 5].

Los sistemas de deteccion basados en células disefiadas genéticamente pueden provocar una
respuesta en presencia de un analito mediante el acoplamiento de un elemento de deteccion
(proteinas regulatorias y secuencias promotoras) a un gen reportero a través de la fusion génica [1].
Los sistemas de biosensores bacterianos pueden ser categorizados en dos diferentes tipos,
dependiendo de si la expresion de la proteina reportera, es constitutiva o inducible [4]. En el caso
de genes reporteros fusionados a promotores inducibles; un analito biodisponible que puede pasar
a través de la membrana celular via absorcidn, transporte activo o pasivo, y unirse a una proteina
regulatoria, activa la transcripcion del gen reportero. La posterior traduccion del RNA mensajero
(mRNA) reportero, produce una proteina que genera una sefial en presencia de un substrato o un
estimulo externo [1]. Hay algunos genes reporteros (luc, lux, gfp, lacZ y crtA) que se han usado
exitosamente en los biosensores de células completas, algunos de los cuales pueden presentar
desventajas en su uso, como complejidad de deteccion, el uso de substratos de alto costo y la
necesidad de equipo sofisticado para su deteccion [7, 8]. Para la generacion de biosensores de
células completas pueden emplearse células eucariotas o procariotas [1,8]. Debido al profundo
conocimiento que se tiene sobre la bioquimica y genética de la bacteria E. coli, este
microorganismo es ideal como hospedero de construcciones reporteras basadas en plasmidos [5].
En el presente trabajo estamos desarrollando biosensores cualitativos y cuantitativos basados en
células de la bacteria E. coli, la cual se ha modificado genéticamente con un pladsmido que contiene
el gen reportero ya sea AmilCP o JuniperGFP y cuya transcripcion se activa de manera especifica
por un promotor inducible ante la presencia de algiin dafio celular bacteriano. Para la construccion
de los plasmidos reporteros se uso las secuencias promotoras de genes que se activan cuando hay
dafio celular como son a la membrana celular (promotor FabA), a proteinas (promotor DnaK), al
ADN (promotor RecA) y por estrés oxidativo (promotor KatG).

Metodologia

Cultivo celular

Se empled la cepa XL1-Blue de E. coli, la cual presenta el siguiente genotipo: recAl endA1 gyrA96
thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)] (chem-agilent) [9]. Se
emplearon medios de cultivo Luria-Bertani con diferentes antibidticos como ampicilina (Amp) y
cloranfenicol (Cm).

Clonacion de las secuencias sintéticas AmilCP y JuniperGFP en el plasmido pGEM®-T Easy
Vector

Se realizo el disefio bioinformatico (realizado por el Dr. Bernardo Franco Barcenas) 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 reaccion
de 50 uL, en las siguientes condiciones de PCR: 94 °C por 3 min, 34 ciclos de 94 °C por 30 s,
alineamiento 55 °C por 30 s, y 72 °C por 1.5 min; finalmente, 1 ciclo de 5 min a 72 °C y 4 °C 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 realiz6 la clonacion de los fragmentos
purificados por gel, en el plasmido de clonacion pGEM®-T Easy Vector (Promega).

Digestion de los plasmidos pEXT20 y pACT3, y ligacion con las secuencias JuniperAmilC y
AmilCJuniper

Se realizo6 la digestion del plasmido pEXT20 y una digestion parcial del plasmido pACT3 [12, 13,
14], que se usaran como esqueletos de los plasmidos reporteros, con la enzima Sspl (NEB). Al
realizar la digestion en ambos plasmidos se eliminan los siguientes elementos: el sitio multiple de
clonacion (MCS), el terminador T2 y el promotor hibrido tac. Los plasmidos digeridos fueron
purificados por gel de agarosa y se ligaron con las secuencias JuniperAmilC y AmilClJuniper,
empleando la enzima T4 DNA ligasa (Promega).

Amplificacion de los promotores FabA, KatG, RecA y DnaK

Se llevo acabo la amplificacion con GoTaq 1X Green master mix (Promega) de los promotores
FabA, KatG, RecA y DnaK, utilizando DNA gendmico de E. coli como DNA molde. Se uso6 los
oligos iniciadores 3-10 mostrados en la tabla 1, en un volumen total de reaccion de 20 uL, en las
siguientes condiciones de PCR: 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, alineamiento 50 °C
por 30 s,y 72 °C por 1 min; finalmente, 1 ciclo de 5 min a 72 °C y 4 °C para finalizar el programa.
Los amplicones fueron purificados por gel de agarosa.

Tabla 1. Oligonucledtidos iniciadores empleados.

Numero del

. Nombre del . Tamaiio del
oligo Lo Secuencia (5°—3’) A
.. oligo iniciador amplicén (pb)
iniciador
1 Juniper Fw acgatataagttgtaCCCCGAAAAGTGCCACCT 1819 (JuniperAmilC)
2 Juniper Rv ctetattatittcgagatGTTCTGAGGTCATTACTGGTATAAACG 1816 (AmilCJuniper)
3 FabA Fw Clal ~ CCTTATCGATCATGGCCATTACGTTGGC (promotor FabA)
4 FabA Rv Xhol =~ CCTTCTCGAGCATGTTCTCTGTAAGCCTTATTTTATT 109
5 KatG Fw Clal ~ CCTTATCGATGAAATGAGGGCGGGAAAA (promotor KatG)
6 KatG_Rv Xhol =~ CCTTCTCGAGCATCAATGTGCTCCCCTCTAC 264
7 RecA Fw Clal ~ CCTTATCGATAGAGAAGCCTGTCGGCAC (promotor RecA)
8 RecA Rv Xhol  CCTTCTCGAGCATTTTTACTCCTGTCATGCCG 243
9 DnaK_Fw Clal  CCTTATCGATAAAAGCACAAAAAATTTTTGCATC (promotor DnaK)
10 DnaK_Rv Xhol = CCTTCTCGAGCATCTAAACGTCTCCACTATATATTCG 183
Resultados

En la figura 1A, se puede observar las secuencias reporteras JuniperAmilC y AmilClJuniper, cada
una de las cuales consta de dos genes, uno que codifica para la cromoproteina azul AmilC y otro
que codifica para la cromofluoroproteina JuniperGFP. La cromoproteina AmilC es producida de
manera natural por la anémona Acropora millepora, la cual tiene un maximo de excitacion a 588
nm, produciendo una coloracion azul/purpura visible a simple vista, por lo que no requiere de
instrumentos para ser observada [10]. La cromofluoroproteina JuniperGFP es una proteina
quimérica de 237 aminoacidos (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 maximo de excitacion y de emision de 508 nm y 521 nm,
respectivamente [11]. Entre ambos genes de las secuencias reporteras JuniperAmilC y
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AmilClJuniper hay un terminador fuerte, razon por la cual en un principio sélo se expresa el primer
gen del extremo 5° 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 AmilCluniper,
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 algun
dafio celular (KatG, RecA, DnaK y FabA) el cual ahora activa la expresion del segundo gen. Con
esto se generan plasmidos reporteros cualitativos (gen reportero AmilC) y cuantitativos (gen
reportero JuniperGFP).

Estas secuencias reporteras se clonaron en el plasmido pGEM® T-Easy Vector, observandose 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).
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Figura 1. Clonacion de las secuencias reporteras en el plasmido de clonacion pGEM® T- Easy
Vector. A) Secuencias sintéticas JuniperAmilC (1819 pb) y AmilCJuniper (1816 pb), B) Plasmido de
clonacion pGEM, C) Izquierda. Clona de E. coli que contiene el plasmido pGEM-
AmilCJuniper(morada). Derecha. Clona de E. coli que contiene el plasmido pGEM-JuniperAmilC en
presencia de luz visible (amarilla) y luz UV (verde fluorescente).

Debido a que los plasmidos de expresion pEXT20 y pACT3 se encuantran libre de patente, éstos
se emplearon como esqueletos de los plasmidos reporteros (figura 2). Ademas, cada uno presenta
diferente casete de resistencia y distinto numero de copias. Se realizé la digestion de cada plasmido
con la enzima Sspl y posteriormente se ligo6 cada secuencia reportera con cada uno de los plasmidos
ya digeridos (figura 2B).

65



Por otra parte, se amplifico y purifico por gel los promotores inducibles ante algiin dafio celular
(figura 2C).
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Figura 2. Empleo de los plasmidos pEXT20 y pACT3 como esqueletos de los plasmidos reporteros.
A) Plasmidos pEXT20 (40 copias) y pACT3 (11 copias). B) Digestion del plasmido pEXT20 con la
enzima Sspl y posterior ligacion con JuniperAmilC para la construccion del plasmido reportero
cualitativo. C) amplificacion y purificacion 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), asi como ligar estas secuencias con los plasmidos
pEXT20 y pACT3. Lo que falta por realizar es sustituir el primer gen de cada secuencia reportera
por los promotores inducibles ante algiin dafio celular, y asi generar los plasmidos reporteros
basados en los genes AmilC o JuniperGFP. Una vez teniendo las construcciones de los plasmidos
reporteros se introduciran 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
bioldgico de un nuevo farmaco o compuesto en una célula, asi 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 infeccion 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 patogénico se vincula con moléculas que participan directa e indirectamente
denominadas factores y determinantes de virulencia, respectivamente. Miembros de las familias
AIG y Rab son moléculas que se ha sugerido participan como determinantes de virulencia. En el
presente trabajo se compar6 la expresion de los genes ehaigl y ehrab8 en cepas de diferente
virulencia cultivadas en presencia de bacterias y con déficit nutricional. La expresion del gen
ehaigl disminuy¢ significativamente en cepas cultivadas con bacterias y fue afectada por el déficit
nutricional. La expresion del gen ehrab8 en cepas virulentas disminuyo en presencia de bacterias
y aumento con el déficit nutricional. Esta es la primera evidencia donde se muestra que la expresion
de los genes ehaigl y ehrab$ se expresan diferencialmente bajo diferentes condiciones de cultivo,
lo cual permitird iniciar estudios sobre su regulacion en el proceso adaptativo a diferentes
condiciones de cultivo.

Palabras clave: Entamoeba histolytica, Determinante de virulencia,; Interaccion Amiba-bacteria;
Rabs; AIGs

Introduccion

AMIBIASIS

La amibiasis es una infeccion intestinal o extraintestinal provocada por Entamoeba histolytica. Es
considera un problema de salud publica, siendo causante de aproximadamente 48 millones de casos
y de 70-100 mil muertes al afio, presentdndose con mayor frecuencia en paises en vias 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 trofozoito que es la forma invasiva. El ciclo de vida de E. histolytica
comienza con el consumo de quistes maduros a través de agua y alimentos contaminados, los cuales
viajan por el sistema digestivo hasta llegar a la porcion terminal del ileon, donde se desenquistan
y se liberan los trofozoitos, los cuales migran al colon, donde pueden permanecer como comensales
o invadir la mucosa intestinal. Los trofozoitos presentes en el colon bajo ciertas condiciones forman
un quiste tetranucleado, completando asi su ciclo de vida [2]. Aunque la mayoria de las infecciones
son asintomaticas, en las infecciones intestinales se puede presentar disenteria, colitis fulminante,
apendicitis amibiana y el ameboma del colon como las manifestaciones mas severas. De la
amibiasis extraintestinal la complicacion mas comun es el absceso hepatico amibiano [3]. El
diagnostico tradicional es la demostracion 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 proteinas que pueden producir dafio a las células de hospedero son denominadas
factores de virulencia. Dentro de esta clasificacion se encuentran las lectinas especificas que
interactiian con las moléculas de la superficie de células blanco para lograr la adhesion a la célula,
el amebaporo el cual genera poros y causa lisis celular y las cistein proteasas relacionadas con la
degradacion de la matriz extracelular [5].

Las moléculas indirectamente involucradas en el proceso patogénico son denominadas
determinantes de virulencia, las cuales tienen relacion en la regulacion de expresion de factores de
virulencia, proteger al parasito durante el proceso infectivo o conferir alta plasticidad metabolica
favoreciendo su adaptacion y supervivencia ante factores del hospedero [6]. Entre las moléculas
candidatas como determinantes de virulencia se encuentran las esfingomielinasas, AIGs y Rabs.
Las proteinas AIG1 son pequefias GTPasas, identificadas originalmente en plantas, donde se les
relaciona con resistencia a infecciones bacterianas y en la respuesta al estrés. En E. histolytica las
proteinas AIG1 son codificadas por una familia de genes [7] y se expresan diferencialmente en
cepas de diferente virulencia [8]. Las Rab GTPasas constituyen el méas amplio grupo de las
GTPasas pequeinas dentro de E. histolytica y han sido caracterizadas por la funcion 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 célula para su traduccion a proteina [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 podria contribuir a la expresion patogénica de otros
microorganismos, en particular sobre la virulencia de E. histolytica [12]. Se ha demostrado que la
interaccion de bacterias especificas con trofozoitos de E. histolytica modula la virulencia de este
parasito [13]. El déficit nutricional también podria relacionarse con la expresion de genes
involucrados en la virulencia de E. histolytica.

En el presente trabajo se pretende evaluar la expresion de genes descritos como determinantes de
virulencia en diferentes cepas de E. histolytica y el efecto del cultivo con bacterias y en estrés
nutricional.

Metodologia

Crecimiento de E. histolytica en cultivo monoxénico con E. coli y con bajo déficit nutricional.

Se cultivaron trofozoitos de E. histolytica en medio TYI-S-33 en condiciones axenicas y en
presencia de E. coli en cultivo monoxénico. Los trofozoitos de la cepa virulenta HM1 y la no
virulenta UG10 se sometieron a estrés nutricional al cultivarlas en 80% de suero.

Extraccion y purificacion de ARN y sintesis de cDNA.

Se obtuvo RNA total de amibas cultivadas bajo las siguientes condiciones de cultivo: axenica,
monoxénica, 100% de suero y 80% de suero. E1 RNA se obtuvo utilizando el reactivo Trizol (Sigma)
y el RNA obtenido se tratd6 con DNasa.

La sintesis de cDNA se realizo utilizando la enzima transcriptasa reversa y oligo (dT) usando el
sistema Superscript II (Invitrogen).
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PCR. El cDNA sintetizado se utiliz6 como templado para la amplificacion del gen EARab8, EhAIG
y GAPDH (control) empleando el kit GoTaq Green Master Mix (Promega) y pares de
oligonucledtidos especificos para cada gen.

Resultados

De los trofozoitos cultivados bajo las condiciones previamente mencionadas se realizo la
extraccion y purificacion 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 gendmico se realizo una PCR
para amplificar un fragmento del gen ehgapdh que es de expresion constitutiva, utilizando como
templado el RNA obtenido y como control positivo el cDNA de la cepa HM1, donde solo se gener6
amplificacion en el carril positivo como se muestra en la Figura 2, por lo que el RNA es de buena
calidad y libre de contaminacion de DNA genomico para la sintesis del cDNA.
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Figura 1. RNA total de E. histolytica cultivada

bajo diferentes condiciones. Se separé en un gel
de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Figura 2. RNA libre de gADN. Amplificacion del gen

1, Axénica (HMI); 2, Monoxénica (HMI); 3, Ehga{)dh de expresion cons.titutiva en E. histolytica. 1-
100% suero (UG10); 4, 80% suero (UGI0). Axénica (HM1), 2-Monoxénica (HM1), 3-cDNA HM1, 4-

100% suero (UG10), 5-80% suero (UG10), M-Marcador
de tamario en pares de bases RNA total de E. histolytica
cultivada bajo diferentes condiciones.

A partir del RNA purificado se realizd la sintesis del cDNA, el cual se us6 como templado para la
amplificacion por PCR de un fragmento del gen ehgapdh de expresion constitutiva. También se
incluyeron otros cDNAs sintetizados previamente en el laboratorio de amibas polixénicas y
reaxenizadas. En la Figura 3 se presenta la amplificacion del fragmento del gen ehgapdh para todas
las muestras y con niveles de expresion similares.
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Figura 3. Amplificacion de gen Ehgapdh utilizado como templado los cDNA obtenidos (1-4). 1-Axénica(HM1),
2-Monoxénica(HM1), 3- 100% suero(UG10), 4-80% suero(UG10), 5-Polixénica, 6-Reaxénisada, 7- 60% suero,
8-60%peptona, M-Marcador de tamario en pares de bases. RNA total de E. histolytica cultivada bajo diferentes
condiciones.
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Se evalud la expresion del gen ehaig relacionado con la virulencia de E. histolytica en las
cepas de alta virulencia HM1 en las condiciones axénica, monoxénica, polixénica, 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 mas relevante en donde la expresion del gen ehaig
disminuye drasticamente en la cepa monoxénica y polixénica con respecto a la cepa axénica
de la cual se derivaron. El déficit de suero no afecta su expresion, mientras que el déficit de
peptona aumenta su expresion en la cepa polixénica. Los resultados obtenidos durante la
interaccion con bacterias contrastan con lo reportado en plantas, donde aumenta su expresion
frente al dafio con bacterias. Es de interés evaluar la expresion del gen ehaig en diferentes
condiciones de interaccion con varios tipos de bacterias.
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Figura 4. Amplificacion de gen aig. Se corrié en un gel de agarosa al 1.5%. 1-Axénica (HMI), 2-
Monoxénica(HM1), 3- 100% suero(UG10), 4-80% suero(UG10), 5-Polixénica, 6-Reaxénisada, 7- 60%suero,
8- 60%peptona, M-Marcador de tamariio en pares de bases.

Se evalud la expresion 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 expresion
disminuye en cultivos monoxénicos y polixénicos y aumenta en cultivos polixénicos
sometidos a un déficit nutricional de suero o peptona.
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Figura 5. Amplificacion del gen ehrab8. Se corrio en un gel de agarosa al 1.5%. 1-Axénica(HMI), 2-
Polixénica, 3-Reaxénisada, 4- 60% suero, 5-60% peptona, M-Marcador de tamaiio en pares de bases
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Conclusiones

Trofozoitos de E. histolytica cultivados con bacterias presentan una disminucion significativa
de la expresion del gen ehaigl. El estrés nutricional con suero o peptona aumenta la expresion
de los genes ehaigl y ehrab8 en la cepa virulenta, pero no en la virulenta. La expresion del
gen ehaigl se ve relacionado con el tiempo de infeccion al disminuir su expresion en mayor
tiempo se encuentre la interaccion con bacterias.
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Resumen

Este trabajo muestra la evaluacion del desempeiio de un frigobar comercial mediante el
analisis térmico y eléctrico de sus 7 niveles de enfriamiento. Mediciones de temperatura y
corriente eléctrica fueron realizadas y obtenidas con un sistema de adquisicion de datos que
colecta los resultados en una computadora. Se encontré que cumple con los valores del
coeficiente de desempefio (COP) normales para un sistema de refrigeracion y las
temperaturas adecuadas para la conservacion de alimentos. La informacion experimental
obtenida en el presente proyecto serd utilizada para el desarrollo de modelos analiticos y
numéricos para predecir el comportamiento de refrigeradores.

Palabras clave: Refrigeracion;, Compresion de vapor, COP; Comportamiento térmico.

Introduccion

La revista ABC.es economia muestra la relacion de los aparatos electrodomésticos que mas
energia consumen, quedando el refrigerador en el porcentaje mas alto con un 30.6% del
consumo total, los datos se obtuvieron a partir de estudios realizados por el Instituto para la
Diversificacion y Ahorro de Energia (IDAE) [1]. Secretaria de energia (SENER), reporto los
porcentajes de consumo energético de equipos de uso residencial, quedando nuevamente en
el valor mas alto el refrigerador con un 39% [2].

El uso del refrigerador influye en uno de los problemas mas grandes del planeta: el deterioro
del medio ambiente debido al elevado consumo de energia de estos equipos. Las mas
utilizadas son las energias fosiles que producen didéxido de carbono en su combustion, el cual
se esta acumulando en la atmdsfera generando el calentamiento global. Ademas, durante afios
estos aparatos han utilizado clorofluorocarbonos (CFC), compuestos que generan la
disminucion de la capa de ozono.

El analisis de los sistemas de refrigeracion representa una herramienta muy valiosa, ya que
ayuda a comprender su comportamiento y de esta manera mejorar el desempefio de los
equipos, identificar fallas, disefiar para mejorar el rendimiento, etc. Actualmente existen
varios trabajos de diferentes autores que han realizado anélisis de sistemas de refrigeracion,
ya sean simulaciones, modelos analiticos, comparaciones, etc. Zsembinszki et al. [3]
desarrollaron una novedosa metodologia para modelar un simple sistema de refrigeracion por
compresion que es capaz de detectar el malfuncionamiento de un sistema. Xu et al. [4]
realizaron un método tedrico de optimizacion global de un sistema de refrigeracion por
compresion de vapor (RCV). Xing et al. [5] evaluaron el desempeiio de un eyector en un
ciclo de RCV, dando como resultado un mejor desempefio. Dalkilic et al. [6] hace la
comparacion del desempefio de un sistema RCV con diferentes refrigerantes.
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El ciclo de refrigeracion por compresion de vapor es ampliamente utilizado en los sistemas
de refrigeracion. Incluye principalmente 4 componentes: evaporador, compresor,
condensador y valvula de expansion (Figura 1a). A grandes rasgos, el ciclo RCV consiste en
que el refrigerante entra al compresor como vapor a baja presion y temperatura, y sale de éste
como vapor pero a alta presion y temperatura, posteriormente ingresa al condensador para
salir completamente liquido debido al calor extraido, después entra a la valvula de expansion
la cual le disminuye la presion y el refrigerante se evapora parcialmente por lo que sale de
ésta como mezcla liquido-vapor (L-V) a baja presion y temperatura, para finalmente ingresar
al evaporador donde removera el calor del espacio refrigerado y se evaporard nuevamente el
refrigerante para entrar al compresor y repetir el ciclo (Figura 1b).
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Figura 1.a) Esquema de los equipos y b) Diagrama P-h para el ciclo RCYV.

Este trabajo se enfoca en el andlisis térmico y eléctrico de un sistema de refrigeracion RCV
a los 7 niveles de operacion para poder evaluar su desempefio real, ademas de que esta
informacion podria ser empleada posteriormente para el desarrollo de modelos tedricos que
permitan predecir el comportamiento de refrigeradores, ya que como se menciond
anteriormente, son ampliamente utilizados y su consumo de energia es muy alto, generando
indirectamente un dafo al ambiente.

Metodologia
Se evalud el frigobar comercial de la marca "Dometic Coolmatic" y modelo "CR-0065E"
(Figura 2). Las caracteristicas del frigobar se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del frigobar RCV.

Caracteristicas RCV
Refrigerante R134a
Capacidad (L) 64
Congelador (L) 7.2
Dimensiones externas: 0.448x0.525x0.545
AlturaxAnchuraxProfundidad (m)

Voltaje a CD (V) 12
Voltaje a CA (V) 120
Rango de Temperaturas en el 10°C a 0°C
espacio refrigerado

Rango de temperaturas en el 0°C a -18°C
congelador.
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Figura 2. Fotografias del frigobar comercial.

1. Evaluacion térmica.

Mediciones de temperaturas dentro del equipo y ambiente a lo largo del tiempo de operacion
fueron obtenidos mediante un sistema de adquisicion de datos NI-CRio 9030 Compac RIO
del fabricante National Instruments® con el modulo NI-9213, el cual tiene 16 canales para
medir temperaturas con diferentes termopares y con una precision de hasta +0.03°C. El
software que se utilizd6 fue LabView version 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 simultdneamente para cada uno de los
7 niveles de enfriamiento con un mismo tiempo de operacion.

Figura 3. Modelo 3D del frigobar comercial elaborado en Autocad.
2. Evaluacion eléctrica.
Los datos de corriente eléctrica a lo largo del tiempo de operacion fueron medidos mediante
un multimetro profesional RMS auto rango con interfaz USB (MUL 630). El software
empleado fue DMM del mismo multimetro.
Se instald primeramente el programa a una computadora (laptop Hp), el multimetro se
conecto al cable de corriente eléctrica del frigobar. Una vez realizado lo anterior, se programo
dicho multimetro para la recoleccion de datos de corriente eléctrica (CA) en A, con una
velocidad de 5 muestras por minuto ya que el mismo equipo tenia frecuencias de muestreo
mas altas que el de temperatura. El experimento comenzaba cuando se conectaba el cable al
frigobar debido a que éste empezaba a trabajar. Unicamente se trabajo con CA.

3. Ecuaciones.
Primeramente, se calcul6 la potencia mediante la Ec. (1):

P=VI M
donde P es la potencia eléctrica en W, V es el voltaje de CA con un valor de 120V e I es la
corriente que se midi6 con el multimetro en mA.

Los valores de COP se obtuvieron mediante la Ec. (2):
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donde Q es el calor extraido del espacio refrigerado en kW y W es la potencia eléctrica
calculada anteriormente en kW.

El valor de Q se calcul6 con la Ec. (3), para el congelador, el espacio refrigerado debajo del
congelador y el espacio refrigerado total en un intervalo de Smin:

donde m es la masa del aire en kg, Cv es la capacidad calorifica del aire a temperatura
ambiente en kJ/kg*K [7] a volumen constante, T es temperatura del aire en K y At es el
intervalo de tiempo (300s).

La masa del aire fue obtenida mediante la Ec. (4):

m = p * Vol “)
donde p es la densidad del aire a temperatura ambiente en kg/m’ y Vol. es el volumen del
congelador (0.0085m”), de la parte del espacio refrigerado (0.0465m’) o el espacio completo
(0.0715m3) segun sea el caso.

Resultados

Los resultados de temperatura, potencia y COP que se muestran en las Figuras 4, 5y 6
corresponden a los niveles 1, 4 y 7, es decir, primero, intermedio y final, ya que son los
niveles que muestran cambios representativos.
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Figura 4. Grdficas Potencia-Temperatura vs tiempo y COP vs tiempo del nivel 1.
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La primera grafica de estas figuras demuestra la congruencia existente entre el
comportamiento térmico y eléctrico del frigobar, por ejemplo, cuando alcanza la temperatura
mas baja del nivel de operacion, el equipo se apaga y el valor de la potencia disminuye
dréasticamente. Cabe destacar que dichas graficas también son prueba de que incluso cuando
el equipo se encuentra apagado, la energia se continlia consumiendo, solo que en menores
cantidades. Ademads, las temperaturas se dividen en 3 grupos, lo cual concuerda con su
ubicacion dentro del equipo, ya que los dos termopares que alcanzan las temperaturas mas
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 mas bajas son los del piso (T3), el techo (T2) y el fondo del
congelador (T6), donde se podria asegurar que se encuentra ubicado el evaporador.

La gréfica de la derecha en las Figuras 4, 5 y 6, muestra el comportamiento del COP con
respecto al tiempo de operacion. Si se comparan las dos graficas de cada figura, el COP
también coincide en cuanto a sus cambios significativos, solo que éste se eleva cuando el
equipo se apaga, dejando en claro que su comportamiento es inverso al de la potencia.
Ademas, efectivamente a niveles mas altos, la potencia de refrigeracion 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 comparacién de los primeros niveles.

En cuanto al desempefio, 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 todavia 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 sefialar que €stos varian dependiendo de las caracteristicas del refrigerador.

Con respecto a las temperaturas que alcanza, es importante destacar que cumple con las
necesarias, por lo menos, para la preservacion de los alimentos desde el nivel 1, como por
ejemplo el pescado o la carne que ocupan de 0-3°C hasta algunas frutas como la sandia de
10-15°C [9,10].

Conclusiones

La evaluacion térmica y eléctrica realizada permitio llevar a cabo un adecuado analisis del
desempefio real del frigobar comercial, en sus 7 niveles de enfriamiento a un tiempo de
operacion de 280 minutos por nivel, mediante el calculo del COP y/o la comparacion de las
temperaturas del refrigerador y a las que debe trabajar. Ademas de permitir la ubicacion 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 observo que el equipo funciona adecuadamente,
ya que cumple con los valores normales del COP para refrigeradores, con las temperaturas
necesarias para la conservacion de alimentos y es posible ubicar el evaporador por la visible
separacion de las temperaturas registradas por los termopares. El siguiente paso es el empleo
de esta informacion para el desarrollo de modelos analiticos y/o numéricos para la prediccion
del comportamiento de los refrigeradores.
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Resumen

La decodificacion de la informacién genética que lleva a cabo la RNA polimerasa se
encuentra sujeta a un alto nivel de regulacion. En bacterias, los factores sigma, Nus y Gre
juegan un papel central modulando el inicio, la elongacion y/o la terminacion de la
transcripcion. Estudios de estructura/funcion han permitido identificar en proteinas de la
familia Nus los dominios N-terminal (NTD) y C-terminal (CTD) involucrados en eficientar
procesos de elongacion y/o terminacion extrinseca de la RNA polimerasa. En E. coli NusA
fue involucrada en regular los procesos de mutacion adaptativa; sin embargo, una mutante
de B. subtilis deficiente en dicho gen no mostr6 un efecto en dicho proceso. Ademas 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 hipotesis en el presente trabajo se utilizé una estrategia
molecular para generar una mutante deficiente en NusG. Para tal fin, se amplificé por PCR
un fragmento de 220 pb del marco de lectura abierto de nusG, dicho fragmento se clon6 en
el vector integrativo pMUTIN-4cat, el cual confiere resistencia a cloranfenicol (Cm) en B.
subtilis. Dicha construccion se introdujo por transformacion a células competentes de la cepa
B. subtilis YB955 (hisC952, metBS5, leuC425). Se seleccionaron colonias resistentes a Cm,
se purifico su DNA gendmico y utilizando oligonucleétidos especificos se corrobord
mediante PCR la correcta interrupcion del gen nusG. En conclusion, siguiendo esta estrategia
se logro obtener una mutante de B. subtilis deficiente en nusG.

Palabras clave: Bacillus subtilis; RNA polimerasa; Factores de transcripcion; nusG.

Introduccion

La transcripcion es un proceso fundamental en la biologia de cualquier ser vivo y las RNA
polimerasas son las enzimas encargadas de mediar este proceso. Las subunidades cataliticas
de estas enzimas guardan una estrecha relacion en términos de composicion, arquitectura y
funciones relacionadas con la iniciacion de la transcripcion, 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 funcion de distintos factores de transcripcion que se
asocian a la RNA polimerasa para modular la expresion genética. En Bacillus subtilis se han
descrito 7 diferentes factores de transcripcion, cuatro de los cudles pertenecen a la familia de
proteinas Nus (NusA, NusB, NusE, NusG), inicialmente descubiertas por su papel en la
formacion de complejos resistentes a la terminacion durante la trascripcion del fago A [2].
El gen nusG de Bacillus subtilis de 531 pb codifica para una proteina de 177 aminoécidos.
Se conoce al interactiia con el factor de terminacién Rho y la RNA polimerasa NusG actua
como un factor de elongacién transcripcional en esta bacteria [3]. A diferencia de E. coli,
NusG no se considera esencial para el crecimiento de B. subtilis. Los analisis 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 expresion génica, afectando la
procesividad de la transcripcion o participando en la traduccion del RNA o reclutando
factores de terminacion [5].

Con el proposito de conocer un posible rol de NusG en modular los procesos mutagénicos
asociados a la transcripcion, en el presente estudio se realizO una construccion para
interrumpir el gen nusG de B. subtilis.

Metodologia

Cepas bacterianas
A continuacion, se describen las cepas que fueron empleadas en este estudio:

Tabla 1. Cepas bacterianas

NOMBRE DESCRIPCION REFERENCIA
PERM1016  B. subtilis YB955 (hisC952, metBS5, leuC425) Cepario del laboratorio
de Mario Pedraza
Reyes
PERM100 E. coli DH5a. Cepario del laboratorio
de Mario Pedraza
Reyes
PERM1149  E. coli DHS5a conteniendo el plasmido pMUTIN4 al cual se le  Cepario del laboratorio
cambio el casete de resistencia de Eri® a Cm®. de Mario Pedraza
Reyes
PERM1601  E. coli DH5a conteniendo el vector pJET1.2/blunt mas un Este estudio

fragmento interno del gen nusG de ~220 pb con los sitios de corte
para EcoRI y BamHI. AmpR.
PERM1605  E. coli DH5a conteniendo el plasmido pMUTIN4-cat (~7641pb) Este estudio
mas un fragmento interno de ~220 pb del gen nusG de B. subtilis
con los sitios de restriccion EcoRI y BamHI. Cm®.

Para realizar la clonacion y posterior construccion que permiti6 la interrupcion del gen nusG
se utilizaron los vectores pJET 1.2/blunt y pMUTIN4-cat respectivamente.

Tabla 2. Plasmidos

PLASMIDO DESCRIPCION REFERENCIA

pJET1.2/blunt  Vector de clonacion con el casete de resistencia a Amp" Thermo Fischer Scientific

PERM1149 E. coli DH5a conteniendo el plasmido pMUTIN4-cat. Cm"® del laboratorio de Mario Pedraza
Reyes

Condiciones para la propagacion de las cepas bacterianas

Para el crecimiento de B. subtilis y E. coli se utilizé el medio de cultivo Luria-Bertani (LB),
que contenia extracto de levadura 0.5%, peptona biotriptasa 1% y NaCl 0.5% (p/v) [6], fue
suplementado con 15 g/l de agar bacterioldgico cuando se requirieron placas con medio
solido.
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Para llevar a B. subtilis al estado fisioldgico de competencia se utilizaron los medios, GMI
que contiene sales Spizizen [(NH4)>SO4 al 0.2%, K;HPOy4 al 1.4%, KH,POy4 al 0.6%, citrato
de sodio dihidratado al 0.1% y MgS04.7H,0 al 0.02%], glucosa al 0.5%, extracto de levadura
al 0.1% y casaminodcidos al 0.02% (p/v); y GMII, medio GMI suplementado con CaCl, 0.5
mM y MgCl, 2.5 mM [8]. La densidad optica (DO) de los cultivos liquidos se determin6 a
590 nm; cuando se requirid, los medios utilizados fueron suplementados con cloranfenicol
(5 pg/ml) o ampicilina (100 pg/ml).

Clonacion y extraccion de ADN plasmidico.

Utilizando el kit pJET 1.2/blunt de ThemoFischer Scientific se realizé la clonacion de un
fragmento de una region interna del ORF del gen nusG de ~220 pb en células competentes
de E. coli DH5a. Las colonias transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a
ampicilina y posteriormente se hizo un analisis por minipreparaciones el cual consistio en la
extraccion de DNA plasmidico mediante el método de lisis alcalina [7]. La corroboracion de
la construccion pPERM11601 fue realizada mediante analisis de restriccion utilizando las
enzimas EcoRI y BamHI. Posteriormente, en el vector integrativo pMUTIN4-cat se llevo a
cabo la clonacion del fragmento de ~220 pb del gen nusG.

Transformacion de B. subtilis.

La construccion pPERM1605 fue utilizada para transformar células competentes de Bacillus
subtilis 'YB955. Las colonias transformantes se seleccionaron por su resistencia a
cloranfenicol y posteriormente se realizo la extraccion de DNA gendémico para caracterizar
molecular la mutante obtenida mediante la técnica de PCR.

Resultados

Clonacion del gen nusG

Se aislo el DNA gendémico de la cepa silvestre B. subtilis YB955 (PERM1016) que sirvio
como molde en la técnica de PCR para poder amplificar de manera in vitro un fragmento
interno del marco de lectura abierto del gen nusG de ~220 pb. Los oligonucleo6tidos 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 amplificacion 6ptima del fragmento de interés se utilizé un
gradiente de temperatura en la etapa de alineamiento. Siguiendo esta estrategia se obtuvo una
unica banda de ~220 pb a una temperatura de hibridacion 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 fusion el cual se muestra en el carril 2 en el lado derecho de la Figura 1.
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Figura 1. Andlisis electroforético 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 unica banda. Del
lado derecho se observa la amplificacion de ~220 pb del fragmento interno del gen nusG a la temperatura
optima de 67.3°C.

Disefio de una construccion génica para obtener una mutante nula en el gen nusG

En el vector de mantenimiento pJET1.2/blunt se llevd a cabo la ligacion del fragmento
purificado de nusG. Se transformaron células competentes de E. coli DH5a con los productos
de esta ligacion, posteriormente las transformantes se seleccionaron por su resistencia a
ampicilina, las cuales fueron analizadas mediante restriccion de mini-preparaciones de ADN
plasmidico, con las enzimas EcoRI y BamHI, se corrobord que dos de tres clonas contenian
el fragmento de ~220 pb clonado en el vector pJET1.2/blunt (Figura 2).

1 2 3 4

3000 —

2000
1650

<€— ~2974 pb
pJET 1.2/blunt

1000
850

300
200
100

«<— ~220 pb
nusG

Figura 2. Analisis de restriccion para corroborar la correcta liberacion del gen nusG y el plasmido
PJET1.2/blunt. Carril I MPM, carril 2 y 3 muestran las clonas de E. coli DH5a. que dieron positivo para la

clonacion. En el carril 4 se observa una clona negativa, la cual no mostro el patron de bandas esperado.

Para generar una construccion capaz de interrumpir el gen nusG en B. subtilis se utilizo el
vector integrativo pMUTIN4-cat linearizado con las enzimas EcoRI y BamHI. El fragmento
de ~220 pb liberado del plasmido pPERM 1601 se ligd en el vector pMUTIN4-cat linearizado.
Los productos de la ligacion se transformaron en células competentes de E. coli DH5a, las
colonias transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a cloranfenicol. Se procedié
con la extraccion de DNA plasmidico de varias colonias transformantes las cuales se
sujetaron a andlisis por restriccion con las enzimas EcoRI y BamHI.

El patrén de bandeo mostrado en el gel de agarosa al 1% de la Figura 3 corrobora la obtencion
de la construccion de interés.
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Figura 3. Analisis de restriccion para corroborar la correcta liberacion del vector e inserto en E. coli DH5a.
Carril 1 MPM; carril 2 vector linearizado, carril 3 al 5 clonas positivas que liberan el vector e inserto.

Transformacion e interrupcion del gen nusG de Bacillus subtilis

La construccion pPERM1605 se introdujo por transformacion a células competentes de B.
subtilis YB955 y por medio de un evento de recombinacion homdloga sencilla se logro la
correcta interrupcion de gen nusG en el genoma de B. subtilis. Las colonias transformantes
se seleccionaron por su resistencia a cloranfenicol. Posteriormente se purifico su ADN
gendmico y se realizo la caracterizacion molecular mediante la técnica de PCR (Figura 4).

et L R ~853pb
nusG-lacZ

Figura 4. Caracterizacion molecular de la mutante AnusG por medio de la técnica de PCR. Carril 1 MPM;
carril 2 control positivo (construccion pPERM1605); carriles 3 y 4 clonas positivas que amplifican el
fragmento esperado de 853 pb).

Conclusiones

Mediante el uso de la tecnologia del DNA recombinante se disefid una construccioén para
interrumpir el gen nusG del fondo genético Bacillus subtilis YB955. Ademas, se generd y
caracterizd molecularmente una mutante nula en el gen nusG de la cepa B subtilis YB9S5S.
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Resumen

Mfd es una proteina multifuncional que ademas de jugar un papel central en el acoplamiento
de las maquinarias de transcripcion y reparacion del ADN, participa en modular procesos
mutagénicos asociados a la transcripcion en células de Bacillus subtilis sujetas a estrés
nutricional. Para conocer los detalles bioquimicos de este fendmeno es necesario montar un
sistema de transcripcion in vitro con preparaciones puras de Mfd. Con el proposito de cumplir
este objetivo, mediante la técnica de PCR se amplifico el marco de lectura abierto (ORF) de
mfd de B. subtilis y posteriormente se clon6 en el vector de expresion pET28b; dicho vector,
ademads de dirigir la expresion del mfd, anade al producto obtenido una etiqueta de 6
histidinas (Hisg). La construccion obtenida (pET28b-hiss-mfd) se introdujo a células
competentes de Escherichia coli; se selecciond una colonia transformante y se corrobord
mediante andlisis de restriccion de mini preparaciones de ADN que esta portara la
construccion de interés. Los experimentos actuales analizan la capacidad de esta cepa
recombinante de inducir la expresion de mfd y generar cantidades exacerbadas de la proteina
recombinante His¢-Mfd. En conclusion se obtuvo una cepa recombinante para sobreexpresar
heter6logamente el gen mfd de B. subtilis.

Trabajo financiado por CONACYT (Subsidios: 205744 and 221231) y UGTO (Subsidios:
936-2016 and 1090-2016).

Palabras clave: Bacillus subtilis; Mfd; expresion heterologa

Introduccion

Mfd (mutation frequency decline) es un gen que codifica para una proteina de
aproximadamente 130 kDa también conocida como Transcription Repair Coupling Factor
(TRCF). En Escherichia coli, produce un rapido decrecimiento en las mutaciones que causan
lesiones al ADN o de obstaculos que bloquean el progreso de la ARN polimerasa (ARNP)
durante la transcripcion [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 proteina 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 s6lo realiza estos
procesos muy bien descritos, sino que también se encuentra involucrada en recombinacion
[4], represion catabodlica del carbono [5] y mas recientemente se ha encontrado que juega un
papel central en modular la transcripcion asociada a la mutagénesis en fase estacionaria [6].
En este mecanismo, Mfd permite al complejo de elongacion de la transcripcion proceder
sobre una lesion del ADN a expensas de generar un ARNm alternativo que podria resultar en
una ventaja para escapar de un crecimiento restringido y de esta forma juega un papel central
en la mutagénesis adaptativa [5, 7]. Por otro lado en células en esporulacion, cuyas
necesidades metabolicas son altamente dependientes de un programa de expresion génica,
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Mfd no sélo previene mutagénesis en los genes que se estdn transcribiendo, también
contribuye a la eficiencia de esporulacion y la supervivencia de la espora. [8]

En 2016 Goémez-Marroquin y colaboradores [9] propusieron un modelo para la produccion
de reversiones en el alelo leuC427 resultando en un fenotipo prototrofico Leu+ en células de
B. subtilis que no se encuentran en replicacion o crecimiento. En este modelo la funcion de
Mfd es requerida para disociar el complejo de elongacion de la transcripcion seguido del
reclutamiento de actividades de escision, sintesis y reparacion del ADN [9]. Esto sugiere que
las lesiones no voluminosas que comprometen la transcripcion son procesadas con
propension al error en células nutricionalmente estresadas a través de la via BER y de la
proteina Mfd.

Para conocer los detalles bioquimicos de este fendmeno es necesario montar un sistema de
transcripcion in vitro con preparaciones puras de Mfd. Con el proposito de cumplir este
objetivo, mediante la técnica de PCR se amplifico el marco de lectura abierto (ORF) de mfd
de B. subtilis y posteriormente se clond en el vector de expresion pET28b; dicho vector,
ademas de dirigir la expresion del mfd, afiade al producto obtenido una etiqueta de 6
histidinas (Hisg). La construccion obtenida (pET28b-hiss-mfd) se introdujo a células
competentes de E. coli; se selecciond una colonia transformante y se corroboré mediante
analisis de restriccion de mini preparaciones de ADN que esta portara la construccion de
interés. Los experimentos actuales analizan la capacidad de esta cepa recombinante de
inducir la expresion de mfd y generar cantidades exacerbadas de la proteina recombinante
Hi56'Mfd.

Metodologia
Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas y plasmidos que se utilizaron en este estudio se listan en las tablas 1, 2 y 3

respectivamente
Tabla 6: Cepas empleadas en este estudio

Cepao

plismido Genotipo o fenotipo Referencia

Coleccion de cepas del
PERM 100 E. coli DH5a laboratorio de M.
Pedraza-Reyes

Coleccion de cepas del
PERM 1325 E. coli DH50. + pET28b Kn® laboratorio de M.
Pedraza-Reyes

E. coli DH5a que contiene la construccion pJET1.2/blunt + ORF

PERM 1579 | del gen mfd de B. subtilis. Con sitios de restriccion BamHI y Sall. Este trabajo
AmpR
PERM 1641 E. coli DH5a que contiene la construccion pET28b-Mfd Este trabajo
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E. coli Rosetta que contiene el plasmido PERM1641, expresa la
PERM1642 proteina Mfd de B. subtilis con una etiqueta de 6 histidinas. Kn®
Cm®

Este trabajo

Tabla 7: Plasmidos utilizados en este estudio

Plasmido Descripcion Referencia

Coleccion de

Vector de expresion para E. cepas del
ET28b .
P coli Kn® laboratorio de M.
Pedraza-Reyes
Th
pJET 1.2 Vector de clonacion; AmpR ermo

Scientific, 2015

Medios de cultivo

Para el crecimiento y propagacion de las diferentes cepas se empled el medio Luria-Bertani
(LB). Cuando se requirié los medios de cultivo se suplementaron con ampicilina (Amp) a
una concentracion final de 100 pg/ml, kanamicina (Kn) a una concentracion final de 50 pg/ml
y Cloranfenicol (Cm) 25 pg/ml.

Técnicas de biologia molecular

La purificacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa de bajo punto de fusion, la
obtencion de ADN plasmidico a pequefia escala (mini-preparaciones), asi como la
preparacion de células competentes y su transformacion con ADN plasmidico se efectud de
acuerdo con los protocolos previamente descritos [10].

Caracterizacién molecular de las cepas transformantes de E. coli

Para corroborar la presencia de la construccion en las colonias una vez que estas fueron
seleccionadas por su resistencia al antibidtico correspondiente, se realizd una reaccion de
restriccion de ADN plasmidico y se comprobd con el tamafio de las bandas obtenidas
mediante electroforésis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Resultados
Amplificacion del gen mfd

Para la amplificacion del fragmento del gen mfd se utiliz6 ADN gendmico aislado de la cepa
B. subtilis 168 y los oligonucleotidos directo, 5’>GCGGATCCGACAACATTCAAACCTT3’
y, reverso 5’CGGTCGACCGTTGATGAAATGGTTTG3’ conteniendo sitios de restriccion
BamHI y Sall, 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 Unica banda con del tamafio esperado; i.e., 3500 pb.
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Figura 1. Amplificacion por PCR de un fragmento de ADN de aprox. 3,500pb del orf Mfd. Se obtuvo ADN
genomico de B. subtilis 168 con el cual se montaron reacciones de PCR. Amplificacion del fragmento de
3,531 pb del gen mfd (carriles 1 y 2). La temperatura de alineamiento utilizada fue de 65° en carriles 1y 2.

Clonacion del gen mfd en el vector pJET1.2/blunt

El producto de PCR del gen mfd obtenido, se purificd en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion y se 1igo en el vector pJET1.2/blunt. Los productos de la ligacion se introdujeron por
transformacion a células competentes de la cepa E. coli DH5a. Se seleccionaron varias
colonias transformantes, se purificd su plasmido y se sujeto a andlisis de restriccion.

Estrategia para sobre-expresar heterologamente al gen mfd de B. subtilis

Para la sobreexpresion del gen mfd se utilizé el plasmido pET28b especifico para expresar
genes en E. coli. Para generar la fusion pET28b-mfd, se extrajo ADN plasmidico de la cepa
E. coli PERM1325 que contiene el vector de expresion pET28b y junto con el plasmido
pPERM1579 fueron cortados con las enzimas BamHI y Sall. Esto linearizo el vector pET28b
generando una banda de 5368 pb y libero 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 fusion. Las muestras obtenidas de dicha purificacion se utilizaron para montar
reacciones de ligacion. Los productos de la ligacion se introdujeron por transformacion en
células competentes de la cepa E. coli DH5a mediante choque térmico siguiendo el protocolo
descrito por Sambrook y col [10]. Se obtuvieron colonias transformantes las cuales fueron
corroboradas mediante andlisis de restriccion de minipreparaciones de ADN para identificar
aquellas que contuvieran la construccion de interés. Estas fueron almacenadas como
PERM1641. Posteriormente la construccion de la cepa PERM1641 se utilizd para
transformar células competentes de E. coli Rosetta para sobre-expresar la proteina Hisg-Mfd

Sobreproduccion de la proteina Hiss-Mfd.

Se inocul6 un cultivo de 50ml de medio LB suplementado con Kn y Cm para cada una de las
diferentes colonias transformantes que contenian la construccion de interés. Se incub6 a 37°C
en hasta alcanzar una DO600nm de 0,5. En este punto se agreg6 al cultivo IPTG a una
concentracion final de ImM y se continu6 la incubacion por 2h bajo las condiciones descritas.
Las colonias mostraron sobre-expresar His6-Mfd como se muestra en los carriles 3,4, 5,6y
7; el tamafio aproximado de la proteina recombinante es de 135kDa. Podemos observar en el
carril nimero 1 el vector pET28b vacio, en el carril nimero 2 la muestra es la misma colonia
transformante del carril nimero 3 sin inducir con IPTG Estos tltimos tomados como
controles negativos de la induccion de hisg-mfd con IPTG
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Figura 2. Andlisis electroforético (SDS-PAGE) de la sobreexpresion y sintesis de la proteina his¢-mfd en
extractos celulares completos de distintas colonias de E. coli portando la construccion pET28b-mfd. EI carril
numero 1 corresponde al vector pET28b sin el orf de mfd, el carril numero 2 muestra a una colonia
transformante sin IPTG. En los carriles 3, 4, 5, 6 y 7 se observa un incremento en la sintesis de la proteina
de interés a un tiempo de induccion de 2 h.

Para proseguir con la purificacion de la proteina mediante cromatografia de afinidad metélica,
se hicieron ensayos para determinar si la proteina se encuentra en la fraccion soluble de la
célula. Luego de inducir la expresion de hisg-mfd con 1 mM de IPTG durante, 2,4 0 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 células se lavaron y resuspendieron en 40 mL de buffer (Tris-HCI 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 centrifugd a 4800 x g,
4°C, durante 45 min y el sobrenadante se analiz6 utilizando un gel de poliacrilamida al 10%.
Los resultados de la Figura 3 demostraron que la produccion de la proteina recombinante
Hisg-Mfd incremento con el tiempo de induccion del cultivo en la fraccion celular soluble.
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Figura 3. Analisis electroforetico (SDS-PAGE) de la sobreexpresion y sintesis de la proteina His6-Mfd en la
fraccion soluble de una cepa de E. coli portando la construccion pET28b-mfd. El ensayo se llevo a cabo a
diferentes tiempos de induccion. En los carriles 1y 2 el tiempo de induccion fue de 6 h, el primer carril con

IPTG y el segundo sin IPTG. Los carriles 3 y 4 muestran la induccion a las 4 horas, con IPTG y sin IPTG
correspondientemente. Para los carriles 5y 6 se observa la induccion a las 2 h con IPTG y sin IPTG
correspondientemente.

Conclusiones
Se obtuvo una cepa recombinante para sobre-expresar heterologamente el gen mfd de B.
subtilis y sobreproducir la proteina Hise-Mfd. Las condiciones 6ptimas de induccion de la
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expresion de mfd fueron determinadas; actualmente, se realizan experimentos para purificar
la proteina Hisc-Mfd.
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Resumen

El biodiésel ha sido considerado como un candidato promisorio para sustituir de manera
parcial al diésel del petroleo. Convencionalmente ha sido producido utilizando materiales
ricos en triglicéridos, tales como aceites vegetales no alimentarios, los cuales representan
alrededor del 60-80% de su costo total de produccion. Debido a esto, los aceites de re-uso
han sido propuestos como una alternativa promisoria y de bajo costo para la obtencion de
este biocombustible, a pesar de contener una gran cantidad de acidos grasos libres. En este
trabajo se presenta el disefio de un proceso de bajo costo para la produccion de biodiésel a
partir de aceite residual de cocina, empleando una etapa de pretratamiento acida seguida de
una transesterificacion con catalizador alcalino en presencia de etanol. Su disefio y analisis
ha sido realizado mediante el simulador comercial Aspen Plus V.8, obteniendo hasta 96% de
conversion hacia biodiésel determinando sus condiciones dptimas de operacion. Asimismo,
se presenta un andlisis de sensibilidad del proceso al variar de manera controlada la
composicion de triglicéridos que conforman la materia prima; para analizar su influencia en
el desempefio del disefio propuesto. Finalmente, los costos totales anuales, el impacto
ambiental y la eficiencia energética del proceso han sido evaluados.

Palabras clave:
Biodiésel, aceite residual, transesterificacion, etanol

Introduccion

Actualmente, los aceites vegetales son utilizados para la obtencién de combustibles
renovables, tales como el biodiésel, 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 produccion, a pesar de su alto contenido de acidos grasos libres (FFA) y
residuos solidos suspendidos [1]. Se ha encontrado que el uso de una etapa de esterificacion
catalizada por 4cidos fuertes tales como el acido sulfurico, convierte los acidos grasos libres
hacia ésteres antes de la transesterificacion convencional, evitando la saponificacion de los
mismos [2]. En seguida, en la etapa de transesterificacion se utiliza un alcohol en presencia
de un catalizador alcalino para formar ésteres alquilicos de acidos grasos (biodiésel) y
glicerol [3]. Ambas etapas reactivas presentan parametros criticos que influyen
significativamente en la conversion final y el rendimiento del biodiésel [4]; siendo las mas
importantes la relacion molar y el tipo de alcohol. Respecto a la eleccion del alcohol, el
metanol es el mas utilizado debido a su rdpida reaccion con triglicéridos y la facil disolucion
del NaOH; sin embargo, es altamente toxico y de precio elevado, por lo que el etanol se
presenta como una alternativa promisoria no s6lo 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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sefialar que es menos reactivo que el metanol y forma un azedtropo con el agua, dificultando
su recuperacion [5]. En este trabajo se presenta el modelado y la simulacion de este proceso
en el simulador Aspen Plus V.8., a través de dos etapas reactivas: esterificacion y
transesterificacion con etanol. Finalmente, se presenta un analisis de sensibilidad del proceso
al variar controladamente la composicion de triglicéridos que conforman la materia prima,
estudiando la influencia de dichas modificaciones en el desempefio del proceso propuesto.

Metodologia

Para el modelado de este proceso se ha empleado una alimentacion de 5000 L/mes de aceite
residual. La composicion promedio de éste incluye 6% en peso de acidos grasos y 94% en
peso de triglicéridos; siendo la distribucién en peso para acidos grasos de 12.3% acido
palmitico, 24% 4acido oleico, 56.6% 4acido linoleico y 7.1% acido linolenico. Cabe mencionar
que tal composicion del aceite ha sido referida a un aceite de fritura, el cual de igual manera
ha sido utilizado para la produccion de biodiésel [6].

Para el modelado de este proceso ha sido necesario cargar en Aspen Plus los glicéridos (tri-,
di- y mono-), acidos grasos libres y etil ésteres correspondientes. La eleccion del modelo
termodinamico 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 separacion. El proceso comienza con el acondicionamiento
de las materias primas para su posterior alimentacion. El aceite es mezclado con etanol en
una relacion molar 6:1 (alcohol:aceite); mientras que el acido sulfurico, catalizador de la zona
de esterificacion, es alimentado al 1% en peso respecto al aceite. La mezcla de reaccion es
llevada a 70 °C y a 1 atm de presion a través de un calentador. En seguida, es introducida al
reactor de esterificacion, modelado como RBatch, en donde los &4cidos grasos libres
contenidos en el aceite residual son convertidos a etil ésteres durante un tiempo de 30 min.

La reaccion se esterificacion es presentada en la Figura 1.
o Catalizador o

R~ + REVOH o RK o
OH O—Rz
Acido Graso Libre Alcohol Ester Alquilico Agua
de Acido Graso
(Biodiésel)

Figura 1. Esterificacion de acidos grasos libres [6].

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

. 1
ri (Trmc) = wcat ’ C%}t ’ kf (Treac) ’ (aOAc ' aEtOH - ' aErO ' aH2[)j
K T
a ( ) (1)

reac

-1
[(a(Tma()zg_g,g.]()‘?.exp[_M(L_ ! JJ
)

R T, 393.15

reac

La corriente de salida de la esterificacion es alimentada al reactor de transesterificacion batch,
modelado como RBatch a 70 °C y 1 atm de presion durante 15min; utilizando una relacion
molar 6:1 alcohol a aceite ¢ hidroxido de sodio como catalizador. EI modelo cinético de
segundo orden que describe esta reaccion ha sido propuesto por Lima N. y col., 2008. [9]. El
esquema de reaccion se presenta en la Figura 2.
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ey En donde:

TG+ A—5s DG + AE [ PPP+ BtOH — PP + BEP [TG]: Triglicéridos, [A]: Alcohol, [DG]:
ke P;J“ ot e T Diglicéridos, [MG]: Monoglicéridos, [GL]:
ks + BtOH — G + EP : , >

DG+ As=— MG + AE OO0 + EtOH — 00 + EO Glicerol, [AE]: Ester alquilico.

MG 4+ A—5s GI 4+ AE %O +E€E§);:C? +EEC§) [PPP]: Tripalmitina, [PP]: Dipalmitina,

5 | 4+ - . . .
N TIE  E3OH — LT . EE Monopalmitina, [EP]: Etil Palmitato, [OOO]:

TG +3A<——=3AE+GL I:LL +Ef—‘zg); ﬁé +§If» Trioleina, [OO]: Dioleina, [O]: Monooleina,

+ =T+ . 1 .
Lhlatns B0 = Tnfa +ELn [EQ]: Etil oleato, [LLL]A: Trilinoleina, [LL]:
LnLn+ BtOH = Ln + ELn Dilinoleina, [L]: Monolinoleina, [EL]:
 Im+ EtOH =G+ ELn

Figura 2. Esquema de reaccion. Reactor de transesterificacion

Para la refinacion del biodiésel se emplea un decantador (Decanter), separando la fase del
biodiésel y la fase del glicerol; en seguida se usa una columna de extraccion liquido-liquido
(Extract) para remover las trazas de compuestos ajenos al etil éster (FAEE). La remocion del
agua es realizada a través de un proceso de secado en un evaporador. Respecto a la fase del
glicerol, ha sido propuesta la neutralizaciéon del catalizador basico empleado en la
transesterificacion, agregando acido fosforico (H;POs) en un reactor de neutralizacion
(Rstoic), separando la sal formada por medio de un filtro de solidos (Sep).

Finalmente, para la recuperacion del etanol se propone una columna de destilacion extractiva
(RadFrac) usando glicerol como agente extractante, debido a la presencia del azedtropo
etanol-agua. La recuperacion del glicerol es efectuada en una columna de destilacion
convencional (RadFrac). Cabe mencionar que existen metodologias 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 andlisis de sensibilidad en las etapas reactivas. La
metodologia utilizada es presentada en la Figura 3.

. iz Reactor de
Reactor de esterificacion o ‘2
Transesterificacion
Variar la temperatura de Variar el tiempo de Variar la temperatura de Variar el tiempo de
reaccién en un rango de reaccién en un rango de reaccién en un rango de reacciéon en un rango de
25-75 °C a 1 atm de 5-10 min. 25-75 °C a 1 atm de 5-10 min.

Cuantificar la cantidad de
triglicéridos a la salida del

del reactor reactor

Calcular la conversion Calcular la conversién
hacia biodiésel hacia biodiésel

Figura 3. Algoritmo de andlisis de sensibilidad en las etapas reactivas.

Cuantificar la cantidad de
acidos grasos a la salida

=

Para analizar el efecto de la composicion en la materia prima sobre el disefio propuesto, se
ha realizado un andlisis de sensibilidad del proceso, variando controladamente la
composicion de triglicéridos que conforman el aceite. En este sentido, un incremento del 10%
en peso sobre cada triglicérido y en su respectivo acido graso ha sido analizado, definiendo
cuatro casos de estudio; simulando cada caso con el disefio original propuesto.

Los costos del proceso han sido estimados usando la metodologia de Guthrie [11]. Asimismo,
los costos de operacion y el costo total del proceso han sido estimados considerando un
tiempo de recuperacion de 10 afios. Por otra parte, para evaluar el impacto ambiental en
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funcion de las emisiones de CO, emitidas por el proceso, se ha seguido la metodologia
propuesta por Gadalla y col. [12]. Finalmente, el costo unitario del biodiésel que se obtiene

en este proceso ha sido estimado empleando la metodologia presentada por Santana y col.
[13].

Resultados

En la Figura 4 se presenta el efecto de la temperatura y el tiempo de reaccion para las dos
etapas reactivas. Se ha encontrado que el incremento de la temperatura para ambas zonas de
reaccion favorece la conversion del biodiésel; obteniendo para 70°C, 99.9% para
esterificacion y alrededor de 86% para transesterificacion.

Es importante sefialar que, por encima de 70°C, el incremento de la conversidon no es
significativamente variante respecto a la obtenida a 70°C; ademas de que temperaturas
cercanas al punto de ebullicion del etanol (78.4°C) podrian ocasionar pérdidas de éste.
Respecto al tiempo de reaccion, para el reactor de esterificacion, la conversion para tiempos
mayores de 30 min permanece constante; mientras que, para la transesterificacion por encima
de 15 min de reaccion, la conversion no presenta cambios importantes.

Conversion vs temperatura de rxn Conversion vs tiempo de rxn

Conversién (%)
T
5883

Conversiom (%)

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
50
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Conversion vs temperatura de rxn Conversion vs tiempo de rxn
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Figura 4. Andlisis de sensibilidad. Efecto de la temperatura y el tiempo de reaccion. Zonas reactivas: a)
Reaccion de esterificacion, b) Reaccion de transesterificacion.

En la Figura 5 se presenta la distribucion de productos para ambas zonas de reaccion,
modeladas a 1 atm de presion y 70°C, a 30 y 15 min de reaccion, respectivamente; obteniendo
96% de conversion hacia biodiésel en la segunda etapa reactiva. Es importante sefialar que

el biodiésel obtenido cumple los estandares y especificaciones de acuerdo con la ASTM
D6751.
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Figura 5. Distribucion de productos en zonas reactivas.

Respecto a las variaciones en la composicion de alimentacion, en la Tabla 1 son presentadas
las caracteristicas del biodiésel obtenido en cada caso. Cabe mencionar que no fue necesario
modificar los parametros de operacion de los equipos de proceso.

Tabla 1. Comparacion de biodiésel obtenido. Casos de estudio.

Propiedad Unidades EN14214 ASTM Composicion Caso 1 Caso Caso Caso
D6751 Original I I v
Contenido de Yo(w/w) 0.05> 0.05> 0.050 0.056 0.052 0.052 0.052
Agua
Contenido de Yo(w/w) 0.2> - 0.008 0.0001 0.008 0.008 0.007
alcohol
Contenido de Yo(w/w) 0.8> - 0.73 0.77 0.72 0.69 0.72
Monoglicéridos
Contenido de Y(w/w) 0.2> - 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Diglicéridos
Contenido de Y%(W/w) 0.2> - 0 0 0 0 0
Triglicéridos
Contenido Glicerol Y%(wW/w) 0.25> 0.24> 0 0 0 0 0
total

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

Se ha determinado que son requeridos alrededor de 0.65 kW de energia por kilogramo de
biodiésel obtenido a 70°C y con la composicion original del aceite. El costo total anual del
proceso se ha estimado en $40,794 USD/afio mientras que la cuantificacion de emisiones de
CO; debidas al proceso son alrededor de 224,347.104 kg CO,/afio. Finalmente, ha sido
estimado el costo unitario del biodiésel con un valor de 15.334 $/L. Es importante senalar
que los resultados mencionados anteriormente corresponden al modelado del proceso a partir
de la composicion original del aceite residual. No ha sido estimado el precio ni las emisiones
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contaminantes para los casos de estudio, debido a que permanece constante su calidad y
conversion global del biodiésel.

Conclusiones

Se ha llevado a cabo el andlisis de la produccion de biodiésel a partir de aceites de re-uso
empleando etanol como agente para la esterificacion y transesterificacion. Se ha encontrado
que al usar etanol en las etapas de reaccion es posible alcanzar altas conversiones hacia
biodiésel, alrededor de 96%, en tiempos de reaccion practicamente cortos, siendo sus
requerimientos energéticos relativamente bajos. El empleo de aceites residuales de cocina ha
demostrado ser una buena alternativa para la reduccion del costo unitario de este
biocombustible, permitiendo que éste 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 andlisis de un proceso de deslignificacion 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 dosificacion de la carga de la materia
lignocelulosica, en lugar de una sola adicion, como se realiza de manera convencional.
Ademas, se verifica la eficacia del proceso de pretratamiento realizado, mediante la
realizacion de hidrélisis enzimaticas al 5% w/v en reactor por lote (T=50°C; pH=4.0; CE:
7.5 uL/0.015 g), empleando el complejo enzimatico comercial Cellic CTec de Novozymes®
(NC-3). Se encontrdé que es posible aumentar las relaciones peso-volumen en el proceso de
deslignificacion; pudiendo llevarse a cabo hasta 10% o 12% obteniendo resultados
prometedores, 93.24% y 77.71% respectivamente.

Palabras clave: deslignificacion, hidrolisis enzimatica, hidroxido de sodio, sustentabilidad.

Introduccion
Los distintos problemas ambientales y energéticos que han ido surgiendo alrededor del

mundo han llevado al desarrollo de distintos métodos para la obtencién de combustibles
verdes, conocidos como biocombustibles, tales como el bioetanol [1]. Estudios de
sustentabilidad en la generacion de bioetanol sugieren que debe enfocarse a la produccion de
bioetanol segunda generacion. Este se genera a partir de biomasa lignoceluldsica, sin
embargo, su produccion 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 mecanica 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
prevé que esta materia pueda ser empleada en el proceso de produccion de biocombustibles
y de esta manera sustituir el uso de combustibles fosiles para proveer energia renovable a al
menos 1600 millones de personas, contribuir al desarrollo sustentable, reducir emisiones de
GEI y combatir el Cambio Climatico [3].

Por otro lado, la deslignificacion es la etapa que tiene por objetivo la exposicion 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 produccion del biocombustible
(bioetanol). Existen diversos tipos de pretratamiento (tanto fisico como quimico) de la
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materia lignoceluldsica, sin embargo, el pretratamiento alcalino — oxidativo ha presentado
buenos resultados; éste ultimo es operado entre 70°C y 80°C con un pH que puede ir desde
10.5-11.5[4].

En este trabajo se presentan los rendimientos de azucares reductores obtenidos de hidrolisis
enzimaticas, a partir de cambios protocolarios en el proceso de pretratamiento de la materia
prima (paja de sorgo). En esta investigacion se tuvieron como objetivos:

- Disefar un proceso de deslignificacion de paja a alta concentracion en un reactor de
tanque agitado para aumento de la capacidad operativa del proceso.

- Establecer del procedimiento para llevar a cabo una deslignificacion de paja de altos
solidos en un reactor de tanque agitado.

- Estudiar una técnica convencional estadistica para evaluacion de bioprocesos, a
través de la generacion de una superficie de respuesta del desempeiio del proceso -
vs- condiciones de proceso.

Metodologia

- Biomasa Lignoceluldsica

Se utiliz6 paja de sorgo; se realizo el tratamiento mecanico de molienda y tamizado hasta
tener muestras de distintos tamafios de malla (20, 40 y 60). Especificamente se utiliz6 la paja
obtenida ente las mallas 40 y 60.

- Pretratamiento Alcalino-Oxidativo

Se llevo a cabo con hidréxido de sodio (NaOH) y peroxido de hidrégeno (H»O»).
El procedimiento consistio 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 H,O; al 50%. Esto se hizo
alternando 10 ml de NaOH y 10 ml de H»O,. El pH se ajust6 a 11.5, a una temperatura de
60°C durante 5 h.
El procedimiento intensificado consistio en la adicion de agua y reactivos (como se indica en
el procedimiento convencional); y posteriormente hacer adicionar de manera dosificada de
la paja de trigo.

- Hidrolisis enzimatica

e Sistema de microreaccion
Concentracion de paja de 1% w/v en microtubos de 1.5 mL durante 1 hora. T=52°C, pH=4.0,
agitacion: 900 rpm.

e Sistema en reactor por lote de 0.5 L
Concentracion 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, agitacién: 150 rpm.
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- Medicion de azicares reductores en muestras
Se realizo la determinacion de azucares reductores totales mediante la técnica de DNS (4cido
3,5 dinitro salicilico) desarrollada por Miller [5].

Resultados

En la Tabla 1 se puede observar que los rendimientos obtenidos en microreaccion son
mantenidos a nivel macro, lo cual indica que las condiciones de proceso utilizadas cumplen
su funcion. Ademas, se puede indicar que aun aumentado la concentracion de paja en el
proceso de pretratamiento no interfiere en la accion de deslignificacion del pretratamiento.
EnlaTabla 1 ¢/p se refiere a que la adicion de paja se realizd controlando el tiempo de adicion
de paja; por otro lado, s/p corresponde a los experimentos realizados sin tomar en cuenta el
tiempo de adicion.

Tabla 1. Comparacion de los rendimientos obtenidos en las hidrélisis enzimaticas de las microreacciones y
en sistema de 0.5 L.

Condiciones de Proceso: T=50°C; pH=4.0; CE: 7.5 pL/0.015 g
Microreaccion 1.5 mL  Rendimiento  Macroreaccion 0.5 L Rendimiento

(1% wiv) (%) (5% wiv) (%)

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 técnica de dosificacion llevada a cabo fue posible obtener
resultados prometedores para la intensificacion del proceso siendo todos los rendimientos
mayores que el rendimiento del experimento en donde se utilizo la paja pretratada siguiendo
la manera convencional.

En la Figura 1 se pueden visualizar los resultados obtenidos en las diversas hidrolisis
enzimaticas a volumen de 0.5 L, realizadas para cada dindmica de pretratamiento como lo
indica la Tabla 1.

Con los resultados obtenidos en la experimentacion realizada es posible afirmar que el
aumento de biomasa manejada en el pretratamiento es factible puesto que no disminuyen los
rendimientos obtenidos en la operacion de hidrolisis, siendo el pretratamiento al 10% w/v el
mas 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 agitacion 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 hidrdlisis realizadas.

Conclusiones

El aumento de concentracién en la carga de paja de manera dosificada en el pretratamiento
alcalino-oxidativo, es posible, empleando la misma cantidad de reactivos que marca la
metodologia original (experimentos 6% w/v).

Por otro lado, la ejecucion de las microreacciones abre la oportunidad de generar una estrecha
relacion entre las escalas micro y macro en la hidrolisis enzimatica; ademas de verificar que
es posible predecir resultados a nivel macroescala a través de la microescala. Lo anterior es
comprobado por los rendimientos obtenidos en las hidrolisis en la generacion de azlicares
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 fisiologia del Sclerotium cepivorum Berk., patogeno del ajo (Allium sativum), se ha
enfocado en la formacion del esclerocio, pero este hongo es capaz de desarrollar otras
estructuras de reproduccion asexual, llamadas conidias, en condiciones limitantes de
nutrientes y en respuesta al dafio mecénico como estimulo.

En el grupo de trabajo, se evalud la conidiacion inducida por dafio mecanico a nivel
morfologico y por el andlisis de transcritos diferenciales expresados en intervalos de tres
horas después de la induccion, en una cepa mutante (M) de S. cepivorum que no forma
esclerocios, obteniendo cambios significativos en la transcripcion del primer intervalo,
considerado a las tres horas después de la induccion por dafio mecanico.

En este estudio protedmico determinamos la presencia de 39 proteinas solubles en micelio
de la cepa M a 3 horas post-induccion, cuya cuantificacion e identificacion fue posible
analizando los datos obtenidos por Espectrometria de Masas con el programa Maxquant®,
usando como base de datos el proteoma de hongos filamentosos relacionados
filogenéticamente con S. cepivorum. Los resultados aqui obtenidos se relacionan con lo
observado en el andlisis transcriptomico de la cepa M al mismo tiempo después de la
induccion y patrones de proteinas solubles obtenidos por Electroforesis de doble dimension.

Palabras clave
Conidiacion, Factores de transcripcion, Analisis LC-MS/MS

Introduccion

El hongo patdgeno del ajo Sclerotium cepivorum (Sc), desarrolla conidias como estructuras
de reproduccion cuando tiene baja disponibilidad de nutrientes en vez de sus estructuras
caracteristicas: esclerocios (1,2). Generamos una cepa mutante de S. cepivorum (ScM) capaz
de formar s6lo conidias sin importar si crece en medios ricos 0 medios minimos (3). En un
analisis transcriptomico de la cepa ScM se obtuvieron cambios significativos a intervalos de
tiempo cortos después de inducir la conidiacion mecanicamente (cortando en el micelio),
ademas en su genoma S. cepivorum tiene genes homologos a los descritos en otros hongos
filamentosos, implicados en la induccion y regulacion de la conidiacion (4, 5), pero las
proteinas de este hongo fitopatdgeno implicadas en este fendmeno no han sido caracterizadas.
Los objetivos de este proyecto fueron analizar las proteinas diferenciales de la cepa ScM en
comparacion con la cepa silvestre (Sc) detectadas a intervalos cortos, especificamente tres
horas, después de la induccion, para identificar las proteinas implicadas en el inicio de la
conidiacion y su posible funcion en la regulacion de la conidiacion.
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Metodologia

La expresion diferencial de las proteinas solubles se analizd mediante dos estrategias:
electroforesis 2-D y analisis de LC-MS / MS (6,7). Los espectros de masas de péptidos de
las proteinas de la fraccion soluble se analizaron con MaxquantTM y el software
complementario Perseus'™ para identificar proteinas significativamente diferenciales entre
las cepas silvestre (Sc) y mutante (ScM) a 0 y 3 horas después de la induccion. Los resultados
obtenidos por ambos programas se compararon con los resultados del analisis
transcriptomico por medio de la herramienta BLASTP y los patrones de proteinas solubles
obtenidos por electroforesis 2-D.

Resultados

La plataforma bioinformatica Maxquant' ™ nos permiti6 analizar en grupos de dos nuestras
cuatro muestras con sus tres replicas experimentales, se utilizo una base de datos de proteinas
de Uniprot de especies del genero Sclerotinia, para identificar las proteinas de las muestras.
El Grupo 1 es la comparacion de las Muestra 1 (Proteinas solubles de la cepa Mutante de Sc
a 0 horas de la induccion) y la Muestra 2 (Proteinas solubles de la cepa Mutante de Sc a 3
horas de la induccion), los resultados presentados en este trabajo son de este grupo. En el
Grupo 1 se identificaron 237 proteinas en la Muestra 1 presentes en al menos dos de las tres
replicas experimentales y 212 proteinas en la Muestra 2. En las Muestra 1 se identificaron 36
proteinas unicas, es decir que no estan presentes en la Muestra 2; y 11 proteinas tnicas en la
Muestra 2. Presentamos ademas un diagrama de Venn donde representamos el Grupo 3 que
es la comparacion de la Muestra 1 y la Muestra 3 (Proteinas solubles de la cepa Silvestre de
Sc a 0 horas de la induccion). Donde se identificaron 40 proteinas tinicas en la Muestra 3 y
32 proteinas Unicas en la Muestra 1. (Ver, Figura 1)

ScM3hrs

ScWtOhrs

ScMOhrs

ScMOhrs

Figura 1. Diagramas de Venn. Grupo 1, comparacion de la Muestra 1 (ScMOhrs, en rojo) y Muestra 2
(ScM3hrs, en azul) y Grupo 3, comparacion de la Muestra 3 (ScWtOhrs, en amarillo) y Muestra 1 (ScMOhrs,
en rojo).
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El anélisis estadistico se realizo en Perseus™, se utilizaron los datos de la abundancia o
cuantificacion obtenida en Maxquant™, al normalizar los datos de las muestras del Grupo 1
se compararon un total de 417 proteinas y por una prueba de t-student para dos muestras (p-
value=0.05) con la que se obtuvieron las proteinas significativamente diferenciales o mas
abundantes de cada muestra, obteniendo 39 proteinas mas abundantes en la Muestra 2 (Figura
2); 31 de estas 39 proteinas tienen similitud con los resultados obtenidos en el analisis
transcriptémico.
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Figura 2. Proteinas significativamente diferenciales en la Muestra 2 (en azul) del Grupo 1.

En graficas de pastel presentamos la posible funcion molecular y localizacion celular dada
por la anotacion GO (Gen Onthology) de las 39 proteinas de la Muestra 2 del Grupo 1, se
tomaron en cuenta las proteinas con localizacion nuclear, y con funcion de DNA binding y
Zinc ion binding ya que estas anotaciones estan presentes en factores de transcripcion
descritos en otros hongos filamentos involucrados en el inicio y regulacion de la conidiacion
(4, 5, 8). En el caso de localizacion celular casi la mitad (49%) de las proteinas no tenian
anotacion mientras que la anotacion de funcion molecular fue mas completa.
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Figura 3. Graficas de las proteinas significativamente diferenciales de la Muestra 2 del Grupo 1. Posible
localizacion celular y posible funciéon molecular dadas por la anotacién GO disponible en la base de datos de
Uniprot.

Para conocer el proceso bioldgico en que estaban implicadas las proteinas diferenciales se
utilizod la anotacion GO, la base de datos de Keeg y el programa de analisis de redes STRING.
Obteniendo que el total de proteinas identificadas en el Grupo 1 puede agruparse en dos
procesos: el metabolismo del carbono y la traduccion; porque un niimero de al menos 19
proteinas participaban en el primer proceso y 16 proteinas en el segundo proceso. En
STRING se propone que las proteinas diferenciales con anotacion en el metabolismo del
carbono, podrian estar participando en la polimerizacion del citoesqueleto y como
intermedios en la sintesis 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 proteinas 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 isoeléctrico; estos datos se compararon con los PM y pl
de las 39 proteinas de la Muestra 2. Ademas con los PM y pl posibles obtenidos de
ImageMaster utilizando la herramienta Tagldent de ExPASy se les dio una posible
identificacion; obteniendo similitud de funcion molecular con las proteinas diferenciales del
analisis de masas.

Tabla 1. Proteinas detectadas por analisis de imagen en patrones
de electroforesis 2-D

Serie PM en KDa pl
DO1 73 5.5
D02 50 9.52
D03 35 5.5
D04 33 8.05
D05 33 5.5
D06 19 5.59




Conclusiones

Se identificaron seis proteinas en la muestra 2, que no estan presentes en la cepa
silvestre, con funcion molecular en procesos de oxidacion-reduccion, proteinas de
union a ATP y dos con funcién desconocida.

Hemos identificado proteinas similares en ambos estudios el protedomico y
transcriptomico, involucradas en la replicacion del ADN, y transporte de proteinas.
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Resumen

Introduccion. C. glabrata es un microorganismo oportunista que puede causar candidemia
y ademas presenta resistencia a los azoles y equinocandinas, que son los farmacos de eleccion
para tratar este tipo de infecciones fingicas. El objetivo del trabajo fue determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial Chrysactinia mexicana Gray
sobre C. glabrata. Material y métodos. La materia vegetal se recolect6 en la carretera 57 en
la desviacion a Guadalcazar y se secod a temperatura ambiente. Las flores, hojas y ramas
secundarias fueron seleccionadas para molerlas y extraer aceite esencial por el método de
arrastre de vapor. Se realizaron ensayos de crecimiento de fase logaritmica y estacionaria por
triplicado. Para los ensayos en fase logaritmica, se incubo6 C. glabrata en medio YPD liquido
con diferentes concentraciones del aceite esencial durante 7h a 28°C, posteriormente las
c¢lulas fueron lavadas para la realizar ensayos de microdilucion en cajas con YPD solido que
se incubaron durante 48h a 28°C. Los ensayos de fase estacionaria difirieron a los de fase
logaritmica en las condiciones de interaccion del aceite esencial con C. glabrata porque la
incubacion fue por 3h y el medio YPD liquido provenia de un cultivo de fase estacionaria.
Resultados. En el ensayo de fase logaritmica la CMI fue 4.64 mg/ImL mientras que en fase
estacionaria fue 6.5 mg/1mL. Conclusiones. Candida glabrata en fase estacionaria es mas
resistente que en fase logaritmica.

Palabras clave: Candida, aceite esencial, Chrysactinia mexicana Gray

Introduccion
Las infecciones fungicas invasivas han aumentado desde la década de 1980, principalmente

en pacientes inmunodeprimidos y/o hospitalizados con enfermedades graves [1] como los
pacientes con cancer 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 género 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 patdgeno oportunista encuentra las condiciones adecuadas produce enfermedad [3].

A nivel mundial C. albicans es la especie mayormente aislada de pacientes con sintomas de
candidemia, sin embargo, las infecciones por Candida spp. han aumentado en los ultimos
afios. Entre las especies que mayor importancia ha tenido es Candida glabrata no solo
porque en algunos paises es la que se aisla en segundo lugar si no porque se ha reportado que
tiene la capacidad para generar resistencia a los medicamentos de eleccion en comparacion
con otras especies [4-5], ademas de los altos costos derivados de la atencion hospitalaria asi
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como la prolongacion en la estadia hospitalaria, por lo tanto es de importancia proponer
nuevas alternativas terapéuticas y una de ellas es a través 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 bioldgicos como bactericidas, bacteriostaticos,
fungistaticos, fungicidas, por mencionar algunos [7]. Entre los paises que hacen uso de la
medicina tradicional estan Brasil, Cuba, India, Jordania y México; 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,
ademas hay reportes de la actividad antifiingica de los aceites esenciales de estas. Un ejemplo
es el aceite obtenido de la planta Chrysactinia mexicana Gray la cual tiene una amplia
distribucion en la Republica Mexicana, localizandose en dieciséis estados del noreste del pais
entre los que se encuentran Nuevo Ledn, Durando, Chihuahua, Coahuila, Guanajuato y San
Luis Potosi [9]. Cardenas-Ortega et al. (2005) obtuvieron el aceite esencial de Chrysactinia
mexicana Gray por el método de destilacion por arrastre de vapor y lo probaron sobre el
hongo fitopatogeno Aspergillus flavus e identificaron su efecto fungistatico y fungicida [9].
Por lo anterior el presente trabajo tuvo como objetivo determinar la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida glabrata.

Material y métodos

Cepa utilizada
Para esta investigacion se utilizo una cepa de referencia ATCC CBS138.

Medio de Cultivo

La cepa fue cultivada en medio liquido 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 adicion6 2% de agar (BD Bioxon). Los cultivos liquidos se incubaron
a 28°C a 120rpm durante 48 h.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Chrysactinia mexicana Gray en fase logaritmica

La CMI se determin6 como la concentracion mas baja requerida para la inhibicion completa
del crecimiento (sin crecimiento visible) [10]. A partir de un cultivo de C. glabrata en fase
estacionaria, se inocul6 en 10mL de medio YPD fa una ODggonm 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 (p= 0.9290g/cm3) del
aceite esencial, los tubos se incubaron a 28°C con agitacion continua a 120 rpm durante 7 h.
Transcurrido el tiempo de incubacion se determiné la densidad Optica y se ajustd a ODgoonm
0.5 para ImL de agua destilada estéril, posteriormente se lavaron las células y se procedio a
realizar ensayos de microdilucion.
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Determinacion de la Concentracion Minima 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 ODggonm 0.5 en
10mL de medio YPD que provenia de fase estacionaria. A cada tubo se le adicion6 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 agitacion continua a 120rpm durante 3h. Después de la incubacion se determind la
densidad opticay se ajusté a ODgoonm 0.5 para ImL de agua, las células se lavaron y realizaron
ensayos de microdilucion.

Ensayos de microdilucion

A partir de los cultivos de C. glabrata en interaccion con los diferentes concentraciones del
aceite esencial probadas en fase logaritmica y estacionaria, se realizaron los ensayos de
microdilucion. Una vez que las células fueron lavadas y en los tubos se ajustd a una ODggonm
0.5 con ImL de agua, se realizaron diluciones seriadas (100’ 107, 107 107,10, 107 ) en
placas de 96 pozos en condicion de esterilidad. Se tomaron 5ul de cada dilucion, se
sembraron las células 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 floracion se recolectod en el mes de Julio del afio
2016 en el camino a Guadalcazar municipio de San Luis Potosi. La materia vegetal fué
certificada por el taxonomo José Garcia Pérez con el codigo SLPM37571 depositado en el
herbario del instituto de zonas desérticas de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

Obtencion del aceite esencial

La materia vegetal se dejo 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 particula de 1750 micras para la homogenizacion de la muestra.

El aceite esencial se extrajo por la técnica de destilacion por arrastre de vapor y se colocod
600 mL de agua destilada en el primer matraz, en el segundo matraz 50grs de materia vegetal
y el destilador se dejé durante 8h; al término de este proceso se obtuvo 200mL de agua floral.
Para separar el aceite esencial del agua floral se utiliz6 la técnica de separacion por
densidades por medio de un embudo de separacion obteniendo alrededor de 1mL de aceite
esencial por cada 50 gramos de materia vegetal y entre cada lote de aceite esencial se
conservo el olor caracteristico y el color amarillo claro, una vez obtenido este fue almacenado
a 4°C en frascos ambar y sellados al vacio hasta su utilizacion.

Resultados

Determinacion de CMI del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre
Candida glabrata en fase logaritmica

Antes de establecer la CMI para la cepa de referencia, se determiné que el solvente empleado
(DMSO) no tiene efecto en el crecimiento de las células (Figura 1). Para conocer la CMI del
aceite esencial de C. mexicana Gray se emplearon diferentes concentraciones que
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interaccionaron con células de C. glabrata y se observo que 4.65mg/mL es la CMI en fase
logaritmica (Figura 2).

48 horas

107 10" 102108 10 105

Figura 1. Viabilidad de Candida glabrata con DMSO en fase logaritmica. Ensayo de microdilucion de C.
glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la linea A se muestra la incubacion de 7h de las células en fase
logaritmica en YPD liquido sin DMSO (control). B se muestra la interaccion de 7h de las células e fase
logaritmica en YPD liquido con DMSO al 1.25%. Incubacion de 48h sobre YPD agar a 28°C.

48 horas
10° 10" 10% 107 101 0°

Control

D 4.64mg /mlL

Figura 2. Efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida glabrata en fase
logaritmica. Ensayo de microdilucion de Candida glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la linea A se
muestra la incubacion de 7h de las células en fase logaritmica en YPD liquido sin DMSO (control). En las
lineas B-E de cada panel se observa la interaccion de 7h de las células en fase logaritmica en YPD liquido con
diferentes concentraciones del aceite esencial diluido con DMSO al 1.25%. Incubacion de 48h sobre YPD agar
a 28°C.

Determinacion 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 células 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 interaccion 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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48 horas

10° 16" 10° 107 10" 10"

Figura 3. Viabilidad de Candida glabrata con DMSO en fase estacionaria. Ensayo de microdilucion de C.
glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la linea A se muestra la incubacion de 3h de las células en fase
estacionaria en YPD liquido recuperado de un cultivo de fase estacionaria sin DMSO (control). B se muestra
la interaccion de 3h de las células en fase estacionaria en YPD liquido recuperado de fase estacionaria con
DMSO al 1.25%. Incubacion de 48h sobre YPD agar a 28°C.
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Figura 4. Efecto del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray sobre Candida glabrata en fase
estacionaria. Ensayo de microdilucion de Candida glabrata. Panel I diluciones seriadas. En la linea A se
muestra la incubacion de 3h de las células en fase estacionaria en YPD liquido recuperado de fase estacionaria
sin DMSO (control). En las lineas B-E de cada panel se observa la interaccion de 3h de las células en fase
estacionaria en YPD liquido recuperado de fase estacionaria con diferentes concentraciones del aceite esencial
diluido con DMSO al 1.25%. Incubacion de 48h sobre YPD agar a 28°C.

Conclusiones

La Concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Chrysactinia mexicana Gray
utilizada en fase estacionaria fue mayor que la utilizada en fase logaritmica para la cepa de
referencia ATCC CBS138 de Candida glabrata.
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Resumen

La produccion de hidrocarburos a partir de aceites vegetales mediante la reaccion de
hidrodesoxigenacion (HDO) utilizando catalizadores de platino soportados sobre zeolitas, ha
permitido la obtencion de cadenas lineales y ramificadas en el rango de la turbosina, el diésel
verde y la biogasolina. En este trabajo se presenta la sintesis, caracterizacion y evaluacion de
la actividad del catalizador Pt/HZSM-22/y-Al,0O3 en la reaccion de HDO del aceite de
Jatropha para la obtencion de bioturbosina, diésel verde y biogasolina. La caracterizacion del
catalizador fue realizada mediante fisisorcion de nitrogeno (BET), difraccion de rayos X
(DRX), microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia de energia dispersiva
(EDS). De acuerdo con los resultados de las pruebas de actividad, la conversion de
triglicéridos hacia hidrocarburos fue cercana al 100%, con eliminacion de oxigeno del 97%
y selectividad hacia bioturbosina (producto de interés) del 46.3%, ligeramente por debajo del
46.6% obtenido para el diésel verde.

Palabras clave: Bioturbosina, hidrodesoxigenacion, caracterizacion, actividad catalitica.

Introduccion

El uso extensivo de hidrocarburos de origen fosil ha provocado el agotamiento de las reservas
petroleras e importantes cambios en los patrones climaticos actuales. En este sentido, el
sector transporte, consumidor potencial de hidrocarburos fosiles ha identificado el uso de
combustibles renovables como una alternativa promisoria para hacer frente a tales
problematicas. En el sector de aviacion, la bioturbosina se ha propuesto como el combustible
renovable [1]. En funcion 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 mas promisorio, debido a su similitud con los
procesos existentes en la industria de petréleo. Originalmente éste era utilizado para remover
heteroatomos como azufre, nitrogeno, oxigeno y metales, a través de la saturacion de los
hidrocarburos insaturados del petréleo; implicando pequefios cambios en su estructura
molecular [3]. Actualmente se ha utilizado en la conversion de los triglicéridos presentes en
aceites vegetales y/o grasas animales hacia hidrocarburos. Este concepto general engloba
diversas rutas de reaccion, siendo hidrodeoxigenacion (HDO), hidrodecarboxilacion (HDC)
e hidrodecarbonilacion las principales [4]. En la HDO se lleva a cabo la hidrogenacion total
de los triglicéridos, obteniendo hidrocarburos y agua como principales productos de reaccion
[4]. Los productos obtenidos de este proceso principalmente son alcanos en el rango del
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diésel (C15-C18); siendo también posible obtener hidrocarburos en el rango de la
bioturbosina y la gasolina, mediante el uso de catalizadores solidos bifuncionales, altas
temperaturas (>300 °C) y presiones de hidrogeno (3-10 MPa) [5]. Es importante sefialar que
el hidrégeno mantiene la actividad del catalizador e impide la formacion de coque [6]. Ha
sido reportado que catalizadores de platino soportado en zeolitas favorecen la isomerizacion
de las moléculas debido a la presencia de sitios acidos [7]; €stos ultimos favorecen la
conversion de las cadenas lineales hacia cadenas ramificadas y de menor tamafo [6]. Sin
embargo, es necesario moderar su acidez, aumentando la isomerizacion y manteniendo un
craqueo controlado. En este sentido, la gamma- alimina se presenta como una alternativa
para ser utilizada también como soporte; proporcionando alta estabilidad, area superficial y
acidez moderada-leve [8]. En este trabajo se presenta la sintesis, caracterizacion y evaluacion
de la actividad catalitica de Pt/HZSM-22/y-A1203 en la HDO de aceite de Jatropha para
generar hidrocarburos lineales y ramificados, en el rango de la turbosina y el diésel verde.

Metodologia

La preparacion del catalizador Pt/HZSM-22/y-Al,0O3 se ha llevado a cabo en dos etapas:
preparacion del soporte catalitico e impregnacion incipiente del platino. La primera etapa
comienza con la eliminacion de la plantilla organica que acompaia a la zeolita (ZSM-22)
comercial mediante calcinacion a 520 °C bajo flujo de oxigeno. En seguida debe establecerse
la relacion zeolita-alimina, considerando 60 % en peso de y-Al,O3 con 40 % en peso de
HZSM-22. Del total de y-Al,O3 considerado, 10 % es extraido para ser peptizado con una
solucion al 5 % en volumen de acido formico; siendo en seguida mezclada mecanicamente
con la zeolita y alimina restantes, afiadiendo agua en minima cantidad para favorecer el
mezclado. Con la pasta generada se lleva a cabo la formacion de extruidos, secandolos 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 calcinacion 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 tamafio del soporte catalitico. La segunda etapa
comienza con la determinacion 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 través 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
anadida, misma que es absorbida por 0.1 g de material. Con este dato es posible obtener la
maxima cantidad de agua que puede ser afiadida a la totalidad de soporte catalitico. Esto es
importante debido a que la impregnacion de 1 % de Pt sobre el soporte es anadido a través
de la solucion acuosa de PtHClg al 8 %; utilizando la técnica de impregnacion 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 calcinacion, la cual es realizada en
dos pasos. En el primero se utilizan 60 mL/min de flujo de nitrogeno por 2 h, hasta llegar a
80 °C con una rampa de 1 °C/min. En seguida, el flujo de nitrégeno es reemplazado por 350
mL/min de flujo de oxigeno, con 0.5 °C/min de rampa de calentamiento hasta llegar a 450 °C
por 2 h. Para favorecer la distribucion de flujo, se afiade carburo de silicio al material. En la
Figura 1 se presenta el diagrama experimental utilizado en la preparacion del catalizador. Por
otro lado, la caracterizacion del catalizador sintetizado ha sido realizada por Microscopia
Electronica de Barrido con Dispersion de Rayos X (SEM-EDX) para conocer su morfologia
y composicion; por Fisisorcion de Nitrogeno (BET) para medir su area superficial y volumen
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de poro; y por Difraccion de Rayos X (XRD) para identificar cualitativamente los
compuestos presentes en la estructura del catalizador.

Se empled un microscopio electronico de barrido JEOL, modelo JSM-6360 LV de alta
resolucion acoplado a un Electron Dispersion Scanning X-Ray para realizar los analisis de
morfologia y composicion del catalizador (SEM-EDX). Para la obtencion de las micrografias
ha sido necesario cubrir las muestras con una pelicula adherente de carboén para SEM y de
cobre para EDX, distribuyendo el material homogéneamente. Por su parte, la medicion del
area superficial del catalizador ha sido realizada en un equipo Quantachrome Instruments,
modelo NOVA 2200e Surface Area & Pore Size Analyzer. Las muestras fueron
desgasificadas a vacio 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 area
superficial, asi como el tamafio y volumen de poro. Finalmente, el andlisis 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
tamafio de paso, portamuestras de silicio sin grasa, y 5 a 60° 2 Theta. Asimismo, para obtener
mas detalle respecto a la pureza y composicion del material, el software Match! I compara el
patron de difraccion obtenido con una base de datos, identificando las fases del material.
Cualquier material cristalino produce un difractograma unico, determinado por la forma y
tamafio de la celda unitaria.

Figura 1. A. Preparacion del Catalizador: a) Horno calcinacion, b) Material calcinado, c) Material seco, d)
Solucion de Platino, e) Catalizador impregnado; B. Reactor tubular.

La actividad catalitica fue evaluada a través de la reaccion de HDO en un reactor tubular de
lecho fijo marca PID, modelo microactivity reference. El reactor posee un diametro 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 alimentacion liquida y una PC con sistema de
control remoto. Fueron empleados 0.88 g (WHSV 3h-1) del catalizador sintetizado
previamente para la reaccion HDO, operando a 330 °C y 30 bar de presion, alimentando 55
mL/min de hidrogeno durante 4 h. Antes de la reaccion, el catalizador fue activado por
reduccion con flujo de hidrégeno de 50 mL/min y 400 °C con presion constante de 20 bar.
El flujo de alimentacion fue considerado como 0.25 mL/min, diluyendo 30 mL de aceite de
Jatropha diluidos en 120 mL de dodecano. El muestreo del producto liquido obtenido se
realizd en cada hora de reaccion. El andlisis de la composicion y distribucion de los
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productos se llevo a cabo por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(CG-EM), empleando un cromatografo Agilent 7890A con muestreo automatico G4513A
acoplado a un espectrometro de masas 5975C VL MSD.

Resultados

Las micrografias obtenidas por SEM para el catalizador PtHZSM-22/y-Al1203 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 particulas amorfas,
correspondientes a la alimina. Esta morfologia es consistente con otros catalizadores
similares reportados [9]. Por su parte, la composicion de los catalizadores mediante EDX se
presenta en la Tabla 1. Elementos como el carbono (C), oxigeno (O), aluminio (Al), silicio
(Si), potasio (K) y platino (Pt) fueron analizados. No obstante, el porcentaje de platino
impregnado cuantificado por esta técnica resultd 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 esta dentro del margen de error de deteccion de la técnica.

Figura 2. Micrografias SEM: a) Resolucion 2,700x, b) Resolucion 10,000x, ¢) Resolucion 16,000x, d)
Resolucion 25,000x.

Spectrum 1

Tabla 1. Analisis elemental por EDX,
Catalizador PtYHZSM-22/y-AL,0:;.

Elemento | %Atomico | %Peso
C 29.14 20.84
0) 54.71 52.11 l
Al 5.41 8.69 ,
: __ARS®
Si 10.71 17.91 L S —
Pt 0.04 0.45 ull Scale 6307 cts Cursor: 0.000 kev|

Figura 3. Espectro de composicion EDX, catalizador Pt/HZSM-22/y-Al,0;.

En la Figura 3 se presenta el andlisis de composicion en el espectro EDX. Los picos mas
intensos corresponden al silicio, aluminio, oxigeno y residuos de carbono; siendo posible
observar la presencia de platino en el soporte catalitico.

Por otra parte, el analisis del difractograma del catalizador obtenido mediante DRX y
analizado por medio del software Match! (Figura 4) muestra en lineas moradas los picos
caracteristicos de la zeolita ZSM-22, mientras que los picos de y-Al,O3 se observan en los
angulos 45.95° y 46.10° representados con lineas color verde; las lineas rojas
correspondientes a Pt se ubican en 39.62°, 39.76° y 46.22°.
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Figura 4. Difractograma del catalizador Pt/HZSM-22/y- Figura 5. Isoterma de adsorcion-desorcion del
catalizador Al,O3

Los resultados de la fisisorcion de nitrogeno se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 5. La
incorporacion de la zeolita a la matriz de alimina aumenta el area especifica debido al area
propia de la y-Al,O3, considerando que corresponde al 60% peso del material. El volumen de
poro del catalizador es caracteristico de este material. En cuanto a su didmetro de poro, éste
corresponde a materiales mesoporosos debido a la influencia de los poros de la y-Al,Os;. La
isoterma de adsorcidon-desorcion presentd un comportamiento de tipo IV, con histéresis de
tipo I entre las ramas de adsorcion y desorcion causado por los mesoporos de la y-AlOs y la
forma tubular con ambos extremos de los poros abiertos, resultado esperado por la alimina
incorporada.

Tabla 2. Resultados de Fisisorcion de N,
Sger | Veoro | Droro
mi/g | em’g | A
Pt/ZSM-22/y-A1,0; | 329.90 | 0.72 | 43.97

Catalizador

De acuerdo con los resultados obtenidos por CG-EM, la conversion de triglicéridos fue muy
cercana al 100%, mientras que el porcentaje de eliminacion de oxigeno alcanzo el 97%. Los
productos de reaccion fueron agrupados en las siguientes familias: parafinas, isoparafinas,
cicloparafinas, olefinas, aromaticos y oxigenados; y adicionalmente se clasificaron por
fraccion o tipo de biocombustible, considerando para la biogasolina hidrocarburos de Cs-Cyj,
para bioturbosina Cg-Cj6 y para diésel renovable C;7-Cy,. A partir de esta clasificacion se
calculd el rendimiento de cada biocombustible, asi como la relacion 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 diésel verde, seguido del rendimiento hacia
biogasolina. Cabe notar que la suma de los rendimientos excede el 100% debido a que
determinados compuestos como el Cg estan considerados en dos fracciones, gasolina y
turbosina. Finalmente se calcul6 la relacion de parafinas C;7/C;s, obteniéndose un valor de
2.0, lo cual indica que la ruta de desoxigenacion que prevaleci6 fue la descarboxilacion mas
descarabonilacion, seguida de la hidrodesoxigenacion.
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Tabla 3. Distribucion de productos por familia de compuestos y rendimiento por tipo de biocombustible

Fraccién P* | IP" | CP* ol A® ox' | IP/P® Y"

(%) | (%) | (%) (%) (%) | (%) (%) (%)

Biogasolina, Cs-Cy; 161|122 | 0.0 68.3 0.3 3.0 0.8 14.8
Bioturbosina,Cs-Cig 268 13.7 | 3.1 48.0 0.2 6.0 0.5 46.3
Diésel Renovable,C1,-C», | 75.1 | 18.6 | 1.3 1.7 0.8 1.8 0.2 46.6

Parafinas; bIsoparaﬁnas; ‘Cicloparafinas; dOleﬁnas; *Aromaticos; fOxigenados;
¢ Rendimiento de isoparafinas a n-parafinas; " Rendimiento

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion del catalizador
Pt/HZSM-22/y-Al,0O3 ha sido determinado que es un material con alta cristalinidad y area
especifica, lo cual es indicativo del éxito de la sintesis. Asimismo, en las pruebas de actividad
se determind una conversion del 100 % de los triglicéridos alimentados, alcanzando una
eliminacion del oxigeno de 97 %, con selectividad del 46 % hacia bioturbosina y diésel verde;
esto a a 330 °Cy 37 bar. La relacion de iso-/n-parafinas obtenida es baja para bioturbosina y
adecuada para diésel verde. Finalmente, la relacion C;7/C;s de 2.0 indica que la
desoxigenacion procedid principalmente por la ruta de descarboxilacion mas
descarbonilacion seguida de la ruta por hidrodesoxigenacion. Este resultado no es extrafio,
debido a que los tres procesos tienen lugar de manera simultanea. Es importante sefialar que
la conversion 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 reaccion, donde ocurren de manera consecutiva la desoxigenacion y la
isomerizacion.
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Resumen

En este trabajo se evalua la produccion de silicio de grado solar comparando tres procesos,
el Siemens tipico que servird de referencia, un proceso intensificado de lecho fluidizado
(FBR) utilizando una columna de destilacion reactiva y finalmente se propone un Proceso
Hibrido que combina el proceso de Siemens y el FBR, todo esto con el objetivo de reducir la
generacion de residuos y el uso de materias primas. Todos los procesos fueron modelados en
Aspen Plus V.8.4 y se realizo una optimizacion global estocastica para el disefio de procesos
de producciodn de SiGradosolar) para mejorar y comparar su costo. Los resultados muestran que
el proceso Siemens presentd el menor Costo Total Anual (TAC), pero con la menor
produccion de SiGradosolar)- El Proceso FBR, mostr6 el CAT mas grande debido al costo de
capital del equipo. Finalmente, el Proceso Hibrido exhibi6 una gran produccion de
Si(Gradosolar), con un CAT intermedio del proceso Siemens y el FBR Union Carbide. Sin
embargo, evaluando el CAT vs la produccion de SiGradosolar), resultd que el Proceso Hibrido
es el mejor de los tres. Ademas de lo anterior, el Proceso Hibrido muestra las mayores
ganancias por la venta de los multiples productos resultantes, con ganancias de 40,47 M $/aio.
Se espera que con este tipo de investigacion se pueda hacer mas competitiva la tecnologia
basada en SiGradosolar, bajando los costos del proceso y generando nuevas rutas de
investigacion a realizar para la industria de paneles solares.

Palabras clave: Paneles solares, disenio de procesos, intensificacion.

Introduccion

La captacion de energia solar mediante la tecnologia fotovoltaica (PV) es cada vez mas
reconocida como un componente esencial de la futura produccion de energia global. La
disponibilidad de combustibles de origen fosil, ademas de los efectos perjudiciales de su uso
desmedido, tal es el caso de las emisiones de CO, y algunos otros gases de efecto invernadero
en la atmosfera, estan impulsando la investigacion y la evolucion de nuevas fuentes de
energia que traten de ser mas 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 bisqueda de nuevas alternativas energéticas. Teniendo en cuanta
lo anterior, y haciendo referencia a una de las tantas alternativas de energia limpia, como lo
es la energia solar, se puede decir como dato relevante, que la captura de al menos una
pequetia fraccion de los 162.000 terawatts (TW) de energia solar que llega a la tierra, tendria
un impacto significativo en el balance energético general [1].
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En las tltimas décadas los sistemas fotovoltaicos, han ido evolucionado y ademas, de ser mas
eficientes, han sido bien adaptados a diversas aplicaciones de la vida cotidiana. Es por ello,
que la fabricacion a gran escala de celdas fotovoltaicas, capaces de proveer energia, es cada
vez mas economicamente viable. A raiz de lo anterior, surge como area de oportunidad el
subsanar la capacidad de fabricacion de los componentes fotovoltaicos, de forma asequible.
Para lograr este objetivo se requeriran reducciones de costos en la produccion de la materia
prima, tal es el caso de uno de los materiales mas utilizados en la industria fotovoltaica, el
polisilicio.

El uso del polisilicio surge debido a que es un subproducto de la industria microelectronica
en la que se fabrican obleas de silicio ultrapuro de 9N denominado silicio de grado
electronico Sig). 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
microelectronica, sino que es necesario generarlo. Es por ello que el trabajo que se presenta
es una alternativa para subsanar dicha demanda.

Metodologia

Para cumplir con la demanda estimada de 2000 t/afio, 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 describird el armado y optimizacion de cada uno de los
procesos.

Tabla 1. Alimentacion del proceso.
Componente kg/h

SiO, 532,32

Cc 369,84

= Siemens

La obtencion de silicio de grado metalirgico se lleva a cabo mediante la reduccion de cuarzo
con carbon. El equipo utilizado en esta seccion del proceso, es un horno de arco eléctrico al
que se alimenta una carga compuesta por cuarzo (SiO,), varias formas de carbon [3].

El silicio que se obtiene se denomina silicio de grado metallirgico Siug) y presenta una
pureza del 98 - 99%. Las impurezas presentes son hierro, aluminio, titanio, fésforo y boro
[4].

La conversion del SiO; a silicio metalurgico 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 carboreduccion. Una vez obtenida una corriente de Siwg), esta se traslada a un
reactor de lecho fluidizado entre 273 — 673 K y 1-5 bar; se obtiene asi una corriente gaseosa
compuesta por una serie de clorosilanos, el mas importante en este caso es el triclorosilano.
En la simulacion que nos hemos plateado se utilizo un reactor del tipo estequiométrico, donde
para maximizar la cantidad de triclorosilano producido la reaccion se llevara a cabo a 533 K
debido a que a esta temperatura se consigue una conversion a triclorosilano del 90% y de un
10% a tetraclorosilano.

Al abandonar el reactor la corriente de salida del reactor de sintesis de clorosilanos sera
sometida a las etapas de separacion. Primero son separados el H, y el HCI sometiendo a la
corriente gaseosa a un enfriamiento tras el cual los clorosilanos condensan mientras que el
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H; y el HCI permanecen en estado gaseoso, separandose en un separador gas-liquido. Por
ultimo, y gracias a que existe la suficiente diferencia entre los puntos de ebullicion entre el
SiHCls y el SiCly, la corriente liquida que se obtiene es sometida a una destilacion en la que
los dos compuestos son separados (SiHCI; presenta un punto de ebullicion de 304,8 K en
condiciones normales).

Ya conseguido el triclorosilano puro, se utilizard como fuente de silicio para obtener
polisilicio mediante una reaccion de deposicion de vapor en un reactor de tipo Siemens junto
a una corriente de H2 puro. Realmente la deposicion se desarrolla sobre unas barras de silicio
ultrapuro en forma de U presentes en el interior del reactor, que son calentadas internamente
mediante energia eléctrica. En términos de simulacidon se opt6d por usar un horno junto con
reactor de tipo estequiométrico donde el proceso se realiza a 1373 Ky 0,1 MPa.

= FBR Union Carbide con la desproporcion del triclorosilano mediante destilacion
reactiva

El proceso FBR Union Carbide utiliza silano como fuente de silicio. La obtencion del silicio
grado metalurgico, se llevo a cabo al igual que le proceso anterior por medio de un horno y
un reactor estequiométrico, asemejando el proceso de carboreduccion. La etapa posterior del
proceso consiste en la hidrogenacion de Sipvg) y tetracloruro de silicio en un reactor de lecho
fluidizado (FBR, Fluidized Bed Reactor) a 673— 073 K y 20-40 bar [5]. Esta seccion se llevo
a cabo mediante el uso de un reactor de tipo estequiométrico.
En donde, el rendimiento de la primera reaccion es del 25%. Comunmente se llevarian a
cabo las reacciones de redistribucion en dicha etapa, pero en lugar de ellas, se llevan a cabo
reacciones de desproporcion del triclorosilano en la columna de destilacion reactiva. El SiCl4
se introduce en el reactor en un exceso frente a la cantidad estequiométrica es del 10%.
La corriente de triclorosilano de alta pureza se introduce en una serie de columnas de
destilacion reactiva, en donde la reaccion tiene lugar en tres etapas, que tienen como
productos intermedios al diclorosilano (SiH,Cl,) y al monoclorosilano (SiH3;Cl) y como
subproducto al tetraclorosilano (SiCly). La descomposicion proporcional del triclorosilano
puede ser catalizada por varios tipos de catalizadores, fue seleccionado en el estudio el
catalizador “Amberlyst” (A-21), este muestra velocidades de reaccion razonables entre 30 y
80 °C, con una resistencia térmica sugerida de operacion de 100 °C. La columna de
destilacion reactiva se simuld empleando el modulo “RadFrac”. Se pretende obtener como
mejor opcion, una columna con buena reduccién en el consumo de energia, y que la
configuracion que involucre la separacion de los componentes de domo a 99.99% mol.
Finalmente, el silano de gran pureza obtenido, se lleva a un reactor de deposicion en fase
vapor donde se descompone para producir silicio muy puro e hidrégeno a 973 — 1473 K [18].
Para fines de la simulacién la reaccion se llevo a cabo usando un horno y un reactor de tipo
estequiométrico.

=  Proceso Hibrido Siemens y Union Carbide

El proceso elegido para purificar el Sipg)y obtener polisilicio serd una combinacion de los
procesos Siemens y FBR. En primer lugar, se tiene que hacer mencion que el silicio grado
metalirgico se obtiene al igual que los dos procesos anteriores por medio de la
carboreduccion del SiO,. Al igual que en el proceso FBR Union Carbide, el siguiente paso
consiste en la hidrogenacion de Si(MGQG) y tetracloruro de silicio, en un reactor de lecho
fluidizado a 673 — 1073 K y 20-40 bar. Simplificando lo anterior, la reaccion se llevo a cabo

123



mediante el uso de un reactor de tipo estequiométrico. Posteriormente un proceso de
separacion para eliminar s6lidos y gases no condensables tales como el hidrogeno, el efluente
de la reaccion consta, esencialmente, de triclorosilano, diclorosilano y tetracloruro de silicio,
los cuales se condensados y transportados a una zona de separacion. Esta corriente se somete
a una nueva etapa de separacion por medio de dos columnas de destilacion convencional,
usando el médulo “RadFrac”. La corriente de triclorosilano puro, se usara como fuente de
silicio para obtener polisilicio mediante una reaccion de deposicion de vapor en un reactor
de tipo Siemens junto a una corriente de H2 puro. Al igual como se explicé en el proceso
Siemens, para la simulacion se utiliz6 un horno junto con reactor de tipo estequiométrico
donde el proceso se realiza a 1.373 Ky 0,1 MPa. Las reacciones principales que tienen lugar
son las reacciones 7 y 8, descritas anteriormente. Consecutivamente se lleva a cabo la
deposicion del polisilicio, ademas de obtener un par de subproductos como lo son el HCl y
el Hz.
=  Optimizacion

Cada proceso se optimiza por separado. Obsérvese que el disefio y la optimizacion de los
procesos son problemas altamente no lineales que implican variables de disefio continuas y
discretas. Dentro de la simulacion y optimizacion de cada proceso, se da una solucion al
conjunto de ecuaciones "MESH". Ademas, la funcidn objetivo es potencialmente no convexa,
con la posibilidad de encontrar el 6ptimo local y estar sujeto A las limitaciones.

(Min)TAC = f(Ntn,iﬁ an,i' an,iﬁ Ftn,i' Dtn,i' Ptn,i)
Subject to'y,, = X, (1)

Con el fin de optimizar los tres procesos, se utilizd un método de optimizacion hibrido
estocastico, denominado evolucion diferencial con la lista de tabu (DETL) [5]. La
implementacion de este enfoque de optimizacion se realizé utilizando una plataforma hibrida
que incluye Microsoft Excel, Aspen Plus y Matlab. El vector de las variables de decision (es
decir, las variables de disefio) se envian a Microsoft Excel a Aspen Plus mediante DDE
(Dynamic Data Exchange) a través de una tecnologia COM. En Microsoft Excel, estos
valores se atribuyen a las variables de proceso que Aspen Plus necesita. Después de la
simulacion, Aspen Plus devuelve a Microsoft Excel el vector resultante. Esos valores se
envian desde Microsoft Excel a Matlab donde se calculan las funciones objetivo. Finalmente,
Microsoft Excel sugiere nuevos valores de variables de decision de acuerdo con el método
de optimizacidn estocastico utilizado.

Resultados

En esta seccion presentamos los resultados de la optimizacion de cada uno de los procesos.
Con el fin de ilustrar lo que se ha hecho en la optimizacion, se presentan los graficos 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 solucion
valida ya que no hay una disminucion significativa en las ultimas evaluaciones. Esto
demuestra la robustez del método DETL, mostrando la convergencia y los resultados
correspondientes a las buenas soluciones.

Todas las ejecuciones para llevar a cabo la optimizacion se realizaron en una CPU Intel®
Core TM 17-4790 a 3.6 GHz, 16 GB de ordenador, el tiempo de calculo para obtener las
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soluciones optimas fue diferente segiin la complejidad de cada proceso: proceso Siemens
28,2 horas, el proceso FBR requiri6 125,6 horas, y el proceso Hibrido requiri6 127,2 horas.
En el caso de la configuracion Siemens, es posible observar que solamente se realiza la
optimizacion de una Uinica columna convencional y la alimentacion fresca de HCI para iniciar
la reaccion del reactor que produce los silanos. Estos parametros representan un ahorro
econdmico sustancial en el proceso, ya que la seccion de separacion siempre representa un
alto costo en cualquier proceso quimico, y que la cantidad correcta de reactivo representa
grandes ahorros en el funcionamiento real del proceso. Esto se puede ver en la Figura la,
donde la configuracion inicial tiene un TAC de 1,08 M $ / a, terminando con un TAC de 0,50
M § / afo, lo que representa un ahorro del 53,28%. El proceso FBR tiene el mayor numero
de variables de decision a optimizar. La optimizacion se llevo a cabo en dos columnas
convencionales, dos columnas de destilacion reactivas y la corriente de alimentacion fresca
de SiCls. En la Figura 2b se puede ver que el TAC de la configuracion inicial es de 7,95 M
$ / a y terminando con 2,57 M § / a, ahorrando un 67,65%. El proceso hibrido muestra la
optimizacion de dos columnas convencionales, y la alimentacion de SiCl4 fresca. La
configuracion inicial tiene un TAC de 5,21 M $/ a, terminando con 1,95 M §$ / afo, ahorrando
62,58% (ver Figura 2c).
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Figura 1. Resultados de optimizacion 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, también tiene la produccion
anual minima de Si(sg) de 0,47 kt / a. El proceso intensificado FBR resulta ser el mas costoso
de los tres propuestos, con una produccion grande de Sisg) de 1.49 kt /'y, pero no es el mejor
de esta manera. El Proceso Hibrido muestra la mayor produccion de Siisgy de 1,89 kt / a, a
un costo mas alto comparado con el proceso de Siemens, pero inferior al proceso FBR
Intensificado.

Conclusiones

En este trabajo, se realiz6 una optimizacion global estocéstica para el disefio de procesos de
produccion de Sisg) para mejorar y comparar su costo. Los resultados muestran que el
proceso Siemens presenta el menor TAC, pero con la menor produccion de Si (sg). El
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Intensified FBR Union Carbide Process, mostro el TAC mas grande debido al costo de capital
del equipo y la energia requerida para la purificacion de Si(sg). Finalmente el Proceso Hibrido
exhibié una gran produccion de Sisg), con un TAC intermedio entre el proceso Siemens y el
Intensified FBR Union Carbide. Evaluando el TAC vs produccion de Sisg), resultd que el
Proceso Hibrido fue el mejor de los tres desde el punto de vista econdmico.
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Resumen

La cerveza es una de las bebidas alcohdlicas mas populares a nivel mundial y su demanda ha
producido el interés de la busqueda de cereales econdomicos que reduzcan el costo de
fabricacion. Sin embargo, su aporte nutrimental es escaso. En contraparte, los alimentos
funcionales tienen el objetivo de satisfacer los requerimientos diarios de vitaminas,
aminoacidos, pero el costo de estos alimentos es alto. Por tanto, en este proyecto se propone
la busqueda y seleccion de un cereal economico para que, al fermentarlo, la cerveza tenga las
caracteristicas de sabor-aroma agradables al consumidor y que, satisfaga los requerimientos
diarios de aminoacidos de cadena ramificada para que esta bebida alcohdlica se considerada
como un alimento funcional.

Palabras clave: Alimento funcional, Aminoacidos, Cerveza de amaranto-malta.

Introduccion

La cerveza es una bebida fermentada tradicional que esta presente en la dieta desde hace
miles de afios. Se fabrica a partir de ingredientes que apenas han cambiado en el transcurso
de los siglos: agua, cereal y levadura [1]. Aunque las caracteristicas de sabor y aroma es un
factor importante cuando el consumidor elige una cerveza, existen diversos componentes que
pueden tener efectos benéficos en la salud como la presencia de antioxidantes y aminoéacidos
de cadena ramificada [2].

Los aminoécidos tienen la funcion de la produccion de proteinas en el interior del organismo,
las cuales son vitales la formacion y mantenimiento de tejidos organicos [3]. Sin embargo,
estos aminoacidos solo se obtienen del consumo de carnes rojas y algunos cereales como el
sorgo, chia y amaranto [2]. El amaranto, es un cereal abundante no solo en México sino
alrededor del mundo debido a la facilidad de siembra, cosecha y almacenamiento [4], ademas,
es considerado como un alimento funcional porque contiene alta concentracion de
aminoacidos de cadena ramificada, es un alimento libre de gluten y esta asociado con la
regulacion de azucar en sangre, favorece la pérdida de grasa abdominal durante y después de
realizar ejercicio [5].

Este cereal podemos encontrarlo en diferentes presentaciones, ya sea como golosina,
sustituto de arroz, en presentacion de barras energética, inclusive, como ingrediente para la
elaboracion de cerveza durante la época prehispanica en México y Peru [6], pero las
caracteristicas de sabor-aroma de esta bebida alcoholica eran desagradables. Esta
problematica, fue abordada por Teran [6] donde identifico las proporciones ideales para
fabricar una cerveza agradable al gusto del consumidor. Sin embargo, no evalud las
trayectorias de aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina). Por tanto,
este proyecto propone la evaluacion de la cerveza de amaranto reportada por Teran [6] y
determinar si la concentracion de valina, leucina e isoleucina establecida por la OMS/FAO
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[8] con una concentracion de 66 mg, 28 mg y 32 mg, respectivamente, cumplen con los
requerimientos para ser considerado como un alimento funcional.

Metodologia

Datos experimentales
El proceso de fermentacion de cerveza reportado por Teran [6] se tomd como base de datos.
La razén por la cual se eligié estos datos experimentales se debe a que Teran [6] obtuvo
mayor indice de aprobacion por parte de un grupo de consumidores de cerveza para un lote
que contenia 30% de amaranto malteado y tostado. La trayectoria de biomasa y produccion
de etanol reportada por Teran [6] se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Trayectoria de la produccion de etanol y biomasa durante el proceso de
fermentacion de cerveza de amaranto reportado por Teran [6].

Modelado del proceso de fermentacion de cerveza
A partir de la Figura 1, se extrajeron los datos de biomasa y etanol para realizar la

validacion respecto al modelo matematico del proceso de fermentacion de cerveza reportado
por Gee y Ramirez [7]. Este modelo, se basa en las relaciones de Monod para describir la
tasa de consumo de los azucares reductores del cereal a fermentar (ec. 1-3) y produccion de
biomasa y etanol (ec.4 y 5), aporte nutrimental de la valina, leucina e isoleucina (ec. 6), y
caracteristicas de aroma-sabor.

4G __4*G, X: (1)

dt k; +G
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donde las constantes u,k,,k,,Y,,.Y,,Y,,H, son los pardmetros de operacion, que son Uinicos
para cada proceso de fermentacion.

Resultados

Optimizacion de los parametros de operacion

Para identificar la magnitud de los parametros de operacion del proceso de
fermentacion, se utilizé la rutina de optimizacion de Matlab Isqnonlin, el cual realizé un
ajuste de los datos experimentales de biomasa y etanol de Teran [6] respecto al modelo
matematico de Gee y Ramirez [7]. Se utiliz6 una computadora de escritorio marca HP,
INTEL CORE i5 para cuantificar los parametros que correspondieron a:
4 =(0.9043,1.3320,1.0257); k, = (1.1751,1.1075,1.3944); k, = (1.1482,1.0817);

Y, =(0.8416,0.7541,1.004); Y, = (1.342,2.546,1.543) ; Y, =(0.0006,0.0021,0.7622) y
H, =(1.1687,1.1897,1.2322).

Evaluacion del modelo matematico de fermentacion

Los parametros de operacion optimizados fueron alimentados al modelo matematico
de Gee y Ramirez [7] y se procedio a realizar las simulaciones correspondientes al consumo

de los azucares reductores a temperatura constante (Figura 2) a través del software Matlab
2012.
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Figura 2. Trayectoria del consumo de glucosa, maltosa y maltotriosa durante el proceso
de fermentacion de cerveza de amaranto a temperatura constante.
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En la Figura 2, se muestra el consumo de los tres azucares reductores reportado por Teran [6]
se observa que, numéricamente, el primer aztcar en consumirse fue la glucosa, seguida por
la maltosa y maltotriosa, que son andlogas al modelo matematico de Gee y Ramirez [7], por
tanto, los pardmetros de ajuste obtenidos a través de la herramienta Isqgnonlin son adecuados
en este caso de estudio. No obstante, el objetivo de este trabajo es determinar si la cerveza de
amaranto reportada por Teran [6] puede considerarse como un alimento funcional, por este
motivo, se procedio a realizar la simulacion con los pardmetros optimizados de las ecuaciones
gobernantes correspondiente al consumo de leucina, isoleucina y valina (ec. 6) respecto al
valor minimo de cada aminodcido para ser considerado como alimento funcional. Las
trayectorias estos aminoacidos 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
fermentacion de cerveza de amaranto a temperatura constante.

En la Figura 3 se muestra la tasa de consumo de los aminoécidos de cadena ramificada
durante el proceso de fermentacion 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 fermentacion a las 300 horas, la concentracion de leucina es de 53.2
mg, incumpliendo el contenido recomendado. En el segundo panel se observa que este
aminodacido se encuentra por arriba de la concentracion 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 concentracion final de isoleucina es superior a la concentracion
recomendada con un aporte del 106.42%, es decir, el aporte minimo de este aminoacido en
esta bebida alcohdlica torna a la cerveza de amaranto como un alimento funcional.

Conclusiones

Este proyecto se utilizo, via simulacion, las trayectorias de etanol y biomasa a base
de amaranto con malta tostado para la fabricacion de cerveza reportada por Teran [6], para
evaluar la posibilidad de que esta bebida alcohdlica pueda ser considerado como un
complemento adecuado para obtener los aminoacidos de cadena ramificada que requiere el
cuerpo humano para la formacién y mantenimiento de musculo. Los resultados mostraron
que, en base a lo reportado por Teran [6], la concentracidon 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 aminoacidos 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 musculo; 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 busqueda de cereales con concentracion de
leucina, isoleucina y valina superior al requerimiento diario y, después de realizar la etapa
experimental, encontrar las proporciones de sabor-aroma ideales para el consumidor, evaluar
la concentracion final de estos aminoacidos 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 investigacion se desarrolld una manera facil y efectiva de mejorar
las propiedades mecanicas de una matriz epoxica, diglicidil éter de Bisfenol A (DGEBA),
reforzandola con una combinacion de 6xido 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 epoxica pura. Las proporciones de 6xido de grafeno y 6xido 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 sintesis de los nanomateriales grafiticos (OG y RGO) se partié del grafito cristalino,
el cual se sometid a un proceso de oxidacion y exfoliacion mecénica, para obtener el 6xido
de grafeno. Después se hizo una reduccion quimica empleando acido ascérbico (L-AA) como
agente reductor, obteniendo asi el 6xido de grafeno reducido.

Los resultados muestran que los compositos reforzados con s6lo 0.4% en peso con una
relacion de 0.25:0.75 de GO:RGO, la resistencia y tenacidad a la traccion son 52% y 152%
mas altas que la resina epodxica sin reforzar, mientras que en el mddulo elastico tuvo un
incremento cerca del 20%.

Introduccion

El empleo de nanomateriales como refuerzo de matrices poliméricas, ha sido recientemente
muy estudiado debido a la diversidad de aplicaciones industriales como la automotriz,
aeroespacial, de construccion, electronicas, etc [1]. Algunas investigaciones se han centrado,
especialmente en el grafeno [2], considerado como el “material més fino del universo”, con
gran potencial de aplicacion, ademas, presenta propiedades notables, tales como una alta
conductividad térmica, propiedades mecanicas superiores, excelentes propiedades de
transporte electronico y elevada area superficial [3]. Estas caracteristicas intrinsecas del
grafeno han generado un enorme interés por su posible aplicacion como nanorefuerzo en
compositos, con el fin de transferir dichas propiedades y diversificar sus aplicaciones.

En los ultimos afios, 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] estudio el efecto de reforzar una matriz epoxica con diversas
proporciones de mezclas de nanotubos de carbon y nanoldminas de grafeno, encontrando
efectos sinérgicos especialmente en el modulo de flexion. Young et al. [5] publicd un revision
del estado del arte sobre la evaluacion de las propiedades de materiales compuestos
reforzados con grafeno (RGO) o con 6xido de grafeno (GO), en el cual se comenta que el
oxido de grafeno presenta algunas ventajas sobre el grafeno, tales como, la presencia de los
grupos funcionales en la superficie del GO, que permiten la unién de éste con matrices
polimérica [6], por otra parte, el grafeno reducido no forma enlaces con la matriz, pero debido
a su caracter hidrofobo, es méas compatible con algunos polimero, tales como la resina
epoxica. A continuacion, en este trabajo se propone, analizar las propiedades mecanicas de
los materiales compuestos desarrollados a base de una matriz de resina epoxica (diglicidil
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éter de Bisfenol A) reforzada a diferentes concentraciones y mezclas de 6xido de grafeno y
grafeno reducido.

Metodologia

Sintesis del 6xido de grafeno (GO). Se sigui6 el procedimiento del método de Hummers [7]
para la preparacion del 6xido de grafeno. 2 g de grafito cristalino y 46 mL de acido sulftrico
(H2SO4 al 98%) fueron introducidos en un matraz de 3 bocas, y se sometio a un bafio de hielo,
hasta alcanzar una temperatura cercana de 0°C, enseguida se adiciono lentamente 6 g de
permanganato de potasio (KMnQOy). El proceso de oxidacion se lleva a cabo durante 2 h a
35°C y con agitacion magnética. Después de este tiempo, se adiciona 10 mL de una solucion
al 30% v/v de peroxido de hidrogeno (H,O;). La mezcla resultante se filtra y se lava hasta
obtener un pH. El producto se seca a 65°C por 12 h hasta obtener 6xido de grafito. Una vez
que se tiene el 6xido de grafito, se pesa 0.1 g de éste y se dispersa en 10 mL de agua, esta
solucidn se sonica durante 3 h, dentro de un bafo ultrasonico a una frecuencia de 50-60 Hz,
una porcion de 6xido de grafeno fue secado y se empled como refuerzo.

Sintesis del grafeno reducido (RGO). Para la sintesis del grafeno reducido, se utilizo la otra
porcion de la solucion sonicada, la cual se calentd hasta una temperatura de 95°C y se
adicion6 acido L-ascorbico [8] reaccionando por 15 min. Finalmente, el RGO se lavo y se
secd a 65°C durante 12 h.

Preparacion 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 epoxica (DGEBA), y la mezcla se sonico durante 1
h con el fin de mejorar la dispersion. Después, se adiciono etilendiamina (EDA); la mezcla
resultante se vertié a un molde con dimensiones de acuerdo con la norma ASTM D6338 para
determinar las propiedades mecanicas de los compositos. El proceso de curado de las
muestras fue a 50°C, manteniendo esta temperatura durante 1 h. También se preparé una
muestra de resina epoxica sin ningln tipo de refuerzo, con el fin de comparar los resultados.

Caracterizacion. Las técnicas que se usaron para la cateterizacion de los refuerzos, fue
espectroscopica infrarroja, IR (equipo: Espectrofotometro FT-IR Spectrum 100),
microscopia electronica de transmision TEM (Equipo: Microscopio JOEL TEM-1010). Para
llevar a cabo el ensayo de tension se hizo ocupo la méquina universal de pruebas mecanicas,
AGS-J SHIMADZU 10kN.

Resultados

Para el estudio de los cambios estructurales de los materiales usados como refuerzo, se
analizaron mediante absorcion infrarroja (figura 1). Se observa que 6xido de grafeno
presentan bandas caracteristicas de su estructura, como lo son: una banda alrededor de 1611
cm™ la cual corresponde a la vibraciéon de estiramiento del enlace C=C y las bandas
correspondientes a las vibraciones de los enlaces O-H y C=0 del grupo carboxilo. Estos
resultados sugieren que el GO tiene una estructura con abundantes grupos a base de oxigeno
sobre la superficie, lo cual es consistente con su alta capacidad de dispersion en medio acuoso
y contribuyen a mejorar la adhesion interfacial. Al reducir quimicamente el GO con el acido
ascorbico; usado como agente reductor, se puede mostrar por medio de IR/ATR (figura 1),
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la mayoria 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 micrografias, de 6xido de grafeno (a y b) en las cuales se
observa superficies con pliegues altamente definidos, también 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 seccion eficaz de dispersion electronica. Ademas, se pueden ver defectos
restantes en el grafeno concentradas en las areas en donde la hoja se encuentra arrugada.
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Figura 1.- Espectro Infrarrojo del (i) grafito Figura 2.- Micrografias TEM de oxido de
cristalino, (ii) oxido de grafeno (GO) y (iii) grafeno grafeno (ay b) y grafeno reducido (cy d).

reducido (RGO).

Al evaluar las propiedades mecanicas de los materiales compuestos, los resultados obtenidos
mediante el ensayo de tension se obtuvieron curvas de esfuerzo-deformacion (figura 3). Se
puede observar una importante mejora en la resistencia a la traccion, el alargamiento a la
rotura y la tenacidad a la traccion 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. Ademas de que se observo que las relaciones de 0.25:0.75 muestran mayor
desempeio que las demas combinaciones.

Los resultados de la resistencia a la traccion se muestran en la figura 4, donde la resina
epoxica presenta un valor de resistencia a la traccion de 31 MPa, mientras que los compositos
reforzados a 0.4% peso muestran un mejor rendimiento, siendo la relacion de 0.25:0.75
(GO:RGO) es notablemente mas resistente a la traccion (47.18 MPa) antes de su ruptura, un
52% mayor que la resina sin reforzar.
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Figura 3.- Curvas de esfuerzo-deformacion para los compositos a diferente % peso y combinaciones de GO :
RGO.

En la figura 5 se muestra el médulo de elasticidad para todos los compositos y la resina
epoxica pura. En donde se observa que la mayoria de los compositos reforzados presentan
una gran resistencia a la deformacion eléstica, 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 moddulo elastico de
1218.21, 1215.22 y 1226.13, respectivamente), aproximadamente un 20% mayor que la
resina epoxica.

Otro parametro importante es la tenacidad a la traccion, que se refiere a la energia adsorbida
por un material antes de la fractura. La figura 6 muestra los resultados de tenacidad a la
traccion para los compositos y resina epoxica 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% mads alto que la epoxica pura con el composito
reforzados con 0.4% en peso.
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Figura 6.- Tenacidad de compositos reforzados con nanomateriales (GO y RGO)

Conclusiones

En este trabajo, se logroé obtener compositos, con mejores propiedades mecanicas, al usar
refuerzos en estado quimicamente oxidado (GO) y reducido (RGO). En los compositos
preparados, se observo 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 quimicamente al polimero.

En la prueba de tension, se observo que todos los compositos presentaron un efecto positivo
de refuerzo, al soportar mayor carga que la resina epoxica sin refuerzo. Ademas, se encontrd
que con una concentracion de 0.4% peso y a la relacion, 0.25:0.75, se obtuvo el mejor
comportamiento, logrando un material capaz de resistir un 52% mas la resina epoxica.

Los resultados obtenidos sugieren que es posible lograr propiedades ventajosas combinando
grafeno en condiciones oxidadas y reducidas, ya que muestra un efecto sinérgico por la
presencia de ambos refuerzos.
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Resumen

En este trabajo se analiza la transferencia de calor de tres diferentes geometrias regulares de
superficies extendidas o aletas. Se hace uso de la dindmica 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 méxima posible en las dimensiones geométricas, se obtiene también la eficiencia y
efectividad para cada una de las geometrias de aleta propuestas.

Palabras clave: CFD, aletas, transferencia de calor.

Introduccion

El principal inconveniente de los sistemas de refrigeracion basado en transferencia de calor
por conveccidn es que la velocidad de transferencia de calor (Watts) alcanzada es bastante
pequeia, como explican Bejan [1] y Kreith et al. [2]. El uso de aletas es una de las formas
mas 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 area de la superficie en la cual
ocurre la transferencia de calor por conveccion para aumentar precisamente esta transferencia
de calor, usando la menor cantidad de material adicional necesario para este proposito, sin
embargo hay un punto donde extender mas allé de cierta medida las aletas carece de sentido
y solo conlleva perdidas econdmicas por usar material de construccion innecesario [5]. En
este sentido, mediante este trabajo, se analiza la transferencia de calor de tres diferentes
perfiles de aletas con geometrias regulares tales como: rectangular, circular y triangular para
determinar la distribucion o campo de temperaturas en cada una de ellas y la configuracion
bajo la cual ocurre la transferencia de calor maxima para la misma area de transferencia. Para
los célculos se emplea CFD con el paquete ANSY S-Fluent.

Metodologia

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 geometria en tres
dimensiones para todos los perfiles. Para los casos se supone que las aletas estan expuestas a
un enfriamiento por conveccion, con condicion de extremo adiabatico. Las geometrias se
compararan considerando una misma 4rea de transferencia de calor, condiciones de
operacion propuestas y construidas con una aleacion de aluminio 2024, en la que se usa el
cobre como principal elemento en la aleacion y tiene una alta conductividad térmica k de 180
W/m-K.
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Cuando se considera una condicion de extremo adiabatico, el 98% de la transferencia de calor
maxima posible de aleta se alcanza para una longitud de aleta L = 2.3/m donde m =
(hP/kA.)"”, donde h es el coeficiente convectivo, P el perimetro de la aleta, & la conductividad
térmica del material y 4. es el area de la seccion transversal.

En la Figura 1 se muestra la configuracion aplicada para la aleta con el perfil circular. La
maxima transferencia de calor se alcanza para una longitud Z de 0.11 mo 11 cm.

m Tp=298.15K
=100 Wm* K

I=37315K
Figura 1. Conduccion y conveccion en aleta de seccion transversal circular.

Se emplea un mallado estructurado y celdas hexaédricas, con un nimero total de 9,588
elementos, con la condicion de frontera para todas las paredes como “wall”, es decir, pared
expuesta a conduccion en la base de la aleta, pared expuesta a conveccion en la superficie y
extremo aislado o adiabatico (ver Figura 2).

0010 0.030

Figura 2. Mallado de la aleta circular.

Para el caso de la aleta con perfil rectangular, la longitud L a la cual ocurre la maxima
transferencia de calor asi como el ancho de la aleta w, se calcularon de forma iterativa
considerando la misma area superficial de transferencia de calor por conveccion que se utilizd
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 ¢ de 2 mm o 0.002 m, en la Figura 3 se
muestra la configuracion aplicada.
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T=29815K
k=100 Wm*K

k I,=37315K

3
Figura 3. Conduccion y conveccion en aleta de seccion transversal rectangular.

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

A

Siguiendo la misma metodologia que para los perfiles anteriores, para el perfil triangular, el
area superficial de transferencia de calor y el espesor ¢ 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 configuracion de la aleta.

@ T =20815K
h=100 Wm? K

0.000 0.020 0.040 (m)
0.010 0.030
Figura 4. Mallado de la aleta rectangular.

e |

I;=37315K
Figura 5. Conduccion y conveccion en aleta de seccion transversal triangular.

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

La eficiencia ny y la efectividad &; para los perfiles se obtienen mediante las siguientes
ecuaciones [5]:

N, = r 1
I hAs(T, — T)
ar )

T Ay (T, — To)

Donde q; es el calor removido por la aleta, Ay es el area de la superficie de la aleta y A, es
el area de la seccion transversal en la base de la aleta.

Resultados

En la Figura 7-9 se aprecia el contorno y la grafica de la distribucion de temperaturas para la
elata circular, rectangular y triangular respectivamente. En la direccion axial x se desarrolla
la méxima transferencia de calor posible, por ende extender la aleta mas alla del caso
propuesto para 0.11 m carece de sentido para el perfil circular y que generaria solo costos
adicionales por incrementar el material de construccion 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 maxima 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 9. Contornos y grdfica de la distribucion de temperatura en la aleta triangular.

o

En la Tabla 1 se observa la comparacion de los distintos perfiles en base a la disipacion
maxima de calor por unidad de volumen, tal como se espera se pudo comprobar que el mejor
perfil para disefio de equipos de intercambio de calor es el perfil triangular, dado que para las
mismas condiciones de transferencia de calor y la misma area de transferencia se remueve
calor con menos material, que para fines practicos industriales permite ahorros econdmicos
mayores.

Tabla 1. Comparacion de los diferentes perfiles de aletas.

Perfil Efectividad Eficiencia  Transferencia Volumen Disipacion por unidad de
& Ny de calor (W) (m3) volumen (W/m3)
qr 4 ar
| /4
Circular 37 0.42 5.43 2.1598x10° 2,514,121
Rectangular 47 0.43 5.5 1.3572x10° 4,052,460
Triangular 38 0.44 5.7 8x107 7,125,000
Conclusiones

El perfil triangular recto es mas atractivo porque para la transferencia de calor equivalente
requiere menos volumen o material de la aleta que los otros perfiles. La disipacion por unidad
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de volumen es mas grande para otros perfiles no tratados en este trabajo como el parabdlico,
sin embargo esta disipacion por unidad de volumen es solo ligeramente mayor que para el
perfil triangular, por ello el uso de perfiles parabolicos pocas veces se justifica en vista de los
grades costos de fabricacion.
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Resumen

Las especies reactivas de oxigeno, productos del metabolismo aerdbico, impactan distintas
biomoléculas celulares incluyendo el ADN. La oxidacion del material genético promueve la
formacion de la altamente mutagénica lesion 8-Oxo-Guanina (8-Ox0G). La principal ruta de
eliminacion de esta lesion es el sistema de la guanina oxidada (GO) compuesto por las
proteinas MutT, MutM y MutY. MutY es una ADN glicosilasa que elimina especificamente
la adenina del mal apareamiento OG:A. Estudios recientes mostraron que el estrés oxidativo
es exacerbado durante fase de crecimiento estacionaria y es un componente importante en la
generacion de mutaciones en células de B. subtilis carentes de division celular. Como una
etapa importante en la caracterizacion bioquimica de la proteina MutY de B. subtilis, en el
presente trabajo se disefid una construccion en el vector pET19-b para sobreexpresar al gen
mutY de manera heterologa, lo cual permitié la produccion de la proteina recombinante
Hisjo-MutY en Escherichia coli. La proteina recombinante se purificdé a homogeneidad
mediante cromatografia de afinidad metélica lo cual se confirmé mediante un andlisis
electroforético en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. En conclusion,
se obtuvieron fracciones altamente puras de la proteina His;o-MutY de B. subtilis, la cual
mostrd, de acuerdo con el tamafio del gen, una masa molecular cercana a 42 kDa.

Palabras clave: Bacillus subtilis; ADN glicosilasa;, MutY; 8-oxo-Guanina.

Introduccion

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan como subproductos de la respiracion y
el metabolismo celular aerébico, pero también se pueden generar a través de la exposicion a
la radiacion ionizante y otros agentes que generan radicales libres. El blanco principal de las
ROS es el genoma celular lo que resulta en la oxidacion de las bases del ADN y la formacion
de otros subproductos incluyendo las roturas de cadena sencilla y doble; por su caracter
genotoxico y citotoxico estas lesiones son potencialmente letales para las células. Para
mantener la integridad del genoma la evolucion ha equipado a los organismos con diversos
sistemas de prevencion y reparacion 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 mas susceptible a la oxidacion, produciendo diferentes productos en el ADN, como 8-
oxo0-7,8-dihidroguanina (8-Ox0G) y 2-6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapyG)
[2]. La 8-Ox0G es una lesion comun altamente mutagénica, este precursor oxidado es
frecuentemente incorporado opuesto a la adenina en el ADN. Sin embargo, la oxidacién
directa del ADN también genera 8-OxoG el cual induce transversiones GC—TA y AT—-CG
[3]. Estos efectos mutagénicos son contrarrestados por el sistema de reparacion por escision
de bases, utilizando las ADN glicosilasas MutM y MutY. La primera, elimina la 8-OxoG del
par 8-0x0G:C y la segunda elimina la adenina del mal apareamiento 8-OxoG:A; aunque se
ha descrito que MutY también puede actuar sobre los pares erroneos G:A 'y C:A [4]. El efecto
mutagénico del precursor oxidado 8-oxo-dGTP también 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 incorporacion de 8-o0xo-G al ADN. En E.coli estas tres proteinas conforman el
sistema GO [5].

Los estudios estructurales y bioquimicos de la ADN glicosilasa MutY, muestran que esta
consta de un dominio N-terminal o nticleo catalitico y una region C-terminal [6]. El dominio
catalitico contiene un cluster [4Fe-4S], un motivo generalizado entre las proteinas implicadas
en el metabolismo de los acidos nucleicos [7]. En MutY y la endonucleasa III, el grupo [4Fe-
4S] esta coordinado por cisteinas altamente conservadas (Cio2 Xe Cio9 X2 Cag2 Xs Caog) [8]-
Por otra parte, en B. subtilis se demostré que mutY se expresa durante la fase estacionaria y
que tiene un papel relevante en el proceso de Mutagénesis Adaptativa [9]. Por lo que es
importante realizar la caracterizacion bioquimica de la proteina MutY de B. subtilis para
seguir abordando su participacion en modular las mutaciones que surgen durante fase
estacionaria.

Metodologia
Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de B. subtilis, E. coli y plasmidos utilizados en este estudio.

B. subtilis Genotipo Referencia
168 Wild type Cepario PERMlab
E. coli Descripcion Referencia

F ®80d lacZ AM15 A(lacZYA-argF)U169 delR

bH io PERMI
> recd endAl hsdR17 (tymy") supE44 thi-1gyrd96 Cepario ab

PERM1163

(Rosetta) F ompT hsdSg(rs mg’) gal dem (DE3) pRARE. Cm"® Cepario PERMIab

E. coli DH5a que contiene la construccion pJET1.2/blunt +
PERM1522 ORF del gen yfhQ de B. subtilis. Con sitios de restriccion Ndel | Este estudio
y BamHI. Amp"®

E. coli DH5a que contiene la construccion pET19b-mutY, con

PERM1524 .. L
sitios de restriccion Ndel y BamHL. Amp®

Este estudio

E. coli Rosetta que contiene el plasmido PERM 1524, expresa
PERM1527 la proteina MutY (YthQ) de B. subtilis con una etiqueta de 10 | Este estudio
histidinas en el extremo N-terminal. Amp® Cm®

Plasmido Descripcion Referencia

Th Fisch
pJET1.2/blunt | Vector de clonacion. Amp® .e rmp 1Sehet
Scientific

Donado por el Dr.
Luis Brieba de
Castro

Vector de expresion para E. coli conteniendo un promotor

ET19b
p Pspac-inducible por IPTG. Amp"

Medios de cultivo

Para el crecimiento de B. subtilis y E. coli se utiliz6 el medio de cultivo Luria-Bertani (LB).
Cuando se requirid, se agregaron los siguientes antibidticos a los medios de cultivo:
ampicilina (Amp, 100 pg/ml), cloranfenicol (Cm; 25 pg/mL) 6 con isopropil-p-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) 0.5 mM. Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio fueron
construidas usando técnicas estandar de biologia molecular [10].
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Disefio de un plasmido para sobreexpresar a mutY de B. subtilis y purificar una proteina
recombinante His;o-MutY

El producto de PCR del gen mutY, se purifico en un gel de agarosa de bajo punto de fusion y
se ligd en el vector pJET1.2/blunt para transformar células competentes de E. coli DH5a.

Se extrajo ADN plasmidico de la cepa E. coli PERM 1163 que contiene el vector de expresion
pET19b, a la par, el marco de lectura abierto del gen mutY fué recuperado del plasmido
PERM1522 mediante la digestion con las enzimas Ndel y BamHI. Para corroborar la correcta
restriccion del plasmido, toda la mezcla de reaccion fué 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 fusion al 1.5%. A continuacion éstos se utilizaron para
realizar una reaccion de ligacion que se utilizé para transformar células competentes de la
cepa E. coli DH5a. Se seleccionaron varias colonias transformantes resistentes a Amp, las
cuales se sometieron a un analisis de restriccion de minipreparaciones de ADN y a una de las
transformantes que contenia la construccion de interés pET19b—MutY (Fig. 3) se le
denomin6 PERM1524. Posteriormente la construccion de la cepa PERM 1524 se utilizo para
transformar células competentes de E. coli Rosetta para sobreexpresar la proteina His;o-
MutY, dicha cepa se guardo bajo la denominacion PERM1527.

Purificacion de la proteina His;o-MutY por cromatografia de afinidad metalica

Para la purificacion de la proteina Hisjo-MutY se inocul6 un cultivo de 1 L de medio LB
suplementado con Amp y Cm con la cepa E. coli PERM1527. El matraz se incub6 a 37°C en
agitacion constante hasta alcanzar una DO 600nm de 0.5. En este punto se agrego al cultivo
IPTG a una concentracion final de 0.5 mM y se continu6 la incubacion por 5 h bajo las
condiciones descritas. A la par, se utilizo un medio de cultivo con las mismas condiciones y
sin IPTG como control negativo. A continuacion, los cultivos se centrifugaron a 4800 x g,
4°C, por 15 min para obtener la pastilla celular. Posteriormente, las células se lavaron y
resuspendieron en 40 mL de buffer de lisis (Tris-HCI 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 continuacién se sujetaron a un segundo paso de lisis mediante
sonicacion. Finalmente, el lisado celular se centrifugo a 4800 x g, 4°C, durante 45 min y el
sobrenadante se pasd a través de una columna de Ni-NTA (QIAGEN, Valencia, CA)
previamente equilibrada con buffer de lisis. La columna se lavo con 30 mL cada vez, con
cada uno de los buffers de lavado conteniendo 15, 30 y 45 mM de imidazol; finalmente, la
proteina His;o-MutY se eluyo con 10 mL de buffer de lisis conteniendo 500 mM de imidazol.

Analisis de proteinas mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE)

Las fracciones obtenidas de las diferentes etapas de la purificacion se analizaron por SDS-
PAGE [11] usando geles de poliacrilamida al 12%. Los geles se tifieron con Azul de
Coomassie 0.025% (p/v).

Resultados
Amplificacion por PCR del marco de lectura abierto del gen mutY de B. subtilis.

En la Figura 1 se muestra el producto de amplificacion del marco del lectura abierto del gen
mutY de B. subtilis, generado mediante PCR, observandose una unica banda del tamafo
esperado; i.e., 1104 pb.
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~1104 bp

Figura 1. Carril 1, marcadores de tamaiio de ADN de 1 Kpb (MPM). Carril 2, amplificacion 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 purificd en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion y se ligd en el vector de clonacion pJET1.2/blunt. Los productos de la ligacion se
introdujeron por transformacion a células competentes de la cepa E. coli DH5a. La Figura 2
muestra el analisis de la restriccion de un miniprep obtenido de una colonia transformante
tratado con las enzimas Ndel y BamHI. La restriccion de la construccion, denominada
PERM1522 gener6 dos bandas, correspondientes al vector (2974 pb) y la correspondiente al
gen mutY de 1104 pb.

1 2

~2974 bp

~1104 bp

Figura 2. Andlisis de restriccion para corroborar la obtencion de la construccion PERM1522. Carril 1,
MPM. Carril 2, patrén de restriccion con las enzimas Ndel y BamHI.

Obtencion de un plasmido para la sobre-expresion del gen mutY de B. subtilis en el
plasmido pET19b.

Para generar la cepa pET19b-mutY, se extrajo ADN plasmidico de la cepa E. coli PERM 1163
que contiene el vector de expresion pET19b y junto con el plasmido PERM1522 fueron
cortados con las enzimas Ndel y BamHI. Esto linearizo el vector pET19b generando una
banda de 5717 pb y liberd 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
reaccion de ligacion, con la cual se transformaron células competentes de la cepa E. coli
DHS5a. Se recuperaron colonias transformantes resistentes a Amp y se corrobor6 que una de
ellas contuviera la construccion correcta mediante analisis de restriccion, como se muestra
en la Fig. 3. Esta construccion se denomind pPERM1524 y se introdujo por transformacion
a E.coli Rosetta, generando la cepa E. coli PERM1527 (Tabla 1).
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~5717 pb

~1104 pb

Figura 3. Carril 1 MPM. Carril 2, analisis electroforético de la construccion PERM1524 cortadas con Ndel
y BamHI, el cual libero las bandas del tamario esperado.

Analisis de la purificacion de His - MutY en E. coli Rosetta.

Se encontrd que la adicion de IPTG a un cultivo de la cepa de E. coli PERM 1527, result6 en
la sintesis exacerbada, en la fraccion celular soluble, de una proteina 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 Metodologia se purifico la enzima His;p-MutY en una
columna de Niquel-agarosa. Las distintas fracciones de la purificacion se analizaron por
SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 4, este protocolo permitié obtener fracciones
altamente puras de la enzima recombinante His;o-MutY.

e X O T 4 T ®m 7

250 —
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Figura 4. Carril 1, MPM de proteinas, carril 2, extracto celular soluble; carril 3, proteinas 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, Hiso-
MutY purificada eluida con 500 mM de imidazol.

Conclusiones

Se generd una cepa recombinante para la sobreexpresion y sintesis heteréloga de la proteina
MutY de B. subtilis, la cual fue purificada mediante cromatografia de afinidad metalica
obteniendo como resultado fracciones de la proteina recombinante con alto grado de pureza.
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Resumen

La catalisis de liquido i6nicos soportados (SILP) es denominada una técnica catalitica hibrida, ya
que combina las ventajas de la catalisis homogénea y heterogénea. En la catalisis SILP el
catalizador esta disuelto en una delgada capa de liquido i6nico el cual se encuentra soportado en
pequeiias particulas altamente porosas. Las ventajas que ofrece dicha técnica han beneficiado a
una amplia gama de reacciones en fase gaseosa. Sin embargo, la catalisis SILP en reacciones en
fase liquida alin presenta importantes inconvenientes que inhabilitan su aplicacion. El principal
inconveniente consiste en que las particulas pierden la capa de liquido i6nico y el catalizador
disuelto en ¢l debido al contacto con cualquier otro liquido implicado en la reaccion. El
confinamiento estable de liquido i6nico en las particulas porosas juega un papel primordial en la
aplicacion exitosa de la catalisis SILP en fase liquida.

En este proyecto se propone maximizar las interacciones interfaciales del liquido idnico con la
superficie porosa que lo soporta. Mediante la formacion de particulas poliméricas de liquidos
ionicos se lograrda un control detallado de la quimica superficial del soporte y con ello
interacciones interfaciales de baja energia del liquido i6nico y su soporte, el cual sera constituido
por liquidos i6nicos polimerizados. Los soportes poliméricos seran formados mediante la
polimerizacion de unidades de ésteres activos y su posterior funcionalizacion con liquidos
ionicos. Finalmente, las particulas poliméricas seran hinchadas con liquido i6nico sin polimerizar
y con catalizador disuelto en ¢l formando de esta manera los sistemas SILP con mayor retencion
de liquido i6nico para su aplicacion en reacciones en fase liquida.

Palabras clave: Liquidos ionicos, catalisis SILP, polimerizacion controlada RAFT.
Introduccion

La catalisis de liquidos i6nicos soportados, también llamada catalisis SILP por sus siglas en
inglés (Supported Ionic Liquid Phase) es una técnica catalitica en donde el catalizador se
encuentra disuelto en una capa fina de liquido i6nico, dicha capa estd confinada en un soporte
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solido altamente poroso [1-3]. El resultado es un sistema que presenta las ventajas caracteristicas
tanto de la catalisis homogénea como heterogénea, ya que el catalizador, al estar disuelto en el
liquido i6nico, es activado en condiciones suaves de reaccion; a la vez que el soporte solido
facilita los procesos de separacion necesarios posteriores a la reaccion [3]. Hasta ahora, dicha
técnica ha sido aprovechada en una amplia gama de reacciones, incluyendo catélisis con metales
de transicion homogéneamente disueltos y catalisis acida con cloroaluminatos, presentando
rendimientos cataliticos excepcionales [3, 4].

Sin embargo, la catalisis SILP solo ha podido ser utilizada en reacciones en fase gas [4]. Su uso
en reacciones en fase liquida esta severamente afectado por el potencial “deslave” del soporte
solido debido a fuerzas mecéanicas impartidas por algun liquido involucrado en la reaccion [4], es
decir, ya sea un disolvente o un reactivo liquido puede arrastrar y remplazar al liquido ionico del
soporte poroso, lo que ocasiona la pérdida total del liquido i6nico y el catalizador disuelto en élI.

El confinamiento de los liquidos i6nicos en los soportes porosos se ha llevado a cabo mediante
fuerzas capilares, interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno o enlaces covalentes [3, 5].
En todos los casos, inclusive con enlaces covalentes, se ha reportado pérdida del liquido i6nico

[4].

Por otro lado, el concepto de confinamiento de peliculas finas de liquido en soportes solidos ha
sido estudiado para una serie de diversas y muy variadas aplicaciones. En todos los casos se
busca la retencion estable de un liquido en un soporte solido, a manera de que un segundo liquido
no remplace al primero de la superficie solida. El incremento en la funcionalidad superficial y por
consiguiente en la retencion del liquido se lleva a cabo por medio del control exhaustivo de la
quimica superficial y las interacciones entre la fase solida y el liquido confinado.

En este proyecto se propone la formacion de particulas de geles poliméricos como soporte solido
con composicion estructural definida. Se desea maximizar las interacciones interfaciales entre el
soporte y los liquidos i6nicos mediante el control de la quimica superficial del soporte sélido, de
esta manera, se logrard una retencion superior del liquido i6nico y el catalizador disuelto en ¢l
con la finalidad de ampliar la aplicacion de la catalisis SILP a reacciones en fase liquida.

La composiciéon quimica de la red polimérica consistird en liquidos idnicos polimerizados
haciendo uso de reacciones analogas de funcionalizacion de ésteres activos y de la técnica de
polimerizacion por transferencia de cadena de adicion-fragmentacion reversibles (RAFT). Las
particulas microscopicas seran formadas mediante reacciones de entrecruzamiento en emulsion
de los liquidos i6nicos polimerizados. Posteriormente dichas particulas microscopicas seran
hinchadas con liquido i6nico con catalizador disuelto y se analizaran sus propiedades cataliticas.
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Metodologia

La estrategia para la formacién de soportes cataliticos con retencion superior se divide en 3
etapas, la primera etapa consiste en una polimerizacion controlada de liquidos idnicos, los
polimeros resultantes constituirdn la estructura quimica del soporte. Para dicha polimerizacion se
hard uso de la técnica de polimerizacion controlada de transferencia de cadena por adicion-
fragmentacion reversibles, también llamada polimerizacion RAFT por sus siglas en inglés
(Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer) para polimerizar unidades monoméricas de
¢ésteres activos, como el metacrilato de pentafluorofenilo. La polimerizacion RAFT se llevara
acabo usando cumil ditiobenzoato como agente controlador y azoisobutironitrilo como iniciador.
Posteriormente el poli(metacrilato de pentafluorofenilo) se funcionalizara con tetrafluoroborato
de l-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 representacion grafica de la figura 1.

Figura 1. Representacion esquemdtica de la reaccion de funcionalizacion post-polimerizacion del éster activo con
un liguido ionico que contiene en su estructura un grupo amino.

En una segunda etapa se obtendran particulas microscopicas de los liquidos i6nicos
polimerizados, para ello se formard una emulsion en donde se induciran reacciones de
entrecruzamiento en el confinamiento de cada gota mediante la irradiacion UV de unidades
entrecruzantes de benzofenona a 350 nm, como se observa en la figura 2. Las propiedades
mecanicas de las particulas seran determinadas por el grado de entrecruzamiento.

Figura 2. Representacion esquematica de reacciones de entrecruzamiento en el confinamiento de las gotas mediante
la excitacion de unidades de benzofenona por radiacion UV.
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Finalmente, las particulas poliméricas se hincharan con el liquido i6nico sin polimerizar y con
catalizador disuelto en ¢€l. Una vez formadas las particulas de geles poliméricos y cargadas con
catalizador disuelto en liquido i6nico se llevard a cabo un andlisis de sus propiedades cataliticas
en reacciones previamente reportadas, como la hidrosililacion del 1-octeno, descrita en la figura
3, usando el catalizador de Karstedt disuelto en bis (trifluorometilsulfonil) imida 1 - butil - 3
metilimidazolio.

| | | Pt | | |
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Figura 14. Hidrosililacion de 1-octeno con catalizador de platino.

Resultados

En esta primera etapa se llevo a cabo la sintesis de metacrilato de pentafluorofenilo, que sera
nuestro mondmero activo, el grupo pentafluorofenolico serd sustituido por un liquido i6nico con
un grupo amino en su estructura. En la figura 4 se muestra el espectro RMN de '°F 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.
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Figura 4. Espectro RMN de '°F de metacrilato de pentafluorofenilo en CDCI;,
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Conclusiones

En el presente proyecto se propone la formacién de soportes poliméricos con composicion
estructural finamente disefiada con la finalidad de maximizar las interacciones interfaciales entre
el liquido i6nico y el soporte, de esta manera se pretende crear particulas de geles poliméricos
con capacidad de retencion superior a los soportes convencionales. Mediante el uso de la técnica
de polimerizacion controlada RAFT se polimerizaran unidades de ésteres activos, las cadenas
poliméricas seran posteriormente funcionalizadas con liquidos i6nicos, los cuales seran anclados
en cada una de dichas unidades poliméricas. Los soportes de liquidos idnicos polimerizados
habilitaran el uso de la catalisis SILP en reacciones en fase liquida. En esta primera parte se
sintetizo exitosamente el metacrilato de pentafluorofenilo que sera utilizado como mondmero
activo en la polimerizacion controlada RAFT.
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Resumen

Los polisiloxanos son polimeros inorganicos que tienen amplia aplicacion en diferentes areas,
una de las 4reas de interés es la sintesis de compositos, en la cual estos polimeros son
generalmente utilizados como matriz. El objetivo de este proyecto es la formacion de un
composito integrado por una matriz elastomerica de polidimetilsiloxano (PDMS) y un polimero
conductor, polianilina (PANI) como carga. Las matrices de PDMS son obtenidas a partir de
radidlisis gamma a diferentes dosis (250, 300, 350 y 400 kGy) en moldes de PE a temperatura
ambiente, obteniéndose morfologias elastoméricas. El valor de la densidad de entrecruzamiento
esta directamente correlacionado con las propiedades mecénicas de los elastomeros, por ello la
ecuacion de Flory-Rehner es utilizada para obtener dichos valores, estos resultados son
correlacionados con la caracterizacion mecénica y térmica realizada mediante DMA, DSC y
TGA. Los elastomeros 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 fabricacion de musculos artificiales, asi como de implantes.

Palabras Clave: Polidimetilsiloxano, radiacion gamma, elastomero, densidad de
entrecruzamiento.

Introduccion.

Los polisiloxanos son polimeros inorganicos, que poseen buenas propiedades mecanicas,
resistencia a la radiacion UV, alta flexibilidad, resistencia a los acidos, ademas de
biocompatibilidad[1]. Muchas de estas propiedades son originadas por la naturaleza del enlace
siloxano, el cual es responsable de las propiedades quimicas y fisicas 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 quimicos convencionales o por
medio de quimica de radiacidon, para obtener estructuras elastoméricas. La quimica de radiacion
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], ademds permite el desarrollo de
propiedades fisicas diferentes a sus andlogos generados a partir de métodos quimicos. La sintesis
mediante métodos de radiacion consiste en la radidlisis de dichas cadenas con radiacion de
diferentes naturalezas, los rayos de e y la radiacién gamma. Esta tltima es la que se empleara
para llevar a cabo la formacion del elastomero de PDMS, el cual posteriormente sera integrado
como matriz dentro de un material composito y que tendra como carga PANI.

Metodologia.

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
irradiacion se llevo a cabo en un equipo Gammacell-220 Excel de MDS Nordion con una fuente
%°Co y una rapidez de dosis de 3.132 kGy/h, ubicado en las instalaciones del laboratorio de Fisica
de Radiaciones de la Universidad de Sonora. Las dosis y los tiempos de irradiacion empleados
fueron los siguientes (Tabla 1).

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

MUESTRA DOSIS (kGy) TIEMPO DE IRRADIACION (h)
PDMS-250 250 80
PDMS-300 300 9%
PDMS-350 350 112
PDMS-400 400 144

Resultados.

Las muestras de PDMS irradiadas fueron desmoldadas, observandose de inmediato que presentan
una morfologia elastomerica. Al tacto, la muestra que fue irradiada a una dosis de 250 kGy
resulto ser mas suave, mientras que la muestra que fue irradiada a dosis de 400 kGy fue mas
rigida, lo cual fue un efecto esperado, ya que conforme se aumenta la dosis de radiacion se
presenta un efecto directo en la densidad de entrecruzamiento, por ello resulta importante
cuantificar esta densidad. Esta puede ser calculada utilizando la ecuacion de Flory-Rehner[3]. En
la Figura 1, se muestra la variacion de la densidad de entrecruzamiento (n?) y el peso molecular
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promedio de la cadena activa (M), ambas con respecto a la dosis irradiada, resultados obtenidos

a partir de la ecuacion de Flory-Rehner.
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Figura 1. Cambio de n'™® y M. con respecto a la dosis y irradiada.

Tabla 1. Interpretacion de los espectros de RMN de *°Si en sélido

Desplazamiento Estructura asignada Unidades
Quimico (ppm)
-12.6 V4 CHs Grupos D adyacentes a
k'g I\O/Si\o’g los entrecruzamientos
o}
\-’V\Il\/
-22.4 22 =2 2 Grupos D de la cadena
Si Si Si rincipal
‘i{ ~ot >~ o princip
-29.1 "T‘” Grupos *DCH2R
Z p HC (Entrecruzamientos
™ I ipo-
E{SI\O/Si\O’g TlpO H)
CHj
-57.0 =y M Grupos D!
Y’{SKO/Si\O/%
CHs
-67.4 “T” Grupos *T
=y 9 (Entrecruzamientos
-L,{SI\O/Si\O/ Tipo-Y)
CHs
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De la figura anterior es posible
observar un aumento en la
densidad de entrecruzamiento
con el aumento en la dosis da la
radiacion, en adicion se observo
una disminucion en el peso
molecular promedio del
segmento de cadena libre que se
encuentra entre los puntos de
Los

son

entrecruzamiento.
resultados anteriores
congruentes con el cambio en la
rigidez que se observa para las
muestras, ya que con cadenas
espera estructuras
elastoméricas suaves, mientras
que con cadenas cortas se

generan estructuras

largas se

elastoméricas rigidas.
Estructuralmente las muestras
por
entrecruzamientos del tipo -Si-
CH»-Si- (tipo-H) y -Si-O-Si-

(tipo-Y)[4], los cuales pueden

estan compuestas



ser observados en la Tabla 1 que corresponde a la sefiales del espectro de RMN de *’Si en sélido
(los graficos son omitidos) obtenido para cada una de las muestras.

Como se observa en la tabla 1, se pueden identificar desplazamientos quimicos a -29.1 ppm
correspondientes a entrecruzamientos del tipo-H y desplazamientos quimicos a -67.4 ppm a
entrecruzamiento del tipo-Y (estructuras tipo T). Una sefial poco esperada es la correspondiente a
-57.0 ppm que corresponde a estructuras del tipo DY estas estructuras son producidas por el
ataque del radical peroxido, formado por la irradiacion y del oxigeno, 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 asi contribuir a la poblaciéon total de
entrecruzamientos de tipo siloxano, en adicion las sefiales correspondientes a los grupos DO y
los grupos T, aumentan con el incremento de la dosis vy irradiada. Por otra parte, las propiedades
mecanicas de las muestras fueron caracterizadas mediante DMA (los graficos son omitidos),
observandose un aumento del modulo de almacenamiento conforme hay un aumento en la
densidad de entrecruzamiento, entre mas puntos de entrecruzamiento se presentan la rigidez de la
muestra es mayor, es probable que esto también esté relacionado con el tamafio de cadena, por lo
que las cadenas pequefias tienden a rigidizar la estructura, en adicion, es posible observar un
efecto termoresponsivo[6] por parte de las muestras debido a que se observa un aumento del
modulo 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 observd un proceso exotérmico debido
a la liberacion de energia al cambiar la conformacion de la cadena, mientras que en el
enfriamiento se observo 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 irradiacion gamma a las que fueron expuestas las muestras de PDMS-OH
permitieron generar elastdmeros con diferentes grados de entrecruzamiento. Se observd que
conforme se aumentd lo dosis de irradiaciéon origino un aumento en la densidad de
entrecruzamiento, asi como una disminucion del tamafio de la cadena activa, lo cual se puede ver
reflejado en la rigidez que presentan los elastomeros. Las especies que integran los
entrecruzamientos corresponden al tipo-Y (en mayor proporcion debido a la atmosfera en la cual
se llevo acabo la irradiacion) y al tipo H. En adicion, el material sintetizado mostro propiedades
termoresponsivas, probablemente como consecuencia del cambio de la conformacion 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.!
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
(ICs0 = 91uM) and cytotoxic with unique mechanism of action based on the inhibition profile into
a cancer cell line of MCF7° using an MTT growth assay, with cisplatin as a positive control (ICso:
19.4 uM).* To date, two synthesis were reported, 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.

I OMe n OMe

Figure 1. Structure of Kealiiquinone & its analogues

Objective:

In view of the above, we are interested in
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(1) the total synthesis of the target compound of Kealiiquinone 1
(i1) preparation of structural analogues of the Kealiiquinone and

The below mentioned scheme 1 is the retrosynthetic analysis of Kealiiquinone 11.
Yo e bg e e
0. f‘i O, o] Br. N Br. NI
(L = Ol = "0
o N o” Yo W i
Me e e
)\ o O )\ 9 O |3
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1 2 H
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Br NH
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NH, NH, NH, |
8 7 6 5

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 brominated* (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.
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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).

b e
Br N OH Me
o o) =0 n-BuLi(1.6M) _ N
jzi : N THF:Ether(1:1 ° O =0 S B2
o Yo Me Ether(1:1) f N 40 min,
)\ O -78° C, 30min. Me
9

30%

OMe
2 OMe

oj\

o o o Me
W/ ‘ Me o N
Ao | S
N>:° lo) N
\ Me
Me )\ o O
OMe
OMe L )
(35%) (35%)
1a 1
kealiiquione Il

Scheme 4: Synthesis of analogue of Kealiiquinone II.

Synthesis of Kealiiquinone II1:

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).

Me
/
HO o MeOH o o
ji cat.H,S0O,, reflux, ji ( 2)
HO (o) lo} o)
\
Me

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).
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Scheme 6: Synthesis of Kealiiquinone I11.
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 metalicos 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 reaccion de condensacion del N-(amino-2-fenoxifenil) metano sulfonamida
(Nimesulida reducida) con salicilaldehido y su acomplejamiento con Cobre (I) y Zinc (II).

La metodologia llevada a cabo fue la extraccion a partir de una suspension comercial y reduccion
de la nimesulida utilizando Zn/HCI, la formacion de la base de Schiff a partir de este compuesto
reducido con salicilaldehido y su acomplejamiento con Cobre y Zinc utilizando la técnica
Schlenk. Los resultados obtenidos arrojan que al llevar a cabo la caracterizacion de los
intermediarios y el compuesto final; resultan los primeros ser lo esperado mientras que para el
complejo de Zinc se aprecian sefiales que sugieren su acomplejamiento, pero aparece igualmente
otras que indican que es llevada a cabo una hidrdlisis acida. Por otra parte, en el espectro de
RMN del complejo de Cobre se observa la formacion de éste, aunque en baja concentracion y en
combinacién con compuestos precursores. Las presentes reacciones realizadas durante el
proyecto sugieren que la formacion de los complejos es llevada a cabo, sin embargo, las

condiciones de reaccion y/o los compuestos de partida no son completamente los adecuados.
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Introduccion

Los efectos terapéuticos de los farmacos antiinflamatorios de uso comun tales como los AINE
(farmacos antiinflamatorios no esteroideos) e inhibidores de la COX-2 estan relacionados con la
inhibicion del sistema de ciclooxigenasa (COX). COX, cataliza el primer paso de biosintesis de
prostanoides, existe en dos isoformas; COX-1 responsable de la produccion fisiologica de
prostaglandinas y COX-2, una enzima inducible que se expresa rapidamente en respuesta a varios
factores tales como inflamacién, factores de crecimiento, citoquinas y promotores de tumores.
Los AINE clésicos son inhibidores no selectivos de la COX. Por lo tanto, su uso a largo plazo
conduce a los efectos secundarios particularmente ulceracion. Después del descubrimiento de la
segunda isoforma, COX-2, su inhibicion selectiva se considera como un enfoque
farmacoterapéutico alternativo, que se dirige a la supresion selectiva de procesos patologicos a
una dosis terapéutica sin alterar la produccion normal de metabolitos fisioldgicamente necesarios
del 4cido araquidonico.

Una nueva clase de inhibidores de COX-2 que poseen mas especificidad enzimatica 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 farmacos caracterizado por su accion
antinflamatoria, antipirética y regulatoria del dolor.[1] Estudios recientes han revelado que este
tipo de compuestos ejerce un efecto quimiopreventivo contra células tumorales, la complejacion
de este tipo de farmacos con diferentes iones metalicos de transicion parece ocasionar una serie
de modificaciones elevando su actividad quimiopreventiva y actuar como un antiproliferativo,
ademas de poseer propiedades bactericidas. Por ello el desarrollo de estudios sobre la formacion
de complejos metalicos con algunos farmacos 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 aplicacion

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

Metodologia

Los reactivos y disolventes utilizados para la presente investigacion fueron de la marca SIGMA -
ALDRICH o KEM, se usaron sin previa purificacion. Algunas reacciones se llevaron a cabo bajo
nitrogeno utilizando la técnica Schlenk. Los espectros de IR se registraron en un equipo con
Transformada de Fourier marca Bruker modelo Tensor 27 con optica sellada y desecada. Los
espectros de RMN de 1H, de 13C, 31P, asi como los espectros bidimensionales COSY y HSQC,
se registraron en un equipo Bruker de 500 MHz en CDCI3 o CD3CN con tetrametilsilano (TMS)
como estandar interno. Las sefiales son abreviadas de la siguiente manera: s= singulete; d=

doblete; t=triplete, h= heptuplete; m= multiplete.
Extraccion de nimesulida

A partir de una suspension comercial que contiene ademas alcohol y azucar centrifugando la
mezcla a 4500 rpm tres veces por cinco minutos, enseguida fue filtrada y lavada con agua

destilada.
Reduccion de la nimesulida

Se adicion6 en un matraz balén 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 &cido clorhidrico. Se dejé en
agitacion hora y media a temperatura ambiente, con el uso de un refrigerante. En seguida fue
realizada una extraccion a la solucion resultante que presentd un tono rojizo con tres lavados de 5
ml de agua, la fase organica se concentr6 en rotavapor a condiciones de 250mbar, 65°C, 280 rpm,
fue llevado a sequedad, lavado con una solucion de éter-hexanos y finalmente fue llevado a

sequedad.
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Base de Schiff con Salicilaldehido

En un matraz balon se adicionaron 0.99mmol (0.2759g) de nimesulida reducida, 0.99mmol
(0.1209 g) de salicilaldehido y 0.02mmol (0.0035g) de acido p-toluensulfonico y 20 ml de etanol;
fue dejado en agitacion durante dos horas a temperatura ambiente resultando una solucion

amarillenta.
Formacion 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 reaccion fue
llevada a cabo bajo atmosfera de nitrogeno por 5 horas a temperatura ambiente resultando una
solucion anaranjada al inicio de la reaccion y finalizando con una coloracion amarillenta y un
precipitado de color amarillo canario; la solucion es filtrada, el liquido es llevado a sequedad y el

precipitado se lava con éter y hexanos.
Formacion del complejo de Zinc

En un matraz balon 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
(0.0729¢g) de trietilamina y 10 ml de etanol. La segunda solucion fue agregada lentamente a la
primera; la reaccion fue llevada por 12 horas en agitacion a temperatura ambiente resultando una
solucion de color café obscuro, enseguida se evapor6 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 pequefios solidos rojizos.

Se adiciono éter seco y se dejo en agitacion durante 12 horas, al finalizar fue decantado y llevado

a sequedad.

Resultados

Se encontrd que la ruta llevada a cabo con Zn/HCI para la reduccion de la Nimesulida resulta
conveniente en rendimiento y tiempos de reaccion. La sintesis de los ligantes tipo base de Schiff
fue adecuada y nos permitié obtener los compuestos para asi 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 'H correspondiente a BSI.

Los desplazamientos observados en el espectro de RMN 'H de BS1 para la sefial de NH es
apreciada a 9.9 ppm a diferencia del observado en la nimesulida reducida (cuyo espectro RMN
'H se presenta en la figura 3) a 7.3 ppm; Ademas otra dos sefial presente en el espectro de BS1
que sugieren su formacion es la desaparicion de la sefial a 1.5 ppm y la aparicion de otra en 3.0

ppm correspondientes al NH> y OH respectivamente.

| ' |‘|.|l - | il

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

El compuesto BS2 fue insoluble en la mayoria de los solventes por lo que no se continuo el
trabajo con el mismo para la formacion de los complejos sin embargo se analizo 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
coordinacion de BSI a Cu(l) y Zn (II). Los espectros se analizaron por comparacion con los

espectros de RMN de BS1 y la nimesulida reducida.

En el espectro BSI-Cu, se observa dos pares de sefial, las primeras a ppm y ppm
correspondientes a la sefial de CH3 y NH respectivamente mientas que el otro par presenta
sefiales 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 formacion

del complejo

El espectro de RMN de 1H de BS1-Zn muestra sefiales similares al espectro de la nimesulida
reducida y a la base de schiff sin acomplejar, aunque ligeramente desplazadas lo cual podria
sugerir que existe la formacién del compuesto en pequeias concentraciones. Ademas, es

observada una sefial a ppm correspondiente al aldehido 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)

e k4, i Lk i\

Figura 5. Espectros de RMN 'H correspondientes a: A) BSI-Cu y B) Espectro de RMN 'H correspondiente a BSI-
Zn.

Al llevar a cabo la caracterizacion de los intermediarios y el compuesto final; resultan los
primeros ser lo esperado mientras que para el complejo de Zinc se aprecian sefales que sugieren
su acomplejamiento pero aparece igualmente otras que indican que es llevada a cabo una
hidrolisis acida al observarse una sefial correspondiente al proton del aldehido. Por otra parte, en
el espectro de RMN del complejo de Cobre se observa la formacion de éste aunque en baja

concentracion y en combinacion con compuestos precursores.

Conclusiones

Las presentes reacciones realizadas durante el proyecto sugieren que la formacion de los
complejos es llevada a cabo, sin embargo, las condiciones de reaccion y/o los compuestos de
partida no son completamente los adecuados. Se continuard trabajando para encontrar las
condiciones idoneas y asi poder llevar a cabo las pruebas bioldgicas in-vitro como cultivos

celulares para comprobar el potencial farmacoldgico 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 posicion de los d&tomos de cloro relativa al grupo hidroxilo
le confiere su toxicidad, propiedades carcinogénicas y su persistencia en el ambiente. La
degradacion fotocatalitica es una alternativa viable para la mineralizacion de este compuesto. Los
materiales tipo-hidrotalcita son una buena opcidon para generar los catalizadores usados en este
proceso. Tres materiales con composicion variable MgFe fueron sintetizados por coprecipitacion,
caracterizados por difraccion de rayos-X, analisis termogravimétrico y térmico diferencial,
espectroscopias de infrarrojo y reflectancia difusa, fisisorcion de N> y espectroscopia de energia
dispersiva de rayos-X. Las pruebas fotocataliticas consistieron en degradar una solucion de
100ppm de 2,4,6-TCP con 200mg de catalizador, la reaccion fue monitoreada por espectroscopia
de ultravioleta-visible siguiendo la longitud de onda de absorcion caracteristica del contaminante.
Pruebas de fotolisis, asi como utilizando TiO2-P25 se realizaron como referencia. Las pruebas
mostran buenas propiedades fotocataliticas con un incremento en la eficiencia en el siguiente
orden: HTM2F1>HTM3F1>HTMI1F1 alcanzando porcentajes de degradacion con relacion
Mg/Fede 2,3y 1 de 92.7,92.2 y 88.9% en tres horas.

Palabras Clave:
Fotocatalisis, Hidrotalcitas, 2,4,6-Triclorofenol, Fotodegradacion, Coprecipitacion
Introduccion

El consumo de papel en el mundo se ha incrementado en un 50% durante la tltima década [1]. La
industria de papel es un negocio creciente con cerca de 5000 fabricas de pulpa y papel alrededor
del mundo produciendo casi 400 millones de toneladas anualmente [2]. Histéricamente, la
industria del papel ha sido considerada como el mayor consumidor de recursos naturales (madera,
agua) y energia (combustibles fosiles, electricidad) [1]. La produccion de papel emplea grandes
cantidades de agua y esta clasificada en el tercer lugar, justo después de la extraccion primaria de
metales y la industria quimica, en términos de utilizaciéon de agua dulce del planeta [3] ya que
incluso con las mas modernas y eficientes técnicas de operacion, alrededor de 60m? de agua son
requeridos para producir una tonelada de papel, resultando asi en la generacion de grandes
volumenes de agua residual [1]. De las diferentes corrientes de desechos, los efluentes de las
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plantas de blanqueamiento son las mas toxicas debido a varios compuestos organicos clorados
generados durante el blanqueamiento de la pulpa [4]. De entre todos ellos los clorofenoles
constituyen una importante categoria de contaminantes en sistemas acudticos que no son
facilmente biodegradables [5], estos compuestos son muy persistentes, parcialmente
biodegradables y no sufren fotdlisis directa de los rayos solares; consecuentemente se acumulan
en el medio ambiente [6]. Dentro de las diferentes metodologias para la eliminacion de estos
compuestos se encuentran la adsorcion con carbon activado, los tratamientos bioldgicos aerobios
y anaerobios o la degradacion mediante oxidacion quimica que no son lo bastante rapidos, su
utilizacion conlleva al uso de moléculas inestables, su alto costo de produccion y operacion o
confinamiento de los materiales adsorbentes [7]. La degradacion fotocatalitica de fenoles y
compuestos clorofendlicos es una alternativa viable para mineralizar estos compuestos [8]
empleando catalizadores s6lidos semiconductores, generalmente del tipo 6xidos simples o mixtos
[7]. En afios recientes, en la busqueda de nuevos materiales asequibles y amigables con el
ambiente, los hidroxidos dobles laminares han atraido considerablemente la atencidén como una
buena alternativa para la fotodegradacion de compuestos organicos [9]. Estos materiales también
llamados hidrotalcitas son arcillas anidnicas cuya estructura consiste en laminas de formula
estructural [M(ID);xM(IID)x(OH)2][ Axn™ JmH20, donde M(II) y M(III) son los cationes metélicos
de las laminas y A" son los aniones interlaminares [7]. Los hidroxidos dobles laminares han sido
empleados como catalizadores, precursores cataliticos y como soportes en una gran variedad de
reacciones quimicas; la calcinacion de estos compuestos genera 6xidos mixtos con altas areas
especificas, excelentes propiedades basicas y una estabilidad estructural, teniendo ademas otras
ventajas sobre otros materiales para la aplicacion en la remediacion del medio ambiente ya que
son no toxicos, baratos y faciles de preparar [8]. Los hidroxidos dobles laminares han sido usados
en un amplio rango de aplicaciones tecnoldgicas como adsorbentes, agentes antiacidos,
compositos hibridos, retardantes de flama y aditivos del PVC [9]. En este trabajo se muestran los
resultados obtenidos al emplear hidrotalcitas obtenidas por coprecipitacion de varias relaciones
molares Mg/Fe tratadas térmicamente a 400°C como catalizadores en la degradacion
fotocatalitica de 100 ppm de 2.,4,6-triclorofenol en fase acuosa empleando radiacion ultravioleta
como fuente de luz. Los materiales sintetizados fueron caracterizados por difraccion de rayos-X,
analisis termogravimétrico (TGA), analisis térmico diferencial (DTA), espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de reflectancia difusa, fisisorcion de
nitrégeno y microscopia electronica de barrido con energia dispersiva de rayos-X (SEM-EDS).

Metodologia

Sintesis: Las hidrotalcitas con diferente relacion 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 agitacion mecanica constante a temperatura ambiente, se ajustd la
velocidad de adicion de los reactivos para conservar el pH altamente basico, se separ6d el
producto obtenido por filtracion, se realizaron lavados con agua destilada y se sec6 a 100°C.
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Caracterizacion: 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 fisicoquimicamente tanto frescos como calcinados. Para corroborar
la fase presente se realizd Difraccion de Rayos-X en un difractdémetro de polvos Siemens D500
con radiacién CuKa, un monocromador de cristal de grafito con un paso de 20 igual a 0.02s! y
un tiempo de conteo de 9s por punto. Asumiendo un empaquetamiento hexagonal, los parametros
de celda fueron calculados con las ecuaciones ¢c=3doo3 y a=2d110. Los tamaiios de cristalito se
calcularon la ecuacion de Scherrer. Los andlisis térmicos se llevaron a cabo en un
Termoanalizador TA Instruments a una velocidad de calentamiento de 10°C/min en atmoésfera de
aire a una velocidad de 100mL/min y utilizando a-alimina como referencia. Las isotermas de
adsorcion-desorcion de nitrogeno se determinaron en un equipo TriStar Micromeritics, con las
muestras previamente secadas a 100°C por 24 horas, con una desgasificacion a 150°C y una
presion de vacio hasta 0.5mmHg, se emple6 el ajuste al Modelo de BET para obtener el area
especifica. La energia de banda prohibida de los fotocatalizadores se calculd a partir de los
espectros de absorcion de ultravioleta acoplado a una esfera de integracion (reflectancia difusa)
en un equipo UV-Vis Recording S UV2401Shimadzu y utilizando la teoria de Kubelka-Munk
que consiste en graficar la energia del foton contra la raiz cuadrada de la funcion de Kubelka-
Munk multiplicada por la energia del foton 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 resolucién de 4cm™ y 20scans, de 400 a
4000cm™ y las muestras se prepararon por dilucién con KBr. El anélisis por microscopia
electronica de barrido se realiz6 en un Microscopio SEIZZ 1550VP con emision de campo con un
equipo Oxford EDS con una apertura de 30.0um y un ancho de 3.1mm.

Actividad de Fotodegradacion: Las pruebas de desempefio de los fotocatalizadores fueron
llevadas a cabo en un reactor tipo batch a temperatura ambiente con agitacion magnética
continua, un flujo de aire estandarizado a 2mL/min y 200mg de catalizador. Una solucion de
100ppm de 2,4,6-Triclorofenol (Aldrich) se irradié con una lampara UV-Lamp-Pen-Ray (UVP)
de una radiacion de 254nm y emision de 2.5mW/cm?, colocada en un tubo de cuarzo, sumergido
en la solucion. La temperatura se estabilizd a a 25°C con recirculacion de agua conectado a la
camisa exterior del reactor. El procedimiento general de la reaccion fue el siguiente: la solucion
de 2,4,6-triclorofenol con catalizador se agitd en oscuridad (luz UV-Off) durante 1 hora y se
tomé una muestra para verificar la adsorcion de la molécula, posteriormente se irradio con la luz
UV y el progreso de la reaccion se siguio hasta la desaparicion del 2,4,6-triclorofenol en funcion
del tiempo usando un espectrofotometro de UV-Vis siguiendo la longitud de onda caracteristica
(A=310.5nm), se tomaron las muestras usando un filtro de nylon. Para un analisis comparativo,
pruebas de fotolisis y estudios de fotodegradaciéon empleando TiO2-P25 como catalizador de
referencia, se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones que para los catalizadores sintetizados.
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Resultados: Los patrones de difraccion se observan en la Figura 1 y en la Tabla 1 se muestran
los valores de los pardmetros de red, asi como el tamafio 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 ldminas tipo brucita
[10]. El parametro de la celda a, que indica la distancia entre dos cationes adyacentes dentro de la
lamina hidroxilada, decrece conforme la cantidad de aluminio aumenta, debido a que el radio
ionico del cation trivalente es mucho menor que el del magnesio; el parametro de celda ¢
disminuye a bajas relaciones molares M(I1)/M(III). Este hecho puede deberse a un incremento en
la densidad de carga de la lamina con la adicion de Fe*". Como para los parametros de red, el
tamafio de cristalito de los materiales sintetizados es directamente proporcional a la relacion
molar M(II)/M(III), asi un decremento en la cantidad de hierro en la muestra, se disminuye el
tamano [9].

Figura 1. Patrones de difraccion.para los Tabla 1. Pardmetros de celda y tamanio de cristalito para los
\precursores tipo-hidrotalcita.” precursores tipo hidrotalcita

Precursor  Planos 20 Distancia Parametroa  Parametroc  Tamaiio de

:" ) | Interplanar Cristalito
"V VM A
I\ N F I HTM1F1 [110] 59.4 1.5559 3.1118 23.8057 115.7
| [003] 11.15 7.9352
' HTM2F1 [110] 59.3 1.5583 3.1166 23.6998 110.2
! ' 3 » [003] 112 7.8999

. . HTM3F1  [110] 59.2 1.5607 3.1214 23.3876 108.9
Theta (gracns [003] 1135 7.7958

Los perfiles de descomposicion 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 desorcion de agua y del solvente sorbido en el material. Un hombro entre 100 y
200°C corresponde a la eliminacion del agua interlaminar fuertemente ocluida en los solidos. La
segunda reaccion endotérmica centrada entre 290 y 350°C es atribuida a la descomposicion de los
grupos hidroxilos enlazados y a la eliminacion de los iones carbonato interlaminares [7].
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Figura 2. Perfiles del analisis térmico diferencial (linea azul) y del andlisis termogravimétrico (negra) de los
precursores a) HTM1F1, b) HTM2F1 y c) HTM3F1.

Con estos resultados se decidi6 activar el grupo de catalizadores a una temperatura de 400°C.

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

178



resumen en la Tabla 2. Se observa que las bandas atribuidas a la vibracion 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 activacion térmica, la banda de los enlaces
Fe-OH se hace més aguda debido a la cristalizacion de la estructura.

a b Tabla 2. Asignacion de las bandas

' principales de los materiales tipo-
hidrotalcitas.

5 Banda (cm) Asignacion
. 3550-3450 OH-OH; y H,0-0H:
‘ —to— 1360 COs*
500-1000 Octaedros que forman las laminas
— S 590 Fe-OH
Figura 3. Espectos de infrarrojo a) materiales precursores b) materiales 630 O-Fe-0
1300-1000 CO; atrapado

calcinado a 400°C
Las isotermas de adsorcién-desorcion de N> de las hidrotalcitas sintetizadas por el método de
coprecipitacion, asi 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 clasificacion de la IUPAC, con ciclos de histéresis H3 atribuido a poros en forma
de hendidura generados por la agregacion de particulas tipo-plato. El cambio de la forma de las
isotermas en los materiales calcinados se debe a que los poros se hacen mas tubulares debido a la
modificacion de la estructura [8]. Los valores de las areas especificas se calcularon mediante el
ajuste al modelo de BET para los materiales precursores (no mostradas) y de los fotocatalizadores
obtenidos por la activacion térmica se muestran en la Tabla 3; las areas especificas de los
catalizadores van en el orden siguiente HTM2F1-400°C>HTM1F1-400°C>HTM3F1-400°C.
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Figura 4. Isotermas de adsorcion-desorcidn de nitrégeno para los materiales Figura 5. Ajuste al modelo de
frescos (a) y los materiales calcinados (b). Kubelka-Munk para los espectos
de reflectancia difusa.

La relacion molar de los catalizadores y materiales precursores fueron obtenidas por
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Rayos-X y los valores de dichas relaciones son
mostradas en la Tabla 3. Los valores de energia de banda prohibida de los materiales calcinados
fueron obtenidos por reflectancia difusa, la variacion con respecto a la relacion molar
Mg(IT)/Fe(IIl) fue pequena y se observa un desplazamiento en el valor de Eg hacia energia mas
altas conforme el tamafo de cristalito aumenta; existe un minimo en el material HTM1F1-400°C

debido a la incorporacion de una mayor cantidad de hierro [9], se muestran los resultados en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Resultados de areas especificas, energia de banda prohibida, de la relacion molar real asi como las
constantes de velocidad (K, min™!; ti», min y % de degradacion).

Material Area Valor de Relacion molar Cinética de Fotodegradacion
especifica Bandgap [MZ*/MZ+M3 K ti2 Eliminacion
(m*/g) (Eg) (min) (min) (%)
HTM1F1-400°C 273.9 2.28 0.51 0.0129 53.7 88.9
HTM2F1-400°C 573.1 2.34 0.33 0.0143 48.4 92.7
HTM3F1-400°C 248.9 2.47 0.32 0.0148 46.8 92.2

El progreso de las reacciones fueron monitoreadas por espectroscopia ultravioleta visible
siguiendo la longitud de absorcidon maxima para la molécula objetivo en funcion del tiempo. En
la Figura 5 se muestran los espectros correspondientes de las reacciones fotocataliticas con los
materiales activados a 400°C asi como su ajuste a pseudo-primer orden.

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

fo

- \ — ——

P mpuc m e ve

Figura 5. Espectos de UV-Vis de la degradacién fotocatalitica del 2,4,6-triclorofenol para los catalizadores a 400°C y
cinética de fotodegradacién de pseudoprimer orden.

Conclusiones: Los fotocatalizadores tienen buena actividad fotocatalitica ya que se logra abatir
la linea caracteristica del 2,4,6-TCP en tres horas, los materiales HTM2F1 y HTM3F1 tienen
desempefios muy similares debido a que tienen la misma relaciéon 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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