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Resumen

Las infecciones intrahospitalarias (IIH) son un problema de salud publica que afecta a la
poblacion y que ocasiona la muerte del 5% de los pacientes. Las IIH son causadas principalmente
por bacterias multirresistentes a los antibidticos convencionales. Las manos y los uniformes
usados por el personal médico son unos de los vehiculos mas relevantes de transmision. Las
nanoparticulas (NPs) metélicas con propiedades antimicrobianas son una alternativa para ayudar
a disminuir las ITH. El uso de las NPs de Cu se ha incrementado por su alta actividad
antibacteriana y su bajo costo. Se evalud la actividad antibacteriana de dos NPs de Cu, las cuales
presentaron alta actividad sobre Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa. Hilos de PET
y Nylon conteniendo NPs de Cu presentaron buena actividad, siendo ésta mayor en los hilos de
Nylon. Las telas conteniendo NPs de Cu presentaron una actividad antibacteriana moderada, la
cual se incremento para S. aureus después de varios tratamientos. La concentracion de NPs de Cu
en las telas falta por ser determinada. Lo anterior sugiere que las NPs de Cu con propiedades
antibacterianas son una buena alternativa para disefiar y crear materiales antimicrobianos con
utilidad para el sector salud.

Palabras clave: Infecciones intrahospitalarias, Resistencia bacteriana; Nanoparticulas
metalicas; Nanomateriales.

Introduccion

Infecciones intrahospitalarias. Las infecciones Intrahospitalarias (IIH) también conocidas como
infecciones nosocomiales son aquellas infecciones contraidas en un hospital por un paciente que
ha sido internado por una razén distinta a esa infeccion. Dentro de los factores que propician las
infecciones nosocomiales, se encuentran, el estado inmunoldgico del paciente, las enfermedades
subyacentes, la desnutricion, la variedad de procedimientos médicos y técnicas invasivas que
crean vias de infeccion. Actualmente, entre un 5 y 10 % de los pacientes que ingresan al hospital
adquieren una ITH, de los cuales el 5% fallecen por la misma [1].

Entre las infecciones nosocomiales mas frecuentes, encontramos las de las heridas quirurgicas,
las vias urinarias, las vias respiratorias inferiores y las bacteriemias. Asi pues, se debe tener en
consideracion que el vector méds importante son las manos ademds de las batas de médicos y




L Semana de
@ T 2 Innovacién,
] Q) Emprendimienta
=8 O e Investigacién

enfermeras. Las infecciones nosocomiales son un problema de salud mundial ya que son un
problema creciente en todo el mundo, y son ocasionadas principalmente por microrganismos
multirresistentes [1].

Resistencia bacteriana. Los antibioticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las
infecciones bacterianas. La resistencia a los antibioticos se produce cuando las bacterias mutan en
respuesta al uso de estos farmacos. Estas bacterias farmacorresistentes pueden causar infecciones
en el ser humano y en los animales que son mas dificiles de tratar. En consecuencia, la resistencia
a los antibidticos hace que se incrementen los costos médicos, que se prolonguen las estancias
hospitalarias y que aumente la mortalidad. Los microorganismos pueden adquirir la
multirresistencia, a través de plasmidos, transposones o mediante mutaciones. Existe un gran
niumero de especies bacterianas patogenas que han desarrollado resistencia, las cuales se
encuentra en mayor proporcion en los hospitales [2]. Con el fin de evitar el contagio de pacientes
por infecciones nosocomiales, se ha visto la necesidad de combatir este problema con la
busqueda e implementaciéon de nuevas alternativas, entre las que se encuentran, el uso de
nanoparticulas metalicas [3].

Nanoparticulas metalicas. El término nanoparticulas (NPs) se aplica a las particulas en donde
por lo menos una de sus dimensiones se encuentra entre 1 y 100 nanémetros. Actualmente, existe
una gran variedad de NPs metalicas tales como plata, oro, cobre, titanio y zinc, en donde sus
caracteristicas particulares dependen principalmente de su tamafio, forma, geometria y superficie.
Se ha reportado que las NPs de Ag y Cu, entre otras, tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
de microorganismos patogenos, produciendo un efecto biocida, es decir, neutralizan o impiden la
accion de cualquier organismo considerado nocivo para el hombre [4].

NPs de Cu

Recientemente las NPs de Cu han atraido el interés cientifico e industrial puesto que presentan
importantes propiedades fisicoquimicas similares a las NPs de Ag, con la ventaja de que el costo
de fabricacion es mucho menor. Actualmente ya se usan las NPs en recubrimientos con actividad
antimicrobiana que podria contribuir a disminuir las infecciones, por lo que se les considera la
nueva generacion de agentes antimicrobianos [3].

Nanomateriales. Los nanocompuestos tienen una amplia gama de aplicaciones, como son la
incorporacion de componentes bioldgicos (como las enzimas) o bien incorporando NPs metalicas
con aplicaciones en la industria alimenticia y de empaquetamiento de perecederos, en la industria
de textiles, en materiales quirurgicos y recientemente con un potencial para combatir
enfermedades [4].

Metodologia

Cultivo de bacterias. Se utilizaron las bacterias Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y
Pseudomona aeruginosa (ATCC 13388), las cuales se cultivaron en medio de cultivo LB.




provenientes de Inglaterra y México denominadas (A) y (B), respectivamente. Se utilizaron hilos
de PET y Nylon con NPs de Cu (CIQA) y telas impresas con NPs de Cu con tres diferentes
tratamientos, A, B y C (Inglaterra). Las caracteristicas de las NPs, tales como el tamaio, sintesis

y recubrimiento son procesos que estan en proceso de ser patentados.

Actividad antibacteriana de NPs de Cu. Preparacion de NPs: Se pesaron las NPs de Cu, se
resuspendieron en PBS estéril con un agente dispersante y se sonicaron. Se prepararon diferentes
concentraciones de NPs de Cu (50, 100, 200 y 400 pg/ml). Preparacion de bacterias: Se utilizaron
bacterias frescas provenientes de un cultivo de LB crecidas durante 16 h a 37°C y se ajustaron
con PBS. Se realizaron diluciones seriadas hasta tener 0.5x10° bacterias. Interaccion bacterias-
NPs: Se incub6 1 ml de NPs a diferentes concentraciones con 1 ml de bacterias a 37°C durante 15
min. Se colocaron 100 pl en placas de agar LB y se incubaron durante 16 h a 37°C. Finalmente se
realizo conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Actividad antibacteriana de hilos y telas con NPs de Cu. Preparacion de hilos y telas con NPs:
Se cortaron trozos homogéneos de hilo y circulos de telas y se esterilizaron con luz UV dentro de
una caja Petri. Preparacion de bacterias: Se utilizaron bacterias frescas provenientes de un cultivo
crecidas durante 16 h a 37°C y se ajustaron con LB-PBS. Se realizaron diluciones seriadas hasta
tener 0.5x10° bacterias para los hilos y 0.5x10° para las telas. Interaccion bacterias-hilos con NPs:
Se incubaron las bacterias con distintos hilos y telas a 37°C durante 6,12 y 24 h. Se recuperaron
las bacterias, se sembraron diferentes diluciones y se incubaron durante 16 horas a 37°C.
Finalmente se realiz6 el conteo de UFC en el Scan 500.

Resultados

Se evaluo la actividad antibacteriana de NPs de Cu (A) y (B) sobre las bacterias patdogenas S.
aureus 'y P. aeruginosa. Para lo cual se incubaron a 37°C durante 15 min bajo agitacién con
diferentes concentraciones de NPs (50-400 pg/ml). Se encontrd6 que las dos bacterias son
susceptibles a ambas NPs de Cu alcanzando un 100% de actividad antibacteriana con ambas NPs
(Figura 1). Al determinar la dosis letal media se encontré que para las NPs (A) era de 55 pg/ml
mientras que para las NPs (B) fue de 110 pg/ml para S. aureus (Figura 1A). En contraparte, para
P. aeruginosa se obtuvo una dosis letal media de 57 ug/ml y 113 pg/ml, respectivamente (Figura
1B). Por lo tanto, las NPs (A) son mas efectivas contra bacterias patdgenas.
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Figura 1. Actividad antibacteriana de NPs Cu sobre bacterias patogenas. Se evaluaron diferentes concentraciones
de NPs de Cu tipo (4) y (B) sobre S. aureus (Figura 14) y P. aeruginosa (Figura 1B). Se calculo el porcentaje de
actividad antibacteriana de acuerdo con las UFC de bacterias expuestas a NPs con respecto al control.

Se elaboraron hilos de PET Y Nylon (CIQA) con distintos porcentajes en peso de NPs de Cu (A)
y se determind la actividad antibacteriana sobre las bacterias patdgenas S. aureus y P. aeruginosa
a diferentes tiempos. Se encontrd que los hilos inhiben parcialmente el crecimiento de ambas
bacterias (Figura 2). La bacteria S. aureus fue mas susceptible a los hilos de Nylon-NPs Cu 2%,
alcanzando un 80% de inhibicion del crecimiento bacteriano (Figura 3A), mientras que contra P.
aeruginosa, s6lo inhibi6é un 60% (Figura 2B). Los hilos de PET con NPs de Cu presentaron baja
actividad antibacteriana. Es importante evaluar la exposicion de las NPs de Cu sobre la superficie
de los polimeros.
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Figura 2. Actividad antibacteriana de hilos con NPs Cu sobre bacterias patogenas. Se evaluaron hilos de PET y
Nylon con diferentes porcentajes NPs de Cu sobre S. aureus (A) y P. aeruginosa (B), y se calculo el porcentaje de
actividad antibacteriana de acuerdo a las UFC de bacterias expuestas a los hilos con NPs con respecto al control.

De igual forma fue evaluada la actividad antibacteriana de telas con NPs de Tipo A, B, C y tela
sin NPs de Cu sobre las bacterias patogenas S. aureus y P. aeruginosa. Para lo cual se incubaron
a 37°C durante 6, 12 y 24 horas. Se encontr6 que los tipos de telas A, B y C inhiben la actividad
de ambas bacterias (Figura 3). La bacteria S. aureus fue mas susceptible a la tela tipo C
alcanzando un 80% de actividad antibacteriana (Figura 3A). Al determinar la actividad
antibacteriana con P. aeruginosa todas las telas se comportaron de manera similar, presentando
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un porcentaje de inhibicion no mayor al 50% (Figura 3B). Estas diferencias pueden estar
relacionadas a la interaccion diferencial de las bacterias con las telas.
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Figura 3. Actividad antibacteriana de telas con NPs Cu sobre bacterias patogenas. Se evaluaron telas con NPs Cu
(4) con diferentes tratamientos sobre S. aureus (A) y P. aeruginosa (B), y se calculo el porcentaje de actividad
antibacteriana de acuerdo a las UFC de bacterias expuestas a las telas con NPs con respecto a la tela control.

Conclusiones

Las nanoparticulas de Cu (A) presentaron mayor actividad antibacteriana que las NPs Cu (B)
sobre bacterias patogenas, lo cual podria estar relacionado con su tamafo, forma y recubrimiento.
Los hilos de Nylon con NPs de Cu presentaron mayor actividad antibacteriana que los hilos de
PET, lo cual podria estar relacionado con la naturaleza del polimero o por la exposicion de las
NPs de Cu. La actividad antibacteriana de las telas con NPs dependen del post-tratamiento a las
que fueron sometidas ya se increment6 su actividad contra S. aureus.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue analizar aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus por su perfil de resistencia a antibioticos y la formacion de biopeliculas.
Para ello se utilizaron 5 aislados clinicos de K. pneumoniae y 5 de S. aureus provenientes del
Hospital General de Guanajuato “Valentin Gracia”. La sensibilidad a antibidticos se determind
mediante un sistema automatizado y la formacion de biopeliculas por un método colorimétrico.
Los resultados observados mostraron que, los antibiogramas de los aislados clinicos de S. aureus
v K. pneumoniae son resistentes principalmente a antibidticos del tipo de las cefalosporinas y
penicilinas. Todas las cepas de S. aureus formaron biopeliculas a las 36 horas y tres de las cinco
cepas de K. pneumoniae formaron biopeliculas desde las 24 horas de incubacion. Por lo que,
debido a la problematica de la alta incidencia y multirresistencia presentada por K. pneumoniae 'y
S. aureus en el sector salud, este estudio provee informacion relevante de su capacidad para
formar biopeliculas, la cual puede estar relacionada con el perfil de resistencia hacia los
antibidticos de eleccion. Este conocimiento es de vital importancia, ya que nos permite proponer
terapias alternativas de tratamiento cuando los antibidticos convencionales son ineficientes para
combatir las infecciones producidas por bacterias formadoras de biopeliculas.

PALABRAS CLAVE: Biopelicula. Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus. resistencia
a antibiodticos

Introduccion

Las bacterias se encuentran en la naturaleza de dos maneras, de forma planctonica y formando
biopeliculas. Desde los afios 70, los microbidlogos plantearon que probablemente la mayoria de
las bacterias en la naturaleza se encuentran en estado de biopelicula. Las biopeliculas son creadas
cuando las bacterias de vida planctonica se adhieren a una superficie, elaborando senales
quimicas para coordinar la diferenciacion, formacion de estructura y desarrollo de una cubierta
protectora de polisacaridos. La formacion de biopelicula les confiere a las bacterias ventajas
significativas en la proteccion frente a fluctuaciones ambientales de: humedad, temperatura, pH,
concentracion de nutrientes y facilitando la eliminacion de desechos [1].

S. aureus, es una bacteria Gram positiva, no formadora de esporas, no moévil y anaerobia
facultativa. Este, es un patdgeno que produce enterotoxinas a temperaturas de 10 a 46°C. Las
enterotoxinas se unen al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) para ser activas,
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provocando un choque toxico agudo [2]. Esta especie se multiplica en las membranas mucosas y
su importancia radica en el surgimiento de bacterias resistentes principalmente a la meticilina,
ademas de su capacidad para formar biopeliculas en distintas superficies bioticas y abioticas. Este
factor acarrea considerable importancia econdmica debido a los altos costos que genera su
tratamiento.

K. pneumoniae es una bacteria Gram negativa, no movil, con capsula y anaerobia facultativa.
Usualmente se ubica en las mucosas de nasofaringe y el tracto gastrointestinal [3]. En las ultimas
décadas, K. pneumoniae se ha convertido en un patdgeno asociado al cuidado y atencion de la
salud, ya que se reporta como el agente causal de infecciones hospitalarias relacionadas al tracto
respiratorio, urinario, conducto biliar inferior y heridas por cirugias [4]. La capacidad de K.
pneumoniae para formar biopeliculas, la protege de la respuesta inmune del huésped, asi como de
la accion de antibioticos, haciendo mas larga su persistencia en los diferentes tejidos donde se
presenta. Algunos de los genes detectados en K. pneumoniae que se relacionan con la virulencia,
también son relacionados con la formacion de biopeliculas [5]. Las cepas de K. pneumoniae
desarrollan resistencia a los antibidticos carbapenémicos por la produccion de carbapenemasas,
b-lactamasas y porinas, las cuales estan relacionadas también en la produccion de biopeliculas [6]

Por lo que, el objetivo de este trabajo fue analizar el perfil de resistencia a los antibidticos de
eleccion y la capacidad de producir biopeliculas de diversos aislados clinicos de K. pneumoniae y
S. aureus.

Metodologia

Bacterias y condiciones de cultivo.

Se utilizaron cinco aislados clinicos de K. pneumoniae y de S. aureus obtenidos de pacientes
provenientes del Hospital General de Guanajuato “Valentin Gracia”. Las bacterias se
identificaron mediante el sistema VITEK 2. Las cepas utilizadas de K. pneumoniae se
denominaron: 1006009851, KL-147-1II, KL-08 y KL-10, la mayoria fueron aisladas de muestras
de urocultivos. También, se contd con una cepa de referencia K. pneumoniae ATCC 700603. De
la misma manera, se contd con los aislados de S. aureus 1130059, 306012753, 1217002153,
1016017553 y 303003853, procedentes de muestras de secreciones abdominales y de pie. Los
cultivos bacterianos se realizaron utilizando medio Luria Bertani (LB) (Peptona 10gr/L, Extracto
de levadura 5 gr/L, NaCl 5 gr/L y agar 15gr/L para la realizacion del medio LB s6lido).
Determinacion de la sensibilidad a antimicrobianos.

La determinacion de sensibilidad a antimicrobianos se realizo con el sistema automatizado Vitek
2. Este sistema, utiliza tarjetas de plastico con diferentes concentraciones de antibidticos que se
llenan con el inoculo bacteriano estandarizado y cada 10 min el sistema hace una lectura del
crecimiento bacteriano, con su respectivo control de crecimiento normal. Los antibioticos
probados para S. aureus y K. pneumoniae se muestran en la Tabla 1 y Tabla 2.

Analisis de la formacion de biopeliculas.
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Para determinar la formacion de biopeliculas, se aplico el método de tincion con cristal violeta en
microplaca [7]. Brevemente, se utilizd un cultivo bacteriano a una densidad optica DOgop nm de
0.5 (2x10® Unidades formadoras de colonia) en placas de 96 pozos, las cuales se mantuvieron en
incubacion a 37°C a diferentes tiempos (24, 36 y 48 horas). Después de los diferentes periodos de
incubacion, se retiré el sobrenadante que contenia las bacterias planctonicas y se realizo la
fijacion de la muestra que contiene la biopelicula con metanol al 99%. Posteriormente se tifio con
cristal violeta al 0.1 % y finalmente se midi6 la DO a 540 nm. Los ensayos se realizaron 3 veces
por triplicado.

Resultados
Tabla 1. Perfil de resistencia a antibidticos de las cepas de S. aureus

ANTIBIOTICO CEPAS DE S. aureus
303003853 1217002153 306012753 1130005953 1016017553
Gentamicina S S
Bencilpenicilina S R
Cefoxitina ID 1D
Oxacilina
Nitrofurantoina
Vancomicina

Clindamicina
Eritromicina

I AIF NI ITI®N

Quinupristina
/Dalfopristina
Clindamicina ID ID

Linezolid

—

nurrnnE®AIR NG

Ciprofloxacino
Levofloxacino
Moxifloxacino
Rifampicina
Tetraciclina
Tigeciclina
Trimetoprima
/Sulfametoxazol

NN nnun 1.t 1 »n
N nunoun nnt »nn \»n
N unvnnouvn 1nn »nn »n
N nunoun vt nn n

(S)sensible; (R) resistente; (I) intermedio; (ID)indeterminado.

Perfil de resistencia a antimicrobianos

El antibiograma de los 5 aislados clinicos de S. aureus mostré sorpresivamente, sensibilidad a
una gran cantidad de antibidticos de eleccion, Tabla 1, siendo la cepa 306012753, la inica con un
perfil de multirresistencia a 7 de los 17 antibioticos probados. Los resultados para K pneumoniae
mostraron que, las cepas KL-147 y la 1006009851 tienen un perfil de multirresistencia, ya que,
de los 17 antibidticos probados, solo son sensibles a 3 de ellos (ciprofloxacina, eritapenem y al
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meropenem). Las otras 3 cepas de K. pneumoniae fueron sensibles a 15 de los antibioticos
probados con excepcion de la ampicilina y la nitrofurantoina Tabla 2.

Tabla 2. Perfil de resistencia a antibioticos de las cepas de K. pneumoniae

ANTIBIOTICO CEPAS DE K. pneumoniae
KL-08 KL-147-111 KL-07 1006009851

Amicacina
Gentamicina
Tobramicina

Ampicilina

Ampicilina/Sulbactam

Aztronam

Blee
Cefazolina
Cefepima

Ceftriaxona

Eritapenem
Meropenem
Piperacilina
/Tazobactam

v - " wnn
v — " n n

AnnnmAIRE+ I AIAIAIRIA
nurnn©®IIT+RIAIAIRIRInN

nnnnwvn n Y1
nnnnun vnn\nn

Nitrofurantoina
Ciprofloxacino
Tigeciclina
Trimetoprima
/Sulfametoxazol

v — -
v nn
v o~ o~
v nn —

(S) sensible; (R) resistente; (I) intermedio; (+) presencia de enzimas Blee; (-) ausencia de enzimas Blee

Formacion de biopeliculas

El analisis de la formacion de biopeliculas mostro que, todas las cepas de S. aureus forman
biopeliculas a las 36 horas, ya que se observé las mediciones de la ODysonm entre 1y 2 Figura 1.
Las cepas de K. pneumoniae forman las biopeliculas a partir de las 24 horas de incubacion Figura
2. Sin embargo, solo 3 cepas mostraron densidades opticas por arriba de 1, lo cual indica que
estas bacterias son formadoras de biopeliculas eficientes y la cepa de referencia ATCC y el
aislado KLOS8 no son formadoras de biopeliculas debido a sus OD4syp menores de 1
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Curva de crecimiento S. agureus
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Figura 1. Curva de crecimiento de la formacion de biopeliculas de las cepas de S. aureus. La OD;s,,, se obtuvo en
funcion de la captacion del cristal violeta después de la incubacion a 24,36 y 48 horas. La linea punteada indica el
limite de la formacion de biopelicula

Curva de Crecimiento de K. pneumoniae

25

Pensidad dptica

Tiempo (hrs)

—a— control —o— 106009851 —a—KL-10

KL-147-l1 —a—KL-0B —a— K. pne ATCC

Figura 2. Curva de crecimiento de la formacion de biopeliculas en las cepas de K. pneumoniae. La OD s, se
obtuvo en funcion de la captacion del cristal violeta después de la incubacion a 24,36 y 48 horas. La linea indica el
limite de la formacion de biopelicula

Discusion

En este estudio, las diferentes cepas de S. aureus y K. pneumoniae aisladas de pacientes del
Hospital General de Guanajuato “Valentin Gracia” se analizaron respecto al perfil de resistencia a
antibidticos y su capacidad para formar biopeliculas. Los resultados reunidos en este trabajo
mostraron que las cepas de S. aureus que son formadoras de biopeliculas, no necesariamente
presentan un perfil de resistencia a los antimicrobianos de eleccion. Sin embargo, al analizar el
comportamiento de las cepas de K. pneumoniae, se observo claramente que su capacidad para
formar biopelicula si estd estrechamente relacionada con su perfil de multirresistencia. Los
resultados obtenidos para K. pneumoniae concuerdan con los resultados obtenidos por otros
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autores que mencionan que la formacion de biopelicula representa una ventaja para la
sobrevivencia de las bacterias [1]. Conocer si las bacterias son capaces de producir biopeliculas
es de gran relevancia para la eleccion de su tratamiento, ya que se necesitarian de terapias
alternativas al uso de antibioticos.
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Resumen
Entamoeba invadens es una especie importante dentro del reino Protozoa porque permite un

amplio estudio y comparacion con los individuos del mismo género que resultan ser patdogenos
para los seres humanos, como lo es E. histolytica. Dentro de estos estudios resaltan los
relacionados con su ciclo de vida, especificamente enquistamiento y desenquistamiento. En el
presente trabajo se evaluaron dos enzimas presentes durante el enquistamiento amibiano y que
pudiesen participar en el desenquistamiento: la quitinasa, encargada de la degradacion de la pared
gruesa del quiste en dimeros o monomeros de GlcNac y la N-acetil--D-glucosaminidasa, que se
encarga de la degradacion de los dimeros de GlcNac.

Palabras clave: Desenquistamiento, Glucosaminidasa, Quitinasa.

Introduccion
Las amibas del género Entamoeba tienen importancia especial para su estudio por incluir especies

parasitas y patogénicas para ¢l hombre y algunos animales. Las mas conocidas son Entamoeba
invadens (Rodhain, 1934) y Entamoeba histolytica (Schaudinn, 1903).

La amibiasis representa un gran problema de salud publica en México y otros paises. Esta
enfermedad cuyo causal en el hombre es E. histolytica es tipica de los paises con clima tropical.
Sin embargo, la disenteria amebiana es bastante comuin en todo el mundo, principalmente en
regiones templadas.

Se han comparado estas dos especies de Entamoeba y esto nos ha llevado al estudio de la
morfologia y ciclo vital de E. invadens (Geiman y Ratcliffe, 1972) lo que permite concluir que E.
invadens y E. histolytica son cercanamente semejantes. En opiniéon de McConnachie (1986), esta
semejanza estd dada en los procesos de diferenciacion y desarrollo metaquistico, por lo que una
especie puede ser comparada con la otra.

Es por lo que a pesar de que E. invadens (Imagen 1) es
parasito de reptiles, es una especie que permite estudiar el
comportamiento de la especie in vitro (sobre todo el proceso
de diferenciacion) para compararla con el comportamiento de
E. histolytica que no se ha logrado enquistar en cultivo in

vitro.

Imagen 1: Trofozoito de E. invadens
(campo claro 40x).
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En este trabajo mostramos los resultados preliminares del desenquistamiento de E. invadens en
funcion de su morfologia y de dos enzimas probablemente involucradas en el proceso
diferenciativo.

Metodologia
Medios de cultivo

-Medio de cultivo TYI-S-33 para mantenimiento:

Peptona biotriptasa 30.0 g, Extracto de levadura 3.0 g, Dextrosa 10.0 g, Cloruro de sodio 2.0 g,
Fosfato de potasio monobasico 0.6 g, Fosfato de potasio dibasico 1.0 g, L-cisteina 1.0 g, Citrato
férrico amoniacal 0.023 g, Agua desionizada 820 mL, Suero bovino (SB) suplementado con SED
180 mL. (Diamond, 1978).

-Medio LG: Misma composicion del medio TYI-S-33, exceptuando el uso de dextrosa o glucosa.

(Vazquezdelara-Cisneros, 1984).
-Medio LG-47:

Por cada 100 ml de medio se mezclan 47 mL de medio LG, 5 mL de SB y 48 mL de agua
desionizada estéril. (Turner, 2007).

-Medio Desenquistamiento:

TYI-S-33, NaHCO3 40 mM, Bilis bovina Img/mL. (Biswa
Nath Mitraa, 2010).

Morfologia microscopica.

-Viabilidad celular: Se tifieron las células con azul de
Tripano 0.2 % (p/v) en PBS. Las células tefiidas son células
muertas (Imagen 2A).

-Determinacion de madurez nuclear y morfologia: Las fmagen 2: Tinciones diferenciales
células se tifieron con colorante D’Antonie para evidenciar a@mibianas. A., Viabilidad, quiste viable
, , , / st jabl, l); B,
el namero de ntcleos y su morfologia (Imagen 2 B). (blanco) 'y quisie no. nasee (azul)
L o Madurez quistica, quiste tetranucleado
-Tincion de la pared celular: Se realizo con blanco de (cafs izquierda); C, Pared celular; quiste
Calcofltior al 0.01% y observacion con microscopio de maduro con halo refringente de quitina.

fluorescencia para revelar la pared de quitina (Imagen 2C).

Proceso de Enquistamiento y Desenquistamiento.

El proceso de enquistamiento fue realizado por duplicado. Se resuspendieron los trofozoitos
cultivados en medio completo TYI-S-33 y LG, se lavaron por centrifugacion y se resuspendieron
en medio LG-47, adicionado con antibioticos, a una densidad de 500,000 trofozoitos/mL en cajas
Costar de 40 ml de volumen. Se incubaron a 28 °C.

En alicuotas se determiné la cantidad de células totales y el nimero de quistes recuperados. La
viabilidad celular se determind utilizando el colorante azul tripano al 0.2 % (p/v) utilizando el
criterio de exclusion del colorante por las células vivas, mientras que las células muertas no lo
hacen. El % de enquistamiento se calculd con base al nimero de quistes obtenidos en funcion del
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total de células recuperadas. La eficiencia del enquistamiento se evaludé considerando el total d

quistes recuperados con respecto al total de células inoculadas. La resistencia al detergente,
criterio de formacion de quistes, se evalud 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 0.05 % (v/v) a temperatura ambiente y posteriormente fueron
lavadas 1x con PBS y resuspendidas en un volumen conocido de PBS para contar el nimero de
células remanentes.

Se utilizd como criterio de maduracion de los quistes, la tincion de la pared celular con el
colorante fluorescente Calcoflior W2R (0.2 % p/v), observando la integridad de ésta y contando
el nimero de nucleos presentes en las células recuperadas tefiidas con colorante D’ Antonie.

Los ensayos de desenquistamiento se realizaron con los quistes resistentes al detergente,
obtenidos después de 24 horas de incubacion en medio LG-47, los cuales fueron lavados y
resuspendidos en medio TYI-S-33 completo adicionado de NaHCO3, 40 mM vy bilis bovina (1
mg/mL) de acuerdo con lo descrito por Mitra et al., 2010 (imagen 3).

Determinacion de la actividad enzimdtica:

-Ensayo de actividad de N-acetil-B-D-glucosaminidasa:

El ensayo se realiz6 en mezclas conteniendo 40 y 100 uL de la muestra enzimatica, 4-MUGIc 5
MM como sustrato, amortiguador de citrato-fosfato 50 mM, pH 5.5 y Tritéon X-100 al 0.5 % (p/v).
La mezcla se incubo a 37 °C durante 30 min y la reaccion se detuvo por la adicion de 2.7 mL de
solucion de paro (Na2CO3 0.5 M en NaOH 0.1 N, pH 10.4). La mezcla se incubd a temperatura
ambiente durante 5 min en la oscuridad para permitir el desarrollo de la fluorescencia debida a la

4-metilumbeliferona (4-MU) liberada por la hidrdlisis enzimatica. La fluorescencia se determin6
en un espectrofluorometro Perkin-Elmer utilizando longitudes de onda de excitacion de 350 nm y
de emision de 440 nm y los valores obtenidos se interpolaron en una curva de calibracion
estandar de 4-metilumbeliferona (4-MU) de acuerdo con el método descrito por Bravo-Torres y
col., (2005).

-Ensayo de actividad de Quitinasa:

El ensayo se realizd en mezclas conteniendo 40 y 100 puL de la muestra enzimatica, 4-MU-N-N-
N-triacetilquitotriosido 5 uM, amortiguador de citratos 50 mM, pH 5.5 y Tritén X-100 al 0.5 %
(p/v). La mezcla de reaccion se incubd a 37 °C durante 30 min y la reaccion se detuvo por la
adicion de 2 mL de solucion de paro (Na2CO3 0.5 M en NaOH 0.1 N, pH 10.4). La mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante 5 min en la oscuridad para permitir el desarrollo de la
fluorescencia debida a la 4-Metilumbeliferona (4-MU) liberada por la hidrolisis enzimatica. La
fluorescencia se determind en un espectrofluorometro Perkin-Elmer utilizando longitudes de
onda de excitacion de 350 nm y de emision de 440 nm y los valores obtenidos se interpolaron en
una curva de calibracion estandar de 4-Metilumbeliferona (4-MU) de acuerdo con el método
descrito por Villagomez-Castro y col. (1992).

Determinacion de proteina:
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Se utilizo el método de Folin-Ciocalteau, descrito por Lowry y col. (1951) para la determinacion
de proteina en presencia de lipidos. Se utilizd albimina de suero bovino (BSA) como estandar
para la curva de calibracién. Los volimenes se ajustaron para realizar la determinacion en
método micro utilizando una placa de 96 pozos. La lectura se realizé en un lector de Microplacas
con Monocromador UV-Vis EPOCH en una longitud de onda de 750 nm.

Resultados
Los datos de determinacién de proteinas y lectura de =
actividad en el fluorémetro se utilizaron para determinar la - ..} B

Actividad Especifica de cada enzima.

Los valores mayores se encontraron en los sobrenadantes
(Grafica 1), lo que indica que ambas enzimas estan
presentes durante el desenquistamiento y ambas son

secretadas en funcion del tiempo de diferenciacion

(Gréfico 2).

Grdfico 1: Actividad enzimdtica determinada a
las 24 h de desenquistamiento.

..................

Gridfico 2: Cinética del desenquistamiento amibiano en funcion de las actividades de Glucosaminidasa y Quitinasa. Se
realizaron ensayos con 2 cantidades de muestra correspondientes a dos diferentes concentraciones de proteina y niimero
de células en funcion del tiempo de desenquistamiento y la fraccion celular: pastilla y sobrenadante.

Si bien, los trofozoitos inoculados en medio de
enquistamiento muestran una morfologia normal
(Imagen 3 C) y los quistes recuperados durante el
proceso diferenciativo, con eficiencia del 50 %,
manifiestan viabilidades superiores al 95 %
(Imagen 2A) y madurez medida por la formacion
de células tetranucleadas (Imagen 2B) y la
integridad de la pared celular (Imagen 2C);
durante el desenquistamiento amibiano se generan
células enormes provenientes de la agregacion de
los trofozoitos metaquisticos recién liberados de
los quistes (Imagenes 3A y 3D), los cuales a las 36
h de iniciada la diferenciacion recuperan su

Imagen 3. Morfologia de trofozoitos de E. invadens.
) Trofozoito enorme campo claro 40x.

B) Trofozoito antes de enquistamiento campo claro

40x.

C) Trofozoito después de desenquistamiento campo

( laro 40x
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morfologia y tamafios normales (Imagen 3B). Este proceso diferenciativo requiere la
participacion de hidrolasas acidas secretadas como las determinadas en este trabajo. Como se
observa en los Graficos 1 y 2, la actividad enzimatica presente en el sobrenadante (actividad
enzimatica secretada) alcanza un méximo y luego desciende ligeramente durante Ia
diferenciacion amibiana. Un proceso semejante fue descrito para estas enzimas durante el
enquistamiento amibiano (Villagomez-Castro, 1992). Sin embargo, no fue posible observar
actividad en las pastillas celulares, significando que toda la actividad enzimatica es secretada.

Se requiere un estudio exhaustivo para caracterizar el proceso de desenquistamiento amibiano
que podria utilizarse para la busqueda de fArmacos que inhiban el proceso y eviten la infeccion en
el hospedero.

Conclusiones

Durante el desenquistamiento amibiano se secretan dos enzimas: Quitinasa y N-acetil-
Glucosaminidasa que dadas las evidencias presentadas se sugiere participan en la diferenciacion
celular.

Durante el desenquistamiento amibiano se producen trofozoitos metaquisticos agregantes que
pudiesen tener una mayor concentracion de glicoproteinas en su membrana que podrian ser
posteriormente hidrolizadas o recicladas por las amibas para recuperar su morfologia normal.

Perspectivas
Se requiere un analisis integral de este proceso de diferenciacion para determinar las enzimas y
glicoproteinas involucradas en ¢él.
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Resumen
El tereftalato de polietileno, mejor conocido como PET, ha sido ampliamente usado en las

ultimas décadas por sus propiedades fisicoquimicas. Hoy dia, la produccion en masa de
productos de PET ha traido graves consecuencias ambientales debidas tanto a su compleja
estructura quimica que lo hace dificil de degradar, como a la pésima disposicion final de estos
residuos. Actualmente se conocen cinco grandes islas de plastico en el mundo, las cuales traen
consigo desde migracion de especies parasitarias e invasivas hasta pérdida de especies animales.
En este proyecto se evaluo la capacidad de dos aislados fungicos, denominados “1A” y “Blanco”,
para utilizar PET como fuente de carbono. Las cepas fungicas aisladas se recuperaron de un
consorcio que crecid en una suspension acuosa de PET pulverizado. Se crecieron ambos aislados
de manera individual o combinada en medio minimo de Mathur conteniendo PET o PETs (PET
derivatizado con sorbitol) y se determino su crecimiento analizando la proteina fingica total al
final de los ensayos y la proteina secretada. Asimismo, se evaluo el crecimiento colocando el
PETs en una bolsa de celofan sumergida en el medio de cultivo para analizar la secrecion de
enzimas hidroliticas capaces de digerir el PET o el celofan. Adicionalmente se realizaron co-
cultivos de los dos hongos analizados en este estudio y un tercer hongo, denominado “Rosa”,
proveniente del mismo consorcio inicial. Ambos hongos lograron crecer en el medio minimo de
cultivo adicionado de PET, sugiriendo el uso de éste como una potencial fuente de carbono. Si
bien, el hongo 1A presenté un mejor crecimiento en este medio con respecto al hongo Blanco.
También se observo que los consorcios planteados no resultan eficientes ya que se inhibe el
crecimiento de las cepas Blanco y Al en presencia de la cepa Rosa. Los resultados obtenidos
sugieren que la cepa 1A es un hongo con potencial biotecnologico ya que al crecer en medio
minimo de Mathur, ocasiona una disminucion significativa del PET adicionado al medio de
cultivo. Mientras que la cepa rosa, analizada en un estudio independiente, podria secretar
metabolitos secundarios antimicrobianos que limitan el crecimiento de otros hongos.

Palabras clave: Biodegradacion, Hongos, PET.

Introduccion
El plastico, debido a su resistencia a la degradacion y su alta produccion en la industria, se ha

convertido en un gran problema ambiental a nivel global. Los desechos plésticos representan una
amenaza directa para la vida silvestre. Los principales peligros de especies asociados con los
plasticos son la ingesta y asfixia por este. Por otro lado, la gran cantidad de deshechos plasticos,
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que incrementan cada afio, aumentan la posibilidad de que especies invasoras migren y colonicen
otros habitats usando los residuos como medio de transporte.

El tereftalado de polietileno (PET) es unos de los plasticos mas usados por sus propiedades de
moldeabilidad, resistencia, permeabilidad y durabilidad. Actualmente el PET se encuentra en la
mayoria de los productos comerciales que consumimos todos los dias [1].

Cada afio, desde 1967, se incrementa en gran manera la produccion de plastico, pasando de
aproximadamente 2 millones de toneladas anuales a 380 millones de toneladas actualmente; y
con ello la cantidad de residuos plasticos.

La mayor parte del plastico en los océanos proviene de los paises en rapido desarrollo de Asia
Oriental. Cientificos del Centro Helmholtz de Investigacion Ambiental, en Alemania,
descubrieron que diez rios descargan el 90% de todos los desechos marinos de plastico y segun
las tendencias actuales, para 2050 podria haber mas plastico en las aguas del mundo que peces,
esto medido por peso [2]. Adicionalmente, se sabe que los polimeros plasticos adsorben algunos
compuestos toxicos que pueden ser liberados desde el tracto digestivo hasta el musculo de
aquellas especies que los ingirieron [2].

De acuerdo con el articulo “Plastic waste inputs from land into the ocean” publicado en Science
en marzo de 2018 [3], se calcula que 275 millones de toneladas métricas (TM) de productos
plésticos fueron generados en 192 paises costeros en 2010, por una mala disposicion final de
residuos plasticos liberaron 4.8 a 12.7 toneladas métricas a los océanos Este problema aunado a
que el desgaste por friccion de los escombros plasticos causa el desprendimiento de particulas
muy pequefas y dificiles de rastrear, las cuales pueden ser ingeridas por pequefios invertebrados
marinos ocasionando graves dafios a los ecosistemas [3]. Particularmente en lo que se refiere al
PET, se ha descrito que tan solo en 2013 se produjeron 56 millones de toneladas de PET
globalmente [4].

Existen varias formas de tratar los residuos plasticos como son el almacenamiento bajo tierra, la
incineracion y el reciclaje. Sin embargo los primeros dos implican una alta contaminacion por
desprendimiento de gases toxicos, mientras que el reciclaje es un tanto mas complejo, debido a
que el pléastico debe tener ciertas caracteristicas y condiciones especificas para poder llevar a
cabo este proceso. Por lo que se ha sugerido el uso de sistemas bioldgicos para la bio-degradacion
del PET como se ha implementado para metales pesados o hidrocarburos y sus derivados.

Se ha demostrado que algunos microorganismos son capaces de utilizar tereftalato de
dietilenglicol (DTP), sin embargo, son incapaces de degradar el PET debido a su elevada
polimerizacion [1]. Actualmente existen pocos estudios de la bio-degradacion de plasticos,
principalmente en lo que respecta al PET. Se ha descrito que cepas como Fussarium oxysporum y
Fussarium solani, pueden crecer en medios minerales con hilos de PET. Varios investigadores
de la Universidad de Kyoto, con colaboraciones de otras instituciones, recuperaron un consorcio
de microorganismos capaces de crecer sobre una fina pelicula de PET, observando la degradacion
de 0.13 mg/cm?/dia a 30°C en CO2. A partir de este consorcio lograron aislar una bacteria capaz
de degradar y asimilar exitosamente el PET a la que le atribuyeron la capacidad degradativa del
consorcio. A esta bacteria la denominaron Indoenella sakaiensis 201-F6. Al inocular a esta
bacteria en una pelicula de PET, este fue dafiado casi por completo después de 6 semanas [4].
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La actividad enzimdatica de la proteina ISF6 4831, aislada de Indoenella sakaiensis fue
comparada con la capacidad de tres esterasas comerciales para degradar peliculas de PET,
observandose que la proteina ISF6 4831 degradd mas eficientemente al PET con respecto a los
esteres alifaticos degradados preferentemente por las esterasas comerciales inespecificas, motivo
por el cual se denomindé como PET-hidrolasa o PETasa [4]. El mecanismo de degradacion de la
PETasa aun es desconocido, sin embargo, se ha sugerido un mecanismo semejante al de las
esterasas dada su capacidad de hidrolizar también al acido mono-2-hidroximetil tereftalatico [4].
Otro plastico importante en la industria de polimeros es el di-2-etylexyltereftalato o DEHP,
plastificador muy usado sobre todo para formar PVC. Este plastico ha sido utilizado como
sustrato de Fussarium curmorum en cultivo. Este hongo secreta esterasas y lacasas capaces de
degradar casi totalmente el DEPH adicionado a cultivos en medio GYE, con eficiencias cercana
al 100%, en concentracion de 1 g/L, después de 6 dias de incubacion a 28 °C [5].

Recientemente se ha sugerido como alternativa para evitar la problematica ambiental provocada
por los diferentes polimeros derivados del petrdleo, el uso de bio-polimeros biodegradables. Tal
es el caso de la .bacteria Azotobacter vinelandii que puede producir plasticos biodegradables o
biopolimeros de alta pureza y nulo impacto ambiental, tales como el agnato y el poli-B-
hidroxibutirato, a partir de acetato como fuente de carbono, si bien, con baja eficiencia. Motivo
por el cual fue modificada genéticamente para que no presente represion catalitica y pueda
utilizar glucosa como fuente de carbono y sintetizar una mayor cantidad del biopolimero [6].
Aunque ya se han descrito algunos microorganismos capaces de degradar PET o de sintetizar
nuevos biopolimero biodegradables, ain queda el grave problema de la acumulacion de PET en
mar y tierra, por lo cual la busqueda de organismos capaces de biodegradar éste polimero es aun
un objetivo biotecnologico ampliamente deseado. En este trabajo se presentan la caracterizacion
inicial de dos cepas fingicas aisladas de un consorcio capaz de crecer en una suspension acuosa
de PET en polvo con base en su potencial uso en biorremediacion.

Objetivo:
El estudio tiene como objetivo evaluar la capacidad bio-degradativa de las cepas fungicas
aisladas en diferentes consorcios.

Metodologia
Los aislados fingicos blanco y 1A fueron mantenidos en medio YPG agar a 28 °C. Para los

ensayos y la propagacion de los mismos se utilizé6 medio minimo de Mathur adicionado de PET o
PETs (PET derivatizado con sorbitol) en presencia o ausencia de glucosa 0.1 % p/v.

El crecimiento fingico se evalud por el incremento en el radio colonial de cultivos inoculados
centralmente con un bocado de 0.5 cm de didmetro, sobre medio YPG. Para determinar la
capacidad de las cepas blanca y 1A para utilizar el PET como fuente de carbono, se inocularon
matraces de 25 ml con medio minimo de Mathur en presencia o ausencia de 0.1 % de glucosa y
adicionados con PET o PETs. Los matraces se incubaron a 26 °C, 125 rpm durante 10 dias. Al
término de la incubacion se determind la proteina total fungica y la proteina secretada. Para
determinar la secrecion enzimatica y su posibilidad de degradar PET, se inocularon matraces con
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medio minimo de Mathur adicionado con glucosa al 0.1 % y PET o PETs en una bolsa de celofan
sumergida en el medio de cultivo. Cada tercer dia se recuperaron alicuotas del medio de cultivo
para determinar la proteina secretada y al término de la incubacion (10 dias) se determino la
proteina total.

Para determinar si la combinacién de las cepas estudiadas mejoraba la hidrolisis del PET, se
realizaron combinaciones de los dos aislados, 1A y Blanco con la cepa Rosa caracterizada en otro
ensayo en el laboratorio. Las combinaciones analizadas fueron: cepa Rosa-1A, Rosa- Blanca,
Rosa- Blanca- 1A y Blanca-1A inoculadas en medio minimo de Mathur adicionado de PET,
PETs y/o glucosa. Al término de la incubacidn, se determind nuevamente la proteina fingica
total y la proteina secretada y los resultados se compararon con los obtenidos de los cultivos
fungicos individuales.

Adicionalmente se determind el crecimiento de los hongos en medio YPG-agar en confrontacion,
incubando durante 5 dias las placas.

Resultados

Mediante el crecimiento radial colonial, la cepa 1A creciéo mas rapidamente que la cepa blanca en
medio YPG a pH de 4.5 a una temperatura de 28 °C como se observa en la Tabla 1. Cuando se
analizo el crecimiento fungico en funcion de la proteina secretada en el medio de cultivo cada
tercer dia, conteniendo el PET en una bolsa de celofan sumergida en el medio de cultivo, se
observd un crecimiento constante en la cepa 1A con respecto a la cepa Blanca que no mostro
cambios significativos en la proteina secretada (Figura 1.).

Cuando se determind el crecimiento fingico, determinado por la proteina fingica total al fin de la
incubacion, en funcion de las adiciones de PET, PETs o glucosa al medio minimo de Mathur se
observd que la cepa Blanca presentd un mayor crecimiento en presencia de glucosa en
combinacion con PET o PETs, que en ausencia de la misma. En cambio, la cepa 1A presenta el
mismo crecimiento al final de la incubacion (Figura 2A). Sin embargo, al evaluar la proteina
secretada (Figura 2C), la cepa 1A secreta mayor cantidad de proteina cuando se expuso a Pet o
PETs en ausencia de glucosa, sugiriendo la secreciéon de un metabolito capaz de utilizar el PET
como fuente de carbono.

Las confrontaciones de los hongos en las cajas de cultivo mostraron que la cepa Rosa es capaz de
inhibir el crecimiento de la cepa Blanca y sobrecrecer sobre la cepa 1A. Una caracteristica
significativa fue la presencia de coloracion rosada en las cajas de cultivo cuando la cepa Rosa
toma contacto con la cepa de confrontacion (datos no mostrados).

El efecto de los co-cultivos de los hongos reportd que la combinacion de la cepa Rosa con la cepa
1A disminuy¢ la cantidad de PET, en presencia de glucosa al 0.1%, presente al final del cultivo
al determinar el peso seco de la bolsa de celofan conteniendo PET, sugiriendo la interaccion de
ambas cepas en la degradacion del PET (Figura 2C y 2D).

~—~=
o
—_—

| S—



Ll Semana de

Tabla 1. Crecimiento radial de las cepas Blancay 14 en medio YPG, pH 4.5 a 28°C.
Dia/Cepa Blanca crecimento radial 1A crecimiento radial
1 0.5 cm 1 cm
2 0.3 cm 0.5 cm
3 0.3 cm 1 cm
4 0.2 cm 0.3 cm
5 0.4 cm 0.2 cm

Cinética de crecimiento de las cepas fungicas en
funcion de la proteina secretada

5]
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Figura 1. Cinética de crecimiento de las cepas Blanca 'y 1A. Proteina secretada por las cepas cada tercer dia. Se
cultivaron en medio Mathur liquido con 0.1% de glucosa y 0.5 g de PET contenido en una bolsa de celofan
sumergida en el medio de cultivo.
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Figura 2. Crecimiento fiingico en funcion de la Proteina Total y Secretada por los Cultivos independientes o en co-
cultivo. A) y C) proteina total a punto final y proteina secretada, respectivamente de las cepas Blanca y 14., en
medio minimo de Mathur, pH 4., incubadas 10 dias a 28°c con 125 rpm bajo diferentes condiciones.

B) y D) Proteina secretada y total respectivamente de los diferentes consorcios cultivados en medio liquido Mathur,
pH 4.5por 10 dias a 28°c con 125 rpm bajo diferentes condiciones.

Conclusiones:

La biodegradacion de plésticos es un tema con poco estudio y a pesar del auge que representa
esta alternativa, alin no se encuentran microorganismos eficientes contra el PET.

De acuerdo con el objetivo del proyecto se sugiere que la cepa 1A tiene un potencial
biotecnologico como organismo biodegradador del PET, sin embargo, se requiere un estudio mas
acucioso para confirmarlo, al mismo tiempo que debe ser analizada la cepa Rosa y los
metabolitos que secreta como posibles inhibidores del crecimiento fingico.
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Resumen
Staphylococcus aureus es un patdogeno oportunista que esta colonizando las fosas nasales de una

de cada tres personas. Este patogeno se asocia con enfermedades en la medicina humana y en la
veterinaria, y puede formar biopeliculas, las cuales son un problema de salud relacionado con
dispositivos médicos. Alarmantemente, S. aureus presenta multi-resistencia, por lo que el
tratamiento de estas enfermedades no es exitoso. Por lo anterior, diversas investigaciones se han
enfocado en descubrir y/o desarrollar compuestos con actividad bacteriana. El quitosano (QTS) y
los &cidos grasos (AG), hexanoato (HXT), son compuestos interesantes de origen natural. Ambos
compuestos ejercen actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y
hongos. Ya se ha reportado la actividad antimicrobiana del QTS contra células planctonicas y
biopeliculas de aislados de S. aureus de humanos, se desconoce si el HXT afecta a esta bacteria.
En este sentido, los ensayos para determinar el sinergismo de compuestos antimicrobianos llaman
la atencion. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo, como una aproximacion a los ensayos
de sinergismo, fue evaluar el efecto del QTS y AG sobre el crecimiento de células planctonicas
de S. aureus aislado de vacas con mastitis, asi como en la formacion de biopeliculas. Se demostro
que el QTS inhibe los aislados multirresistentes de S. aureus AMC16 y AMC46, mientras que el
HXT no afecta el crecimiento de estas bacterias.

Palabras clave: Quitosano, hexanoato, Staphylococcus aureus, biopeliculas, antimicrobiano

Introduccion

Las infecciones en humanos y animales son causadas por distintos patogenos, por lo que las
estrategias de prevencion y tratamiento de enfermedades deben adaptarse para reflejar los
factores de riesgo de las infecciones y opciones de tratamiento disponible. En las ultimas
décadas, se han seleccionado patogenos resistentes a uno o mas antimicrobianos. Para la
Organizacion Mundial de la Salud algunas especies de microorganismos resistentes a
antimicrobianos son de gran preocupacion en la salud publica, entre ellos podemos encontrar a
Staphylococcus aureus (resistente a meticilina, MRSA) [1].

S. aureus es un patdgeno facultativo intracelular que se asocia con enfermedades en humanos (ej.
endocarditis, osteomielitis, neumonia, entre otros) y en animales (mastitis bovina). Ademas de los
factores de virulencia que expresan las cepas patogenas, parte del éxito de esta bacteria, para
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establecer las infecciones, es su capacidad de formar biopeliculas (ej. en dispositivos médicos), lo
cual aumenta su resistencia a los antibidticos en comparacion con las células planctonicas o
individuales [2]. Por lo tanto, son de nuestro interés las estrategias basadas en la utilizacion de
compuestos de origen natural (ej. quitosano y acidos grasos) como alternativa al uso de la terapia
antimicrobiana convencional.

El quitosano (QTS, poly B-[1-4]-N-acetyl-D-glucosamina) es un biopolimero producido por la
desacetilacion quimica de la quitina presente en el exoesqueleto de crustaceos, hongos e insectos.
Se ha descrito que el QTS y sus derivados ejercen actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram-positivas, Gram-negativas y hongos [5]. Particularmente, ya se ha reportado el efecto del
QTS sobre el crecimiento de células planctonicas de S. aureus y sus biopeliculas [5,6]. Por su
parte, los acidos grasos de cadena media (AGCM,6-12C) presentan un espectro de accion
antimicrobiana amplio [3]. Se sabe que los acidos caprilico (8C), caprico (10C) y latrico (12C),
asi como sus 1-monoacilglicéridos, inhiben el crecimiento de células planctonicas de S. aureus
[4]. Ademas, las relaciones sinérgicas entre estos compuestos mejoran su actividad
antimicrobiana. No obstante, hasta el momento se desconoce el efecto del 4cido caproico o
hexanoico (presente en mantequilla, queso cheddar, aceite de coco, leche de cabra) sobre las
células plactonicas y/o biopeliculas de S. aureus. Se han realizado ensayos donde se evalua el
efecto sinérgico del QTS y AGCM en un modelo de infeccion de Botrytis cinerea en frutos de
fresa post-cosecha, observando que el compdsito del QTS-AGCM posee mayor efecto protector
que el tratamiento individual [Loeza-Lara, comunicacion personal], sugiriendo que esta mezcla
puede ser atractiva contra otros patdgenos. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto individual del QTS y de acidos grasos (como el hexanoato, (HXT)) sobre el crecimiento
de células planctonicas y la formacion de biopeliculas de S. aureus multirresistente. Lo anterior
para generar las bases de los futuros ensayos de sinergismo.

Metodologia

e Material biologico
En el presente estudio se utilizaron dos aislados multirresistentes de Staphylococcus aureus
(AMC16 y AMC46) asociados a mastitis bovina, proporcionadas generosamente por la
Universidad de la Ciénega del Estado de Michoacan de Ocampo por medio del Dr. Loeza-Lara.
Las cepas se pusieron a crecer en cajas Petri en medio LB durante 48 h. Una vez crecidas se
inocularon en 5 mL de caldo Mueller Hinton (Difco) por 24 h a 37°C.

e Soluciones
El quitosano (QTS) de mediano peso molecular se obtuvo de Sigma-Aldrich, México (75-85% de
desacetilacion) y se prepard de acuerdo con lo reportado [6]. Brevemente, se preparé una
solucion de 200 mL a una concentracion de 20 mg/mL, para lo cual 4 g de quitosano se
disolvieron en 100 mL de agua destilada y 2 mL de &cido acético (J.T. Baker, México),
manteniéndose en agitacion constante por 24 h. Posteriormente, el pH de la solucidn se ajustd a
5.6 con NaOH 1 N (J.T. Baker, México). Se adicion6 agua destilada hasta alcanzar un volumen
total de 200 mL y se procedio a esterilizar. El hexanoato de sodio (HXT) se obtuvo de Sigma (St.
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Louis, MO, USA) y la solucién de trabajo 500 mM se prepard disolviendo con agua, para
posteriormente esterilizar por filtracion (0.22 uM, Merck Millipore,USA).

e Efecto del QTS y HXT sobre el crecimiento de células planctonicas de S. aureus
Primero se evaluo el efecto del vehiculo (acido acético al 1%) con el que se disolvi6 al QTS, para
ello se cultivaron 9x10” UFC/mL (DOgpp=0.2) en caldo Mueller Hinton suplementado o no con el
vehiculo, se monitoreo el crecimiento midiendo la D.O.gp a las 24, 48 y 72 h. Para analizar el
efecto del QTS o del HXT sobre el crecimiento de S. aureus, se cultivaron 9x10" UFC/mL
(DO¢gpp=0.2) en caldo Mueller Hinton suplementado con diferentes concentraciones de QTS (1.5,
1.75, 2, 2.5 y 2.75 mg/mL) o de HXT (1, 10 y 50 mM), y el crecimiento fue monitoreado
midiendo la D.O.gp0 a las 24, 48 y 72 h. Se realizaron tres experimentos independientes por
triplicado.

e Evaluacién de la produccion de biopeliculas bacterianas
La capacidad de los aislamientos bacterianos de formar biopeliculas se evalud utilizando un
ensayo de placa de microtitulacion colorimétrica [7]. S. aureus se cultivdo en caldo de soya
tripticasa (TSB, BD, BIOXON) toda la noche en agitacién constante (180 rpm), los cultivos se
diluyeron 1:100 en medio TSB. Posteriormente, se tomaron 150 puL de la suspension bacteriana y
se inoculd una placa de microtitulacion (de 96 pozos) de poliestireno. Después de 24 horas de
incubacion a 37°C, sin agitacion, los pozos se lavaron (3X) lentamente con 200 ul de PBS
(Buffer fosfato salino y pH final: 7,2 + 0,2), la placa se invirtié y se dejo secar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Para la fijacion de las biopeliculas, 100 puL de metanol al 99%
fueron agregados a cada pozo, después de 15 min se removio el sobrenadante y se seco la placa a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se agregaron 100 pL de cristal violeta (CV) al 1% por
pozo, el exceso de CV fue removido después de 20 min, lavando la placa con agua. EI CV unido
a la placa se disolvid en 150 uL de &cido acético al 33%. Se midio la DOsqg. Se realizaron dos
experimentos independientes por triplicado.
Para determinar el fondo de la DO se utiliz6 el medio sin in6culo como control. El punto de corte
de la DO (DOc) se define como tres desviaciones estandar arriba de la media de la DO del
control negativo, y el valor final de la DO, de la cepa probada, se define como el promedio de la
DO menos el valor de la DOc [7]. La habilidad de adherencia de la cepa se clasifica en cuatro
categorias basadas en la DO: no adherentes (DO<DOc), débilmente adherente
(DOc<DO<2XDOc), moderadamente adherente (2XDOc<DO<4XDOc) y fuertemente adherente
(4XDOc<DO) [7].

Resultados

Los resultados obtenidos indican que el vehiculo no modifica la turbidez del medio respecto al
cultivo bacteriano sin tratamiento (Figura 1A,B), sugiriendo que no afecta el crecimiento
bacteriano. Al evaluar el efecto del QTS (1.5-2.75 mg/mL) sobre ambos aislados de S. aureus, se
observo que este compuesto disminuy6 la turbidez de los cultivos bacterianos en todos los
tiempos analizados (24-72 h), respecto al cultivo tratado con vehiculo (Figura 1A,B), lo cual
sugiere que el QTS redujo el crecimiento del aislado AMC16 y AMC46.
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Figura 1. El quitosano inhibe el crecimiento bacteriano de S. aureus.

Se cultivaron a los aislados (4) AMC16 y (B) AMC46 de S. aureus en presencia de distintas concentraciones de QTS
y se monitoreo la turbidez (600 nm) del medio a las 24, 48 y 72 h. Vehiculo: acido acético al 1%. Cada punto
representa el promedio de tres experimentos independientes por triplicado + EE. El simbolo “*” indica cambios
significativos (P<0.05) respecto al control (S. aureus tratado con el vehiculo).

Paralelamente se evalud el efecto del HXT (1-50 mM) sobre el crecimiento de los aislados
AMC16 y AMC46. Los resultados obtenidos indican que las concentraciones de HXT no
afectaron la turbidez del medio bacteriano en ninglin tiempo evaluado (Figura 2A,B), excepto al
utilizar 50 mM a las 24 h, donde se observd menos turbidez respecto al control (cultivo
bacteriano sin tratamiento); no obstante este efecto se revirtio a las 48 h en los dos aislados.
Resultados preliminares indican que el aislado AMC16 se adhiere débilmente a las superficies de
poliestireno, mientras que el aislado AMC46 no se adhiere.
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Figura 2. Efecto del hexanoato sobre el crecimiento de S. aureus.

Se cultivaron los aislados (4) AMCI16 y (B) AMC46 de S. aureus en presencia de distintas concentraciones de HXT y
se monitoreo la turbidez (600 nm) del medio a las 24, 48 y 72 h. Cada punto representa el promedio de tres
experimentos independientes por triplicado + EE. El simbolo “*” indica cambios significativos (P<0.05) respecto al
control (S. aureus tratado con el vehiculo).

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que el quitosano (1.5-2.75 mg/mL) inhibe el crecimiento de los
aislados multirresistentes de S. aureus (AMC16 y AMC46), mientras que las concentraciones
utilizadas de hexanoato (1-50 mM) no afectan su crecimiento.

Perspectivas

Entre las perspectivas de este proyecto estan:
e Evaluar el efecto de bajas concentraciones de QTS sobre estos aislados.
e Evaluar concentraciones de HXT mas elevadas.
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e Realizar ensayos de sinergismo (mezclando QTS/HXT) sobre el crecimiento de S. aureus.
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Resumen

La tricomoniasis, causada por Trichomonas vaginalis (Tv), es la infeccion de transmision sexual
no viral mas comun a nivel mundial, se asocia con graves problemas obstétricos y ginecoldgicos,
su tratamiento convencional es el metronidazol; sin embargo, ya se han reportado parasitos
resistentes a esta droga. Por lo que es interesante la busqueda de compuestos con actividad
antiparasitaria, siendo atractivas las plantas medicinales. En este sentido, México es el primer
productor mundial de aguacate (Persea americana var. drymifolia), y su fruto se ha utilizado
ampliamente por sus propiedades medicinales. Se sabe que el extracto hexanoico de la semilla de
aguacate (EHSA) ejerce efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores, pero se desconoce si
posee actividad antiparasitaria, siendo el objetivo de este trabajo. Para ello se utilizaron dos cepas
de Tv aisladas de casos clinicos (GT13 y GT21), con distinto grado de virulencia, y se realizaron
ensayos de exclusion del azul tripano. Los resultados obtenidos indican que el EHSA (0.25-4
pg/mL, 24 h) disminuy6 (41-85%) la viabilidad de la cepa GT13 de manera dependiente de la
concentracion, observandose un resultado similar para la cepa GT21. Mediante el analisis Probit
se determino la concentracion letal 50, siendo de 0.28 y 0.26 pg/mL para la cepa GT13 y GT21,
respectivamente. Los resultados obtenidos indican que el EHSA inhibe el crecimiento de 7v,
efecto que es independiente de la cepa, lo cual es de interés farmacoldgico.

Palabras clave: Trichomonas vaginalis, aguacate, tricomonicida

Introduccion

La tricomoniasis, enfermedad de transmision sexual -no viral- con mayor incidencia en el mundo,
es causada por el parasito Trichomonas vaginalis (Tv). Segin la Organizacion Mundial de la
Salud, se estima una incidencia anual de 273 millones de casos nuevos [1]. La tricomoniasis
cursa un proceso inflamatorio crénico que predispone a la mujer al parto prematuro y a sufrir
vaginosis bacteriana, incrementa el riesgo de contraer infecciones por el virus del papiloma
humano y de la inmunodeficiencia humana. El hombre suele ser un portador asintomatico [1,2].
El tratamiento convencional de la tricomoniasis son los farmacos de la clase 5-nitroimidazol (e;.
metronidazol o tinidazol). El fracaso del tratamiento se asocia con las terapias inconclusas, la
reinfeccion y/o a la falta del tratamiento de las parejas sexuales, el tratamiento inespecifico o la
resistencia a los medicamentos [1,3]. Se han reportado aislamientos clinicos de 7v resistentes al
metronidazol [4] y esta cifra va en aumento, lo cual supone un problema de salud publica.
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Es asi como la busqueda nuevos compuestos, que sean seguros y eficaces en el tratamiento y
prevencion de la tricomoniasis, son relevantes. En este sentido, las plantas medicinales son una
fuente invaluable para descubrir nuevas drogas [5].

El aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) se ha utilizado -por sus
propiedades medicinales- para tratar afecciones en la salud del humano desde la época
prehispanica [7,8]. Recientemente se han estudiado sus efectos medicinales y antimicrobianos del
aguacate, y la semilla es atractiva por su contenido de compuestos bioactivos (ej. compuestos
fenolicos, proantocianinas); se ha reportado que estos compuestos pueden actuar como
anticancerigenos, antiinflamatorios, antidiabéticos, antihipertensivos, hipocolesterolémicos,
insecticidas, toxicos y antimicrobianos [8]. Tanto el extracto como la semilla de aguacate tienen
efecto contra microorganismos [8-11]. En el 2013, Jiménez y col. reportaron que el extracto
cloroformico y etandlico de la semilla de P. americana ejercen un efecto anti-Trichomonas [12].
En el grupo de trabajo se ha identificado la propiedad inmunomoduladora del extracto hexanoico
de la semilla del aguacate (EHSA) criollo mexicano (P. americana var. drymifolia) [13]. No
obstante, se desconoce si este extracto ejerce actividad antiparasitaria. Por lo que el objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto del EHSA (Persea americana var. drymifolia) sobre
Trichomonas vaginalis.

Metodologia

e Material biologico
Las cepas de Trichomonas vaginalis (Tv) GT13 y GT21 (menor y mayor virulencia,
respectivamente) se aislaron de pacientes femeninas infectadas del estado de Guanajuato, y
fueron donadas por el Dr. F. Anaya-Velazquez y Dr. F. Padilla-Vaca (Departamento de Biologia,
UG).

e (Cultivo de los trofozoitos
El parasito se cultivé en 5 mL de medio TYI-S-33 (trypticase y extracto de levaduras, pH 7)
suplementado con 6% de suero bovino, en tubos tapados con rosca, por 72 h a 36.5°C para
mantener a los trofozoitos [14]. Para los bioensayos, se cultivaron los organismos en la fase
logaritmica de crecimiento (24 h) que exhibieron mas del 95% de viabilidad y morfologia
normal, se centrifugaron (2,500 rpm, 5 min) y resuspendieron en medio TYI fresco para la
evaluacion del extracto de aguacate a diferentes concentraciones [ 14].

e Actividad antiparasitaria del extracto hexanoico de la semilla de aguacate criollo

mexicano

El EHSA fue amablemente proporcionado por el Dr. J.E. Lopez-Meza (CMEB-UMSNH). Las
soluciones de trabajo se diluyeron en DMSO al 5% (vehiculo). Para determinar el efecto del
EHSA sobre Tv, se incubaron 6,000 trofozoitos en cajas de 96 pozos (volumen final 100 pnL) con
concentraciones crecientes (0.25-8 pg/mL) del EHSA por 24 h a 37°C (en atmosfera
microaerofilica). Se emplearon metronidazol (1 pg/ml) y el DMSO al 5% como control positivo
y negativo, respectivamente. La viabilidad de los trofozoitos se evaludé mediante ensayos de
exclusion del azul tripano.
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e Analisis estadistico
Los resultados se obtuvieron del promedio de tres experimentos independientes por triplicado y
se compararon mediante la prueba de #-Student. Se realizo el analisis Probit para calcular la
concentracion letal 50 (CLs).

Resultados

La tricomoniasis es la infeccion de transmision sexual (ITS) no viral mas extendida en el mundo.
La epidemiologia de esta ITS puede verse afectada porque no es una enfermedad de reporte
obligatorio y porque puede ser asintomatica (lo que también facilita su transmision). En México,
el tratamiento actual se basa en los farmacos de la familia de los nitroimidazoles, siendo el
metronidazol el tratamiento de eleccion, mientras que el tinidazol es el tratamiento alternativo
[15]. Actualmente hay reportes de resistencia a dichos farmacos cerca del 4.3-9.6% de los
aislamientos clinicos de 7. vaginalis [4] y esta cifra va en aumento. Por lo cual, la busqueda de
alternativas farmacoldgicas es interesante, siendo el aguacate un fruto atractivo. Se ha reportado
que el extracto cloroformico y etandlico de la semilla de aguacate inhibe el crecimiento de la
cepa GT9 de Tv [12]. Por otro lado, se ha descrito que el extracto hexanoico de la semilla de
aguacate (EHSA) tiene propiedades inmunomoduladoras en enfermedades infecciosas (ej.
mastitis bovina) [13], pero se desconoce si posee actividad antiparasitaria. Por lo que el objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto del EHSA sobre la viabilidad de 7v, mediante ensayos de
exclusion del azul tripano.

Los resultados obtenidos indican que DMSO al 5% (vehiculo) no modificé la viabilidad de las
dos cepas 7Tv utilizadas en este estudio (Tabla 1). Ademas, se utilizé el metronidazol (1 pg/mL)
como control positivo de la inhibicion de la viabilidad (Figura 1 y 2), observandose un
crecimiento de los parasitos de entre 26-31%.

Tabla 1. Efecto del DMSO al 5% sobre la viabilidad de Trichomonas vaginalis.
Viabilidad de trofozoitos (%)
Tratamiento | Cepa GT13 Cepa GT21
Sin DMSO al 5% | 100 100
Con DMSO al 5% | 103.5 £ 17.8 108+13.5
Los datos mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes por triplicado + error estandar.

Al evaluar el efecto del EHSA (0.25-4 ng/mL, 24 h) sobre la cepa menos virulenta de 7v (GT13),
se observd que el extracto inhibe el crecimiento del parasito de manera dependiente de la
concentracion, siendo la concentracion mas efectiva la de 4 pg/mL (disminuyendo ~85% la
viabilidad), mostrando mayor efecto inhibitorio que el metronidazol (Figura 1).
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Figura 1. El extracto hexanoico de la semilla de aguacate inhibe la viabilidad de Trichomonas vaginalis GT13. Se
cultivaron 6x10° trofozoitos con distintas concentraciones de EHSA (24 h) y se realizé el ensayo de exclusion del
azul tripano. Se utilizo 1 ug/mL de metronidazol como control positivo. Cada barra representa el promedio de tres
experimentos independientes por triplicado + error estandar. El simbolo “*” indica cambios significativos (P <
0.05) con respecto a los trofozoitos tratados con vehiculo (DMSO 5%).

Paralelamente se determind el efecto del EHSA (0.25-1 pg/mL) sobre la cepa de mayor
virulencia (GT21), los resultados obtenidos indican que la concentracion de 0.25 pg/mL no alterd
significativamente la viabilidad de la cepa (Figura 2). Por el contrario, se observo un efecto
inhibitorio en la viabilidad de los trofozoitos de ~30 y 70% con las concentraciones de 0.5 y 1
Mg/mL, respectivamente (Figura 2). Actualmente se estd evaluando el efecto de las

concentraciones de 2 y 4 ug/mL sobre la cepa GT21.
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Figura 2. Efecto del extracto hexanoico de la semilla de aguacate sobre Trichomonas vaginalis GT21. Se cultivaron
6x10° trofozoitos con distintas concentraciones de EHSA por 24 h y se realizé el ensayo de exclusion del azul
tripano. Se utilizé 1 ug/mL de metronidazol como control negativo. Cada barra representa el promedio de tres
experimentos independientes por triplicado + error estandar. El simbolo “*” indica cambios significativos (P <
0.05) con respecto a los trofozoitos tratados con vehiculo (DMSO 5%,).

Adicionalmente, se realizd el analisis Probit para determinar la concentracion letal 50 (CLs) del
EHSA sobre las dos cepas, siendo la CLsy de 0.28 pg/mL para la cepa GT13 y de 0.26 ng/mL
para la GT21. Estudios realizados anteriormente reportaron la actividad antiparasitaria (contra 7v
GT9) del extracto cloroféormico y etanolico de la semilla de aguacate, indicando una CLsy de
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0.524 y 0.533 pg/mL, respectivamente [12], siendo concentraciones mayores a las obtenidas en
este estudio. Estos resultados sugieren que el EHSA es més efectivo inhibiendo el crecimiento de
Tv que los extractos cloroformico y etanolico. La caracterizacion del EHSA ya se ha reportado
(moléculas de origen lipidico) [13]; no obstante, hacen falta mas estudios para identificar el
compuesto que ejerce el efecto antiparasitario.

Conclusiones

El extracto hexanoico de la semilla de aguacate criollo mexicano (Persea americana var.
drymifolia) ejerce actividad anti-Trichomonas de manera dependiente de la concentracion e
independiente de la cepa, lo que podria ser de interés farmacologico.
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Resumen

Klebsiella pneumoniae es un importante patégeno oportunista multidrogo-resistente (MDR) que
representa la principal fuente de enfermedades hospitalarias, ademas, la Organizaciéon Mundial de
la Salud lo cataloga como uno de los patogenos de prioridad critica, es decir, entre los
microorganismos que necesitan con mayor urgencia nuevos antibidticos. Por estas razones se han
buscado compuestos naturales que tengan actividad antimicrobiana para el posterior desarrollo de
terapias alternativas ante patdgenos MDR. En este trabajo de investigacion se evalu6 la actividad
antimicrobiana que tiene el quitosano, forma desacetilada de la quitina, la cual es un biopolimero
encontrado en crustaceos, hongos e insectos, asi como el efecto del hexanoato de sodio, una sal
derivada del acido hexanoico, un acido graso encontrado en productos lacteos y aceite de coco.
Ambos compuestos naturales mostraron distintos efectos sobre el crecimiento bacteriano de K.
pneumoniae, entre los cuales observamos que el quitosano (1,5-2,75 mg/mL) tiene actividad
antibacteriana sobre las cepas MDR de K. prneumoniae. Por su parte, el hexanoato (50 mM)
reduce el crecimiento de la cepa KL-19714 de K. pneumoniae en un 67.96% a las 24 h. Ademas,
ambas cepas son productoras débiles de biopeliculas no adherentes.

Palabras clave: Quitosano, Hexanoato, Klebsiella pneumoniae, biopeliculas, patogeno
oportunista, multidrogo-resistente.

Introduccion

Klebsiella pneumoniae es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es Gram-
negativa, inmdévil, encapsulada, anaerobia facultativa y tiene forma de bacilo; forma parte del
microbioma del tracto gastrointestinal de humanos. Este patégeno oportunista ha mostrado
multidrogo-resistencia y es la mayor fuente de enfermedades hospitalarias asociadas a una alta
morbilidad y mortalidad debido a las limitadas opciones de tratamiento. K. pneumoniae esta
involucrada en infecciones extraintestinales que incluyen infecciones del tracto urinario, cistitis,
neumonia, infecciones de heridas quirtirgicas e infecciones que amenazan la vida, como
endocarditis y septicemia. Ademads, K. pneumoniae cuenta con la capacidad para formar
biopeliculas en la superficie del tejido del huésped y materiales inertes, lo cual es un paso
importante en el desarrollo de la infeccion y la resistencia a antimicrobianos [1].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) ha catalogado a esta bacteria como uno de los
patogenos de «prioridad criticay, es decir, microorganismos que necesitan con mas urgencia
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nuevos antibidticos, ya que han adquirido resistencia a un elevado nimero de éstos. [2,3] Debido
a esta resistencia adquirida, por este y otros patdgenos, se ha optado por utilizar productos
naturales como tratamiento alternativo, ejemplos de ellos son el quitosano (QTS) y los acidos
grasos (AG).

El QTS es obtenido de la quitina, un biopolimero que puede ser extraido de crustaceos, hongos e
insectos, y es un copolimero de unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. Este
compuesto se obtiene desacetilando la quitina con NaOH, al realizar esto, la actividad
antimicrobiana (contra bacterias Gram-positivas, bacterias Gram-negativas y hongos) aumenta
asi como la solubilidad en medio acido. El radio entre las dos unidades monoméricas, expresado
como el grado de acetilacion o desacetilacion, y el peso molecular, juegan un papel importante en
la actividad antimicrobiana del QTS y su solubilidad en medio acuoso [4]. Se ha reportado la
reduccion de la viabilidad (CFU/mL) de aislados de K. pneumoniae y E. coli en presencia de
QTS de distinto peso molecular en medio 4cido [5]. Ademas, se ha evaluado la capacidad de
formacion de biopeliculas de aislados clinicos de K. pneumoniae demostrando que algunos de
ellos son formadores de biopeliculas [5,6].

Por otro lado, los AG son moléculas antimicrobianas de interés cientifico, debido a que para
ejercer esta actividad deben ser utilizados en bajas concentraciones (WUM-mM), interaccionan con
distintos blancos intracelulares (por lo que la seleccion de resistencia es baja), no son toxicos para
las células de mamiferos, son estables quimicamente y se degradan naturalmente [7]. Hasta el
momento, los AG de cadena media (AGCM) ejercen el espectro de accion mas amplio [7]. No
obstante, hasta el momento se desconoce el efecto del acido hexanoico sobre las células
planctonicas y/o biopeliculas de K. pneumoniae. Interesantemente, se ha observado el efecto
sinérgico entre AGCM y QTS en un modelo de interaccion Botrytis cinérea, en fresa afectando el
hongo post-cosecha [comunicacion personal Loeza-Lara, 2018].

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto individual del quitosano y de
acidos grasos (como el acido hexanoico) sobre el crecimiento de células planctonicas y/o la
formacion de biopeliculas de K. pneumoniae multidrogo-resistente.

Metodologia

e Cepas bacterianas

Se utilizaron las cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y KL-19714, ésta tltima fue
proporcionada por la Dra. Ruth Reyes Cortés (Universidad de Guanajuato). Cada cepa fue
crecida en placa de agar Mueller-Hinton durante 24 h a 37°C.

e Soluciones

El QTS de mediano peso molecular (75-85% de desacetilacion) se obtuvo de Sigma-Aldrich,
México. Se prepard una solucion de 30 mg/mL, para lo cual se disolvieron 6 g de QTS en 200
mL de 4cido acético al 1% (preparado a partir de acido acético glacial J.T. Baker, México, 2 mL
de acido aforando con agua destilada hasta 200 mL), manteniéndose en agitacion constante
durante 24 h. Posteriormente, el pH de esta solucion se ajust6 a 5,6 con NaOH 1 N (J.T. Baker,
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México) y finalmente se esterilizd. El hexanoato de sodio (HXT) se obtuvo de Sigma-Aldrich
(USA). Se prepar6 una solucion con concentracion final de 500mM, disolviendo en agua para
posteriormente esterilizar por filtracion (tamafio de poro 0,22 um, Millipore, USA).

e Efecto del QTS y HXT sobre el crecimiento de Klebsiella pneumoniae

Se resembraron las cepas de K. pneumoniae ATCC 700603 y KL-19714 en caldo Mueller-Hinton
(Becton Dickinson, México), se incubaron por 24 h (37°C a 180 rpm). Posteriormente, se ajusto
la Densidad Optica (DOgoo) de cada cultivo a un valor de 0,2+0,01. Una vez ajustada la DOy, se
probaron distintas concentraciones de quitosano (1,5, 1,75, 2, 2,25, 2,5 y 2,75 mg/mL) y de
hexanoato (1, 10 y 50 mM) sobre las dos cepas bacterianas. Se incubaron a 37°C con agitacion
constante de 180 rpm, y se evalu6 el crecimiento bacteriano a las 24, 48 y 72 h, midiendo la
DOggo. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado.

e Evaluacién de la produccion de biopeliculas bacterianas

Para evaluar la capacidad de la formacion de biopeliculas por parte de K. pneumoniae, se realizé
un ensayo en placa de microtitulacion. Para ello cultivaron las cepas en agar BHI fresco (Becton
Dickinson, México), se resembraron en caldo BHI (Becton Dickinson, México) estéril y se
incubaron durante la noche a 37°C (180 rpm). Estos cultivos se diluyeron a un estandar 0,5 de
McFarland en caldo BHI fresco. Se afiadio una alicuota de 10 pL de cultivo a 100 uL de caldo
BHI en una microplaca estéril (de 96 pozos) y se incubd durante 24 h a 37° sin agitacion.
Posteriormente, se aspiraron las células planctonicas y se lavaron los pocillos con 100 uL de
tampon de fosfato salino (PBS, pH 7,2). Se fijaron las biopeliculas adheridas a los pocillos con
50 pL de acetato de sodio al 2% y se tifieron con 50 pL de cristal violeta al 1%. Se lavo el exceso
de colorante con 100 pL de agua desionizada (3X) y se dejo secar la placa durante 20 minutos.
Finalmente, se determin6 la absorbancia de las bacterias adheridas (biopeliculas) a 595nm, para
compensar la absorbancia de fondo, se promediaron los valores de DOsos,m del medio estéril y se
restd de todos los valores de prueba. Se realizaron dos experimentos independientes por
triplicado.

Los aislados que dieron una DO<0,120 se clasifican como débiles productores de biopeliculas no
adherentes; los valores de 0,120 a 0,240 se clasifican como moderados productores de
biopeliculas medianamente adherentes; los valores >0,240 se clasificaron como fuertes
productores de biopeliculas altamente adherentes.

Resultados

El efecto del QTS y el HXT sobre las cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y KL-
19714 fueron evaluados por separado. En los resultados se observo que el QTS, en todas las
condiciones evaluadas, redujo la turbidez del medio de la cepa ATCC 700603 respecto al control
(cultivo bacteriano tratado con vehiculo) (Figura 1A), sugiriendo que este compuesto actiia como
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bactericida contra dicha cepa. Cabe mencionar que el vehiculo utilizado (acido acético al 1%) no
modifico la turbidez del cultivo bacteriano de las cepas evaluadas, respecto al cultivo bacteriano
sin tratamiento (Figura 1A,B), indicando que el vehiculo no afecta el crecimiento de K.
pneumoniae.

Adicionalmente, los resultados obtenidos indican que el QTS (2,25-2,75 mg/mL) inhibi6 la
turbidez del medio de la cepa KL-19714 a las 24, 48 y 72 h (Figura 1B), sugiriendo que puede
actuar como bactericida. Al evaluar las concentraciones de 1,5-2 mg/mL de QTS se observo que
la turbidez del medio de cultivo se redujo a las 24 h, pero este efecto se revirtio a las 48 y 72 h,

alcanzando una turbidez similar al control (bacteria tratada con vehiculo) (Figura 2).
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Figura 1. Efecto del quitosano sobre el crecimiento de K. pneumoniae. Se cultivaron las cepas (4) ATCC y (B) KL-
19714 de K. pneumoniae en presencia de distintas concentraciones de QTS y se monitoreo la turbidez (DO gp9,.,) del
medio a las 24, 48 y 72 horas. Vehiculo: acido acético al 1%. Cada punto representa el promedio de tres
experimentos independientes por triplicado + EF.

El simbolo “*” indica cambios significativos (P<0,05) respecto al control (K. pneumoniae con el vehiculo).

El HXT (1, 10 y 50 mM) no alterd la turbidez del cultivo de la cepa ATCC 700603 en ninglin
tiempo evaluado (Figura 2A), indicando la resistencia de esta cepa al AGCM. Mientras que en la
cepa KL-19174, el HXT (50 mM) redujo la turbidez del cultivo bacteriano, respecto al control
(bacteria sin HXT) (Figura 2A). Se identific6 incremento en la turbidez del cultivo a las 48 y 72
h, aunque la turbidez fue menor que la obtenida en el control, sugiriendo un efecto bacteriostatico
del HXT, aunque se necesitan experimentos posteriores para corroborarlo.
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Es importante mencionar que se estan realizando experimentos para determinar si existe efecto
sinérgico entre el QTS y el HXT.
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Figura 2. Efecto del hexanoato sobre el crecimiento de K. pneumoniae. Se cultivaron las cepas (4) ATCC y (B) KL-
19714 de K. pneumoniae en presencia de distintas concentraciones de HXT y se monitoreo la turbidez (DO gsypnn) del
medio a las 24, 48 y 72 horas. Cada punto representa el promedio de tres experimentos por triplicado + EE.

El simbolo “*” indica cambios significativos (P<0,05) respecto al control (K. pneumoniae sin tratamiento).

Adicionalmente, se evalud la capacidad de formacion de biopeliculas por parte de las dos cepas
de K. pneumoniae, de dos experimentos por triplicado se obtuvieron resultados preliminares que
indican que ambas cepas son productoras de biopeliculas no adherentes y débiles (DO<0,120).

Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que el quitosano (1,5-2,75 mg/mL) tiene actividad
antibacteriana sobre las cepas MDR de K. pneumoniae. Por su parte, el hexanoato (50 mM)
reduce el crecimiento de la cepa KL-19714 de K. pmneumoniae. Ademas, los resultados
preliminares indican que ambas cepas son productoras de biopeliculas no adherentes y débiles.
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Resumen

Las hormonas tiroideas (THs) son mensajeros endocrinos que abarcan una amplia gama de
funciones como el crecimiento y la diferenciacion, el metabolismo energético y en particular el
desarrollo y maduracion del sistema nervioso central (SNC). Las THs regulan la expresion de
genes blanco a través de su union a receptores de THs o TRs que funcionan como factores de
transcripcion ligando-dependientes. El trabajo se concentra especificamente, en el estudio de T3
y T2 (hormonas con bioactividad), con sus efectos a través de su union a isoformas distintas de
TR y la expresion de genes asociados a procesos de neurogénesis, y mielinizacion, sugieren que
la T3 y la T2 son importantes moduladores del SNC en etapas tempranas del desarrollo.

Palabras Clave: Hormonas Tiroideas; Receptores de Hormonas Tiroideas,; Pez cebra.

Introduccion.

Las hormonas tiroideas (THs), 3,30 ,5-tri-iodothyronine (T3) y thyroxine (T4), son reguladores
esenciales del desarrollo, crecimiento, y metabolismo en varios tejidos, desde el cerebro y el
corazén a la piel y los ovarios. La reduccion de la produccion de THs por la glandula tiroides o la
absorcion insuficiente de TH por las células blanco causa hipo-tiroidismo, que es una de las
causas mas comunes de retraso [1]. Las THs son producidas por la glandula tiroides y secretado
en el torrente sanguineo para alcanzar sus células objetivo (diana). La glandula tiroides
principalmente produce T4, que se convierte en la hormona activa T3 a partir de eliminacion de
yodo de su anillo exterior. En las células diana, las yodotironina deiodinasas (D1, D2 y D3)
activan o inactivan THs. D2 activa las TH convirtiendo T4 en T3 y ésta en 3,5-diiodothyronine
(T2), mientras que D3 reduce actividad celular de TH convirtiendo T4 y T3 en los isdmeros
inactivos T3 reversa y 3, 3’-T2, respectivamente [2].

Los niveles de circulacion fisioldgica de TH estan regulados por el eje hipotalamo-hipofisis-
tiroides (HPT). Los niveles de TH reducidos aumentan la produccion y secrecion de hormona
tirotropina hipotaldmica (TRH), que, a su vez, induce la liberacion de hormona estimuladora de
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tiroides (TSH) de la pituitaria. Luego TSH induce la producciéon de TH en la glandula tiroides,
equilibrando asi los niveles de TH. [1]

Las THs entran a la célula y se unen a los receptores de TH (TR) dentro del ntcleo. Los TRs
funcionan como factores de transcripcion activados por hormonas, controlando la expresion de
cientos de genes. Los TR funcionan como factores de transcripcion dependientes del ligando
formando heterodimeros con el RXR y se encuentran interactuando especificamente con
secuencias de DNA conocidas como TRE localizadas en las regiones promotoras de los genes
regulados por TH. En este mecanismo, cuando no estan ligados, la conformacion de los TR es tal
que permite su asocoacion con proteinas correpresoras que incluyen proteinas que modifican la
cromatina para impedir que se lleve a cabo la transcripcion del gen. Una vez que la T3 se une la
TR, la conformacién del TR cambia y promueve una conformacion que libera a los correpresores
y permite la interaccion de correguladores que otra vez incluyen remodeladores de la cromatina.
Esto libera la represion e induce la transcripcion del gen y la posterior traduccion que da lugar a
la proteina.

Para funcionar, las THs requieren transporte activo a través de la membrana celular por
transportadores transmembrana de hormona tiroidea tejido-especifico (THTT). Los portadores de
soluto son una familia de proteinas de membrana que regulan el transporte de muchos tipos de
sustancias, incluyendo las THs. El transportador de monocarboxilato 10 [MCT10 / SLC16A10],
en uno de los transportadores que tienen alta afinidad por THs. [1]

En las ultimas dos décadas, el modelo de Danio rerio (pez cebra) se ha convertido en un
vertebrado atractivo para estudiar la sefializacion de TH, el desarrollo embrionario, y trastornos
humanos relacionados con la tiroides. Tiene ventajas distintivas, tales como mantenimiento
simple, gran cantidad de progenie y transparencia Optica, promovid el desarrollo de kits de
herramientas genéticas, que permiten la mutagénesis a gran escala, dirigidos a manipulaciones
genéticas, imagenes en vivo de todos los tipos de células y alta rendimiento conductual y ensayos
farmacologicos. La glandula tiroides de D. rerio se origina en el endodermo faringeo, y los
principales genes implicados en su patron y desarrollo son conservado con los de los mamiferos.
En las primeras etapas del desarrollo embrionario, las THs maternas se almacenan en el saco
vitelino, y a las 72 h post-fertilizacion (hpf) la glandula tiroides comienza a secretar THs
endogenas. Similar a los mamiferos, en el pez cebra, la sefializacion de TH esta regulada por el
eje HPT, deiodinasas, THTT y TRs. [1]

Los receptores nucleares (NR) y sus respectivos ligandos regulan conjuntamente la transcripcion
de ADN de varios genes cuyas funciones regulan el desarrollo, la reproduccion, el estrés y el
equilibrio energético, entre otros. Todas las proteinas de NR muestran una estructura modular
distintiva que consta de varios dominios funcionales que incluyen un N-terminal que se une al
ADN gendmico (DBD); una bisagra; y un dominio de union a ligando C-terminal (LBD). Este
LBD contiene las 12 hélices alfa que forman el bolsillo hidrofobico que se une a los ligandos
hidrofobicos especificos de NR. [3]

Contrariamente a otros vertebrados que contienen solo dos genes que codifican TRs (thra y thrb),
los teledsteos experimentaron una ronda especifica de duplicacion de genes y presion evolutiva
selectiva que resultd en el mantenimiento de tres genes que codifican los TRs en peces: dos thra
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(thraa y thrab) y un thrb [3]. La isoforma funcional especifica de teledsteos mas representativa es
un producto de thrb que contiene una insercion de nueve aminodcidos al comienzo de la LBD.
Este TR se ha denominado receptor de la hormona tiroidea larga o grande 1, o L-TRB1, porque
es de hecho mas grande que la isoforma corta (STRB1) que carece de esta insercion. En el caso
particular de L-TRB1, muestra una alta afinidad por T2. [4] Los estudios de unién y de activacion
muestran que el T2 activa la isoforma de humano y la larga TRB1 de algunos peces, pero no la
corta, mientras que T3 regula parcialmente a la isoforma corta (STRB1). [4]

La influencia de la sefializacion tiroidea en el desarrollo del sistema nervioso se extiende a todos
los periodos de la vida, desde la embriogénesis temprana hasta la neurogénesis en el cerebro
adulto. Las TH en las primeras etapas de la neurogénesis tienen relevancia sobre los efectos
adversos de la falta de TH en el embarazo temprano en el resultado del desarrollo neurolégico de
los nifios [5]. La mielinizacion, el proceso mediante el cual las células gliales envuelven y aislan
eléctricamente los axones, se ha investigado intensamente. Sin embargo, el conocimiento de
como se regula la mielinizacion o cémo las células mielinizantes se comunican con las neuronas
aun esta incompleto. Pez cebra (D. rerio) ha encontrado genes que codifican proteinas de mielina,
una de ellas es la proteina basica de mielina (MBP) que se detecta a los 2 dias postfertilizacion
(dpf), primero en el cerebro posterior ventral, cerca de la linea media. Durante los proximos 8
dias, la expresion se extiende rostralmente al cerebro medio y el nervio 6ptico, y caudalmente a la
médula espinal.

Los oligodendrocitos se producen a partir de la misma region de la médula espinal ventral que las
neuronas motoras. La neurona motora y las células precursoras de oligodendrocitos expresan
genes Olig. Los oligodendrocitos se desarrollan de manera similar en los embriones de pez cebra
(Danio rerio), ya que surgen de la médula espinal ventral y migran a nuevas posiciones. El
desarrollo de neuronas motoras primarias y oligodendrocitos expresan olig2. La pérdida de la
funcion de olig2 evita la neurona motora primaria y el desarrollo de oligodendrocitos, mientras
que la sobreexpresion de olig2 promovi6 la formacion de exceso de neuronas motoras primarias y
oligodendrocitos. [6]

Aun cuando se conoce que las THs son criticas para el desarrollo correcto del SNC, poco se sabe
acerca de la temporalidad de sus acciones tempranas en éste proceso. Tomando ventaja del
modelo de Danio rerio (pez cebra), en éste trabajo se pretende relacionar los efectos de las THs
en donde se hace un analisis morfologico de T3 y T2 en estadios embrionarios de D. rerio, de los
cuales se pretende conocer el efecto que tienen con isoformas distintas de TR, transportadores y
genes implicados en procesos de neurogénesis y mielinizacion, asi como en el crecimiento.

Metodologia

1. Microinyeccion de embriones.

Se inyect6 1 nL de TH (T3 o T2) a concentraciones de 0.01, 0.1, 1 y 10 nM, en el polo animal de
embriones de Danio rerio recién fertilizados (durante las primeras divisiones). Los embriones
fueron monitoreados a 5, 24 y 48 horas post-fertilizacion (hpf). Como control se inyectaron
embriones con vehiculo.

ii. Extraccion de RNA
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Los embriones de 48 hpf se colocan en frio como medio de anestesia; después se enjuagaron tres
veces con agua esteril y se almacenaron a -20 °C. Posteriormente se les adiciond Trizol para
extraer el RNA, y con un pistilo para tubos se trituran los embriones. El protocolo de extraccion
se realizd segun las instrucciones del fabricante. EI RNA extraido de diluy6 en agua esteril y
posteriormente se midi6 su pureza.

iii. Medicion del efecto de receptores, transportadores, desyodasas y genes implicados en la
mielinizacion y crecimiento. Genes analizados: D3, TRa, L-TRb, S-TRb, MCT8, mbp, olig2 y
GH.

Se realizaron PCRs de punto final con el kit Taq 2X Master Mix y se variaron las condiciones del
termociclador segun los oligonucledtidos utilizados para los genes. Las reacciones obtenidas se
corrieron en una electroforesis para observar la amplificacion los genes y por ultimo se realiz6 un
PCR de tiempo real para cuantificar la expresion de los genes analizados.

iv. Sobreexpresion de receptores de THs (TRs).

Primero se genera un plasmido que contiene un promotor y la secuencia del receptor de hormona
tiroidea (TRa, L-TRb y S-TRb) , después este plasmido se linealiza y se hace una transcripcion in
vitro que genera el RNAm que codifica a los receptores, finalmente se purifica este RNAm y se
inyecta a los embriones de D. rerio en estado de 1 célula para que empiecen a transcribir ese
mensajero y tener la proteina del receptor en exceso. Se realizo un andlisis morfoldgico alas 5, 24
y 48 hpf.

Resultados. Resultados preliminares.

Como resultado de la medicion del efecto de las TH (hormonas tiroideas) en el desarrollo
temprano de D. rerio se obtuvieron porcentajes significativos de mortalidad y afectacion de
embriones ya que con el vehiculo inyectado a los embriones se puede inferir en realidad que tanto
afecta la adicion de TH o el dafio que causa la inyeccion al embridon como se observa en la grafica
de la Figura 1a, donde un 25% de embriones aproximadamente fueron afectados por la inyeccion.
Con la implementacion de hormonas T2 y T3 exdgenas a los embriones, se obtuvo que un gran
porcentaje de embriones fueron afectados y/o muertos como se muestra en la Figura 1b y Figura
Ic, en donde se aprecia que la concentracion de hormona T2 y T3 mas alta (10nM) obtuvo un
porcentaje mas alto de mortalidad, ademas de un aumento de embriones afectados (embriones
con anormalidades en su desarrollo pero que siguen con vida) como se muestra en la Figura 4.

En la medicion del efecto de los receptores (L-TRP, S-TRB y Tra), la desyodasa 3 (D3), el
transportador de TH (MCTS), la hormona de crecimiento (GH), la hormona bésica de mielina
(MBP) y el factor de transcripcion de oligodendrocitos (OLIG 2) como se muestra en la Figura 2,
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Figura 1. Porcentaje de embriones de pez cebra normales, con deleciones y muetos a las 48 hpf: a) Controles, b)
diferentes concentaciones de T2, c) diferentes concentaciones de T3.
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Figura 2. Cuantificacion por PCR en tiempo real. Graficas del efecto de T2 y T3 en la expresion de diversos genes
durante el desarrollo embrionario de Danio rerio a las 48hpf.

se puede observar como cada puede ser regulado a la alta o a la baja por las hormonas T2 y T3 a
concentraciones de 0.01nM y InM a excepcion de OLIG 2 que no se aprecia una regulacion
significativa por parte de las hormonas.

En la sobreexpresion de las isoformas de TRs (L-TRPB, S-TRB y Tra) se puede observar en la
Figura 3 como las isoformas Tro y L-TRp afectan mas a los embriones que S-TRp. En la Figura 4
se pueden observar algunos de los fenotipos afectados que presentaron los embriones de D. rerio.
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Figura 4. Anadlisis morfologico. Fenotipos de
embriones de Danio rerio a las 48 hpf-
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Figura 3. Sobreexpresion de diferentes isoformas
de TRs en embriones de pez cebra a las 48 hpf.

Conclusiones

Los resultados preliminares muestran que en condiciones altas de THs presentan un mayor
porcentaje de toxicidad en el desarrollo embrionario de Danio rerio en comparacion con dosis
pequeiias de las THs, ademas de que T3 muestra ser mas toxica que T2. Hay genes que se regulan
a la alta o a la baja dependiendo de la concentracion de T3 y T2, lo que implica que son criticas
en el desarrollo embrionario de D. rerio, y que pueden ser de igual forma en el desarrollo
temprano del humano. La sobreexpresion de los TRs, al no estar ligados causa efectos negativos
en el desarrollo embrionario de D. rerio.
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Resumen
El consumo excesivo de los recursos naturales ha aumentado durante los ultimos afios, las nuevas

tecnologias comienzan a brindarnos comodidad con todo lo que podemos llamar “desechable” y
con ello viene un punto critico, la contaminacion y la manera de resolverla. En el presente trabajo
se evaluaron 3 cepas con la capacidad de degradar PET como una posible alternativa para
biorremediacion de zonas con alta cantidad de este. Estas cepas fueron aisladas de un consorcio
de microorganismos que crecié sobre PET pulverizado como fuente de carbono. Se sometieron
las tres cepas a diferentes condiciones de cultivo tratando de inducir la produccién de enzimas
que le permitiesen utilizar el PET. Los hongos crecieron en medio minimo de Mathur adicionado
de 0.1 % de glucosa y en presencia de PET libre o PET colocado en una bolsa de celofan y, como
control, el cultivo en presencia de la bolsa de celofan vacia. Las tres especies ensayadas
presentaron crecimiento escaso, sugiriendo una capacidad muy pobre para utilizar el PET como
fuente de carbono, sin embargo, presentan una posible actividad celulolitica ya que crecieron bien
en presencia de la bolsa vacia de celoféan.

Palabras clave
Tereftalato de polietileno, hongos, degradacion, celobiasas, lipasas.

Introduccion

El PET (tereftalato de polietileno), es el plastico de mas facil obtencion y manejo. A partir de ¢l
se obtienen diversos derivados los cuales son empleados en distintas industrias, tales como la
textil, la alimenticia, para productos de uso diario etc.

En México el informe N°3469 de la camara de diputados [1], reporta que de las 722 mil toneladas
de botellas que se desechan al afio, 90 millones de ellas llegan a rios y al mar. El organo
gubernamental ECOCE, reporta en el informe anual del 2017 [2], que México es lider en
América Latina en recuperacion de PET para su reciclado y comercializacion, recuperando
aproximadamente el 57% de la produccion anual.

El PET, por su facilidad para moldeado y su bajo costo de produccion, se produce en masa desde
hace varios afos y por ende su acumulacion en el planeta ha ido al alza; ésta ha comenzado a ser
monumental y las opciones para su reciclado son escasas y costosas. Es importante entonces,
buscar alternativas de biorremediacion. Se han reportado distintos microorganismos para el
estudio de la biodegradacion de PET, tales como bacterias de los géneros Micrococcus,
Moraxela, Streptococcus, Staphylococcus, o Pseudomonas y hongos como Aspergillus glaucus 'y
A. niger [3]. En este trabajo se presenta la caracterizacion de tres cepas aisladas de un consorcio
de microorganismos que crece sobre PET como fuente de carbono.




L Semana de

2 Innovacion,

©Q Emprendimienta
O e Investigacién

¥ &5

Metodologia

- Cultivo de los hongos: Las cepas C1, C2 y B2 fueron crecidas en medio PDA natural (Agar
Papa Dextrosa), YPG (Extracto de levadura-Peptona-Glucosa) solido y liquido por 7 dias a
24°C. El crecimiento radial se analizd con un microscopio invertido (Primo Vert Carl Zeiss
acoplado con una camara ERc5s) y en un microscopio estereoscopico.

- Morfologia microscopica de los hongos estudiados. Microcultivos de las 3 cepas fueron
teflidas con Blanco de Calcofluor y observadas en un microscopio de Epifluorescencia (Leica,
DMLS) con una camara AxioCam ICc1 (Carl Zeiss).

- Condiciones de crecimiento: Los hongos crecieron en 4 condiciones para realizar los ensayos
de degradacion del PET, como se describe a continuacion. Se prepararon matraces con 30 mL
de medio minimo de Mathur suplementado con glucosa 0.1 %; Glucosa 0.1 % + una bolsa de
celofan; Glucosa 0.1 % + una bolsa de celofan conteniendo 0.125 g de PET; o, glucosa 0.1 %
+ 0.125 g de PET y se incubaron a 24°C, por un periodo de 0-20 dias con agitacion constante
(125 rpm).

- Determinacion de la masa micelial y la proteina secretada: A diferentes tiempos de cultivo
se realizd6 la cuantificacion de la proteina secretada, para ello, los cultivos fueron
centrifugados a 1438 x g/10min/4°C, se recuperd el sobrenadante y se realizd la
cuantificacion de la proteina secretada utilizando el método de Lowry [4]. Por otra parte, la
masa micelial recuperada a los 14 dias de crecimiento fue hidrolizada con NaOH 1 M durante
12 h a temperatura ambiente. El sobrenadante de esta maceracion se utilizo para cuantificar
proteina por el método de Lowry. Previamente se realiz6 una curva estandar de calibracion
con albumina sérica bovina.

- Determinacion enzimatica de lipasa y celobiasa: Se ensayaron los cultivos de los hongos a
diferentes tiempos y condiciones de crecimiento incubandolos en medio sélido Tween 80
(peptona bacteriologica-agar-cloruro calcico y sédico) por 3 dias a 24 °C para determinar su
actividad lipolitica. La actividad de celobiasa se realizo utilizando 4-metil-celobiosa como
sustrato. La mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 30 min, finalmente
se determind la fluorescencia liberada en un espectrometro Perkin Elmer utilizando longitud
de onda de Exc, 350 nm y Em, 440 nm. La concentracién de 4-Mu liberada se cuantifico
interpolando los resultados en una curva de calibracion con 4-MU.

- Determinacion de la degradacion del PET: Se realiz6 la determinacion del cambio de peso
seco en las bolsas de celofan recuperadas: bolsa vacia y bolsa con PET (celofan-PET).

Resultados

La morfologia macroscopica y microscopica de

los hongos designados como Cl, C2 y B2, =
indican que Cl y C2 crecen como micelio,
mientras que B2 es levaduriforme (Fig.1). o

Ademas, se observo una firme adhesion de los
hongos al PET libre (Fig. 2).

Imagen 1. Morfologia de los hongos C1, C2 y B2 en medio B2
solido. A, crecimiento radial de los hongos en agar YPD.
B, morfologia macroscopica y C, morfologia microscdpic
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Imagen 2. Morfologia de los hongos C1, C2y B2 en
medio liquido en las diferentes condiciones de cultivo.
Se observan pequerios acumulos de PET (asterisco).

El de hongos fue lento.
Particularmente, al evaluar la proteina secretada
por los 3 hongos cultivados en las diferentes
condiciones, todos mostraron una pequeiia
secrecion de proteina al medio de cultivo en
presencia de PET (Fig. 3).

Asimismo, se puede observar que el hongo C2 ve
favorecido su crecimiento y secrecion de proteinas
en presencia de la bolsa de celofan, ya sea que esta
esté vacia o conteniendo el PET, indicando que el
factor que favorece el crecimiento sea posiblemente
el celofan porque pueda secretar enzimas que le
ayuden a su degradacion Por otra parte, el aumento
de la masa micelial para C1 y C2 fue evidente en
dos condiciones: glucosa 0.1 % y PET 0.125 g +
Glucosa 0.1%. Sin embargo, el hongo B2 no presento
diferencias significativas en su masa levaduriforme
(Fig.4).

crecimiento los
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Imagen 4: Determinacion de la masa fiingica
de los hongos C1, C2y B2 a los 14 dias de
crecimiento en diferentes condiciones de
cultivo. Los resultados son el promedio de dos
experimentos independientes.
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Para cuantificar con precision la degradacion del PET por los hongos, se disefid un experimento
en condiciones controladas del peso de PET presente en el medio de cultivo, mediante la
determinacion de la diferencia de peso seco del PET inicial con respecto al final, cuando el PET
se contuvo en una bolsa de celofan en el medio de cultivo. Al finalizar el experimento, se observo
que no hubo diferencias significativas entre el peso inicial del PET y el final, independientemente
del hongo (Fig. 5).

En cambio, al determinar el peso seco de las bolsas de celofan, en el ensayo control con la bolsa
de celofan vacia con respecto al peso inicial de la bolsa se pudo observar en el control una
disminucion en el peso final de la bolsa de celofan sin PET; sugiriendo su posible degradacion
por la presencia de enzimas celuloliticas (endoglucanasas, celobiohidrolasas o celobiasas)

secretadas en el medio de cultivo por los hongos en crecimiento. Estos datos correlacionan con el

ligero incremento observado en la proteina secretada en los ensayos bajo la condicion de cultivo:
celofan + glucosa 0.1 %, independientemente
del hongo ensayado.

C1 C2B2

Celofan
solo+
0.1%Glc

Celofan con
PET 0.125g+
0.1%Glc

Considerando que los hongos podrian estar
secretando hidrolasas con el fin de encontrar un
sustrato que pudiesen hidrolizar, se realizaron

ensayos para determinar la presencia de lipasas

*Acomodo de las
muestras por dia Glucosa 0.1 %

PET0.125g
+0.1%Glc

o celulasas en el medio de cultivo. Se inocularon

los sobrenadantes recuperados de los cultivos de

los tres hongos cultivados en las diferentes

condiciones de cultivo en medio solido Tween  [magen 6: Determinacion de la actividad de lipasas
80 para la determinacién de lipasas (Fig. 6) y al por los hongos C1, €2y B2.

término de tres dias se analizo el crecimiento fingico. Como se observa en la figura, el hongo B2
fue incapaz de crecer en estas condiciones, sin embargo, los hongos Cl y C2 mostraron
crecimiento, independientemente de las condiciones de cultivo inicial y el tiempo de este,
sugiriendo la presencia de lipasas.

Adicionalmente se determind la actividad de celobiohidrolasa secretada por los diferentes hongos
en las condiciones de cultivo ensayadas. Como se observa en la tabla 1., los hongos C1 y C2,
secretan al medio de cultivo una actividad enzimatica capaz de degradar el sustrato fluorescente
4-MU-celobidsido. Cabe aclarar que este ensayo se realizdé Unicamente con los sobrenadantes
recuperados 14 dias después de inoculados los hongos, por tal motivo no es posible determinar
con precision en qué momento los hongos secretan esta actividad de celobiohidrolasa.

Tabla 1:

Intensidad Concentracién Intensidad Concentracién Intensidad Concentraciéon  Intensidad Concentracién Del‘erm inacién de
actividad de
86.44 5.731 90.094 5.961 102.2755 7.226 47.888 2.092 CelOblasa en el

159.9005 12.666 221.531 18.450 213.66 35.481 108.134 7.777 dlas de ZOS 3
hongos en
diferentes

condiciones.
34.827 0.859 37914 1.1505 33.969 0.778 39.822 1.3305

sobrenadante de
los cultivos de 14
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Conclusiones

Los hongos C1, C2 y B2, los cuales pertenecen a un consorcio de microorganismos degradadores
de PET, muestran diferencias de crecimiento en cultivos con PET. Dos de ellos presentan
crecimiento micelial y el terceo, que mostrd baja actividad celulolitica y nula actividad de lipasa
secretadas, tiene una morfologia de levadura. Particularmente los cultivos de los hongos en
presencia del celofan mostraron una mayor cantidad de proteina secretada. Cabe hacer notar que
ambos hongos con crecimiento micelial presentan actividad de lipasa como se observé en la
figura 6 y de celobiosidasa, como se observa en la Tabla 1.

En conclusion, sugerimos que los hongos C1 y C2 secretan al medio de cultivo, en condiciones
de estrés por baja concentracion de fuente de carbono, enzimas que le ayudan a hidrolizar los
sustratos del entorno, entre ellas lipasa y un posible celobiohidrolasa. Asimismo, son incapaces
de degradar PET de forma individual, lo que sugiere que en el consorcio del cual fueron aislados
podria jugar un papel diferente al de ser organismos degradadores de PET.
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Resumen

En el posterior trabajo se presenta un estudio numérico para la determinacion de transferencia de
masa y energia en un espacio refrigerado, utilizando la dindmica de fluidos computacional
(CFD). Se simul6 una cabina de refrigeracion en la cual se consideraron escenarios donde el aire
contenia un porcentaje de humedad inicial (vapor de agua) de 50% hasta 90% a condiciones
iniciales de 299.29 K y 102.73 KPa. Se estudio el comportamiento de la temperatura, humedad y
de fracciéon masa en estado transitorio en un periodo de 45 horas, considerando los periodos de
ON y OFF del refrigerador. Con ayuda de programacién de una funcién definida por el usuario
(UDF), se cuantifico el porcentaje de agua condensada y energia requerida debida a la
condensacion. Al igual que las temperaturas, fueron dadas por una funciéon polinomial. La
energia que consumio el refrigerador con la finalidad de condensar el agua para llegar a 0.0065
fraccion masa dentro de la cabina tiene un rango de 7 a 20% con humedades iniciales de 50 y 90
% respectivamente a una temperatura minima de 281 K.

Palabras clave: Ecuacion de energia; Transferencia de especies; Condensacion de agua,
Fraccion masa.

Introduccion

La trasferencia de calor de regiones de temperatura inferior a regiones de temperaturas mas altas
se llama refrigeracion. Los refrigeradores son dispositivos ciclicos y los fluidos de trabajo
utilizados en los ciclos de refrigeracion se llaman refrigerantes [1]. Los ciclos de refrigeracion
mas usados son los de compresion mecanica de vapor, pero estos requieren bastante potencia
eléctrica que en ocasiones no estd disponible y su funcionamiento es ruidoso por culpa del
compresor [2]. Otra forma de refrigeracion que tiene un atractivo econémico cuando se tiene una
fuente de energia térmica barata a una temperatura de 100 a 200°C, es la refrigeracion por
absorcion [1].

Sistemas de Refrigeracion por Absorcion.

Los sistemas de refrigeracion por absorcion implican la absorcion de un refrigerante por un
medio de transporte. El sistema de refrigeracion por absorcion mas utilizado es el sistema de
amoniaco-agua, donde el amoniaco (NHj3) sirve como el refrigerante y el agua (H20) es el medio
de transporte.

Otros sistemas de refrigeracion por absorcion son los de agua-bromuro de litio y el de agua-
cloruro de litio, en los que el agua sirve como refrigerante.
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La méquina de refrigeracion de amoniaco-agua fue patentada por el francés Ferdinand Carre en
1859. El sistema de refrigeracion por absorciéon es muy similar al sistema por compresion de
vapor, excepto que el compresor se ha sustituido por un complicado mecanismo de absorcion
compuesto por un absorbedor, una bomba, un generador, un regenerador, una valvula y un
rectificador.

Una vez que la presion del NHj es elevada por los componentes en la caja (esto es lo tinico que
tienen que hacer), se enfria y se condensa en el condensador, liberando calor hacia los
alrededores; se estrangula hasta la presion del evaporador y absorbe calor del espacio refrigerado
cuando fluye a través del evaporador. [1]

El refrigerador es uno de los electrodomésticos que mas consume energia dentro del hogar, al
usarlo 9 hrs al dia en un mes tenemos un total de 270 hrs y un consumo de 135 kWh; mientras
que una television usandola 6 horas diarias en un mes realiza un consumo de 25.2 kWh. [3]

La energia que consume el refrigerador no solo es aprovechada en enfriar el espacio de la cabina,
sino también en condensar el vapor de agua que se encuentra en el aire.

Para cuantificar transferencia de energia y masa dentro del espacio refrigerado, se usa un modelo
numérico CFD vy asi calcular la energia consumida en condensar el agua, la cual no se aprovecha
en enfriar el espacio.

Metodologia
El estudio de transferencia de energia y masa dentro de una cabina refrigerada, se utilizdo un

modelo numérico en el cual se cuantifico las temperaturas, la fraccion masa, la humedad y la
masa de condensacion del agua dentro de la cabina, al ingresar el aire con diferentes porcentajes
de humedad: 50%, 60%, 70%, 80% y 90%. Para realizar el estudio nos apoyamos del programa
Ansys- Fluent®.

Se activaron la ecuacion de energia (Ecuacion 1), de continuidad (Ecuacion 2) y transporte de
especies (Ecuacion 3).

(6T+ or, or, 6T)_ 0T 0T 0T )
Pe\Gr T gx Ty T2 ,) T M\ Gx2 T 9y2 T 922
ap ou, Odu, OJu, (2)
5+P<H+W+a2 =0
a(pY; S 3
So v (pPY) ®

La simulacion se consider6d Flujo laminar, estado transitorio, un coeficiente de transferencia en
las paredes de la cabina de 0.2221 w/m°K, gases ideales al aire y al vapor de agua, puesto que
estos se encuentran a baja presion y temperatura.

Para las condiciones de frontera se utilizé una UDF en programacién C para poder cuantificar la
condensacion del vapor de agua sobre el evaporado (Figura 1a) [4], ya que Fluent tiene una
limitacion y no cuenta con un modelo de condensacion. La UDF le indica al programa que al
llegar el aire a un 100% de saturacion, el vapor de agua empieza a condesar.
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Las temperaturas del evaporador y las paredes del refrigerador (Figura 1a), se hizo uso de
polinomios, los cuales fueron obtenidos de forma experimental, realizadas previamente y se
observan en la Ecuacion 5 para el evaporador y la Ecuacion 6 para las paredes.
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Para obtener el porcentaje de humedad en el programa Fluent se ingresa con la fraccion masa, la
cual se calculd con ayuda de la Ecuacion 7. Donde: w es la humedad especifica, P es la presion
total, Pv es la presion de vapor la cual se puede sustituir por la presion de saturacion a esa misma
temperatura, debido a las condiciones en las que se encuentra el aire.

0.622P, (7)

PP,

Donde P, = %Humedad * P;

w =

Para poder obtener la energia consumida en condensar el agua, primero tenemos que conocer la
cantidad de agua condensada y para esto se utiliza la Ecuacion 8. En donde m,g,, es la masa del
agua y Y son las fracciones de masa inicial y final.

Meondensado = magua(YInicial - YFinal) (8)

Teniendo la masa del agua condensada se utiliza la Ecuacién 9 para conocer la energia
consumida al condensar el vapor de agua. Posteriormente se obtiene la energia total consumida

por el refrigerador con la Ecuacion 10 y asi se calcula el porcentaje de energia consumida por la
condensacion con la Ecuacion 11.

Econa = mAgua(hInicial - hFinal) €))
Er = Econa + Eaire (10)
Donde  Ejire = Myjre (Miniciat — Nrinat)
E
%E = —22 4 100 (11)
T

Se llevo a cabo la realizacion de la geometria con dimensiones internas de 43.5 x 28 x 36 cm
(Figura la), posteriormente se mall6 con un total de 1950 nodos y 1512 elementos (Figura 1b)




Ll Semana de

2 Innovaeion,

© Emprendimienta
O e Investigacion

%

=

an @ 00w 0,000 2150 0700 (m)
— — ——

Figura 1. a) Geometria del Refrigerador, b) Mallado del Refrigerador

Resultados

En la simulacion: se agregd el poliuretano como material (material con el cual se aislan las
paredes del refrigerador), se cargd la UDF de forma interpretada para la temperatura de las
paredes y evaporador, y para la transferencia de masa en el evaporador. Se llevd a cabo la
realizacion de la simulacion en un periodo de 45 hrs con ciclos de ON y OFF.

Se tomd de ejemplo para reportar el aire a una temperatura inicial de 299.29 K, 102.73 kPa
(presion promedio en Gto) [5] y humedad inicial de 80%. En la simulacion se monitoreo la
fraccion masa (Figura 2), humedad (Figura 3) y la temperatura dentro de la cabina de
refrigeracion (Figura 4) al haber transcurrido un periodo de 45 horas.

= L o s i
Figura 2. Contornos de Figura 3. Contornos de Figura 4. Contornos de
Fraccion masa en el plano Humedad en el plano Temperatura en el plano
perpendicular al evaporador al perpendicular al evaporador al perpendicular al evaporador al
transcurrir 45 hrs. transcurrir 45 hrs. transcurrir 45 hrs.

Para la verificacion de los resultados se realizé una grafica comparativa con los valores de las
temperaturas medidas experimentalmente y las temperaturas obtenidas del simulador (Figura 5),
con lo cual se obtuvo un porcentaje de error relativo promedio de 0.94% entre la experimental
con respecto a la del simulador.
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Figura 5. Grdfica comparativa de temperaturas entre las experimentales y las obtenidas en el simulador.

En la grafica de la temperatura se monitorearon los ciclos de ON y OFF en los cuales la
temperatura baja a 281 K, el refrigerador se apaga, comienza a elevarse la temperatura y al llegar
a 285 K se vuelve a encender para que la temperatura vuelva a descender. Al igual que en la
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temperatura se monitorearon la fracciéon masa (Figura 6) se observé que tenia un comportamiento
parecido a la de la temperatura, y la fraccion mas baja reportada fue de 0.0065, y de la humedad
(Figura 7) que al bajar la temperatura esta aumenta, ya que a menor temperatura la presion de
saturacion es menor.

Tiempoa (s) Tiampa fs)

Figura 6. Grdfica de la Fraccion masa con una Figura 7. Grdfica de Humedad con una humedad
humedad inicial de 80% inicial de 80%

En la Tabla 1 se muestra el concentrado de resultados obtenidos en el simulador con los
diferentes porcentajes de humedad y la energia que se requiere para condensar el agua. Sin
importar la humedad que tenga inicialmente la cabina de refrigeracion, la fraccion masa
siempre llega a 0.0065, una temperatura minima de 281 K y a una humedad de casi el 100%.
La energia que se consume en enfriar el aire que se encuentra dentro de la cabina es
aproximadamente de 513 KJ y el aumento de energia consumida es consecuencia de una mayor
condensacion del vapor de agua.

Tabla 1. Concentrado de resultados a las diferentes Humedades
Porcentaje  Humedad Fraccion Temperatura  Consumo de

de maxima masa minima (K) Energia por
Humedad alcanzada minima condensacion

inicial (%) (%)

50 % 98.52 0.00655 281.55 7.34
60 % 99.57 0.00654 281.66 10.97
70 % 100.96 0.00654 281.64 50.40
80 % 100.10 0.00654 281.59 17.51
90 % 100.80 0.00654 281.61 20.45

Conclusiones

Un refrigerador de absorcion consume en promedio 513 KJ en enfriar el aire que se encuentra en
la cabina de refrigeracion considerando 0% de humedad para llevar de una temperatura de 299 K
a 281 K, sin embargo, puede aumentar 40.8 KJ si el aire tiene una humedad de 50% hasta 132 KJ
si tiene 90% de humedad, es decir, entre mayor es el porcentaje de humedad, el refrigerador
consume mayor energia a causa de la energia que se requiere para condensar el agua, debido a
que las moléculas de gas que se condensan entregan energia cinética a la superficie sobre la que
condensan, por lo que este es un proceso de calentamiento. Asi mismo se obtuvieron los
comportamientos de la temperatura, humedad y fraccion masa al operarlo durante un periodo de
45 hrs, llevandose a cabo a través de simulaciones numéricas CFD. Se pudo observar que la
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curva de la fraccion masa tiene un comportamiento similar a la de la temperatura, mientras que la
humedad se eleva hasta casi llegar al 100% y oscila entre 95 y 100%.
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Resumen
Con las problematicas ambientales actuales, se busca la produccion de energia sin el uso de los

combustibles fosiles. Una alternativa muy explorada es el uso de celdas de combustible como
sistemas de almacenamiento de energia. El foco de las celdas de combustible es una membrana
intercambiadora de iones, la mas utilizada en la actualidad es el Nafion®, la cual presenta
desventajas debido a su alto costo y su facil degradacion. En el presente trabajo se realiza una
evaluacion de materiales polisiloxanos y silices funcionalizadas con propiedades conductoras de
iones, sintetizados anteriormente en el grupo de trabajo [1,2], a través de depositos en membranas
comerciales de Nafion®; las cuales se evaluan para su posible uso en celdas de combustible. La
evaluacion de las propiedades conductoras se realizd por medio de la titulacion de las membranas
con depositos para el calculo de la Capacidad de Intercambio I6nico (IEC, por sus siglas en
inglés). De igual forma, los materiales y depositos se caracterizaron por microscopia optica, SEM
y por espectrometria de dispersion de rayos X. Con estos resultados se realiza una comparacion
de la capacidad de intercambio i6nico del material de Nafion®, con respecto a los materiales
estudiados.

Palabras clave: PEMFC, Polisiloxanos, Silice funcionalizada, IEC.

Introduccion

El problema de la produccion energética surge principalmente del uso de los combustibles
fosiles, un recurso no renovable. Entre las consecuencias de su uso se encuentra ¢l aumento de
los gases de efecto invernadero en la atmosfera, debido a la quema dichos combustibles como son
la gasolina, el diésel y el gas, que emiten didxido de carbono [3].

Ante esta preocupacion y la necesidad de reducir los impactos ambientales negativos han surgido
alternativas de energias renovables, entre las que se encuentran las llamadas Celdas de
Combustible (Fuel Cells) como una opcidn para la obtencion y suministro de energia. Las celdas
de combustible tienen su primera aparicion en el siglo XIX, pero el desarrollo de materiales con
propiedades para su aplicacion en las FC comenzo a finales del siglo XX [4]. Existen diferentes
tipos de FC segun el combustible, el electrolito y el intervalo de temperatura de operacion. Las
mas destacadas son celdas de membrana de intercambio protonico o PEMFC (Proton Exchange
Membrane Fuel Cell), ya que tienen una mayor versatilidad y mayores aplicaciones.

Una celda de combustible de tipo PEM se basa en reacciones quimica de oxido-reduccion [1] y
tiene su sitio central en una membrana intercambiadora de iones, de la cual se espera que sea
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capaz de conducir protones y separar el combustible del oxidante [4]. EI material mas
frecuentemente utilizado para estos dispositivos es el Nafion®. El gran uso del Nafion® se debe
a sus propiedades electroquimicas, su estabilidad térmica y la presencia de sitios acidos gracias al
grupo acido sulfonico [5], sin embargo, este material ha presentado algunas desventajas por su
baja estabilidad a baja humedad y a temperaturas altas (80°C), su rapido desgaste y su alto costo
[6].

El desarrollo de nuevos materiales capaces de mejorar o de sustituir al Nafion® ha sido un éarea
de investigacion laboriosa para el progreso de las PEMFC. Idealmente, estos materiales deben
tener alta conductividad de protones, estabilidad térmica y quimica y ser de bajo costo, ente otras
caracteristicas [1]. La incorporacién de materiales inorganicos hidrofobicos a la membrana de
Nafion® ha mejorado su capacidad de conductividad a mayores temperaturas, aproximadamente
130°C, y con menor humedad [7,8].

Por las razones antes mencionas, el objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento de
materiales polisiloxanos y silices funcionalizadas por medio de depdsitos a membranas
comerciales de Nafion para su posterior titulacion y célculo de su IEC. Los valores de IEC
permiten conocer la capacidad y suficiencia que tiene el material tratado para poder intercambiar
un ion por otro en un medio acuoso [5], caracteristica crucial para un posible uso dentro de una
PEMFC.

En el grupo de trabajo se han desarrollado los antes mencionados polisiloxanos y silices
funcionalizadas. El polisiloxano perarilado funcionalizado, sintetizado a partir de un proceso de
policondesacion e hidrolisis, se basa en grupos fenilos unidos a silicio funcionalizado, generando
una estructura mediante el enlace siloxano (Si-O-Si). Las ventajas del uso de polisiloxanos son su
alta estabilidad térmica, resistencia mecanica, sus propiedades dieléctricas e hidrofobicas, en el
grupo de trabajo se obtuvo dicho polisiloxano con caracteristicas de transporte de protones
cercanas al Nafion® [1]. Se trabajoé con diferentes polimeros, un polisiloxano como la parte
hidrofébica (PS), del cual se espera una reduccion del IEC al no contener el grupo sulfénico; y un
polisiloxano sulfonado (PSS) como la parte hidrofilica, esperando de este un aumento de IEC al
contener dicho grupo. Por otra parte, las silices son materiales hibridos organico-inorganico que
se basan en una matriz de un material ceramico inorganico, en este caso silice, con fragmentos
organicos unidos de forma covalente por la técnica sol-gel. También, se desarrolld en el grupo de
trabajo la metodologia sol-gel no acuosa para obtener silices porosas funcionalizadas,
denominadas UGM-fx (Universidad de Guanajuato Materiales) a partir de la ceniza de cascara de
arroz debido a que el 90% de su ceniza estd compuesta por silice. Los grupos funcionales
incorporados a la silice son acido sulfonico (-SOs;H), acido carboxilico (-COOH) y acido
fosforico (-PO(OH),), confiriendo asi propiedades acidas de Bronsted-Lowry, capaces de lograr
la conduccion protonica [2].

Metodologia

La membrana utilizada fue Nafion®-117, ya que esta es sensible a la suciedad y a la
manipulacion, causando que no funcione de manera correcta, debe pasar por un proceso de
limpieza y activacion. Se cortaron cuadros de 2cmx2cm de Nafion® de manera cuidadosa y se le
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dio el siguiente tratamiento en un vaso de precipitados: 1 hora en H,SO4 0.5M a 80 °C con
agitacion, 1 hora en H,O destilada a 80 °C con agitacion y 1 hora en H,0, al 3%vol a 80 °C con
agitacion. Finalmente se almacenaron en agua destilada.

Para realizar la disolucion de los polisiloxanos se probd en dos diferentes disolventes:
Cloroformo (pureza de 99.8%, Karal) y Acetona (grado purificado, Karal). Obteniendo una mejor
solubilidad en Cloroformo. Se realiz6 el anterior anélisis con la finalidad de que a la hora de ser
incorporados a la membrana de Nafion® se obtenga una estructura homogénea. Se procedio con
las disoluciones de los polisiloxanos al 5% de peso en su respectivo disolvente.

En el caso de la disolucion de las silices se utilizd Acetona y se prepararon al 5%. Debido a que
no se ha encontrado un buen disolvente para la silice, las soluciones se llevaron a un bafio de
ultrasonido por 1 hora con la finalidad de hacer una suspension y que la solucion sea homogénea
para su posterior incorporacion al Nafion®.

Sobre las membranas de Nafion® se depositaron 250uL de las soluciones de polisiloxanos como
de las silices. Se dejaron secar por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
pesaron.

Para llevar a cabo la titulacion acido-base, las membranas se introdujeron en una disolucion NaCl
(pureza 99.0%, Karal) con concentracion 2M por 24 horas, con la finalidad de que se dé un
intercambio de protones con Na'. Esta disolucién se valoré con NaOH (pureza 97.0%, Karal) con
una concentracion de 0.1M. Se realiz6 el mismo procedimiento para el caso una membrana de
Nafion® sin depdsito con el objetivo de tener un control de comparacion.

Se elaboraron otros depositos, tanto de polimeros como de silices para su posterior
caracterizacion por microscopia optica, SEM y EDS.

Resultados
Con los datos obtenidos se calcul6 la capacidad de intercambio idnico por medio de la formula
(1):

IEC = VNaon*[NaOH]

Peso seco

(1)

En la tabla 1 se muestra el calculo de IEC para una membrana de Nafion® sin depdsito como

control.
Tabla 1. IEC de Nafion®
PESO VOLUMEN IEC
(2) NaOH (mL) (mmol/g)
Nafion® 0.080 0.46 0.57

En la tabla 2 se reportan los valores obtenidos de IEC para las membranas con depdsitos de
polisoloxanos.
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Tabla 2. IEC de Polisiloxanos

POLIMERO PESO VOLUMEN IEC

(2) NaOH (mL) (mmol/g)
PSS 0.109 0.68 0.62
PS 0.130 0.58 0.44

Se observa que en el caso de los depositos con polisiloxano sulfonados (PSS) se obtuvo una
capacidad de intercambio i6nico mayor que la obtenida por la membrana de Nafion® por si sola.
En el caso del polisiloxano sin sulfonar (PS), como se esperaba, el valor de IEC es menor ya que
forma una pelicula densa sobre la membrana de Nafion® y no permite que esta realice el
intercambio.

En la tabla 3 se reportan los valores obtenidos de IEC para las membranas con depositos de

silices funcionalizadas.
Tabla 3. IEC de Silices funcionalizadas

SILICE PESO VOLUMEN IEC

(2 NaOH (mL) (mmol/g)
-SO;H 0.062 0.46 0.74
-COOH 0.079 0.48 0.61
-PO(OH), 0.059 0.40 0.68

Como se muestra en los resultado, los valores de IEC para los depositos con silice fueron todos
mayores al IEC del Nafion. Esto debido a los grupos funcionales que presentan las silices,
permiten un intercambio mayor.

En figura 1 y 2 se muestran las miscroscopias optica de polisiloxanos y silices.

a)

Figura 1. Microscopia optica de polisiloxanos a) PSS, b) PS.

En la figura 1 se observa que las microscopias Opticas de los polisiloxanos en general muestran
una superficie homogénea. Se observa que el PS tiene mayor impregnacion en la membrana de
Nafion®, formando una pelicula densa sobre €l.

Figura 2. Microscopia optica de silices funcionalizadas a) -SO;H, b)-COOH, c)-PO(OH),
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En la figura 2 se muestran las microscopias opticas de las silices funcionalizadas, se observa una
mayor homogeneidad en los grupos de acido carbonico y acido fosforico. El acido sulfonico
mostré menor homogeneidad en su superficie, no obstante, el valor de IEC para esta silice es el
mayor de los obtenidos.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de microscopia SEM de los polisiloxanos,
para tomar dichas micrografias se hicieron depositos en placas de acero inoxidable, con la
finalidad de observar si los materiales pueden formar peliculas por si solos.

Figura 3. SEM de polisiloxanos. a) PSS en cloroformo, b PS en cloroformo.

Como se puede observar en la figura 3 el polisiloxano sin sulfonar presenta caracteristicas
interesantes al momento de formar peliculas, ya que se aprecia una estructura densa y
homogénea. Por su parte, el polisiloxano sulfonado presenta grietas al formar la pelicula y se
observa una estructura no homogénea, donde se forman micelas, esto puede ser debido a las
propiedades hidrofobicas (polisiloxano) e hidrofilicas (grupo sulfonico) de este polimero.

cpafey

6 Au N

Figura 4. EDS de polisiloxanos. a) PSS, b) PS.

En la figura 4 se presentan los analisis EDS de los materiales PSS y PS, para corroborar la
composicion de los materiales antes mencionados, en el polisiloxano sulfonado se encontrd
mayor cantidad de azufre y oxigeno proveniente del grupo sulfonico.

También se presenta la micrografia SEM y el analisis EDS de la silice funcionalizada con grupos
sulfonicos, la cual es la que presento mayor conductividad en los depositos.
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En la figura 5 se puede observar que los depdsitos con silice forman algunas grietas, lo que
ocasiona que el material sea poco estable mecanicamente en los depodsitos y no se impregne
totalmente en la membrana de Nafion®, de igual manera se corrobora en el analisis EDS su
composicion base.

cpsieV
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Figura 5. Analisis de silice con grupos sulfonicos. a) SEM, b) EDS
Conclusiones

En el presente proyecto se logrd realizar una comparacion de dos materiales con propiedades
conductoras, asi como una comparacion con el Nafién®”. Se observo que al hacer depositos de los
nuevos materiales en las membranas comerciales se mejora su IEC. Asimismo, se logré observar
que ambos materiales polisiloxano presentan caracteristicas interesantes al momento de formar
peliculas, al no contener el grupo sulfénico se presenta como una capa densa y al contar con
dicho grupo se presenta una estructura no homogénea. Se deja como perspectiva la posible
aplicacion de los materiales como componentes en celdas de combustible tipo PEM, esto debido
a sus propiedades conductoras y de formacion de films. Igualmente, queda como perspectiva un
estudio detallado de las caracteristicas que presentan estos materiales sintetizados recientemente.
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Resumen
Las zeolitas son materiales altamente utilizados en diferentes areas enfocadas en mejorar la vida.

La agricultura no es la excepcion y actualmente, hace uso de zeolitas para mejorar su produccion
y calidad, pretendiendo satisfacer la demanda, no obstante, esta crece dia con dia. Ahi radica la
importancia de innovar. La investigacion consiste en hacer uso de nanomateriales (nanozeolita
LTA) intercambiada con micro/macronutrientes necesarios para el buen desarrollo de una planta.
El material zeolitico fue caracterizado mediante difraccion de rayos X y microscopia electronica
de barrido. Se determiné el efecto de cada nanozeolita intercambiada en la germinacion y
crecimiento de diferentes semillas (chile, jitomate, lechuga, acelga, cilantro betabel y rabano).
Los resultados mostraron que el efecto adverso de las nanoparticulas fue significativo en el
porcentaje de germinacion, la tasa de germinacion, la longitud de la raiz, la expansion foliar y del
grosor de las raices para las semillas de acelga y lechuga. Por otro lado, las semillas de chile,
rabano y de jitomate se vieron positivamente favorecidas con el uso de las zeolitas incrementando
incluso en 200% (chile), 150% (rabano) su crecimiento y en un 135%(jitomate) su germinacion,
por lo que las nanozeolitas podrian ser utilizadas como fertilizantes para estos cultivos.

Palabras clave: Nanozeolitas intercambiadas; agricultura; nutrientes.

Introduccion
Generalidades de las zeolitas y de los nutrientes

Las zeolitas son una clase de materiales microporosos cristalinos con poros bien definidos y
cavidades de dimensiones moleculares [1], constituidos principalmente de a&tomos de Si (silicio)
y Al (aluminio), llamados atomos T, cada uno de los cuales esta unido de forma tetraédrica a los
atomos de O. Debido a que este tipo de materiales son cristalinos, presentan distribuciones de
tamafio de poro estrecha. Considerando este aspecto, las zeolitas presentan muchas aplicaciones
donde el tamafio y la selectividad de forma son indispensables, tales como catalisis, intercambio
i6nico y adsorcion [2]. A escala nanométrica (<100nm) los cristales desarrollan una gran area
superficial externa donde se pueden localizar hasta el 30% de sus atomos T. La disminucion en el
tamafio de los cristales de una zeolita conduce a un considerable incremento de su superficie
externa y de las propiedades asociadas. Algunas propiedades excepcionales de las zeolitas a
escala nanométrica son: mayor area superficial externa, estructuras jerarquicas, propiedades de
superficie ajustables, una difusiéon mas rapida y morfologia de auto-ensamblaje [3]. Las zeolitas
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tienen muchas aplicaciones tanto en el mundo cientifico, de investigacion y desarrollo, como en
la vida diaria, algunos ejemplos son: materiales Opticos, pinturas, cosméticos, productos
farmacéuticos, produccion de papel, aplicacion anti-microbial, detergentes, electronica,
absorbancia, industria alimenticia, ceramica y catalisis [3].

Tabla 1. Beneficios de las zeolitas en la agricultura

BENEFICIO
Retiene los fertilizantes en la zona de enraizamiento

Previene la lixiviacion y volatilizacion de los fertilizantes
Mejora la capacidad del suelo para retener nutrientes
Reduce costos de irrigacion al retener humedad
Agiliza la germinacion y crecimiento de las plantas
Se reutiliza las veces que sean necesarias

Menos problemas de acidez, al nivelar el pH del suelo

Nanozeolitas y agricultura
Otra area de aplicacion de las zeolitas es la agricultura donde por su alta capacidad de

intercambio i6nico y su capacidad para absorber humedad, es perfecta para incrementar la
eficiencia de los fertilizantes y reducir la lixiviacion y volatilizacion de los nutrientes. En la
agricultura se le conoce como el “Fertilizante Inteligente”, ya que libera lentamente los nutrientes
y cuando las plantas lo requieren. Esto es porque las plantas se alimentan por medio del
intercambio cationico y la zeolita no libera los nutrientes a menos que haya un intercambio
ionico. Los beneficios que se ven al usar zeolita en la agricultura se muestran en la Tabla 1.
Actualmente la produccion en invernaderos es cada vez mas comun, y los beneficios que brinda
la zeolita son excelentes, a tal grado que existe un sistema de invernaderos a base de zeolitas
llamado “Zeoponia”, desarrollado por la NASA [4].

La mayoria de las plantas requieren un total de 16 nutrientes inorganicos para un crecimiento
normal. Estos nutrientes son elementos con funciones especificas y esenciales en el metabolismo
de las plantas que se clasifican, segin su concentracion en la
planta y conforme a sus requerimientos para el adecuado
crecimiento y reproduccion, en dos grupos: macronutrientes y
micronutrientes. Los macronutrientes son: carbono, oxigeno,
hidrégeno, nitrogeno, potasio, calcio, fosforo, magnesio y
azufre. Los micronutrientes son: hierro, cloro, cobre,
manganeso, zinc, molibdeno y boro [3,5].

Por lo anterior, en la presente investigacion se estudia el
efecto de la presencia la de nanozeolita LTA (Figura 1) sobre
la tasa de germinacion y crecimiento de diferentes semillas,

tomando como base los conocidos beneficios de las zeolitas,
pero potenciandolos en el uso de nutrientes especificos  Figura 1. Estructura zeolita LTA
necesarios para el buen desarrollo y crecimiento de una planta.
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Metodologia

Etapa 1: Preparacion de nanozeolitas intercambiadas con macro/micronutrientes

Se prepararon soluciones de sales metalicas (CaCl,, MnCl, y Zn(NOs),) con concentracion SmM
para luego adicionar 100mg de la nanozeolita LTA, la solucién se mantuvo en agitacion suave
por 5 horas. Posteriormente la solucion resultante fue filtrada y lavada con agua desionizada. El
solido obtenido fue secado en una estufa a 80°C por 24 horas. Se obtuvieron un total de 3
nanozeolitas intercambiadas.

Etapa 2: Evaluacion fitotoxicologica de las nanozeolitas

Se prepararon suspensions de nanozeolitas pesando 10mg de cada una y afiadiéndolas, aforando a
100mL, se colocaron en el ultrasonido por 5 min para que se dispersaran de forma homogénea.
Para continuar se esterilizaron las semillas a utilizar haciendo lavados con agua desionizada 3
veces, 1 vez con alcohol etilico y otra con agua desionizada. Las semillas evaluadas fueron chile
serrano, acelga, cilantro, rabano y jitomate. Finalmente, se coloco un papel filtro en una caja Petri
y se pusieron 10 semillas (del mismo tipo) procurando dejar una separacion de lcm entre cada
una, se adicion6 un volumen de SmL de la suspension de la nanozeolita a evaluar y se llevaron a
una incubadora a una temperatura de 35°C durante el tiempo establecido para la germinacion de
cada tipo de semilla. Concluido el tiempo, fueron sacadas, se contabilizé el numero de semillas
germinadas y se midio la longitud de cada raiz haciendo uso de un Vernier digital.

Etapa 3: Caracterizacion de nanozeolitas

Las zeolitas se analizaron mediante Difraccion de rayos X (DRX) utilizando un difractoémetro
PANalytical modelo Epyrean con una fuente de radiacion de Cu K a (A=1.5406A). La morfologia
se determin6 mediante microscopia electronica de barrido (MEB) con un equipo JEOL® modelo
JSV-6610LV.

Resultados
La zeolita LTA present6 morfologia cubica (Figura 2). De acuerdo con el andlisis de difraccion
de rayos X, la nanozeolita corresponde a fase cristalina (Figura 3).
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Figura 2. Micrografia de la zeolita LTA Figura 3. Difractograma de la zeolita LTA
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La Tabla 2 muestra los valores de la tasa de germinacion (G) y de crecimiento (C), para cada
semilla y cada nanozeolita intercambiada y se realizaron los graficos (Ver Figura 4y 5).

Entre las nanozeolitas intercambiadas, las que resultaron mas benéficas para la tasa de
germinacion fueron LTA+Ca y LTA+Zn, aplicadas a las semillas de chile y cilantro
respectivamente. En cuanto a la tasa de crecimiento, Ca+LTA incremento en casi el doble la tasa
de la semilla de jitomate, Mn+LTA dio efectos positivos sobre la semilla de chile y Zn+LTA fue
benéfica para las semillas de jitomate y rabano. Por otro lado, la toxicidad estuvo presente en las
semillas de cilantro, su tasa de germinacion fue completamente inhibida al estar en contacto con
LTA+Ca y disminuida en un 50% con el nutriente manganeso. La acelga también mostro efectos
adversos disminuyendo ambas tasas en presencia del nutriente zinc. Finalmente, en cuanto a su
crecimiento, el chile tuvo una inhibicion parcial de su crecimiento con el macronutriente calcio.

Tabla 2. Tasas de germinacion y de crecimiento

TRATAMIENTO CHILE JITOMATE ACELGA CILANTRO RABANO
G C G C G C G C G C
Ca+tLTA 116.67 5882 625 180.89 100 100 0 100 100  94.059
Mn+LTA 100 14098 87.5 108.657 100 100 50 100 100 137.871
Zn+LTA 100 91.855 875 13462 60 75782 150 34.936 100 148.391

Tasa de germinacion

160
140
120 m Chile

100 M Jitomate
8
6 Acelga
4 m Cilantro
2 W Rabano
0

Ca+LTA Mn+LTA Zn+LTA

Tasa (%)

Figura 4. Tasas de germinacion de cada semilla con cada nanozeolita intercambiada

Tasa de crecimiento
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Figura 5. Tasas de crecimiento de cada semilla con cada nanozeolita intercambiada
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La disminucion e inhibicion en la tasa de germinacion de las semillas de acelga pueden asociarse
al limite de tolerancia que presentan respecto a la concentracion del nutriente. Si se sobrepasa
este umbral se hacen evidentes los efectos de toxicidad que generan alteraciones fisiologicas
negativas sobre el crecimiento y reproduccion de las plantas [6]. La favorable germinacion y
crecimiento de las semillas de jitomate en presencia de las zeolitas modificadas con Zn, coincide
con lo reportado por Kosesakal [7], donde observaron que una concentracion 1mM de ZnCl, es
necesaria para las condiciones ideales de crecimiento de las plantas de tomate.

Conclusiones

El efecto de la presencia de nanozeolitas con micro y macronutrientes es influenciado por el tipo
de nutriente, la estructura de la zeolita y la sensibilidad y tolerancia de la semilla evaluada. A
manera general, el zinc fue el nutriente que proporcioné mejores resultados, incrementando
ambas tasas en diferentes semillas. El manganese fue el que menos influyd en las semillas,
considerando que ambas tasas casi se mantuvieron iguales al contrl y finalmente, el calico fue el
macronutriente que dio los resultados mas adversos pero también los menos deseados.

De acuerdo con los resultados obtenidos se propone el uso de las 3 nanozeolitas resultantes al
intercambiar con los micro/macronutriente para las semillas de jitomate con el fin de mejorar sus
tasas de crecimiento. Asi mismo, la nanozeolita LTA-Ca, para incrementar la tasa de germinacion
para el chile. Ambas zeolitas podrian ser materia de analisis variando la concentracion del
material zeolitico y de los nutrientes de acuerdo con los niveles adecuados requeridos por las
plantas.
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OBTENCION DE BIODIESEL A PARTIR DE ACEITE DE SOYA

Nallely Nava Pérez *", Guillermo Manuel Gonzdlez Guerra °, Martin Alejandro Alatorre Ordaz °.
? Departamento de Quimica, Universidad de Guanajuato, Cerro de la Venada SN, Pueblito de Rocha, Guanajuato,
Guanajuato, 36040, México. n.navaperez@ugto.mx

Resumen
Los biocombustibles se han vuelto de especial interés en los ultimos afios debido a la fuerte

necesidad de tener una alternativa ecoldgica a los combustibles fosiles. Un biocombustible con
caracteristicas interesantes es el biodiesel, pues se encuentra en estado liquido y posee
propiedades muy similares al aceite diésel derivado del petroleo, pero es obtenido a partir de
productos renovables que suelen ser aceites vegetales, las especies mas usadas son la soya, el
girasol y la palma.

Debido a este interés, el propdsito del proyecto estd centrado en obtener biodiesel a partir de
aceite de soya nuevo y usado, comparando diferentes marcas comerciales, y diferentes
catalizadores para encontrar el método mas eficaz. El proceso se lleva a cabo por medio de una
transesterificacion. Las diferentes muestras obtenidas se caracterizan por medio de espectroscopia
infrarroja, con el fin de observar las caracteristicas estructurales de cada una. Para complementar
los resultados, las muestras también se estudian de acuerdo a las propiedades caracteristicas del
biodiesel, tales como la viscosidad y la densidad, de modo que se pueda encontrar una
comparativa entre la materia prima utilizada y la eficiencia del biocombustible.

Palabras clave: Soya, sintesis, catalizador, transesterificacion, biocombustible.

Introduccion
El impacto en el medio ambiente por el uso de hidrocarburos y combustibles fosiles ha motivado

la necesidad de buscar otros tipos de energias sostenibles. El biodiesel representa una de las
alternativas mas interesantes, al reemplazar parcial o totalmente al diésel de origen mineral [1].
El biodiesel es una mezcla de ésteres alquilicos producido a través de una reaccion de
esterificacion entre un aceite vegetal o grasa animal y un alcohol de cadena corta, para producir
los ésteres respectivos y el subproducto glicerol [2]. De acuerdo a su contenido, cada aceite
presenta caracteristicas diferentes que lo hacen mas o menos favorable para la produccion de
biodiesel. Un punto importante es que los biodiesel producidos de materias primas con alto
contenido de acidos grasos tienen mejor resistencia a la oxidacion, en este caso solo la palma y
ricino cumplen con los estindares minimos exigidos por la legislacion brasilefia y europea de
estabilidad oxidativa, sin embargo, el de soya y jatrofa cumplen con las normas establecidas por
la ASTM (American Society of Testing Materials) [3] [4]. Por lo anterior, el aceite de soya
representa una materia prima prometedora pues ademas de su contenido y lo que éste representa,
es un aceite utilizado para cocinar, econdomico y al alcance de todos; asi pues, se decidio trabajar
con aceite de soya, pero no solo nuevo sino también aquel que ya se ha usado para cocinar, esto
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representa una excelente opcion pues le da una vida mas larga a los grandes volumenes de aceite
que diariamente se utilizan en la cocina.

La reaccion quimica que mejores resultados ha demostrado tener para obtener biocombustible es
la transesterificacion (1). Esta reaccidon consiste en la interaccion entre un triglicérido (contenido
en el aceite) y un alcohol ligero, utilizando un catalizador, obteniéndose como subproducto
glicerol [5].

i
BE=C—0—CH C‘HPH
R—%—U—CH + 3CHOH 3R =C—0—CH, + CHOH (1)
B—C=0—cCH CHOK
2 ke

La transesterificacion alcalina homogénea es el proceso mas usado por la industria para producir
biodiesel. Generalmente es mas rapida y menos costosa, ademas, las bases fuertes presentan altas
conversiones a condiciones moderadas y tiempos de reaccion cortos. Sin embargo, para funcionar
Optimamente se requiere la utilizacion de aceites con una concentracion baja de acidos grasos
libres, sin impurezas y con una humedad minima, de lo contrario se presentan reacciones
secundarias de saponificacion o neutralizacion [6]. Por otro lado, los catalizadores acidos son
recomendados para transesterificar aceites con un alto contenido de acidos grasos libres como el
aceite de palma o los aceites reciclados, pero la reaccion es lenta y requiere mayor temperatura,
presion y cantidad de alcohol. Con el fin de evitar las situaciones anteriores, se ha estudiado
también, el uso de catalizadores heterogéneos metalicos [7], y heterogéneos alcalinos como el
etoxido de calcio [8]. Este tipo de catalisis tiene numerosos beneficios, al estar en una fase
diferente a la de los reactantes, son facilmente recuperables al final de la reaccion, ademas
también se obtiene una glicerina pura sin contaminantes. La desventaja principal de los
catalizadores heterogéneos es su elevado costo, debido a la necesidad de elevadas condiciones de
temperatura y presion, asi como grandes volumenes de alcohol [6].

El desarrollo de este trabajo estd centrado en la necesidad de establecer una comparativa entre
diferentes marcas comerciales de aceite de soya (nuevos y usados para cocinar), utilizados con
distintos catalizadores, y de esta manera presentar las ventajas de cada uno de los diferentes
métodos.

Metodologia
Para llevar a cabo el estudio, se utilizaron muestras de aceite de soya: Nutrioli (por porcion

15.4ml/14g: acidos grasos saturados 2.1g; acidos grasos monoinsaturados 3.4g; acidos grados
poliinsaturados 8.5g). Nutrioli DHA (por porcién 15.5ml/14g: acidos grasos saturados 2.1g;
acidos grasos monoinsaturados 3.4g; 4cidos grados poliinsaturados 8.5g, acido docosahexaenoico
20mg). Sarita (por porcion 15.2ml/14g: 4acidos grasos saturados 2.1g; dacidos grasos
monoinsaturados 3.4g; acidos grados poliinsaturados 8.5g).
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Se utilizaron los siguientes reactivos: Alcohol metilico (Karal, 99.8%), Hidroxido de sodio en
lentejas (Karal, 97%), Acido fosforico (Karal, 85%), Alcohol etilico absoluto (Karal, 99.5%),
Calcio granular (Sigma Aldrich, 99%).

Procedimiento experimental

e Preparacion del catalizador
El etoxido de calcio fue sintetizado en un matraz de fondo redondo de una boca, una valvula y
una junta para termoémetro, al que se conectd un refrigerante, y una manguera para tener
atmosfera de nitrogeno. Se mezclo calcio y etanol en relacion molar 1:2, a 65°C por ocho horas.
Después se seco en la estufa, a 100°C por al menos tres dias.
Dependiendo del método deseado, por litro de aceite a utilizar, se mezclo con agitador metalico
hasta obtener una mezcla homogénea: metanol e hidroxido de sodio (en relacion molar 1:56), o
metanol y acido fosférico (en relacion molar 1:56), o metanol y etéxido de calcio (en relacion
molar 2:56).

e Reaccion de transesterificacion
Se calento el aceite hasta alcanzar una temperatura entre 50 y 55°C, seguidamente se coloco en
un matraz de bola con dos bocas y con un agitador metalico. A continuacion, se afadi6 el
catalizador y se dejo agitando y calentando (manteniendo la temperatura entre 50 y 55°C) en un
sistema de reflujo por un tiempo entre 30 minutos y 12 horas (dependiendo de la naturaleza del
catalizador).
Una vez terminada la reaccion, se colocd el producto en un embudo de separacion por 24 horas.
Se decantod, separando el glicerol y en caso de la catalisis heterogénea también se separ6 el
catalizador.

e Lavado del biodiesel
Para el procedimiento con el hidroxido y con el acido, se lavo el biodiesel con agua desionizada
en proporcion 1:1, hasta que el agua desechada alcanzaba pH neutro. En el caso del etoxido de
calcio, se lavo de la misma manera, pero el procedimiento se encontrd hasta 12 veces mas lento,
por lo que se necesita disefiar un método de lavado mas eficaz.
Una vez lavado, se calentd a 100°C.

e Analisis
Para obtener las viscosidades de los biodiesel, se utilizd un viscosimetro de Ostwald con las
siguientes especificaciones: Factor C de calibracion de 0.22140 a 100F, tipo rutina y calibrado en
base al valor de la viscosidad del agua.
Por otro lado, los espectros de FTIR fueron adquiridos en el equipo Perkin Elmer Spectrum 100,
también equipado con un detector DTGS. Los espectros se obtuvieron con el accesorio de ATR
con ventana de diamante con 8 barridos en la region que va de (4000-650) cm.

Resultados
Las primeras tres sintesis se llevaron a cabo con aceites nuevos y NaOH como catalizador (que es
de los mas comunmente utilizados para la produccion de biodiesel), en estas reacciones fue
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sencillo medir los volimenes obtenidos, sin embargo, conforme las variables de la sintesis fueron
cambiando, la lenta separacion de los productos, o el complicado lavado, dificulté el proceso de
medicion de los volumenes obtenidos.

Tabla 1. Rendimiento obtenido de los biodiesel sintetizados a partir de aceites nuevos.

Nutrioli con DHA con Sarita con
NaOH NaOH NaOH
95.77% 81.32% 82.90%

Las muestras obtenidas de biodiesel se analizaron por medio de espectroscopia IR.

Al comparar las figuras 1 y 2 se observan claramente sefiales, en su mayoria iguales,
caracteristicas del biodiesel como son dos grupos de bandas de absorcion propias de los ésteres
metilicos que lo conforman entre (1200-1300) cm™. La casi Gnica diferencia notable que
presentan ambos espectros es la intensidad en una de las bandas, sin embargo, ambas se
encuentran en (1470-1435) ecm™ que se refiere a los grupos alquilo. En la region de los grupos
funcionales entre (1730-1750) cm™ se encuentra el pico intenso correspondiente al grupo
carbonilo propio de los ésteres. Para ambos espectros es comun la banda de absorcion entre (2950
y 3000) cm™, correspondientes al estiramiento de los enlaces CHs, CH, y CH, propio de los
carbonos alifaticos.

De los espectros presentados, resulta evidente que se obtiene un producto con caracteristicas
estructurales similares al utilizar aceites nuevos o usados, ademas de destacar que el catalizador
heterogéneo de etdxido de calcio tiene resultados prometedores en la obtencion de los productos..

102.1

o Biodiesel 1

594

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Figura 1. Espectro IR del biodiesel obtenido de la sintesis con aceite Nutrioli y NaOH como
catalizador.
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Figura 2. Espectro IR del biodiesel obtenido de la sintesis con aceite Nutrioli usado y etoxido de
calcio como catalizador.

Es primordial que los reactivos sean libres de agua, pues si no se cumple esto, se generara un
biodiesel con alto contenido de agua, por consiguiente lejos de la norma, a su vez se vera afectada
la reaccion, produciéndose mas de los subprodutos. Este punto también es valido para la parte de
los lavados. Debe disefarse un mejor sistema de lavado para las sintesis que se hicieron con el
catalizador heterogéneo, pues el tiempo utilizado fue extremadamente mayor al de los otros
procesos, y esto tambien podria propiciar el aumento del contenido en agua. Los valores minimos
y méaximos permitidos para un biodiesel, de acuerdo a la norma ASTM para: densidad son de
(0.86-0.9) g/cm3, viscosidad cinematica a 40°C son de (1.9-6.0) mm2/s.

Tabla 2. Propiedades de los biodiesel sintetizados a partir de aceites nuevos.

PROPIEDAD Nutrioli con DHA con Sarita con Nutrioli con
NaOH NaOH NaOH Ca(OCH,CHj,),
Densidad, g/cm3 0.8882 0.9183 0.8375 0.9037
Viscosidad cinemética a 4.65 433 5.04 6.42
40°C, mm?*/s
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Tabla 3. Propiedades de los biodiesel sintetizados a partir de aceites usados para cocinar.

PROPIEDAD Nutrioli con DHA con Sarita con Nutrioli con
H;PO, NaOH H;PO, Ca(OCH,CH;),
Densidad, g/cm3 0.9402 0.8517 0.9374 0.9212
Viscosidad cinematica a 23.88 16.73 28.89 16.22
40°C, mm?*/s

El tnico biodiesel obtenido que cumple con ambas normas, es el nutrioli nuevo con NaOH como
catalizador, los demas solo cumplen con una, o con ninguna. Es evidente que los aceites usados
tienen un rango de error mucho mayor que los nuevos. Para las sintesis realizadas con el
catalizador acido y el heterogéneo, debe tenerse en consideracion que el tiempo debe ser mayor al
realizado con la base, de no ser asi la transesterificacion no se completa y en el producto existen
acidos grasos u otros componentes de la materia prima.

Conclusiones

Todos los productos obtenidos cuentan con la estructura caracteristica de un biodiesel, por lo que
puede afirmarse que aceites de soya, tanto nuevos como usados, son aptos para la produccion de
biodiesel.

Los espectros IR obtenidos resultaron consistentes con los resultados esperados y evidenciaron la
eficacia de cada uno de los diferentes catalizadores, dejando como diferencias importantes ente
¢éstos, el tiempo de sintesis, de lavado y de vida de los catalizadores. Ademas, es importante
mencionar que los aceites usados y los catalizadores acidos y heterogéneos, presentan menor
eficacia, tomando como valor de referencia las normas ASTM, que requieren ser cumplidas para
verificar la calidad del producto.

Para los aceites nuevos se obtuvieron rendimientos mayores al 80% lo cual representa un muy
bajo porcentaje de pérdida, sin embargo, no fue posible comparar estos datos con los
rendimientos de los aceites usados, por lo que no existe conclusion precisa en este &mbito.

Todas las muestras de obtenidas son de biodiesel, pero es necesario realizar andlisis mas
completos, tales como la cromatografia de gases, y también la determinacién del punto de
inflamacion y del contenido de agua para verificar el cumplimiento de las normas
correspondientes.
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Resumen

Actualmente en México se registran altos niveles de contaminacion generados por los efluentes
industriales cuyo contenido de metales pesados es muy elevado. El cromo es uno de estos metales
y en su estado de oxidacion VI se considera como toxico. Es por ello que se buscan métodos para
reducir la concentracion de esta especie en las aguas residuales. La electro-reduccion directa del
cromo hexavalente es un método muy eficiente para lograrlo; sin embargo, se ha demostrado que
este tratamiento no es costeable, debido a que se requieren reactivos caros para adquirir las
condiciones de pH y se opera con energia eléctrica. El objetivo de este trabajo fue desarrollar la
adaptacion de un sistema en el cual se generan los insumos a partir de la electrdlisis del agua;
ademas de lograr la ejecucion del proceso con energia fotovoltaica y asi reducir los costos de
operacion. Se integro un reactor electroquimico tipo filtro-prensa conformado por dos celdas
separas por una membrana Nafion®, el cdtodo fue de acero inoxidable y el anodo un
electrocatalizador de Ti/IrO,. En la celda del lado del anodo se hizo circular la solucion de
K,Cr,07 junto con el electrolito Na,SO, obteniendo la variacion del pH de 5.2 a 2.7. En la celda
del lado del catodo circulo el electrolito Na,SO4 obteniendo la variacion del pH desde 6.6 hasta
11.9. La solucion de cromo acidificada se condujo al reactor encargado de reducir el Cr (VI) a Cr
(ITI) alcanzando una conversion del 95.99%. El cromo trivalente obtenido se hizo precipitar
vertiendo la solucion alcalina. Se filtrd y, la solucion remanente se reutilizé en dos ciclos mas
obteniendo conversiones del 81.32% y 79.36%, respectivamente.

Palabras clave: cromo, electrolisis, pH, electro-reduccion y fotovoltaico.

Introduccion

El cromo es un elemento que se encuentra presente en la naturaleza en varios estados de
oxidacion, principalmente en los nimeros +2, +3 y +6 [1]. Gracias a esto los compuestos de
cromo poseen diversas propiedades implicando asi su uso en un diferentes industrias por ejemplo,
en la galvanoplastia, como base de numerosos pigmentos, en la curtiduria de pieles, como
mordientes, como catalizadores, en aleaciones, como oxidantes, para la fabricacion de materiales
refractarios, entre otros [2,3]. Desafortunadamente, estas actividades producen un aumento
significativo en las concentraciones de dicho elemento en el medio ambiente. Mas aun, en

~—~=
3
~

| S—



L Semana de
@ T 2 Innovacién,
' OE iento
== weshgacion

diversas industrias no se cuenta con las medidas adecuadas para el manejo de residuos, lo que
ocasiona problemas de contaminacién y riesgos en la salud humana [4].

La contaminacién se da principalmente por la presencia de cromo hexavalente, ya que esta
especie es toxica y, al ser altamente soluble en toda condicion de pH, adquiere una gran
movilidad en el suelo, en el agua y en el aire [5].

Los efectos que causa la exposicion prolongada a los compuestos de cromo hexavalente son
graves en los seres humanos: debido a sus propiedades altamente oxidativas, afectan
principalmente la piel, el tracto respiratorio y el sistema digestivo causando lesiones como
dermatitis y tlceras [6]. Ademas, se ha determinado que estos compuestos son carcindgenos [1,
7, 6 y 7]. En cambio, el cromo en su estado de oxidacion +3 es un elemento esencial en el
metabolismo del ser humano y de los animales [6]; no suele ser biodisponible, ya que suele
formar compuestos insolubles [5] y, es considerado 100 veces menos toxico que el cromo
hexavalente [7].

Los métodos de tratamiento que actualmente se usan son: intercambio idnico, 6smosis inversa,
adsorcion, electrodidlisis, electrocoagulacion y reduccidon-precipitacion quimica, biosorbentes,
fitoremediacion, bioremediacion y mricroremediacion.

El tratamiento de electro-reduccion directa, es una opcion viable para disminuir la toxicidad en
los efluentes contaminados con cromo hexavalente. Ya que es un proceso muy efectivo, no
genera lodos y, emplea como principal reactivo al electron.

El principio del método de electro-reduccion directa es la reduccion del cromo (VI) en medio
acido sobre la superficie del catodo. Este proceso se rige con las siguientes reacciones:

Reaccion catodica:  HCrOj; + 7H + 3e™ - Cr3t + 4H,0
Reaccion anddica:  2H,0 — 0, + 4H' + 4e~

Una vez que se tiene a la especie reducida Cr (III), no toxica, se hace un ajuste de pH para que
precipite como Cr(OH);.

Se han realizados diversos estudios de la electro-reduccion directa en reactores tipo filtro-prensa.
Particularmente, G. Almaguer Busso [1], propuso una configuraciéon con la cual se logro
practicamente el 100% de la conversion de Cr (VI) a Cr (I1I).

Hasta ahora, este método luce muy atractivo y, probablemente podria competir con la reduccion
quimica que, actualmente, es el tratamiento mas empleado en diversas industrias para
descontaminar los efluentes; sin embargo, presenta un par de desventajas:

1. Se consumen reactivos de precios considerables para las etapas de reduccion (H,SO4) y de
precipitacion (NaOH).

2. Para la operacion del reactor se consume energia eléctrica.

Por esta razon, en este trabajo se desarrolld la adaptacion de un sistema que, mediante la
electrolisis del agua en un reactor tipo filtro-prensa, se obtienen, simultdneamente, los insumos
que se requieren en las etapas de electro-reduccion y precipitacion; usando unicamente como
reactivo Na,SO4. Ademas, se utilizd un sistema fotovoltaico como fuente de energia del proceso.




Metodologia

Se diseii6 el reactor tipo filtro-prensa donde se llevo al cabo la electrolisis del agua. De ahora en
adelante no referiremos a este reactor como “Reactor 1”. Los equipos que se usaron en esta etapa
fueron: taladro de prensa OTMT X2 Variable Speed Mini Mill, sierra caladora Scrollsaw16”
TRUPER Variable Speed, mufla y parrilla eléctrica.

Se elabord el anodo dimensionalmente estable de Ti/IrO, (DSA, por sus siglas en inglés)
siguiendo el método de Pechinni [8]: se cortd una placa de titanio y posteriormente se limpio
sumergiéndola en HCI concentrado durante 1 hora a 70°C y luego en HNOj al 10% en ebullicion
durante 15 minutos. Se enjuagd con H,O destilada y se dejo secar. En seguida se prepar6 el
precursor polimérico: se mezclaron los reactivos etilenglicol (EG) y écido citrico (AC) en las
proporciones molares 16EG:0.12AC, la mezcla se calentd a 60°C y se agitd constantemente hasta
que se homogenizd. Se adicion6 a la mezcla acido hexacloroiridico hidratado (0.0296 moles) y se
aumento la temperatura a 75°C, se agitd constantemente hasta que se homogenizd y se dejo
enfriar. Con la ayuda de un pincel de pelo muy suave, se cubrié con el precursor polimérico la
superficie de la placa. Se dejo secar y se introdujo en la mufla a 100°C durante 5 minutos. Se
sacO y se dejo enfriar. Se aplicaron 4 capas de precursor repitiendo los pasos anteriores.
Finalmente, el electrodo se introdujo en la mufla durante 1 hora a 550°C.

Se cortaron una placa de acero inoxidable (catodo), 8 empaques de caucho, dos placas de teflon
(proporcionaron soporte), dos mallas de plastico como promotores de turbulencia, dos placas de
acero que brindaron estabilidad mecénica, dos tapas de teflon y una membrana de Nafion® NF-
115 a la cual se le dio el siguiente tratamiento: Se mantuvo una temperatura constante de 80°C
durante 1 hora en cada uno de los bafios. El primero fue en una solucién de H,O, al 3%; el
segundo en H,O desionizada; el tercero en una solucion de H,SO4 2M y el cuarto, nuevamente en
H,0 desionizada [9,10]. Todos los elementos se dispusieron de tal manera que el arreglo final
resultd en un reactor tipo filtro- prensa FM0O1-LC, con la peculiaridad de contener dos celdas
separadas por la membrana.

El reactor se conectd por medio de mangueras a dos bombas peristalticas y se realizo el estudio
de las variables para controlar el Reactor 1. Los equipos que se usaron en esta etapa fueron:
fuente de poder STEREN PRL-25, multimetro con interface PC STEREN, equipo de computo,
pH metro HANNA INSTRUMENTS HI 233, bomba peristaltica Colege-Palmer, bomba
peristaltica Thermo Scientific y balanza. Se prepararon soluciones del electrolito Na;SO4 y se
realizé una curva de polarizacion para determinar el rango de tension de la electrolisis del agua.
Posteriormente se realizaron diferentes electrolisis variando flujos, potenciales, tiempo y
concentraciones para analizar su efecto en el pH del anolito y del catolito respectivamente.

En la siguiente etapa se integré el Reactor 1 al sistema de electro-reduccion directa [1]. Los
equipos que se emplearon en esta fase fueron: 2 Bombas centrifugas SHURflo modelo SLV10-
AA41, bomba centrifuga March, fuente de poder STEREN PRL-25, multimetro con interface PC
STEREN, equipo de computo, pH metro HANNA INSTRUMENTS HI 233, balanza y el reactor
FMO1-LC denominado RFP 2C3M por G. Almaguer Busso [1].

Se prepararon soluciones sintéticas de dicromato de potasio (100 ppm K2Cr207) y se les agregd
el electrolito Na,SO4 de concentracion previamente determinada; esta solucion se alimentd por el
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lado del anodo en el Reactor 1, cuando alcanzo la acidez adecuada se pasoé al reactor RFP 2C3M
donde se redujo el Cr (VI). Del lado del catodo solamente se aliment6 el electrolito Na,SO, de
concentracion previamente determinada, donde aumentd el valor de pH y se verti6 en la solucion
resultante de la electro-reduccion para precipitar el Cr (III). Se filtraron los cristales de Cr(OH)s,
se hizo recircular el electrolito recuperado (Na;SQO,) y se realizaron dos ciclos mas del proceso.
Se realizaron analisis de espectrometria UV-Vis para determinar el porcentaje de conversion.

En la ultima etapa se dimensiond un sistema fotovoltaico para el funcionamiento del proceso. Los
equipos empleados en esta fase fueron: 3 paneles solares, controlador de energia, bateria para
almacenar energia solar, 1 inversor (CD-CA) y un regulador de corriente directa. Se realiz6 un
estudio de carga-descarga de la bateria durante todo el proceso.

Resultados

Se determind la region de la tension de la electrolisis del agua. Dicho rango estd delimitado entre
3V y 4V como se puede apreciar en la figura 1.
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Figura 1. Curva de polarizacion. Electrolisis de 1800 mL de 0.05 M
Na>SO,. Anodo: Ti/lrO,,; cdtodo: acero inoxidable y membrana Nafion®.

En las figuras 2 y 3 se puede apreciar un notable cambio en el pH conforme pasé el tiempo de
electrolisis. Esto se debio a que la membrana impidi6 el paso de los iones, generados por las
siguientes reacciones, hacia los electrodos contrarios. De acuerdo a los resultados que se
muestran en las figuras 2 y 3, las condiciones dptimas para operar el Reactor 1 se muestran en la
tabla 1.

Tabla 1. Condiciones optimas para la electrolisis del agua en el Reactor 1.

Flujo (mL/s) Tension de Concentracion de  Tiempo
electrolisis (V) Na,SO4 (M) (h)
5.5 3.5 0.1 2
( ]
L 80 )
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Figura 2. Efecto de la tension de electrolisis sobre el Figura 3. Efecto de la concentracion de Na,SO,del
pH. Electrdlisis de 2 L de 0.05 M Na,SO, con un electrolito sobre el pH. Electrdlisis de 2 L de Na,SO,a

flujo constante de 5.5 mL/s.

constante de 5.5 mL/s.

un potencial constante de 3.0 V'y con un flujo

Al integrar los dos reactores y el sistema fotovoltaico, se obtuvieron los siguientes resultados:

Espectro UV-Vis determinacién de Espectro UV-Vis determinacién de
cromo (Vi) 1a cromo (VI) 2a
25 254
2 24
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Figura 5. Espectros UV-Vis de muestras obtenidas mediante
el primer ciclo de la electro-reduccion directa de Cr(VI).
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Figura 6. Espectros UV-Vis de muestras obtenidas mediante
el segundo ciclo de la electro-reduccion directa de Cr(VI).
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Tabla 2. Porcentaje de conversion de Cr (VI) a
Cr (11l) en el primer ciclo a un potencial
constante de 2.0 V por un periodo de 30 min.

A=349.98521m

Muestra A C (ppm)  [% conversién
1a 1.2702 52.6532 47.3468
2a 0.3755 9.0121 90.9879
3a 0.3725 8.8647 91.1353
4a 0.3527 7.8993 92.1007
5a 0.2959 5.125i 94.8749
6a 0.2730 4.0080 95.9920

Tabla 4. Porcentaje de conversion de Cr (VI) a Cr
(I1) en el tercer ciclo a un potencial constante de
2.0 V por un periodo de 30 min.

A=349.9852nm

Muestra A C (ppm) |% Conversion
1b 1.3049 54.3447 45.6553
2b 0.8145 30.4229 69.5771
3b 0.7638 27.9495 72.0505
4b 0.6859 24.1536 75.8464
5b 0.6484 22.3198 77.6802
6b 0.5738 18.6823 81.3177
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cromo (Vi) 1c cromo (V1) 2¢ Tabla 3. Porcentaje de conversion de Cr (V1) a Cr
- o ‘ (111) en el segundo ciclo a un potencial constante
.1 I % l L\ de 2.0 V por un periodo de 30 min.
05 .4
J 0 200 400 alau no_ n: X = A=349.9852 [nm
A(mm) Anm)
Espectro UV-Vis determinacion de Espectro UV-Vis determinacién de Muestra A C (ppm) % Conversion
& . o croma (V1) 6 1c 1.0696 42.8679 57.1321
2 \ 2 2c 0.7148 25.5622 74.4378
%1 A " 3c 0.8099 30.1986 69.8014
21 L/\, | 4c 0.7422 26.8960 73.1040
0 200 400 0 800 o 0 a0 0 800 5¢c 0.6583 22.8040 77.1960
calil o) 6c 0.6139 20.6414 79.3586

Figura 7. Espectros UV-Vis de muestras obtenidas
mediante el tercer ciclo de la electro-reduccion directa
de Cr(VI).

Conclusiones

Se desarrolld un reactor electroquimico tipo filtro-prensa en el cual se generaron,
simultdneamente, un electrolito acido y uno basico a partir de la electrélisis del agua empleando
como unico reactivo Na,SO4. El valor del pH del anolito fue suficiente para reducir
electroquimicamente el cromo hexavalente a Cr (III) en un 95.99%. Con el catolito se hizo
precipitar el Cr (III) obtenido. Se logro recircular el electrolito Na,SO4 dos veces més obteniendo
conversiones del 81.32% y 79.36% respectivamente. El proceso integral se operd exitosamente
con energia fotovoltaica.
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REMOCION DEL ION CUPRICO MEDIANTE EL USO DE Lactuca sativa y Lycopersicon
sp.
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Ordaz “.
* Departamento de quimica. Universidad de Guanajuato. Cerro de la Venada SN, Pueblito de
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Resumen

Hoy en dia nuestro entorno estd caracterizado por los grandes niveles de contaminacion que
presenta como resultado de la actividad industrial, principalmente entre estos contaminantes se
encuentran los metales pesados, que tienden a bioacumularse y que en ciertas concentraciones
afectan a los seres vivos, pero los métodos quimicos, fisicoquimicos y electroquimicos que
suelen utilizarse para descontaminar son costosos, en cambio, la fitorremediacion aprovecha la
capacidad de plantas especificas para absorber, acumular, metabolizar, volatilizar o estabilizar
contaminantes. El presente proyecto se realizd con el objetivo de comparar la eficiencia de la
remocion del ion cuprico basado en la fitorremediacion, empleando dos especies: Lactuca sativa
v Lycopersicon sp, provenientes de dos municipios de Guanajuato: Cortazar y Guanajuato capital.
Ambas especies se colocaron en soluciones de sulfato ctprico de concentraciones conocidas,
tomando muestras periodicas. Se efectud un analisis con espectroscopia de absorcion atomica, asi
como con espectroscopia UV-Visible con el fin de observar la disminucion de las
concentraciones del ion. Finalmente, con ello se pudo determinar qué especie y de qué lugar es
mas eficiente para en un futuro aplicarlo a un ambiente critico.

Palabras clave: Metales pesados, fitorremediacion, espectroscopia de absorcion atomica,
espectroscopia UV-Visible.

Introduccion

Los metales pesados se encuentran entre los principales contaminantes ambientales y representan
una grave amenaza para la salud por su persistencia a largo plazo en el medio ambiente, sin
embargo, las tecnologias de remediacién para sitios contaminados con metales pesados suelen
estar limitadas a areas pequefas o bien, son costosas; como lo son el lavado de suelo, la
reduccion quimica, la electroforesis, vitrificacion, entre otros. En los ultimos afos, la
fitorremediacion se ha considerado una alternativa econdmica y ecoldgica para este tipo de
ambientes criticos, la técnica involucra a las plantas ya que éstas pueden absorber, acumular y
desintoxicar contaminantes de sus sustratos (suelo, agua y aire) a través de procesos fisicos,
quimicos o bioldgicos. La eficacia de la fitorremediacion se debe a diversos factores, como: las
propiedades fisicas y quimicas del ambiente a tratar y de la planta, la biodisponibilidad de los
metales y la capacidad de las plantas para absorber, acumular, translocar, secuestrar y
desintoxicar metales. [1] Hay una gran variedad de especies usadas en estudios de
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fitorremediacion [2], muchas de ellas conllevan a procesos costosos, o el uso de las mismas
implica invertir demasiado en su produccion.

Las plantas utilizan varios métodos para restaurar los sitios contaminados, como:

Fitoextraccion: Implica la absorcion del contaminante por las raices de las plantas con la
consiguiente acumulacion en las partes aéreas de la planta.

Rhizofiltracion: Se basa en la capacidad de las raices de las plantas para absorber y secuestrar los
contaminantes metalicos. Las plantas ideales deberian producir cantidades significativas de
biomasa de la raiz o area de la superficie de la raiz, ser capaces de acumular y tolerar cantidades
significativas de metales.

Fitoestabilizacion: En esta técnica, las plantas se utilizan para transformar los metales en formas
menos toxicas, estabilizando los desechos. Requiere plantas que puedan alterar las condiciones
biologicas, quimicas o fisicas del sustrato para que conviertan las formas toxicas del metal.
Fitovolatilizacion: Se basa en el uso de plantas para absorber metales pesados y convertirlos en
especies quimicas volatiles menos toxicas a través de la transpiracion. Generalmente se utilizan
plantas genéticamente modificadas.

Fitodegradacion (fitotransformacion): En este método, las plantas degradan los contaminantes
orgénicos por procesos metabolicos y utilizan las asociaciones entre las plantas y los
microorganismos del suelo. [1]

La gran variedad de métodos, implica buscar el mas eficiente, menos costoso, y buscar una
especie que sea barata y con un mecanismo eficiente.

Hoy en dia, en el estado de Guanajuato contamos con diversos sitios problematicos, producto de
la influencia y proximidad de minas o las actividades industriales; algunos ejemplos son la
Cuenca del Rio Guanajuato, Cuenca San Juan de Otates o la Cuenca del Rio Turbio [3]; al
buscar una solucion se optd por la fitorremediacion, ya que es una alternativa ecologica, facil de
realizar, econdmica, no es invasiva para el sitio a remediar, se puede aplicar cuantas veces lo
requiera la zona contaminada; ademas una de las principales actividades econdmicas del estado
es la agricultura y entre su produccion se encuentran algunas de las especies antes mencionadas.
Se decidi6 utilizar Lactuca sativa (Lechuga) y Lycopersicon sp. (Jitomate), ya que son de las
plantas con capacidad fitorremeddiardora mas econémicas, de facil acceso, crecen en poco
tiempo, tienen gran area de sistema de raices y en el caso de la lechuga se puede colocar en
hidroponia, facilitando su cultivo sin el uso de tierra y fertilizantes.

Ambas especies mediante la fitoextraccion, acumulan los metales pesados en sus raices y en la
parte aérea, por lo tanto, poseen las siguientes caracteristicas: tolerancia a altas concentraciones
de metales, alta capacidad de acumulacion de metales, biomasa pesada, capacidad de crecimiento
rapido y un sistema de raices profusas. [4-9]

Las fases del proceso por el cudl las plantas acumulan los metales son las siguientes:

Fase 1. Implica el transporte de los metales pesados al interior de la planta y, después, al interior
de la célula. La raiz constituye el tejido de entrada principal de los metales, los cuales llegan por
difusion en el medio, mediante flujo masivo o por intercambio catidonico. La raiz posee cargas
negativas en sus células, debido a la presencia de grupos carboxilo, que interaccionan con las
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positivas de los metales pesados, creando un equilibrio dinamico que facilita la entrada hacia el
interior celular.

Fase II. Una vez dentro de la planta, las especies metalicas son secuestradas o acomplejadas
mediante la union a ligandos especificos.

Fase III. Involucra la compartimentalizacién y detoxificacion, proceso por el cual, el complejo
ligando-metal queda retenido en la vacuola. [10]

Metodologia
Obtencion de las plantas: Las lechugas se adquirieron en el mercado de cada municipio, y se

colocaron en hidroponia aproximadamente 1 mes con el fin de favorecer el crecimiento de raices.
Las semillas de jitomate se prepararon a partir del fruto y se colocaron en sacos de musgo
aproximadamente 10 dias para su crecimiento.

Proceso de fitorremediacion:

Se colocaron plantas de ambos municipios y ambas especies en soluciones de
CuSO4*5H,;0(Pureza 90%. Marca Karal) de 0.5 M y 0.25M. Se tomaron muestras cada 5 dias.

Se colocaron plantas de ambos municipios y ambas especies en soluciones de CuSO4*5H,0
(Pureza 90%. Marca Karal) de 100ppm, 50ppm y 25ppm y se tomaron muestras en intervalos de
1 hora, durante 8 horas.

Caracterizacién:

La caracterizacion para las muestras de concentraciones molares se llevd a cabo en el equipo
“Varian 50 PROBE UV-VISIBLE spectrophotometer”, mediante el software Scan, en un rango
de 200-800nm, con un barrido agil y correccion en la linea base. Se llevaron a analisis las
muestras de 10 y 20 dias y fueron preparadas previamente como complejos con hidroxido de
amonio (Pureza 30%. Marca Karal) [11]

Aplicando la ley de Beer, se calcularon las concentraciones de las muestras usando los valores
obtenidos de absorbancia a una longitud de onda de 627 nm para todas las muestras y con una
curva de calibracion con soluciones de 0.125 M, 0.25 My 0.5 M. [12]

La caracterizacion para muestras de concentraciones en partes por millon se llevo a cabo en el
equipo “Perkin Elmer. A.Analyst 200. Atomic absorption spectrometer”’, empleando la l[ampara
de catodo hueco especifica para cobre. Se realiz6 una curva de calibracién con soluciones de 0.5
ppm, 1 ppm y 1.5 ppm; obteniendo asi los datos en ppm, obedeciendo la ley de Beer. Se
realizaron diluciones (1/10) en las muestras de 100ppm.

Resultados

Como se observa en la tabla 1, tras haber transcurrido 20 dias, las muestras 0.5M tratadas con
L.Sativa de Cortazar presentan una menor absorbancia y por lo tanto una menor concentracion,
por otro lado, aquellas de 0.25M provenientes de Guanajuato capital, son las que presentan una
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mejor remocion. En la figura 1 y 2 se comparan los espectros de las muestras de 0.5 M para
ambos municipios durante 20 dias.

Tabla 1. Concentraciones transcurridos 10 dias y 20 dias empleando L. Sativa de Cortazar y Guanajuato.

MUESTRAS A LOS 10 DiAS
CORTAZAR GUANAJUATO
[ ]inicial Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion
0.5M 0.6702 0.3602 M 0.7549 0.3978 M
0.25M 0.298 0.2207 M 0.3026 0.2225M
MUESTRAS A LOS 20 DIAS
0.5M 0.516 0.3052 M 0.5767 0.3287M
025 M 0.2423 0.1991 M 0.2318 0.1950 M

Figura 1. Espectro UV-
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VIS: Comparacion L.Sativa Guanajuato. Solucion 0.5M (Verde), muestras trascurridos 10 y
20 dias (Naranja y rosa, respectivamente)
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Figura 2. Espectro UV-VIS: Comparacion L.Sativa Cortdzar. Solucion 0.5M (Negro), muestras trascurridos 10y 20

dias (Verde y roja, respectivamente)
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Figura 3. Espectro UV-VIS. Comparacion L. Sativa transcurridos 10 dias. Solucion 0.5M (Verde), muestra
Guanajuato (Negro) y Cortazar (Rojo)

En las tablas 3 y 4 se muestran las concentraciones obtenidas en el equipo de absorcion atomica
de muestras representativas: 1 hora, 4 horas y 8 horas, para ambas especies y de ambos
municipios. Como se observa, la que obtuvo un mejor resultado en general, fue la tratada con
Lycopersicon sp. proveniente de Guanajuato para la concentracion de 25ppm. Para aquellas de
concentracion de 100 ppm, L. Sativa proveniente de Guanajuato fue la que presentd menores
concentraciones trascurridas las 8 horas.

Tabla 3. Concentraciones de Cu empleando L. Sativa.

Cortazar 1 hora | Guanajuato 1 hora | Cortazar 4 horas | Guanajuato 4 horas | Cortazar 8 horas | Guanajuato 8 horas
100 ppm 24.38 ppm 8.67 ppm 15.08 ppm 6.41 ppm 7.14 ppm 5. 87 ppm
50 ppm 5.308 ppm 9.61 ppm 4.444 ppm 1.862 ppm 4.319 ppm 1.851 ppm
25 ppm 4.604 ppm 3.390 ppm 3.577 ppm 2.230 ppm 1.762 ppm 2.042 ppm

Tabla 4. Concentraciones de Cu empleando Lycopersicon sp.

Cortazar 1 hora | Guanajuato 1 hora | Cortazar 4 horas | Guanajuato 4 horas | Cortazar 8 horas | Guanajuato 8 horas
100 ppm 20.62 ppm 23.16 ppm 20.53 ppm 21. 87 ppm 15.23 ppm 21.20 ppm
50 ppm 12.36 ppm 9.263 ppm 9.11 ppm 8.369 ppm 8.25 ppm 5.682 ppm
25 ppm 3.814 ppm 5.343 ppm 3.621 ppm 2.041 ppm 2.257 ppm 0.749 ppm
Conclusiones

Con el presente trabajo se demostr6 la eficiencia de dos especies fitorremediadoras: Lactuca
sativa y Lycopersicon sp. para la absorcion de cobre; en donde L. sativa obtuvo en su mayoria
mejores resultados, esto puede atribuirse a que el area del sistema de raices y de almacenamiento
es mayor que la de Lycopersicon sp. Como se observa en la muestra de 25 ppm, Lycopersicon sp.
obtuvo resultados favorables, por lo que el uso de esta especie puede dirigirse a sitios con bajas
concentraciones, o bien, incorporar la especie hasta que haya alcanzado un mayor crecimiento.
Las concentraciones finales entre las especies provenientes de Cortazar y aquellas de Guanajuato
capital no presentan diferencias significativas; sin embargo, en general, las muestras de
Guanajuato mostraron una mejor capacidad fitorremediadora. Cabe destacar la importancia que
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tienen este tipo de estudios para la futura aplicacion en sitios contaminados con metales pesados,
ya que ambas especies no son especificas para cobre, sino que pueden acumular otros metales
como el plomo. Visto desde otra perspectiva, se debe reflexionar acerca del correcto manejo de
aguas residuales (Industriales, principalmente), ya que si llegan a campos de cultivo, se absorbera
material toxico, y dependiendo de la especie que se trate, se acumulard en las raices o llegara a
las partes aéreas de las plantas, aquellas que son importantes en los procesos fisiologicos y de
nuestra alimentacion.
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Resumen

En la actualidad, la industria de los polimeros ha cobrado una creciente importancia debido a la
versatilidad de sus propiedades, asi como en el impacto que estos tienen con el ambiente. La
presente investigacion proporciona la determinacion de condiciones de operacion Optimas para la
polimerizacion de estireno y de vinil propionato en un reactor Batch, asi como la
copolimerizacion de estireno con monomeros de propionato mediante el proceso de emulsion via
radicales libres, permitiendo observar las variaciones respecto a rendimientos de reaccion y pesos
moleculares. Otro factor importante es la activacion del iniciador para que comience el proceso
de polimerizacion dentro de cada una de las micelas. Asi mismo, se encontrdé que, en las
copolimerizaciones, hay variaciones considerables respecto a rendimientos de reaccion y pesos
moleculares en la medida que se modifican las concentraciones. A demas que se encontrd que
existen mayores rendimientos en polimerizaciones de estireno por solucion que por emulsion esto
debido principalmente a las técnicas de purificacion utilizadas para cada caso.

Palabras clave: Estireno, Vinil Propionato, Radicales Libres, Micela, Iniciador.

Introduccion
La polimerizacion en emulsion es ampliamente usada para la fabricacion de varios polimeros

comercialmente importantes. Muchos de estos polimeros se utilizan como materiales solidos y
deben aislarse de la dispersion acuosa después de la polimerizacion. En otros casos, la dispersion
misma es el producto final. Una dispersion resultante de la polimerizacion en emulsion es a
menudo llamada latex. [1]

Los latex se utilizan en un sinnimero de aplicaciones entre las cuales podemos mencionar:
adhesivos, pinturas, recubrimiento de papel y de alfombras, pegamentos para telas, tintas de
impresion, productos de caucho, reforzamiento de cemento y en materiales para pruebas
inmunodiagnosticos. [2]

La polimerizacion en emulsion es un tipo de polimerizacion radical que involucra a un iniciador
soluble en agua, un monomero insoluble en agua y un emulsificante o surfactante (agente de
estabilizacion formador de micelas). El principal sitio de la polimerizacion son las particulas de
polimero (particulas de latex).

Una molécula de emulsificante (surfactante o emulgente) consiste en una larga cadena
hidrocarbonada de naturaleza hidrofoba con un extremo hidréfilo. Al afadir pequenas cantidades
de emulsificante al agua, este se reparte entre la fase acuosa donde sus moléculas estan
individualizadas, y las interfases del sistema (adsorbidas en las gotas de mondmero y/o en las
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particulas de polimero y/o en la interfase liquido/gas). Al aumentar la cantidad de emulsificante
su concentracion en el agua aumenta y por encima de cierto valor, las moléculas de emulsificante
forman agregados llamados micelas. En ellas el grupo hidréfobo de la molécula se dispone
orientado hacia el interior y el grupo hidrofilo dirigido hacia la fase acuosa. La concentracion de
emulsificante a la que se forman las micelas corresponde a la concentracion de saturacion del
emulsificante en el agua y se denomina concentraciéon micelar critica (CMC). Su valor depende
de la naturaleza del emulsificante y de la presencia de electrolitos en el medio acuoso. Al anadir
emulsificante por encima de la CMC; la solubilidad aparente del monémero aumenta debido a
que esté puede absorberse en el interior hidrofobo de las micelas. [3]

Los iniciadores utilizados en las polimerizaciones en emulsion son normalmente solubles en la
fase acuosa. En el momento en que se afiade el iniciador, éste se descompone y comienza a
generar radicales libres a una velocidad que depende de su naturaleza, de la temperatura del
sistema y del pH del medio. Debido a que la composicion del iniciador suele acidificar el medio,
es necesario anadir una sustancia tampon o buffer. A temperaturas moderadas y altas (>50 C) se
utilizan iniciadores disociativos tales como los persulfatos. En cambio, a temperaturas bajas (-5 a
20 C) se utilizan iniciadores de tipo Redox. [4]

En muchos sistemas industriales se afiaden agentes de transferencia de cadena (modificadores o
reguladores) que permiten controlar el peso molecular de las cadenas poliméricas producidas a lo
largo de la reaccion.

Los mondmeros que son altamente solubles en agua o casi insolubles en agua no se pueden
polimerizar por emulsion convencional cldsica (en medio acuoso). En el caso de mondmeros
solubles, la polimerizacion en solucion acuosa puede ocurrir simultdneamente con la
polimerizacion en emulsion. [5]

Metodologia
Reactivos

Monomeros: Estireno y Propionato de Vinilo: con porcentaje de pureza>98% (Sigma-Aldrich)
Lavado: Hidroxido de Sodio 0.1M

Destilacion: Propionato de Vinilo 96 °C

Agente Surfactante: Dodecilsulfato Sodico (SDS).

Iniciador: Peroxido de Benzoilo y Persulfato de Potasio: con porcentaje de pureza de 97%
(Sigma-Aldrich)

Solvente: Agua destilada, metil etil cetona (MEK) y Tolueno.

Purificacion: Metanol 96% y Agua destilada
Polimerizacion de estireno por emulsion

Se siguio el proceso de polimerizacion por emulsion via FRP. La reaccion se llevé a cabo en un
reactor Batch de 250 ml, utilizando para la fase acuosa un volumen constante de 150 ml de agua
destilada, con una concentracién de Dodecilsulfato Sédico de 33.3 g/L, mientras que para la fase
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dispersa se agregd un volumen de 20 ml de Estireno con 0.350 g de iniciador (KPS). La sintesis
se realiz6 a una velocidad de agitacion de 500 rpm a una temperatura de 60+2 °C durante 3 horas.

Polimerizacion de estireno por solucion:

Se siguid el proceso de polimerizacion por solucion via FRP. La reaccion se llevo a cabo en un
reactor Batch de 250 ml, utilizando para la fase acuosa un volumen de 150 ml de Tolueno,
mientras que para la fase dispersa se agregd un volumen de 20 ml de Estireno con 0.350 g de
iniciador (BPO). La sintesis se realizo a una velocidad de agitacion de 500 rpm a una temperatura
de 60+2 °C durante 3 horas.

Polimerizacion de Propionato de Vinilo por solucion:

Se siguid el proceso de polimerizacioén por solucion via FRP. La reaccion se llevo a cabo en un
reactor Batch de 250 ml, utilizando para la fase acuosa un volumen de 150 ml de MEK, mientras
que para la fase dispersa se agregd un volumen de 20 ml de Propionato de Vinilo con 0.350 g de
iniciador (BPO). La sintesis se realizo a una velocidad de agitacion de 500 rpm a una temperatura
de 60+2 °C durante 3 horas.

Polimerizacion de Propionato de Vinilo por emulsion:

Se sigui6 el proceso de polimerizacion por emulsion via FRP. La reaccion se llevo a cabo en un
reactor Batch de 250 ml, utilizando para la fase acuosa un volumen de 150 ml de agua destilada,
con una concentracion de Dodecilsulfato Sodico 33.3 g/L, mientras que para la fase dispersa se
agregd un volumen de 20 ml de Propionato de Vinilo con 0.350 g de iniciador (KPS). La sintesis
se realiz6 a una velocidad de agitacion de 500 rpm a una temperatura de 60+2 °C durante 3 horas.

Copolimerizacion de Estireno-Propionato de Vinilo

Se sigui6 el proceso de polimerizacion por solucion y por emulsion via FRP. La reaccion se llevo
acabo en un reactor Batch de 250 ml, utilizando 150 ml de MEK para el caso de solucién y 150
ml de Agua destilada, con una concentracion de Dodecilsulfato Sodico de 33.3 g/L para la fase
acuosa, mientras que para la fase dispersa se agregd una mezcla de mondémeros tanto para
emulsién como para solucion; 15 ml de estireno con tres variaciones de propionato de vinilo en
cada reaccion; 2:1, 4:1, 1:1 porcentaje en peso con respecto al estireno, agregando al sistema
BPO y KPS para cada caso: 350 g, a T: 60°C. La sintesis se realizé a una velocidad de agitacion
de 500 rpm durante 3 horas.

Purificacion del polimero

Para los polimeros por emulsion, se agrega 0.5 g de Cloruro de Sodio, se disuelve en la muestra.
El liquido es decantado para llevar a evaporacion. Posteriormente se agregan 10 ml de Tolueno
para disolver y finalmente se agrega metanol a una relacion 1:1.5, se decanta dejando el solido
secar a 40 °C. Para los polimeros por solucion, inicamente se lava con 80 ml de metanol frio para
eliminar el disolvente y se deja secar a 40 °C.
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Resultados
Tabla 1. Condiciones de operacion para reacciones (S-Estireno, PV-Propionato de Vinilo) de la figura 2
REACCION RELACION Condiciones %Solidos REACCION RELACION Condiciones %Solidos
MOL S-PV MOL S-PV
RXN2 PV 500 rpm, 13 % RXN 8 4:1 500 rpm, 10%
Solucién 60°C, 0.35g Emulsion 60°C, 0.35g
BPO, 150 KPS, 150 ml
ml MEK H20-D, 5¢g
SDS
RXN 10 S 500 rpm, 12% RXN 7 2:1 500 rpm, 11%
Solucién 60°C, 0.35¢g Emulsion 60°C, 0.35¢g
BPO, 150 KPS, 150 ml
ml Tolueno H20-D, 5¢g
SDS
RXN 4 4:1 500 rpm, 12% RXN 3 1:1 500 rpm, 15%
Solucién 60°C, 0.35¢g Emulsion 60°C, 0.35¢g
BPO, 150 KPS, 150 ml
ml MEK H20-D, 5g
SDS
RXN 3 2:1 500 rpm, 14% RXN 1 S 500 rpm, 10%
Solucién 60°C, 0.35g Emulsion 60°C, 0.35g
BPO, 150 KPS, 150 ml
ml MEK H20-D, 5g
SDS
RXN 5 1:1 500 rpm, 18% RXN 6 PV 500 rpm, 11%
Solucién 60°C, 0.35g Emulsion 60°C, 0.35g
BPO, 150 KPS0, 150
ml MEK ml H20-D,
5g SDS

En la experimentacion se realizaron 10 reacciones, las cuales involucraron diferentes volimenes
de Propionato de Vinilo y de Estireno de acuerdo de relaciones molares. Se mantuvieron
constantes las condiciones de operacion para analizar o los efectos en la polimerizacion.

60

40

20

RENDIMIENTO REACCION DE POLIESTIRENO

RXN 10

RXN 1

Figura 1. Grafico de rendimiento de la reaccion poliestireno, (RXN 10 por solucion, RXN 1 emulsion)

En las reacciones donde se utilizo inicamente estireno como mondémero, se obtuvieron mayores

rendimientos para la polimerizacion por solucion que por emulsion como se muestra en el grafico

1, principalmente porque el solvente puede afectar al producto polimerizado ademas que el

método de purificacion por emulsion es un poco mas riguroso lo que hace disminuir
considerablemente el rendimiento.
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Figura 2. Grdfico de rendimiento de reacciones por solucion y emulsion.
Vemos en la figura 2 que los mds altos rendimientos obtenidos son en las reacciones donde
involucra el mayor porcentaje en mol de estireno, excepto para la rxn 1 por emulsion ya que, por
ser ligeramente soluble en agua, por lo que tiende a perderse el mayor porcentaje en solidos de
mondémero durante la purificacion. Es claro que, en las copolimerizaciones por emulsion, los
rendimientos decrecen con el aumento de monémero de vinilo.
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ato de Vinilo por solucion.

Figura 3. Espectro de Infrarrojo de Propion
La figura 3 muestra el espectro de IR para la rxn 2, la cual es propionato de vinilo polimerizado,
podemos apreciar la presencia algunos grupos funcionales como lo es el grupos metilo en la senal
de 2930, lo cual, confirma la sefial de 1400 la presencia de un grupo CH, asi como se observa la
presencia de un grupo C=O0 en la sefal de 1726, lo cual pertenece a un aldehido confirmado por
las sefiales entre 1200 y 1000. La sefial de 700 nos indica la presencia de un grupo propilo. Por lo
cual se puede comprobar la polimerizacion llevada a cabo.
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Figura 4, Espectro de Infrarojo Propionato de Vinilo monomero destilado.
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En la figura 4 se puede reafirmar purificacion del monémero de Vinilo logrando eliminar sus
inhibidores, de los cuales principalmente se encontraban hidroquinonas como inhibidores. Por lo
tanto, en el espectro no se ve ningun tipo de seiial de algiin compuesto ciclico.

Tabla 2. Tabla comparativa de pesos moleculares promedio en peso por viscosimetria (a 25°C)

Reaccion Peso Molecular Peso Molecular
kg/mol (Mv) kg/mol (MW)

RXN 10 2,582 3,098.9

RXN 4 978.6 1,174.4

RXN 3 256.7 308.1

RXN 5 2,520 3,024.1

En la tabla 2 se puede apreciar que se obtuvo un peso molecular mas elevado para la reaccion por
solucion donde involucra tnicamente estireno, en las copolimerizaciones, con el aumento del
porcentaje en solidos de mondémeros, disminuye el peso molecular, en el momento que se igualan
las cantidades molares, los pesos moleculares incrementan.

Conclusiones

Es importante mencionar que por emulsion se obtuvieron bajas conversiones por la vida ttil que
presenta el iniciador. Esto determina la iniciacion y propagacion de la reaccion puesto que su
funcion es generar radicales libres y, por lo tanto, limita la conversion.

Se logro sintetizar copolimeros por emulsion con mayores rendimientos con la disminucion de
concentraciones de mondmero de vinilo. Ademads, que es importante asegurar la formacion de
una concentracion micelar adecuada para garantizar el medio adecuado de la reaccion.
Finalmente se pudo notar que los rendimientos de las polimerizaciones de estireno son mas
elevados por polimerizacion por solucion que por emulsion esto debido al tipo de purificacion
que se debe llevar a cabo para cada una de las diferentes técnicas.
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Resumen
Se realiz6 un proceso de polimerizacion por el método de emulsion, con el objetivo de conocerlo,

entender su importancia ya que se utiliza para la produccion industrial de varios polimeros
comercialmente importantes. Se utiliz6 un reactor enchaquetado tipo batch y como medio
continuo agua, el tiempo de reaccion fue de 3 horas a 85°C y agitacion a 500 rpm, persulfato de
potasio (K,S,0g) como iniciador, dodecil sulfato de sodio (NaC;,H,5SO4) como tensoactivo,
agua destilada H;O como solvente. De los polimeros obtenidos se determin6 el peso molecular
por la técnica de viscosimetria capilar, dando como resultado el homopolimero de estireno (S) un
peso molecular en peso (Mw) tedrico de 1215600 g/mol, los copolimeros de estireno (S) con
diferente porcentaje de metacrilato de metilo (MMA), al 5% con Mw de 254400 g/mol, al 10%
con Mw de 195900 g/mol, al 15% con un Mw teorico de 129300 g/mol, asi como el copolimero
de estireno (S) con acetato de vinilo (VA) al 5% con Mw teérico de 371000 g/mol. Se determind
el peso molecular por la técnica de viscosimetria capilar utilizando tolueno como solvente a
25°C, encontrando que al aumentar el porcentaje de monémero polar el peso molecular en peso
obtenido fue menor.

Abstract

A polymerization process was carried out by the emulsion method, in order to know it, to
understand its importance since it is used for the industrial production of several commercially
important polymers. A batch type batch reactor was used and as a continuous water medium, the
reaction time was 3 hours at 85 ° C and agitation at 500 rpm, potassium persulfate (K,S,0s) as
initiator, sodium dodecyl sulfate (NaC;,H,sSO4) as surfactant, H,O distilled water as solvent.
From the obtained polymers, the molecular weight was determined by the capillary viscometry
technique, resulting in the styrene homopolymer (S) a theoretical molecular weight (Mw) of
1215600 g / mol, the copolymers of styrene (S) with different percentage of methyl methacrylate
(MMA), 5% with Mw of 254400 g / mol, 10% with Mw of 195900 g / mol, 15% with a
theoretical Mw of 129300 g / mol, as well as the styrene copolymer (S) with 5% vinyl acetate
(VA) with theoretical Mw of 371000 g / mol. The molecular weight was determined by the
capillary viscometry technique using toluene as a solvent at 25 ° C, finding that when the
percentage of polar monomer increased, the molecular weight in weight obtained was lower.
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Introduccion
Generalidades

Los polimeros son un tipo particular de macromolécula, que se caracteriza por tener una unidad
que se repite a lo largo de la molécula. Por lo tanto, los polimeros son formados por la union de
moléculas maés pequefias llamadas monoémeros. Las pequefias moléculas (mondmeros) se
combinan entre si mediante un proceso quimico, llamado reaccion de polimerizacion. En un
determinado polimero, si todas las unidades monoméricas son idénticas este se Ilama
homopolimero, pero si este procede de dos 0 mas mondmeros recibe el nombre de copolimero.
Los polimeros juegan un papel importante dentro de las necesidades del consumo humano en la
actualidad. Es por esto, que los cientificos durante muchos afios han trabajado en la modificacion
de propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos, con el fin de producir materiales diversos
segun la aplicacion que requieran. En el campo de produccion de polimeros, a través del tiempo
se ha venido trabajando en la blisqueda de procesos de sintesis, esto para buscar mejorar las
propiedades finales del polimero o para buscar un mejor proceso industrial de sintesis de éste. [1].

Obtencion de Polimeros sintéticos
Meétodos de polimerizacion

Los métodos mas importantes para la obtencion de polimeros son: la poliadicion y la
policondensacion.

- Policondensacion: Método de polimerizacion en el cual los mondémeros reaccionan a
través de grupos quimicos. Ademas del polimero, se producen también moléculas de
peso molecular pequeio (ejemplo: agua).

- Poliadicion: Método de polimerizacion en el cual los mondmeros se unen quimicamente
unos a otros a través de un sitio activo (radical libre, anidn, cation). Este método es el
utilizado en el presente trabajo de investigacion.

Polimerizacion radicalica

La polimerizacion por radicales libres o radicalica es un tipo de poliadicion, el cual es un
proceso con mucha utilidad para una diversidad de productos comerciales. Mas del 50% de los
polimeros sintetizados a nivel mundial se generan por esta via. De las ventajas que presenta la
polimerizacion por radicales libres es que es altamente tolerante a impurezas, se puede llevar a
cabo en presencia de agua, tolerante a una amplia variedad de grupos funcionales y escalable a
nivel industrial. Ejemplos de procesos de polimerizacion radicéalica son la polimerizacién en
masa, solucion, suspension y la polimerizacion en emulsion (utilizada en éste proyecto).

e Polimerizacién en solucion
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En este proceso se usa un disolvente en el cual tanto el mondomero como el polimero son
solubles. El uso de solventes elimina la alta viscosidad que se genera durante el crecimiento del
polimero y permite una mejor disipacion de calor. Por otro lado, la eleccion del disolvente debe
ser apropiada (solubilidad y viscosidad). Si el disolvente es poco viscoso, podria favorecer la
formacion de cadenas de bajo peso molecular.

e Polimerizacion por emulsion

En este proceso de polimerizacion el mondmero es insoluble en el medio continuo y es
suspendido para formar gotas de emulsion estabilizadas usando surfactantes (tensoactivos). Los
iniciadores usados son solubles en agua (o en el solvente) en contraste con la polimerizacion en
suspension, de tal modo que el proceso de polimerizacion no se da en las gotas, sino en unos
entes formados por el surfactante llamados micelas, que son alimentadas por el monémero que
viaja por difusion a través del medio. [2].

El desarrollo de la polimerizacion por emulsion se debe a Harkins precursor (1947), Smith &
Ewarth (1948) que aportaron la matematica del proceso y Gardon quien la definié como un
proceso de 3 Intervalos (1968).

e Concentracion micelar critica (CMC)

En solucion, los tensoactivos tienden a ubicarse en las interfaces del sistema, quedando muy
pocos en solucion, de tal modo que la concentracion de saturacion es baja. Si se sigue
aumentando la concentracion de tensoactivo, estos no precipitan, sino que se asocian entre ellos
formando unas estructuras llamadas micelas. Estas estructuras se forman debido a que la parte
liofobica de la cadena prefiere asociarse con otras partes liofobicas, que permanecer en solucion.
La concentracion a la cual ocurre este fendmeno (inicio de formacion de micelas) es conocida
como Concentracion Micelar Critica (CMC).

Caracterizacion

Peso Molecular

En altos polimeros, las moléculas individuales varian ampliamente en el nimero de atomos que
contienen y, por ello, en el peso molecular. A causa de esta variacion debe usarse un promedio
para caracterizar una muestra particular de un polimero. Los dos promedios mas comunmente
usados son el peso molecular promedio (Mn), en el cual se encuentra la masa total de las cadenas
poliméricas y se divide entre el niimero de cadenas presentes; y el peso molecular promedio en
peso (Mw), en el cual cada molécula contribuye a la medida final de acuerdo con su tamafo.

> ni*Mi’ " > ni*Mi My 2N MT
— n= =

- ZHi*Mi (2) Zni (3) Zni*Miz

Mw
(1)

e Distribucion de peso molecular
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La medicion del ancho de la distribucién es la relacion entre el peso molecular promedio
numérico y el peso molecular promedio en peso. Esta relacion es la polidispersidad (PDI o D)

MW

M, 4
Para los polimeros comerciales, PDI esta entre 2 y 40. En los polimeros sintetizados por via
radicalica, los valores van de 2 a 3.

e Grado de polimerizacion

Una propiedad importante relacionada con el peso molecular y la cristalinidad del polimero es el
grado de polimerizacion, que se define como el nimero de unidades monoméricas que se unen
para formar una cadena (n).

e Peso molecular promedio de viscosidad

En soluciones viscosas, la medicion es el peso molecular promedio de viscosidad (Mv). La
determinacion se lleva a cabo por medio de la medicion de viscosidad intrinseca en solucion
diluida, ya que los polimeros vuelven viscosa una solucion cuando se les disuelve en un
disolvente, forzando a las moléculas del disolvente a moverse més lentamente al igual que ellas.

Cuanto mayor es el peso molecular, mas viscosa sera
., . / 19 1/a L. .
la solucion. Este meétodo 7 _ [Zw Maj|]"d_ [ZNer ]] es barato, rapido y de rutina
[ xiH =
basica. ! Z N M,
(5)

Donde a es una constante dada para cada polimero y se encuentra entre 0.5 a 1.0.

El presente trabajo de investigacion esta enfocado en el estudio de la copolimerizacion del
estireno (S) con metacrilato de metilo (MMA) mediante el proceso en emulsion a diferentes
porcentajes de mondmero, asi como la copolimerizacion del estireno (S) con acetato de vinilo
(VA) con el fin de analizar su eficacia en la obtencion de polimeros sintetizados en laboratorio e
industrialmente. Se obtuvo el homopolimero de estireno (S). Posteriormente se obtuvieron los
copolimeros a diferente porcentaje en peso de los mondmeros (5, 10 y 15% de metacrilato de
metilo MMA), siempre con estireno (S) en mayor proporcion, poniendo especial atencion en la
influencia del porcentaje en solidos en el peso molecular del polimero final. Para caracterizar, se
determinod el peso molecular por la técnica de viscosimetria capilar y la ecuacion de Mark-
Houwink.

Metodologia
Polimerizacion

La obtencion de los copolimeros de estireno (S) y metacrilato de metilo (MMA), asi como el
copolimero de estireno (S) y Acetato de vinilo (VA) fue obtenido mediante una polimerizacion
en emulsion via radicales libres convencionales (FRP). Para dicha reaccion se utilizo un reactor
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enchaquetado tipo batch y como medio continuo agua. Los mondmeros estireno, metacrilato de
metilo (MMA) y acetato de vinilo (VA) asi como el dodecil sulfato de sodio (NaC;,H,5SO4)
(surfactante), persulfato de potasio (K,S,0s), fueron adquiridos de alta pureza (Sigma-Aldrich).
Metanol (Grado RA, Merk). En todas las reacciones realizadas se utilizaron 20 mL de monoémero,
ajustando segun el homopolimero o copolimero a realizar la cantidad de mmol de cada
monomero a adicionar, manteniendo constante la cantidad de iniciador (7.97 mL de persulfato de
potasio K,S,0g al 0.68%), de tensoactivo o surfactante (25mL de dodecil sulfato de sodio
NaCj,H,5SO04 al 3.56%) y el solvente (32.55mL de agua destilada H,O). Ademéas se mantuvo
constante la temperatura de reaccion (85 °K), la velocidad de agitacion fue de 500 rpm y el
tiempo de reaccion de 3 h.

e Purificacion del polimero

Con el proposito de purificar el polimero la emulsion obtenida se sometié a un proceso de
desestabilizacion por adicion de sales, adicionando 1g de Cloruro de sodio NaCl, enseguida se
filtr6 al vacio, se sometieron a evaporacion por calentamiento en parrilla las aguas madres por 30
min. A continuacién el s6lido obtenido se depositd en un matraz y se adiciond Tolueno
(metilbenceno C¢HsCHs) aproximadamente 50 mL hasta disolver el polimero presente, se
decant6 la solucion, para eliminar residuos so6lidos no deseados. A continuacion se adiciond
lentamente y agitando metanol CH3;OH aproximadamente 50 mL hasta precipitar el polimero y
extraerlo del recipiente por decantacion. Se pes6 en balanza analitica el producto obtenido y se
sometid a secado en estufa a 60°C por 48 h para posteriormente pesar de nuevo y calcular el
rendimiento.

e Obtencion del peso molecular

La determinacion de los pesos moleculares de viscosidad (Mv) y en peso tedrico (Mw) del
homopolimero y los copolimeros se realizé por una técnica de viscosimetria capilar utilizando un
viscosimetro de Ostwald ntimero 150 y la ecuaciéon de Mark-Houwink. El solvente utilizado fue
tolueno a tempertura de 25°C.

[n] = K'M*

Figura 2. Ecuacion de Mark-Houwink
Donde:
[n]= Viscosidad intrinseca.
K= Constante de Mark Houwink (depende del polimero y solvente)
o= Constante de Mark Houwink (depende del polimero y solvente)
M= Viscosidad promedio o Peso molecular promedio en numero

Resultados y discusion
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Tabla 1: Homopolimero PS 100 %

Concentracion e Nsp Tiak
Nred (Tl SP/C) (ln
(g/mL) (t10)  (t-t0/t0) w0
0.002 1.6612  0.6612  330.6257  253.7856
0.001 1.4119 0.4119 411.8764 3449196
0.0005 1.2018  0.2019  403.6355 367.6704
0.00025 1.1221  0.1221  488.6204 461.0041

Gridfica 1: Homopolimero PS 100 %

Grafica de Viscosidad inherente y reducida vs

600 Concentracion de PS (100) en Tolueno
= » e 1IN
B 400 7(‘% y=64 4415+ 195.74
> ) R?= 02285 red
£ 200 '
= y =46.574x +292.25
0 R:0'ggE4 Lineal

0.002 0.001 00005  0.00025 (ninh)
Concentracion (g/mL)

Tabla 2: Homopolimero PS 100 %

a K Mv Mw
[m] (Tolueno PS(107-3) ((Iml/KY*1/0)) (1.2Mv)
a 298°K) (g/Mol) (g/Mol)
195.74  0.62 37 1013000 1215600

s
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El Peso molecular en peso teorico (Mw) fue de 1215600 g/Mol lo cual es un peso molecular
bastante alto. Se realizo el mismo procedimiento para cada copolimero, mostrando los resultados

resumidos en la tabla 4.
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Tabla 4: Comparativa

Mw (tedrico)

Polimero Proporcion My (g/Mol) (g/Mol)

PS 100 1013000 1215600
PS-PMMA 95-5 212000 254400
PS-PMMA 90 -10 163200 195900
PS-PMMA 85-15 107800 129300
PS - PVA 95-5 309100 371000

Se realizaron tablas de resultados y graficas para cada copolimero y con los datos obtenidos de
Mv se procedio a calcular el peso molecular en peso teorico y se realiz6 la tabla comparativa
donde se puede observar que al incrementar el porcentaje del mondémero polar (MMA por
ejemplo) el peso molecular viscoso Mv disminuye, por lo cual se concluye que el peso molecular
en peso Mw (tedrico) también diminuira.

Conclusiones
En copolimeros de estireno al aumentar el porcentaje de mondémero polar el peso molecular en

peso (Mw) disminuye. El proceso de polimerizaciéon por emulsion es complejo, ya que el
surfactante provoca impurezas en el polimero y por ello se requiere el procedimiento de
purificacion del polimero descrito en el procedimiento, sin embargo los pesos moleculares altos
son dificiles de obtener en emulsion por lo cual dio como resultado polimeros con pesos
moleculares excelentes.
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Resumen
El sulfuro de molibdeno es un mineral semiconductor (MoS,-Molibdenita) del tipo 2D y

transparente, de estructura laminar analoga al grafito; al contener una ldmina de dtomos de Mo
por dos de S con enlace principalmente covalente; al formar capas existen interacciones de Van
Der Waals entre éstas. Se reporta la energia de banda prohibida para el MoS, de 1-2 eV lo cual
permite que una sus principales aplicaciones sea como extractor de huecos en celdas solares. En
este trabajo se emplean distintos precursores de Mo y de S en la sintesis via hidrotermal del
MoS;; se reporta que éste método es empleado ampliamente para la obtencion de diversas
nanoestructuras de semiconductores, al tener ventajas sobre el control de la morfologia y las
condiciones no complejas de sintesis como temperatura, atmosfera, tiempo de reaccion, entre
otras. Lo anterior tiene como finalidad concluir el efecto del precursor en las caracteristicas
finales del MoS, tales como fases cristalinas, morfologia, niveles energéticos y resistencia
eléctrica.

Palabras clave: Semiconductor, TMD, MoS>, nivel energético.

Introduccion
Los avances en materiales 2D son liderados por algunas de las principales formas

alotropicas del carbono, como lo son: el fullereno con su forma esférica, que impulséd
inicialmente en 1985 [1] la busqueda de materiales en capas y como resultado, el grafeno [2] con
su forma plana-hexagonal, es el principal exponente. Desde su aislamiento en 2004, los
investigadores han descubierto cientos de materiales bidimensionales (2D), que tienen una o
varias capas atomicas de grosor y tienen propiedades de alto interés como una resistencia
excepcional, una gran movilidad de electrones o capacidades reactivas excepcionales brindando a
sus aplicaciones nuevas y unicas propiedades y funciones atribuibles a la escala (1-100) nm [3].
Los TMDs (Transition Metal Dichalcogenoides) son ejemplo de materiales 2D; siendo
compuestos de estructura X-M-X donde M es un metal de transicion del bloque d (V, Cd, W, Zn,
Mo) y X es el dicalcogenuro (S, Se, Te). Esto es, son tres laminas: dos laminas de atomos de
dicalcogenuro por una lamina de atomos de metal, ésta ultima se encuentra ubicada entre las
primeras, empaquetadas a modo de “sandwich”, el enlace X-M es covalente. Es asi como se
forma una lamina con celdas hexagonales de analogia estructural al grafeno, a medida que el
numero de laminas aumenta y se forman capas, similar a la formacion del grafito, el enlace entre
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laminas serd de tipo Van Der Waals. Lo que explica las propiedades y aplicaciones de los TMDs
en la dptica, electronica, catalisis, lubricantes, entre otras. El MoS, es un TMD semiconductor y
posee ademas de una estructura laminar, sitios activos en centro del hexagono, entre el enlace
Mo-S, sobre el Mo y sobre S, lo que le brinda aplicaciones de catalisis [4]. También, se reportan
valores de banda prohibida para el MoS; en bulto (indirecta) y monocapa (directa) de: ~1.2 eV y
~1.85 eV, respectivamente.

El método hidrotermal se reporta para la obtencion de diversas nanoestructuras de
semiconductores, al tener ventajas sobre el control de la morfologia y las condiciones no
complejas de sintesis como temperatura, atmosfera controlada, tiempo de reaccion, entre otras.

Metodologia
Como ya se menciono, la sintesis del MoS; se realizé cambiando las fuentes de los precursores

tanto de azufre como de molibdeno, los reactivos empleados se enlistan en la tabla 1.

Tabla 1 Lista de precursores de Moy S

Precursor de Molibdeno Precursor de Azufre
(NH4)sM0,0,4°4H,0 CHJN,S
(Molibdato de amonio) (Tiourea)
MoOs C,HsNS
(6xido de Molibdeno) (Tioacetamida)

Na,Mo0,-2H,0
(Molibdato de sodio)

Entonces, al combinar entre si las fuentes de molibdeno con las fuentes de azufre, se obtuvieron
seis distintos materiales de MoS;, denominados grupos y se nombraron como se tabula a
continuacion:

Tabla 2 Grupos resultantes al combinar los diferentes precursores

Grupo A Grupo D

e CH4N,S e C,HsNS

e (NHg)Mo0,0,4,°4H,0 e (NHg4)sMo0;0,,°4H,0
Grupo B Grupo E

o CHyN,S e C,HsNS

° MoO; o MoO;
Grupo C Grupo F

e  CH4N,S o  C,HsNS

° Na,Mo0,4-2H,0 ° Na,Mo0,-2H,0

Los precursores se disolvieron por separado en un volumen total de 0.036 L. Una vez lograda la
disolucioén total de cada precursor, mediante el empleo de agitacion magnética por 5 minutos y
sonicacion por 3 minutos, se mezclaron para agitar magnéticamente por 5 minutos mas. Al
término se coloco la disolucion en el interior de un vaso de teflon y éste en el interior del reactor
hidrotermal, cerrandolo herméticamente.
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El reactor fue dispuesto en el interior de un horno previamente llevado a la temperatura de
reaccion, 220 °C. La reaccion transcurrié en 6 horas, una vez transcurridas el horno se apag6 para
continuar con el enfriamiento natural del reactor.

Al tener el material frio y de apariencia negra con brillo metélico se procedi6 con el proceso de
lavado alternando agua y etanol, entre cada lavado el material se sonico6 por 5 minutos y
centrifugd por 10 minutos a 4 000 rpm. El proceso de lavado se llevé a cabo por 4 ocasiones.

Al tener completamente seco el material, se procedidé con la molienda y resguardo del mismo
para su posterior caracterizacion y evaluacion electroquimica.

La caracterizacion se inicié con la medicion de la difraccion de rayos X en el equipo Rigaku
Ultima IV X-Ray diffreactometer (CuK-radiation k=0.154 nm), se midi6 fotoluminiscencia (PL)
con longitud de onda incidente de 450 nm brindada por una lampara de Xenon, en el interior del
espectrofluorometro FS5 de Edinurgh instruments, voltamperometria ciclica (VC) vy
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) en el Potenciostato/Galvanostato biologic
modelo SP-150 con Software Ec-Lab V10.19, V10.19, y una celda de tres electrodos (como
contraelectrodo (CE) se us6 alambre de Pt, como electrodo de trabajo (WE), se utilizd un
electrodo de carbdn vitreo y como electrodo de referencia (RE) Ag/AgCl en KCI1 3.5 M). Esto
con la solubilizaciéon previa del MoS; en H,SO4 al 20% y en un intervalo de 1.5 a 0 V a 100
mV/s.

Resultados

De los resultados obtenidos mediante XRD (figura 1) se demuestra la obtencion de MoS;
en su estructura cristalina de 2H y 3R por la obtencion de los picos caracteristicos en el
difractograma (14.4, 32.8 y 58.3) © asi como otros picos correspondientes a impurezas, productos
secundarios o bien, reactivos sin reaccionar.
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Figura 3 Difractograma de los distintos MoS, sintetizados
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En los resultados de TEM (figura 2) podemos observar que no existe ningun efecto en el empleo
de distintos precursores de Mo, caso contrario en la fuente de S, donde si hay cambio en el
tamafio de las nanohojas de todos los grupos, disminuye en el empleo de muestras con
Tioacetamida. En el empleo de Tiourea, existe un efecto de aglomerado en dos de los grupos B y
C, mientras que la morfologia en el grupo A, no sélo es nanohojas sino también nanoparticulas.

Figura 2 Morfologza de MoS, sintetizados obtenida medlante TEM
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Los resultados en la evaluacion de VC para la determinacion de las bandas de valencia (BV) y
banda de conduccion (BC) y, en contraste con PL, para la evaluacion de la banda prohibida se
muestran en la tabla 3. Se observa una tendencia de los diferentes grupos en formar banda
prohibidas directas o en monocapa, el grupo y combinacion con la banda prohibida menor es el A
con la combinacion de CH4N,S y (NH4)sM070,4'4H,0.

Tabla 3 Valores de banda de energia, niveles energéticos y longitudes de onda de
emision para los distintos MoS2-grupo obtenidos por VC (verde) y PL (azul)

. BV/BC Bar-ld.a Longitud de onda Bal,ld,a
Material V) prohibida de emisi6n (nm) prohibida
(eV) (eV)
MoS; -A -5.30/-3.84 -1.46 542 -2.29
MoS, -B -5.30/-3.80 -1.51 541 -2.30
MoS, -C -5.45/-3.84 -1.61 539 -2.30
MoS; -D -5.52/-3.84 -1.67 541 -2.29
MoS, -E -5.54/-3.86 -1.68 541 -2.29
MoS, -F -5.51/-3.84 -1.67 550 -2.25

En la figura 3 podemos observar el espectro de impedancia de los materiales obtenidos, por la
forma del espectro se concluye que la resistencia es minima, dado que el material no presenta
interaccion con el medio electrolitico, por lo que es un buen conductor.
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N
T v MoS E
¥ 40004 « MosC
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Figura 3 Espectros de impedancias de los MoS) sintetizados
Conclusiones
El MoS; es de los minerales semiconductores mas empleados por sus diversas aplicaciones lo que
hace que sintetizarlo via hidrotermal sea favorable en cuanto a costo-beneficio. Se obtuvo el
MoS; por el método hidrotermal con distintos precursores de azufre y molibdeno. Se logrd la
estimacion de los niveles energéticos y de los distintos MoS; sintetizados mediante técnicas
electroquimicas y de fotoluminiscencia. Concluyendo que el molibdato de amonio en
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combinacion con la Tiourea disminuye el band gap. Asi como la Tiourea afecta en la morfologia
al obtenerse nanoparticulas, adicionales a las nanohojas, asi como promover aglomeracion en los
dos grupos adicionales que la contienen. En el caso de los grupos con Tioacetamida el tamafio de
los cristales es disminuido. No se observa efecto en el empleo de distintas fuentes de Mo.
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Resumen

La enfermedad de Chagas es una infeccion causada por el parasito Tripanosoma cruzi, esta
condicion se caracteriza por presentar en su fase aguda sintomas generales como fiebre y fatiga, y
en su fase cronica genera afecciones al corazon. Actualmente el tratamiento principal se enfoca
en farmacos antiparasitarios, cuya alta toxicidad se ha observado en periodos prolongados de
administracion; hasta la fecha no hay vacuna contra la enfermedad. 7. cruzi se caracteriza por
evadir al sistema inmune afiadiendo 4cido sialico a su superficie; este acido sidlico es obtenido
del hospedero por la accion de una enzima llamada transialidasa (TcTS). Debido a que el humano
carece de proteinas similares a esta, la hace un blanco potencial para el disefio de una vacuna. En
este proyecto de investigacion, se trabajo con el constructo pTrcHis-A-TcTS en el cual se
encuentra insertado el marco de lectura abierto del sitio catalitico de la enzima TcTS. Mediante la
técnica de mutagénesis sitio dirigida, se generd una biblioteca de mutantes y usando un método
colorimétrico el cual nos permitié medir la actividad relativa de la tran-sialidasa, se identifico una
mutante inactiva. El DNA plasmidico de dicha mutante sera aislado para confirmar la presencia
del gen en el constructo y posteriormente identificar las mutaciones mediante secuenciacion. La
expresion y purificacion de la enzima TcTS con actividad nula, nos permitira realizar estudios en
los que se determinara la capacidad para inducir una respuesta inmune protectora contra la
enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Chagas; Trypanosoma cruzi; transialidasa; dacido sialico.

Introduccion

La tripanosomiasis americana (enfermedad de Chagas) es una zoonosis parasitaria causada por
Tripanosoma cruzi, éste parasito flagelado es transmitido por el insecto Triatominae. La
tripanosomiasis es una enfermedad endémica en gran parte de Latinoamérica. Sin embargo, en las
ultimas décadas se ha observado con mayor frecuencia en los Estados Unidos de América,
Canada, muchos paises europeos y algunos del Pacifico Occidental. Segiin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se calcula que hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas a nivel
mundial y se diagnostican aproximadamente 40,000 casos nuevos cada afio [1-2]. En la
Republica Mexicana se ha reportado que 19 de las 31 especies endémicas de Triatominae se
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encuentran infectadas por 7. cruzi incrementando la posibilidad de transmision. El reservorio
natural del parasito lo constituyen los armadillos, marsupiales (tlacuaches), roedores, murciélagos
y primates silvestres, ademas de ciertos animales domésticos como perros, gatos, incluso ratas y
coballos [3].

En el humano, 7. cruzi causa linfadenopatias, cefalea, salpullido, y fiebre pero también causa
miocarditis, arritmia y falla cardiaca llegando a ser mortal. Asi mismo provoca dafios
irreversibles en aparato digestivo y sistema nervioso periférico. En la fase aguda de la
enfermedad se genera un proceso inflamatorio agudo, destruccion de células musculares y de
células nerviosas [4-5].

El tratamiento contra la tripanosomiasis es la administracion de benznidazol y/6 nifurtimox.
Ambos medicamentos son eficaces en el tratamiento de la enfermedad si se administran en etapas
tempranas de la infeccion. Sin embargo, su eficacia disminuye a medida que transcurre el tiempo
debido a la resistencia del parésito. Ademas el tratamiento es costoso y altamente toxico si se
administra por periodos prolongados y no se puede administrar a mujeres embarazadas [6-7].
Actualmente no hay vacunas contra la enfermedad de Chagas por lo que es necesaria la busqueda
de tratamientos alternativos para combatir las infecciones por este parasito.

T. cruzi contiene una enzima llamada Transialidasa unida a su membrana por un enlace
glicofosfatidilinocitol. Ya que 7. cruzi es incapaz de sintetizar acido sialico de novo lo obtiene de
los glicoconjugados del hospedero mediante dicha enzima. La actividad de la Transialidasa de
Tripanosoma cruzi (TcTS) se describio por primera vez en 1992 por Schenkman y cols [8].

Se ha demostrado que cuando 7. cruzi emerge de las células del hospedero, contiene muy poco o
nada de dacido sialico en su superficie. Sin embargo, rdpidamente después de entrar en
circulacion, expresa en su membrana la TcTS la cual se encarga de recubrir la superficie del
parasito con acido sidlico anadiéndolo a los residuos que contienen a-galactopiranosa en las
mucinas del parésito. Este mecanismo le permite al parasito evadir la respuesta inmune y también
escapar hacia el citoplasma, donde se replica [8-10].

La actividad de la TcTS ha sido bien estudiada y se ha confirmado que la presencia de
glicoconjugados ricos en 4cido sidlico le confieren al parasito resistencia a la actividad litica de
los anticuerpos favoreciendo la sobrevivencia del parasito. Ademas, el tratamiento del parasito
con un coctel de sialidasas lo sensibiliza a componentes liticos del complemento y la fagocitosis
del mismo se ve incrementada [11]. También, se ha demostrado que en células dendriticas, las
mucinas sialiladas del parasito promueven la inmunosupresion [12].

TcTS es una exo-o-sialidasa que pretenece a la familia 33 de las glicohidrolasas (GH33) de
acuerdo a la clasificacion de la base de datos del CAZy (Carbohidrate Active Enzyme Database;
http://’www.cazy.org/). Dado que no se han identificado proteinas similares a TcTS en humanos,
la convierte en un blanco para el disefio y/o desarrollo potencial de farmacos y vacunas.

En este sentido, estudios realizados anteriormente, han identificado la presencia de anticuerpos
anti-TcTS en humanos en estadios cronicos de la infeccion y la transferencia pasiva de
anticuerpos contra TcTS en un modelo de infeccidon murino, previene el dafio en multiples
organos causado por el parasito [13]. Avances en la tecnologia para la generacion de anticuerpos
monoclonales, han permitido determinar que anticuerpos especificos anti-TcTS reducen la
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infeccion de células en modelos in vitro. [13-14]. Dado que la TcTS es un factor de virulencia
que afecta células y organos del sistema inmune, su administracion en su forma activa en
humanos es poco recomendable.

En nuestro grupo de trabajo, se ha logrado realizar la expresion heteréloga de TcTS. También, se
ha logrado estandarizar un método colorimétrico para el estudio de la actividad enzimatica de la
TcTS y finalmente, mediante el uso de técnicas como mutagénesis sitio dirigida se ha generado
una mutante de la enzima TcTS carente de actividad de trans-sialidasa.

Por lo que en el presente proyecto, se pretende caracterizar plenamente a la mutante generada y
evaluar su inmunogenicidad con la posibilidad de desarrollar alternativas para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas.

Metodologia

Para la realizacion de los objetivos planteados, se utilizd la metodologia que se describe a
continuacion:

1.1 Cultivo de E. coli BL21-pGalKO

En el presente proyecto se trabajé con una cepa de E. coli BL21 deletante para la enzima f-
galactosidas. La cepa de E. coli BL21-fGalKO fue amablemente donada por el Dr. Josef
Voglmeir del Centro de Investigaciones en Glicomica y Bioingenieria de Glicanos de la
Universidad de Aglicultura de Nanjing, China. A partir de una alicuota se sembr6 en medio Luria
Bertani so6lido a 37 °C toda la noche, para obtener colonias aisladas. Se tom6 una colonia con la
que se inocularon 5 mL de medio LB liquido durante toda la noche a 37 °C.

1.2 Generacion de células competentes

Se tomaron 200 pL. de medio de cultivo previamente inoculado toda la noche y que contuvieran
E. coli BL21-BGalKO y se afiadieron a un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB fresco sin
antibidtico. Se incubd a 37 °C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad Optica
(0.D.600) de 0.6. Una vez alcanzada la O.D. deseada se colocd el cultivo en hielo por 10
minutos. Para posteriormente centrifugar la suspension celular durante 10 minutos a 4000 rpm a
4 °C. Se desecho el sobrenadante y se resuspendio la pastilla suavemente en buffer TB (solucion
de PIPES, CaCl,-2H,O y KCI, pH 6.7). Las células se colocaron nuevamente en hielo por 10
minutos. Se centrifugd la muestra nuevamente para recolectar las células, se descarto el
sobrenadante para finalmente resuspender la muestra en 1.6 mL de buffer TB, una vez
resuspendida la muestra, se afiadieron 112 puL. de Dimetilsulfoxido (DMSO) — TB DMSO 7% y
se realizaron alicuotas las cuales se conservaron a -70 °C hasta su posterior uso.

1.3 Transformacion de células E. coli BL21-pGalKO

Se utilizo el método de choque térmico, en donde las células competentes de E. coli BL21-
BGalKO se descongelaron y se anadieron 50 ng de pDNA —pTrcHis-TcTS-nativa 6 TcTS-
mutante. Posteriormente, el tubo se colocd en hielo durante 30 minutos y se did6 un choque
térmico a 42 °C por 45 segundos, regresando al hielo por 2 minutos, posteriormente se afiadié 1
mL de LB liquido y se incub6 a 37°C por una hora. Se sembraron las células en medio LB solido
adicionado con ampicilina y las placas se incubaron toda la noche a 37 °C. Se calculo la
eficiencia de transformacion a las 24 horas de incubacion.
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1.4 Ensayo de actividad enzimatica

Para la determinacién de la actividad enzimadtica, se siguié el método reportado por Reyes-
Martinez et. al. en 2013 [15] con modificaciones. Se utilizd suero fetal bovino (SFB) como
donador de acido sidlico y 5-bromo-4cloro-3indolil-B-D-galactopiranosido (X-Gal) (Sigma-
Aldrich) como aceptor a una concentracion final de 1mM. A esta mezcla de reaccion se
afiadieron 20 pL de sobrenadante que contenia la enzima recombinante y se incub6 1 hora y 6
horas a 25°C. Posteriormente se agregaron 4 uL. de la enzima B-galactosidasa de Kluyveromyces
lactis (Sigma), esta ultima remueve la galactosa del compuesto X-Gal favoreciendo la formacion
de complejos inddlicos lo que genera la aparicion de una coloracion azul (Esquema 1).
Posteriormente se determind su Absorbancia la cual se midi6é por espectrofotometria a 630 nm
(Epoch, BioTek). Cada reaccion se realizo por duplicado.

X-Gal

H
HOH ||
OH (8]
c Acivay,  Adido siklico- Xl ——bonoRIBR o  kido sidlico: X-Gal

T Br /'

W Q\
o TR
TeTS
Hy
OH

0 5,5 dibromo-4,4'-dicloro-indigo
Acido sialico

Esquema 1. Reaccion de colorimetria para la determinacion de la actividad de trans-sialidasa.

i-i—o

Resultados

En este proyecto se usaron las células competentes E. coli BL21-fGalKO para su transformacion
con el plasmido pTrcHis-TcTS-nativa y pTrcHis-TcTS-mutante (Figura 1); de las cuales se
obtuvieron las siguientes eficiencias de transformacion: TcTS nativa= 1.1x10* ufc/ug DNA,
TcTS mutante= 1.2x10° ufc/pg DNA.

Figura 1. Células de E. coli BL21 fGal KO transformadas con los constructos pTrcHis-TcTS-nativa (Derecha) y
pTrcHis-TcTS-mutante (Izquierda).
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Una vez obtenidos los cultivos transformados con el plasmido que contiene la secuencia
codificante para la proteina mutante y silvestre de la transialidasa se procedid a analizar la
actividad enzimatica con el método colorimétrico establecido, con esta metodologia se podran
obtener datos semicuantitativos tras la determinacion de la absorbancia a 630nm. En dicha
reaccion, la intensidad de la coloracion sera inversamente proporcional a la actividad de trans-
sialilacion. Esto es, que entre mas colorida este la muestra menor actividad presentard la enzima.
Se analizaron 20 colonias aisladas transformadas con el plasmido que contiene la secuencia
codificante para la proteina mutante; se tom6 como control negativo de actividad una reaccion sin
enzima y como control positivo una reaccion con la enzima silvestre de la transialidasa.

=2
Ensayo de actividad enzimética : 2:: .

+ Actividad enzimatica

1. 2 3 4 656 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Numero de muestra

Figura 2. Ensayo de actividad enzimatica para 20 colonias de E. coli BL21 Gal KO transformadas con el
plasmido codificante para la enzima transialidasa mutante.

De los datos obtenidos se saco un promedio, el cual se graficd y se determind su desviacion
estandar obteniendo asi la grafica con la actividad enzimética de las cepas mutantes de TcTS
(Figura 2). Esta grafica confirmo lo propuesto en el Esquema 1; en donde las enzimas mutantes
poseen menor actividad respecto a la enzima TcTS nativa, por lo tanto mayor absorbancia fue
observada. Con este resultado se identific6 una colonia de E. coli BL21-BGalKO que expresa una
mutante de la enzima transialidasa con el menor grado de actividad (Numero 17), la cual serad
usada en estudios posteriores.

Conclusiones

Se logro transformar células de E. coli BL21-GalKO para producir la enzima recombinante
TcTS nativa y mutante. Se determind la actividad enzimatica de dichas mutantes y se observo
que la mutante 17 es la que presenta menor actividad, por lo que se propone ésta podra ser usada
en estudios posteriores, por ejemplo, como antigeno para la produccion de anticuerpos para
combuatir la infeccion causada por 7. cruzi. Los resultados obtenidos de este proyecto representan
un avance hacia la generacion de tratamientos para combatir la tripanosomiasis Americana.

~—~=

]
112 J



L Semana de
@ 2 Innovacién,
] Q) Emprendimienta
2 O e Investigacién

Bibliografia

[11 OMS. La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana). (2017).

[2] Carabarin-Lima, A., ef al. Chagas disease (American tripanosomiasis) in Mexico: an update. Acta Trop 127, 126-
135 (2013).

[3] Ramsey, J.M., et al. Atlas of Mexican Triatominae (Reduviidae: Hemiptera) and vector transmission of Chagas
disease. Mem Inst Oswaldo Cruz 110, 339-352 (2015).

[4] CDC. Parasites — American Trypanosomiasis. (2016).

[5] Cabello, R.R. Microbiologia y Parasitologia Humana Bases etiologicas de las enfermedades infecciosas y
parasitarias, (2007).

[6] Ramsey, J.M., Elizondo-Cano, M., Sanchez-Gonzalez, G., Pena-Nieves, A. & Figueroa-Lara, A. Oportunity cost
for early treatment of Chagas disease in Mexico. PLos Negl Trop Dis 8, 2776 (2014).

[7] Garg, N. & Bhatia, V. Current status and future prospects for a vaccine against American trypanosomiasis.
Expert rev Vaccines 4, 867-880. (2005).

[8] Schenkman, S,.Jiang, M.S., Hart, G.W. &Nussenzweig, V. A novel cell surface trans-sialidase of Trypanosoma
cruzi generates a stage-specific epitope required for invasion of mammalian cells. Cell 65, 1117-1125 (1991).

[9] Schenkman, S. & Eichinger, D. Trypanosoma cruzi trans-sialidase and cell invasion. Parasitol Today 9, 218-222
(1993).

[10] Rubin-de-Celis, S.S., Uemura, H., Yoshida, N. & Schenkman,S. Expression of trypomastigote trans-sialidase in
metacyclic forms of Trypanosoma cruzi increases parasite escape from its parasitophorous vacuole. Cell Mcrobiol 8,
1888-1898 (2000).

[11] Tomlinson, S. & Raper, J. Natural human immunity to trypanosomes. Parasitol Today 14, 354-359 (1998).

[12] Erdman, H., Steeg, C., Koch-Nolte, F., Fleischer, B. & Jacobs, T. Sialilated ligands on pathogenic Trypanosoma
cruzi interact with Siglec-E (sialico acid-binding Ig-like lectin-E). Cell Microbiol 11, 1600-1611 (2009).

[13] Risso, M.G., Pitcovsky, T.A., Caccuri, R.L., Campetella, O. & Leguizamon, M.S. Immune system pathogenesis
is prevented by the neutralization of systemic trans-sialidase from Trypanosoma cruzi during severe infections.
Parasitology 134, 503-510 (2007).

[14] Buschiazzo, A,. et al. Trypanosoma cruzi trans-sialidase in complex with a neutralizing antibody:
structure/function studies towards the rational design of inhibitors. PLos Pathog 8, 1002474 (2012).

[15] Reyes Martinez JE, Sardzik R, Voglmeir J, Flitsch SL. 2013. Enzymatic synthesis of colorimetric substrates to
determine [alpha]-2,3- and [alpha]-2,6-specific neuraminidase activity. RSC Advances 3: 21335-8.  doi:
10.1039/c3ra44791j.

~—~=

]
113 J



L Semana de
@ T 2 Innovacién,
] Q) Emprendimienta
=8 O e Investigacién

OPTIMIZACION DE UN PROCESO DE FERMENTACION FED-BATCH PARA LA
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Resumen

Una de las estrategias a seguir para preservar los recursos fosiles y reducir el impacto ambiental
que conlleva su uso, es el empleo de materiales renovables tal como la biomasa, los cuales se
derivan de residuos agroindustriales y pueden ser aplicados en la produccion de biocombustibles
y otros productos quimicos de alto valor agregado. En particular, un producto quimico que puede
obtenerse de la utilizacion de la biomasa, es el acido lactico (AL). Recientemente, se ha puesto
gran interés debido a su potencial para la transformacion en acido polilactico (PLA), el cual se
considera un polimero biodegradable. En este trabajo se ha optimizado un proceso de
fermentacion tipo fed-batch empleando control 6ptimo. Se ha logrado maximizar la cantidad de
acido lactico producido controlando la velocidad de alimentacion al sistema. La optimizacion y
analisis del sistema, se ha llevado a cabo empleando herramientas computacionales tales como
GAMS Y Matlab. Finalmente, por medio de la simulacion y optimizacion del proceso se
determiné una cantidad maxima de é4cido lactico de 35.26 Kg por lote de fermentacion con un
rendimiento de 1.133 g AL/g glucosa.

Palabras clave: Acido lictico, fermentacién fed-batch, modelado dindmico, control éptimo

Introduccion

El acido léctico es uno de los 4cidos organicos mas importantes en el mercado debido a su amplio
campo de aplicacion en la industria y a su potencial como mondmero en varias conversiones
quimicas para producir otros productos. El acido lactico (AL) puede obtenerse por medios
quimicos o biotecnoldgicos, sin embargo, investigaciones recientes se han centrado en la
produccion de acido lactico por medios biotecnologicos, debido a su potencial para la
transformacion en acido polilactico (PLA) [1]. El acido polilactico se considera un bioplastico
con una amplia variedad de aplicaciones, como en la fabricacidon vasos, laminas y envases de
alimentos. También se ha utilizado en aplicaciones biomédicas, en sistemas de administracion de
farmacos, gracias a su biocompatibilidad y biodegradabilidad [2].

La produccion de acido lactico a escala industrial requiere la disponibilidad de materias primas
sostenibles y baratas con un nivel minimo de contaminacion [3]. Se ha reconocido que el almidon
y los materiales lignocelulosicos son mas baratos que otras materias primas y pueden utilizarse
como una fuente de carbono rentable para la produccion de acido lactico [4].

La produccion biotecnologica de AL se basa en la fermentacion de sustratos ricos en
carbohidratos por bacterias u hongos y tiene la ventaja de formar enantiomeros D (-) o L (+), que
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son Optimamente activos [5]. Actualmente, se prefiere producir LA por fermentacion, debido a la
necesidad de obtener LA Opticamente puro. Sin embargo, la principal desventaja de la produccion
de fermentacion es el alto costo de su aislamiento y purificacion.

La fermentacion de acido lactico puede realizarse en tres maneras de operacion: fermentacion
batch, fermentacion fed-batch y fermentacion en continuo. No obstante, para reducir la inhibicion
del sustrato, se ha comprobado que la fermentacion fed-batch es el mejor sistema de fermentacion
para mantener la concentracion de sustrato a un nivel bajo, a través del control de nutrientes al
caldo de fermentacion, en comparacion con la fermentacion batch y en continuo [6]. En la
fermentacion fed-batch, el sustrato se alimenta continuamente o secuencialmente al fermentador
sin la eliminacion del caldo de fermentacion. Es especialmente ventajoso cuando altas
concentraciones de sustrato afectan el crecimiento celular y la productividad [7].

Metodologia

En este estudio se considera un fermentador Fed-batch, en el que la reaccion de
homofermentacion de azlicares con L. casei ssp.Rhamnosus se lleva a cabo para producir acido
lactico, bajo condiciones isotérmicas (42°C) y anaerdbicas. El modelo cinético de Youssef y col.
en 2005 para la fermentacion considera la inhibicion por producto y por sustrato en la tasa de
crecimiento especifica. El modelo cinético [8] para la fermentacion considera la inhibicion por
producto y por sustrato en la tasa de crecimiento especifica como se presenta en la ecuacion (1).

=i (2 ) ) 22)
=bma 30 ) \K, 1 G, .. ©

Mientras que la velocidad especifica de consumo qs y la velocidad especifica de produccion de

AL, V, estan dadas por las ecuaciones (2) y (3).

V
== (2
Yp/s
C.
h=omtp(=m) @

Ademas, existe un ajuste de los parametros cinéticos que depende del factor de enriquecimiento
de afinidad o, que relaciona las cantidades de nutrientes requeridas para la fermentacion
(correspondiente o. = 1 a 5 g/ | de extracto de levadura y 10 g /1 L de triptona). Este ajuste esta
representado por las ecuaciones (4-6).

K =K (a — ap)
s smax Kn/.c + (a - an)

(4)
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_ _ (a —ap) (5)
Hmax = Hmax Kau + (a— ao)

K =K (a —a) 6)
P Pmax Kyp + (@ — ay)

Debido a que la inhibicion de la fermentacion puede ocurrir a altas concentraciones de sustrato,
una opcion para contrarrestar este efecto es proporcionar una corriente de alimentacion de
sustrato al medio de cultivo. De esta forma, puede aumentar la productividad y reducir el tiempo
de alimentacion [9]. Los balances de masa para el reactor de fermentacion se describen mediante
las ecuaciones (7-10). Los pardmetros del modelo se presentan en la Tabla 1.

dc. F

d_ts = —qsC; +V(CS,F _Cs)v CS(O) = (s (7)
dcy F

e G- KD 5C GO =Co  (®)
ac, F

E:%Cx—vcp, Cp(0)= Cpo (9)
dv

—=F v(0) =V, (10)

Tabla 1. Parametros del modelo para la fermentacion de AL [§].
PARAMETRO VALOR UNIDADES PARAMETRO VALOR UNIDADES

K 0.5 g/L ) 0.45 1/h
Kemax 12 g/L B 0.9 g/L/h
Kopmax 15 g/L o 0.02 g/g

Yo 0.98 g/L Ko 0.2 g/g

Cpe 95 g/L Kop 1.1 g/g

ky 0.02 1/h Kas 4 g/g
Himax 0.45 1/h

Se han determinado los grados de libertad del modelo cinético, obteniendo un grado de libertad,
lo cual indica que el sistema puede ser optimizado. En este sentido, la variable que ha sido
seleccionada como variable a optimizar es la velocidad de alimentacion al fermentador.

El control optimo es la técnica de optimizacion que se ha aplicado para la resolucion del
problema debido a que esta técnica permite la optimizacion de sistemas que evolucionan con el
tiempo. Asimismo, el control 6ptimo es empleado cuando la funcidon objetivo es un funcional, es
decir, una funcion que depende de otras funciones. A continuacion, las ecuaciones (11-18)
representan formalmente el problema de optimizacion que se resolvio en este trabajo.

Funcion objetivo:
Z = max(y5(t)y, (&) (11)
Modelo:
dy,

E = )’1(P1 -0.02)- uy, Y1(0) = V1 (12)
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dy,
E: —P21 +u(CsF _yz) V2 0) = V2o (13)
dy;
E =D3yr —uys Y3 0) = V3o (14)
dy,
U ¥4(0) =y, (15)
Restricciones:
4.556 Vs Vs
= 0.3176( )( ) 1—-——) (16
P 4556+ v,/ \05+ v, ( 95) (16)
b 17
P2 = nos 17)
—0.45 +09(L) (18)
Ps = 0ot 0o\ 2857 4 9,

En este modelo, y; representa la concentracion de poblacion microbiana, y, es la concentracion
de sustrato, y3 la concentracion de producto (todo en g/L) y y4 es el volumen del fermentador (en
L) el cual debe cumplir la siguiente restriccion de punto final y4<1100, para t = 36 h. El estado
inicial del sistema esta dado por y;(0) = 0.5, y2(0) = 20, y3(0) = 0 y y4(0) = 600. La variable de
control esta limitada como 0<u(t) <50 para 0<t<t.

Para resolver el problema en GAMS, fue necesario realizar una discretizacion del modelo
implementando una extension del método de Euler, conocido como método de Heun [10].

Resultados

La simulacién del proceso de fermentacion se describe resolviendo el sistema de ecuaciones
diferenciales y sus restricciones a través de Matlab. La Figura 1 representa como evolucionan las
composiciones del sustrato, la biomasa y el producto durante un tiempo de fermentacién de 40
hrs. Ademas, en la Figura 1 se puede ver que la concentracion de sustrato disminuye a medida
que se lleva a cabo la fermentacion porque el microorganismo la consume y la metaboliza para la
produccidn de acido lactico. La concentracion de la biomasa aumenta debido al aumento en la
concentracion celular a lo largo de la fermentacion y finalmente, la concentracion de acido lactico
alcanza un valor méximo de 32.25 g/L en un tiempo de fermentacion de 23 h. Practicamente,
después de 23 h de fermentacion, el sistema alcanza el estado estacionario.

El optimizador GAMS se us6 para resolver el sistema de ecuaciones diferenciales discretizado
previamente para determinar el flujo de alimentacién que maximice la cantidad de acido lactico
producido. En la Figura 2 el analisis de sensibilidad del proceso de fermentacion llevado a cabo
en Matlab, verifica que efectivamente el valor 6ptimo del acido lactico producido tiene un valor
de 32256.8 gr obtenido con un flujo de alimentacion de 19.5 L/h.
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Figura 2. Efecto del flujo de alimentacion sobre la cantidad de dacido ldactico producido.

La figura 3a muestra la alimentacion al fermentador utilizando un flujo constante de 19.5 L/h
hasta un tiempo de fermentacion de 23 h. En la Figura 3b se presenta la variacion del volumen en
el fermentador. La Figura 3c muestra la variacion en el rendimiento de la fermentacion del dcido
lactico. Finalmente, La Figura 3d muestra la productividad en el proceso de fermentacion.
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Figura 3. a) Evolucion de la variable de control u(t) en el tiempo (alimentacion constante), b) Evolucion del
volumen en el fermentador, c) Rendimiento, d) Productividad.

Conclusiones

La simulacion y optimizacion de un proceso de fermentacion fed-batch se ha llevado a cabo
mediante el uso de herramientas computacionales como GAMS y Matlab.

La discretizacion del problema por el método Heun presentd una buena aproximacion a la
solucion del problema debido a que esta solucion se comparo con la obtenida por Matlab en
donde el sistema de ecuaciones diferenciales fue resuelto por el método Runge-Kutta que es un
método mucho mas robusto. Para optimizar el problema en GAMS, se usaron dos solucionadores
CONOPT y KNITRO, obteniendo una solucién unica al problema; sin embargo, el resolvedor
CONOPT demostro ser el solucionador mas eficiente en términos de trabajo computacional.

Con la simulacion realizada en Matlab se determiné que el flujo de alimentacion que maximiza la
cantidad de 4cido lactico producido tiene un valor de 19.5 L/h obteniendo una cantidad de 32.257
Kg de AL por lote de fermentacion en un tiempo de fermentacion de 23 h. Asimismo, al
optimizar el flujo de alimentacion en el proceso fue posible obtener un rendimiento de 1.133 g
AL/g glucosa y una productividad de 1.394 g /Lh. Finalmente, el control 6ptimo es una técnica
de optimizacion que puede representar adecuadamente los problemas que cambian con el tiempo,
el espacio o cualquier otra variable independiente y que permite su implementaciéon de una
manera versatil y no tan robusta segun el método de discretizacion.
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Resumen

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos filamentosos que han sido
ampliamente caracterizados por tener un efecto antagénico contra diversos fitopatdgenos;
ademas han sido reportados como endofitos de plantas con la habilidad de promover el
crecimiento, desarrollo y mejora en la respuesta de defensa vegetal. Sin embargo, existe poca
informacion acerca de los mecanismos moleculares que modulan la interaccion de Trichoderma
con la planta, por lo que se propone que moléculas tipo efector con dominios LysM participen en
dicha asociacion. En nuestro grupo de trabajo se han identificado seis genes que codifican para
seis proteinas con dominios LysM, de los cuales se ha observado que 7Ta/2a y Tal6 se inducen su
expresion en presencia de la planta Arabidopsis thaliana, por lo que el objetivo de este trabajo es
determinar la participacion de estos genes en la interacciéon planta-hongo. Para probar la
relevancia de los productos de LysM, complementamos el analisis del patron de expresion de los
otros genes mediante la interaccion de Trichoderma con la planta A. thaliana. Encontrando que
los genes Tal2b y Tal5 se inducen en presencia de la planta, mientras que 7al4 y Tall7, no
mostraron actividad transcripcional. Ademas, hemos determinado a través de cepas modificadas,
que el producto Tal6 esta implicado en mejorar el desarrollo y sistemas de proteccion de plantas
de tomate (Solanumlycopersicum) ante el ataque del fitopatdgeno Rhizoctonia solani.Con los
resultados obtenidos, podemos concluir que los productos LysM podrian estar participando en la
interaccion de Trichoderma con las plantas.

Palabras clave: Trichoderma, Efector, LysM, Tal6.

Introduccion

Los sistemas de defensa vegetal le permiten a la planta detectar la presencia demicroorganismos
patogenos y protegerse mediante el reconocimiento de moléculas que se encuentran asociados a
ellos, como quitina. Estas moléculas son conocidas como Patrones Moleculares Asociados a
Microorganismos (MAMPs) o PAMPs. Estos eventos han sido ampliamente estudiados en la
planta modelo Arabidopsis thaliana, donde dicho reconocimiento desencadena una respuesta
transitoria, que implica la activacion de una cascada de sefializacion mediado por MAP-Kinasas y
factores de transcripcion WRKY, que regulan la expresion de genes que codifican enzimas
involucradas en la destruccion del patogeno [1, 2].Sin embargo, diversos microorganismos
patogénicos han desarrollado estrategias que les permiten evadir los sistemas de defensa vegetal a
través de la participacion de moléculas conocidas como “efectores” con la capacidad de alterar la
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estructura y funcion del hospedero. Entre los efectores mas estudiados de hongos, son aquellos
que poseen dominios LysM, reportados en hongos patogénicos de plantas e insectos, los cuales
acttian como factores de virulencia [3, 4, 5].

Los dominios LysM fueron descritos por primera vez en una lisozima del fago ¢29 de Bacilus[6].
El motivo LysM es un modulo de unidon a carbohidratos, con un tamafio aproximado de 50 aa,
con una estructura Baaf y que se unen a glicanos de N-Acetilglucosamina (GlcNAc). Diversos
hongos patogénicos han desarrollado estrategias que les permiten evadir los sistemas de defensa
vegetal mediante la participacion de LysM,a través de tres mecanismos: A) Union a la quitina en
la pared, formando una barrera que evita el acceso de quitinasas, protegiendo de esta manera a las
hifas. B) Inactivacion de quitinasas, evitando la actividad enzimatica y C) Secuestro de
oligdbmeros de GIcNAc, que bloquea el reconocimiento por parte del receptor de la planta y por lo
tanto evita la activacion del sistema de defensa vegetal [2]. Los efectores con dominios LysM de
distintos hongos patogénicos, han sido caracterizados y se han confirmado distintos mecanismos
de evasion/proteccion previamente descritos.

Por otra parte, las plantas también pueden interaccionar con hongos benéficos como son los del
género Trichodermaspp., un hongo filamentoso, anaerobio facultativo, saprofito y cosmopolita;
ampliamente estudiado por tener efectos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que
puede colonizar y crecer en asociacion con las raices [7]. Dada su amplia distribucion, ha sido
utilizado como agente de control bioldgico, debido a la capacidad antagonica que presenta frente
a otros fitopatogenos mediante mecanismos de competencia, antibiosis y micoparasitismo
[8].Con relacion a los efectores en la asociacion entre Trichoderma y las plantas, se propone que
estos efectores deben participar durante el establecimiento de la interaccion[9]. Guzman-Guzman
y col. (2017), dentro de nuestro grupo de trabajo, reportaron 233 genes candidatos a funcionar
como efectores en 7. atroviride y T. virens, de los cuales seis corresponden a LysM [10].

Seidl-Seiboth y col. (2013), reportaron que la proteina Tal6 contiene 7 motivos LysM y mediante
la expresion heterdloga y purificacion de la proteina, probaron su funcionalidad en la unién a
compuestos de GIcNAc. El uso de versiones truncas de la proteina, conteniendo los motivos 4 al
7, indican que esta region estd implicada en la unién a perlas de GIcNAc y quitosano y relacionan
la funcién biologica de la proteina con la inhibicion de la germinacién de conidias de otras
especies de Trichoderma. Por otro lado, Ramirez-Valdespino en su tesis doctoral, demostré que
el gen tal6, incrementa su expresion ante la presencia de plantas de A. thaliana, por lo que el
objetivo de este trabajo es determinar el mecanismo protector del efector Tal6 de 7. atroviride a
través de cepas sobreexpresantes y mutantes, asi como la relevancia del efector Tal6 en una
interaccion tripartita entre el fitopatdgeno R. solani y plantas de tomate (Solanum lycopersium).

Metodologia
Ensayos de interaccion hongo-planta
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En cajas Petri con medio MS 0.2X con MES a pH 5.7 y celofan estéril, se colocaron diez semillas
estériles de A.thaliana Col-0, ubicadas en un extremo de la placa, se dejaron en camara de
crecimiento para plantas con ciclos de luz y obscuridad (15h/8h) a 24°C durante 4 dias.
Posteriormente se coloco el hongo T.atroviride WT (IM1206040) en el extremo opuesto de la
placa. El micelio fue colectado a los 2,3,5 y 7 dias después de la interaccion.

Determinacion del efecto de la proteina Tal6 sobre las cepas de T. atroviride

Las cepas de 7. atroviride fueron inoculadas en medio PDB a una concentracion de
1x10°conidias/mL, incubando a 28°C de 12-15 h. Posteriormente se centrifugo a 3,500 rpm / 10
min, el sobrenadante se resguardo a 4°C. Los paquetes celulares fueron resuspendidos en una
solucion osmética con 15 mg/mL de extracto enzimatico de 7. harzianu. Posteriormente la
formacion de protoplastos fue evaluada a los 15 min.Para la observacion de protoplastos, se
agregd el colorante blanco de calcoflior (C.F. 0.1g) y se observd por microscopia de
fluorescencia. Para determinar el efecto de Tal6 sobre la actividad de quitinasas, los
sobrenadantes de los cultivos celulares se incubaron con la enzima quitinasa (C.F 0.1U/mL de S.
griseus) y el sustrato 10 uM de 4-MU(Ch)s, en un volumen total de 100uL; se incubo a 28°C
durante 15-30 min. Posteriormente, la reaccion se diluyd con 2.9 mL de solucion de paro
(NaHCO3 0,1 M pH 10.4). Para las condiciones de competencia con GIcNAc, se realizd una pre-
incubacion de los sobrenadantes de las cepas de Trichoderma con el GlcNac durante 15 min a
28°C, posteriormente se agregd la enzima quitinasa y el sustrato 4-MU(Ch)3. El 4-MU liberado
fue evaluado a los 15 y 30 min en espectrofotometro de luminiscencia (Perkin-Elmer LS55).

Andlisis de expresion de genes

Para el analisis de genes, las muestran fueron congeladas para la extraccion de RNA por el
método de Chomczynsky y Sacchi (1987), utilizando un sistema comercial TRIzolr(Reagent,
Invitrogen). Se realizo la sintesis de cDNA siguiendo el procedimiento reportado por el provedor
(ReverAid H Minus Fist STrand cDNA SYntesis Kit ThermoScientificr). El analisis de genes se
realizo por reaccion de RT-PCR utilizando oligonucleodtidos especificos y la enzima DNA-
Polimerasa; posteriormente los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en gel
de agarosa al 1%, utilizando el buffer TAE 1% durante 35 min con una corriente de 86 Volts.

Interaccion tripartita entre T. atroviride, S. lycopersicum y R. solani AG2

Las raices de las plantas de S. lycopersicum de tres semanas de edad, se incubaron en una
solucién de 1x10°conidias/mL de las tres cepas de 7. atroviride (WT, OE1.1 y A4.2) durante 90
minutos a temperatura ambiente. Las plantas fueron transplantadas a botes de 2L, con 100 g de
sustrato (3 tierra: 1 vermiculita: 1 perlita), posteriormente se inoculo el fitopatogeno R. solani
AG2 a un gramo de esclorocios/ 100 g de suelo. La viabilidad de las plantas se evalu6 a las 8
semanas de edad, tomando como registro el nimero de plantas sobrevivientes.

Resultados
Andlisis de expresion diferencial de efectores con dominios LysM de Trichoderma
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Los andlisis de expresion de genes muestran que el gen tal5 aumenta su expresion en presencia
con la planta, mientras que ta/2b no mostro diferencia en su expresion cuando es co-cultivada con
la planta A. thaliana. Para los genes tall y tal4 no se detectd presencia del mensajero en las
condiciones establecidas. Se incluyeron amplificaciones para los genes tal2a y tal6 como
controles de interaccion, donde nuevamente se observaron diferencias en los niveles de

expresion.

A) Q

=

ST T

Tal2a Tal2b Tals Talé

Co Conral
P termccodn

Figura 1.Andlisis semicuantitativo de los patrones de expresion de los genes LysM.A ) Las muestras fueron
colectadas a cuatro tiempos distintos. B) La presencia del transcripto se detecto por electroforesis, utilizando como

control de expresion endogeno el gen gpd. C) Andlisis densitométrico.

Funcion biologica de tal6

Para determinar la resistencia/susceptibilidad a quitinasas se utilizd el colorante blanco de
calcofluor, el cual se adhiere a compuestos de GIcNAc. Se observaron germinulas de cada una de
las cepas de T. atroviridecon y sin la enzima quitinasa. Los resultados muestran que la cepa WT
tiene una susceptibilidad intermedia a las quitinasas, mientras que la cepa A4.2 es mucho mas
sensible a las enzimas y la cepa OE1.1 presenta menor grado de susceptibilidad a esta actividad

litica.
QUITINASA 0.1 U/ml

T. atroviride WT

T. atroviride OET1.1

T. atroviride 44.2

Figura 2. Susceptibilidad a quitinasas de las cepas de T. atroviride. Se utilizo una condicion control sin la enzima
quitinasa, pudiendo observar la forma e integridad de las germinulas (primera fila). Las imagenes muestran los
tratamientos de las tres cepas en presencia de quitinasa, las flechas indican la presencia de estructuras denominas
protoplastos (segunda fila).

Para evaluar la inhibicidon de quitinasas, se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos celulares,
la enzima quitinasa y el sustrato 4-MU(Ch)s. Se incluyo una condicion control en el cual se
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incubo el sustrato y la enzima sola, lo cual corresponde al 100% de actividad hidrolitica. Los
resultados obtenidos para cada uno de los sobrenadantes mostraron actividad hidrolitica de
77%,para la cepa mutante se observd una actividad del 90% similar a la condicion control,
contrario al sobrenadantes de la cepa sobreexpresante que presentd una actividad hidrolitica del
4-MU(Ch)3 del 54% (Figura 3-A), mientras que los analisis de competencia con un segundo
sustrato (GlcNAc) mostraron una actividad hidrolitica similar a la condicion control, lo que
sugiere que el efector presenta afinidad por GIcNAc y no por la enzima.
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Figura 3. Inhibicion de quitinasas. A) Se observo una actividad hidrolitica de 77% para WT, un 90% para la cepa
A4.2y un 54% para la cepa OEI.1. B) Los resultados obtenidos de competencia muestran 90% de actividad de
quitinasa sobre el sustrato 4-MU liberado, similar a la condicion control.

Participacion de Tal6 en una interaccion tripartita entre plantas de S. lycopersicum y R. solani
Para realizar la interaccion tripartita se infectaron plantas de tomate con el fitopatdégeno R. solani
AG?2, posteriormente se agrego una suspension de conidas de las tres cepas de 7. atroviride.
Como controles se utilizaron a plantas solas y con los hongos individualmente partiendo con un
numero de 16 individuos. Los resultados obtenidos muestran que en las condiciones control, los
hongos modificados de 7. atroviride no causaron efectos negativos en plantas de tomate. Las
plantas infectadas con el hongo R. solani mostraron una supervivencia del 24%. Para la
interaccion tripartita partimos de 24 individuos, mostraron una supervivencia de las plantas del
46% en presencia de la cepa WT, para la cepa OE un 71% y la cepa mutante del 29%. Los
resultados obtenidos sugieren que la proteina Tal6 prepara mejor a Trichoderma para asociarse
con las plantas, de modo que sean capaces de defenderse el fitopatdgenoR. solani.
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Figura 4. Supervivencia de las plantas de S. lycopersicum en presencia de las cepas de T. atroviride y el
fitopatogeno R. solani AG2.

Conclusiones

e Los productos codificados por tal2a y tal5 de T. atroviride, podrian participar en la interaccion
con plantas.

e El gen tal6 codifica una proteina con caracteristicas de efector en 7Trichoderma, que funciona
mediante dos mecanismos: protegiendo la pared fungica de las actividades liticas de la planta y
mediante el secuestro de GlcNAc.

e La sobreexpresion del gen Tal6 de T. atroviride, genera mejor actividad de biocontrol contra el
fitopatogenos R. solani AG2.
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Resumen

Una red de enfriamiento tipicamente usa agua como fluido de trabajo. Este fluido aun después de
ser tratado contiene cantidades de sales disueltas de solubilidad inversa que pueden llegar a
generar ensuciamiento por cristalizacion (scaling). El ensuciamiento ocasiona una disminucion en
el rendimiento térmico y mecénico de los cambiadores de calor de la red. Con el paso del tiempo
el scaling incrementa, lo que genera una disminucién del area seccional libre de flujo y por ende
del flujo volumétrico que circula a través de un intercambiador de calor. Esto origina el
incremento en la caida de presion y disminuye la transferencia de calor. En este trabajo se analiza
el efecto del ensuciamiento en el desempefio termo-hidraulico de redes de enfriamiento.

Palabras clave: Ensuciamiento por scaling, Redes de enfriamiento, Distribucion de flujo.

Introduccion

Para compensar los efectos del ensuciamiento los intercambiadores de calor se disefian utilizando
un valor fijo del factor de ensuciamiento, lo que se traduce en la mayoria de las veces en un
sobredimensionamiento. Sin embargo, con el paso del tiempo, el crecimiento de la resistencia a la
transferencia de calor crece a tal nivel que el sobre disefio propuesto ya no es el adecuado para
alcanzar las temperaturas objetivo del intercambiador. En este trabajo se realiza el disefio de los
cambiadores de calor utilizando un nuevo modelo (Lugo-Granados y Picon-Nufez, 2018) que
estima el factor de ensuciamiento en funcion de la calidad del agua, condiciones del flujo, carga
térmica y tiempo de operacion. La ventaja de este modelo sobre el uso de coeficientes constantes
radica en la posibilidad de conocer con exactitud el adecuado disefio geométrico de los
cambiadores de calor.

Metodologia

Para el disefio de redes de enfriamiento es de suma importancia conocer el crecimiento de
ensuciamiento de los cambiadores de calor, ya que de este dependen las caidas de presion y
distribucion de flujo. La ecuacion (1) muestra el modelo utilizado para predecir el ensuciamiento
por scaling en los equipos térmicos.
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Donde C; y C, son las concentraciones de los iones de Ca”" y COs> contenidos en el agua; f es el

coeficiente de transferencia de masa [2]; Ksp es el producto de solubilidad del carbonato de
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calcio; kr es el coeficiente de velocidad de reaccion obtenido a partir de la ecuacion de Arrhenius.
El parametro a es un factor de correccion adimensional que incluye esfuerzos inerciales y
viscosos, como se muestra en la ecuacion (2)

a = a(f x Re)b 2)

El andlisis de una red de enfriamiento se lleva acabo utilizando una analogia con los circuitos
eléctricos [3]. La caida de presion en una tuberia se puede determinar a partir de la ecuacion (3).

AP =KV? A3)

Donde K es una resistencia al flujo, ¥ es el flujo volumétrico y AP es la caida de presion.
Haciendo una analogia con los circuitos eléctricos AP seria la diferencia de potencial o voltaje. V
la cantidad de corriente que circula por el circuito (intensidad de corriente). La resistencia K, es
similar a la resistencia al de flujo de electrones.

Para los casos donde se tiene una red en serie o paralelo, se aplica la misma analogia de los
circuitos eléctricos. En una red en serie, el flujo es el mismo para todos los equipos térmicos (ver
Figura 1), pero cada uno genera una resistencia al flujo. Por tanto, la caida de presion es igual a la
sumatoria de las resistencias por el flujo volumétrico al cuadrado, como se indica en la ecuacion

4.

AP="K,(V?) 4)
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Figura 1. Red de enfriamiento-configuracion en serie.

Cuando se tiene una configuracion en paralelo, las caidas de presion en cada rama es la misma y
el flujo es diferente en cada una de éstas (Figura 2), entonces, el flujo total es igual a la suma del
flujo de cada rama. A partir de la ecuacion (4), si se despeja el flujo volumétrico se obtiene una
nueva expresion de la cual se puede obtener el flujo total, ecuacion (5).

yovier,= [P, [AP ©
KB] KBZ

Si se continua con la analogia de los circuitos eléctricos, al combinar las ecuaciones (3) y (5) se
obtiene una expresion para determinar resistencia entre dos ramas, ecuacion (6).
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A partir de las ecuaciones (3) y (6) se tiene que el flujo de dos corrientes es igual a:

V., = AP (7
\ K1+2

Si el flujo volumétrico en una rama se representa por:

AP (8)

V1:
\Km

La fraccion de flujo que pasa a través de cada rama es:
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Figura 2 Red de enfiiamiento con configuracion en paralelo.
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-

Curvas Caracteristicas

El comportamiento hidraulico de una bomba esta especificado por sus curvas caracteristicas que
representan la relacion existente entre los distintos valores del caudal de ésta con otros
parametros como la capacidad, potencia, eficiencia y carga neta de succion positiva, que estan en
funcion del tamaiio, disefio y operacion de la bomba (Figura 3).

La curva de capacidad (Figura 3), muestra la relacion entre la capacidad total y la capacidad que
requiere el sistema, el punto donde estas curvas se cruzan es la capacidad a la que est4d operando
la bomba. La capacidad de la bomba puede variar dependiendo del tipo de impulsor y de su
disefio, la capacidad de algunas bombas se puede modificar al variar su velocidad. En el punto A
de la Figura 3, la potencia desarrollada por la bomba es mayor a la del punto B, sin embargo, en
este ultimo el caudal es mayor. Esto se debe a que, si se quiere vencer una alta caida de presion
en la tuberia el flujo de salida sera pequefio, pero si la caida de presion es minima el flujo que
pasa a través de ésta aumenta.

Velocidades Variables

Cuando una bomba se opera a varias velocidades el desempefio se puede representar
graficamente para diferentes condiciones de operacion (Figura 3). Para formar este tipo de
grafica, las curvas de capacidad se trazan para las diferentes velocidades que se consideran.
Luego se sobreponen las curvas que tienen la misma eficiencia. Estas curvas de eficiencia
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constante, llamadas también curvas de isoeficiencia permiten encontrar la velocidad requerida y
la eficiencia para cualquier condicion de operacion dentro de los limites de la grafica.

Curvés caracteristiéas
- 600 ——Eficiencia \ 0.8
© B
o
< 500} 3
——Curva de la bomba <
5 1800 rpm | 06 -g
0 =
@ 400+ 5}
o
0.4
300 1400 rpm
200 0.2
100 Il Il Il Il 0
0.15 0.19 0.23 3 0.27 0.31 0.35
Flujo (m°/s)

Figura. 3. Curvas caracteristicas tipicas para una bomba centrifuga.

Curvas de caida de presion del Sistema

Estas graficas (Figura 3) se obtienen combinando la curva de caida de presion por friccion con la
caida debida a la estatica del sistema y las diferencias de alturas que pueden existir. Una curva de
caida de presion por friccion es una relacion entre el flujo y la friccion en los tubos, valvulas y
accesorios de las lineas de succion y descarga. Puesto que la caida de presion por friccion varia
aproximadamente en forma proporcional al cuadrado del flujo, la curva es generalmente
parabolica. La pérdida de presion estética es la diferencia en elevacion entre los niveles liquidos
de la succién y la descarga. La interseccion entre la curva de la capacidad de la bomba y la curva
del sistema indica las condiciones a las que estd operando la bomba (Figura 3).

Caso de estudio.

Como caso de estudio se analiza una red de enfriamiento, que tiene una configuracion en
paralelo, como se muestra en la Figura 4. Para el disefio térmico de la red se utilizan cambiadores
de calor de tubo y coraza, los cuales estan disefiados con un factor al ensuciamiento constante. Se
analiza la distribucion de flujo que pasa por cada ramal considerando diferentes escenarios: 1) no
se presenta ensuciamiento los cambiadores de calor. 2) Con ensuciamiento es constante. 3)
Ensuciamiento variable respecto al tiempo y otros parametros de disefio. Para el Gltimo escenario
se modifica el nimero de cambiadores de calor y las ramas para tener una mejor perspectiva de la
distribucion de flujo, la cual es de suma importancia para disminuir los problemas de en
ensuciamiento.
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Figura 4. Red de enfriamiento. Caso de estudio.
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Se realiza un analisis térmico-hidraulico de la red de enfriamiento. En la Tabla 1, se muestran las

dimensiones de las tuberias para cada rama. En la Tabla 2, Se muestran algunas dimensiones de
los cambiadores de calor y caracteristicas de operacion.

Tabla 1. Dimensiones de las tuberias.

Componentes Didmetro Longitud Elevacién
(m) (m) (m)

Alimentacion ~ 0.35 200 0

Rama A 0.25 120 5

Rama B 0.2 170 5

Rama C 0.2 180 10

Retorno 0.35 200 0

Tabla 2. Caracteristicas de los cambiadores de calor.

UNIDADES H6-C H1-B H2-B H3-B H4-A H5A

K valvula [Pas/m’] 9 9 9 9 9 9

No. Tubos 800 820 450 800 400 850

No. Pasos 2 2 2 2 2 2

Flujo frio [kg/s] 85 85 85 85 85 85

Hi [w/m2°C] 6570 6700 10830 6570 11900 6500

Flujo caliente [kg/s] 14 20 12 23 14 18

Ho [w/m*°C] 1035 495 510 680 650 375

Cp caliente [kw/°C] 2600 2250 2100 1800 2800 2200

TCi [°C] 20 20 TCO1 TC02 20 TCO4

THi [°C} 120 110 90 85 85 100

L [m] 6.1 6.1 6.1 6.1 6.1 6.1

Di [m] 0.0148 0.0148 0.0148 0.0148 0.0148 0.0148

Do [m] 0.01905 0.01905 0.01905 0.01905 0.01905 0.01905

R [m2 °C/W] 0.00224  0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.001
Resultados

Distribucion de flujo sin ensuciamiento y con ensuciamiento constante.

En las Figuras 5 y 6, se muestran los resultados sin considerar ensuciamiento y considerando un

ensuciamiento constante. Se observa que cuando no se considera que hay ensuciamiento la mayor

cantidad de flujo se va hacia la corriente C debido a que ésta s6lo cuenta con un cambiador de
calor y a que no se considera rugosidad en los tubos. Cuando se considera ensuciamiento
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constante la corriente A es la que recibe la mayor cantidad de flujo, esto se debe a que los
cambiadores de esta rama tienen una resistencia al ensuciamiento menor a la que se considera
para los cambiadores de la corriente C. Asi mismo, la corriente A tiene menor longitud que las
otras ramas, lo cual genera una menor resistencia (Tabla 2).

Distribucion de flujo usando ensuciamiento variable.

Los resultados obtenidos al usar un factor a la resistencia por ensuciamiento variable se muestran
en las siguientes Figura 7 y 8. De la Figura 7 se observa como la distribucion de flujo por las
ramas va cambiando con el tiempo. Se observa ademds que, en las corrientes A y B el flujo
disminuye mientras que en C aumenta. Esto es porque en las corrientes A y B se genera mayor
ensuciamiento por la presencia de un mayor numero de cambiadores de calor. Con el paso del
tiempo incrementa el ensuciamiento considerablemente, generando una mayor resistencia y por
ende menor flujo por la corriente A y B. En la Figura 8, se observa el incremento de la resistencia
en cada uno de los ramales teniendo un menor incremento en C.
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Figura 7. Distribucion de flujo por las ramas. Figura 8. Resistencia al flujo en cada rama.
Conclusiones

Conocer la distribucion del flujo en funcion del tiempo permite predecir el desempefio termo-
hidraulico de redes de enfriamiento. El incremento de ensuciamiento en los cambiadores de calor
con el tiempo afecta la distribucion de flujo en una red de enfriamiento. Mediante el uso de un
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nuevo modelo para predecir el ensuciamiento es posible conocer el incremento del ensuciamiento
con el tiempo. En cuanto al dimensionamiento de un cambiador de calor, el uso de factores de
ensuciamiento constantes y de valor grande tiende a incrementar la rapidez de deposicion,
reduciendo la capacidad de transferencia de calor, incrementando la caida de presion y creando
problemas de distribucion de flujo. La metodologia que se propone en este trabajo es una
herramienta de analisis para la toma de decisiones en la operacion de redes de enfriamiento.
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Resumen

Una muestra de 28 estrellas anfitriones de exoplanetas fue observada con el espectrografo Echelle
HEROS del telescopio TIGRE localizado en el observatorio La Luz en Guanajuato. Los espectros
fueron analizados usando el programa iSpec, para determinar algunas caracteristicas fisicas de las
estrellas: Temperatura efectiva, gravedad superficial, metalicidad, microturbulencia,
macroturbulencia y velocidad de rotacion. Después de comparar estos parametros se encontro
diferencias que pueden ser explicadas por diferencias en la composicion de los exoplanetas, en
particular la presencia de una envolvente masiva de hidrégeno metalico liquido (HML).

Palabras clave: Exoplanetas, estrellas, espectroscopia

Introduccion

Hasta la fecha se considera que el nimero de exoplanetas “confirmados”(planetas fuera del
sistema solar) superan los 3800 en http://exoplanet.eu/[1]. Estos exoplanetas han sido detectados
mediante diferentes técnicas. Entre ellas las mas importantes son: la velocidad radial y el transito.
Estudiar estos exoplanetas es algo complicado, puesto que la informacion disponible es escasa.
En general, se ha encontrado que la mayoria de los exoplanetas son extremadamente cercanos
(periodos cortos) de su estrella, incluso mas cercanos que Mercurio estd del Sol. Ademas, una
gran cantidad cuentan con masas y radios mayores que Jupiter. En base a estas dos
caracteristicas, se clasifico estos exoplanetas como “Jupiter calientes”. El descubrimiento de los
Jupiter calientes es algo problemadtico, porque sugiere mecanismos de formacion diferentes (la
migracion planetaria) que no ha acontecido (o muy poco) en el sistema solar. Para entender mejor
el proceso de formacion de los exoplanetas, estudiamos la relacion entre la velocidad de rotacion
de las estrellas y el momento angular de las orbitas de los exoplanetas. Segun el modelo estandar
de la formacion del Sistema Solar, los exoplanetas nacen en un disco protoplanetario en rotacion
que se forma muy poco tiempo después de la formacion de sus estrellas anfitrionas. Por lo tanto,
se esperaria ver algunas relaciones entre el momento de rotacion de las estrellas y el momento
angular de las orbitas de sus planetas.

Diferentes tipos de Jupiter Calientes
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De forma general, se ha encontrado que los Jupiter calientes cumple una relacion lineal entre la
masa y el radio, en donde el radio aumenta con su masa. Dicha relacion varia en el caso de las
enanas marron (estrellas menos masivas que el Sol y que no queman hidrégeno en su centro) en
donde su radio disminuye cuando su masa aumenta. Esta diferencia de comportamiento masa-
radio podria sugerir dos mecanismos distintos de formacion: a partir de un disco protoplanetario
en el caso de exoplanetas, y a partir de un nube de gas en el caso de enanas marron.
Alternativamente, se podria sugerir un cambio en las estructuras internas de estos objetos en
términos de envolventes masivas de hidrogeno metélico liquido (HML).
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Figura 1. Relacion Masa-Radio de los ~3800 exoplanetas

En la figura 1, comparamos la relacion masa-radio para el conjunto de las ~3800 exoplanetas
conocidos hasta el momento. Como se observa, a medida que la masa del planeta aumenta, la
relacion masa-radio tiende a desaparecer y el radio tiende a tomar un valor constante. Segtn los
modelos, un radio constante se espera para un objeto formado de HML por la incompresibilidad
del hidrogeno en la fase liquida. Basados en los principios fisicos, se espera ver cambios en la
estructura de exoplanetas mas masivos que Jupiter, en donde el hidrogeno a alta presion y baja
temperatura cambia de una fase gaseosa a una fase metalica liquida[2]. Usando el limite Auto-
gravitante en masa y radio (lineas punteadas verticales de la Figura 1) para ubicar el cambio de
fase, vemos que la relacion masa-radio de los exoplanetas con alta probabilidad de ser HML
(puntos en azul) parece consistente con un radio constante. Ademas, 7 de los 3800 exoplanetas en
nuestra muestra tienen comportamiento similar al de las enanas marrén (puntos purpuras).
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Al ver la diferencia en las relaciones masa-radio de los Jupiter calientes y HML, nos lleva a
pensar que el proceso de formacion de estos exoplanetas podria ser influenciado por sus
diferentes estructuras internas. En particular, el hecho que el HML es incompresible hace estos
exoplanetas menos sensible a efectos de marea, que es importante en caso de planetas que pasan a
distancias muy cercanas de sus estrellas. También el hecho que el HML sea un bueno conductor
de electricidad hace que los campos magnéticos de los exoplanetas con HML son mas potentes,
sugiriendo un acoplamiento mas fuerte con el disco protoplanetario, y por lo tanto diferentes
procesos de migracion. Ambos fendmenos podrian influir en el mecanismo de transferencia de
momento angular entre disco-protoplanetario, o exoplaneta y la estrella anfitriona.

Metodologia

Para nuestro estudio, se hizo uso de espectros de alta resolucion (R ~ 20000) de 28 estrellas
huéspedes de exoplanetas (Jupiter calientes y HML) obtenidos mediante el telescopio TIGRE|3]
equipado con el espectrografo HEROS (éste instrumento actlia como un prisma, separando la luz
en su diferente longitudes de onda). Para determinar las propiedades fisicas de estas estrellas se
utilizé el programa iSpec[4], un codigo abierto para el analisis espectral, el cual genera un
espectro sintético con diferentes parametros astrofisicos: la temperatura efectiva (7. la
temperatura de la superficie visible), la gravedad superficial (g; la fuerza gravitacional en su
superficie), la metalicidad (My. la abundancia relativa de los elementos mas pesados que el
Helio) y la velocidad de rotacion (v sin 7). Luego este espectro es comparado con el espectro
obtenido en la observacion, determinando de esta manera las caracteristicas fisicas de la estrella
observada (Figura 2).
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Figura 2. Espectro observado y analizado por iSpec (arriba), y sus respectivos resultados preliminares (abajo)
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En nuestro estudio, no se utilizd todo el espectro, sino solo las lineas de absorcion mas
importantes, Fe, Na, Ca y H,, verdaderas huellas dactilar que da informacion de la estrellas que
se esta analizando. Es decir, que dan informacion directa de los parametros fisicos por la forma
en que varian con ellas (anchan, encogen, alargan, etc).

Resultados
Siguiendo el método descrito en la seccion anterior, se obtuvo los pardmetros fisicos de las 28
estrellas de nuestra muestra, como se puede ver en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros fisicos de las estrellas de nuestra muestra obtenidos con iSpec

NAME STAR Teff |e_Teff |logg e logg | [M/H] |e_[M/H] | [FelH] |e_[FelH] | vsini|e_vsini|Vmic |Vmac x2 rms

HD 46375 |5258,85| 32,08 | 4,47 | 0,05 | 037 | 0,02 | 0,27 | 002 | 2,43 | 0099 |0,653]2,480| 23,83 |0,0279

HD 75289 6112,25| 39,95 | 4,42 | 0,09 0,18 0,02 0,18 0,02 3,97 1,00 |1,267|4,286 | 15,00 |0,0220

HD 88133 5354,62| 27,16 | 3,92 | 0,07 0,34 0,02 0,25 0,02 1,94 117 |0,911|3,623 | 24,76 |0,0285

HD 149143 |5067,52| 32,34 | 4,40 | 0,08 | 0,31 | 0,02 | 0,27 | 0,02 | 4,10 | 0,91 |1,168 3,807 | 24,76 |0,0285

HD 179070 |6232,58 105,14 | 3,71 | 0,26 0,01 0,06 -0,02 0,08 10,60 | 2,01 |1,592|6,147 |167,48|0,0245

HAT-P-14 |6459,33| 48,23 | 3,86 | 0,14 | -0,02 | 003 | -0,07 | 004 | 920 | 1,17 |1,685]|6,820| 21,37 |0,0265

HAT-P-30 |6168,67 | 51,03 | 3,82 | 0,15 | 0,06 | 0,03 | 0,03 | 004 | 946 | 1,01 |1,509]|5,667 |220,92]|0,0281

KELT-3 6227,96 | 55,16 | 3,70 | 0,14 | 0,01 | 003 | -0,04 | 003 | 907 | 098 |1,593|6,147| 18,17 |0,0244

KELT-6 6386,49| 69,22 | 3,55 | 0,14 | -0,09 | 004 | -0,14 | 004 | 753 | 138 |1,755|7,153| 32,00 |0,0324

WASP-14 |6283,46] 53,37 | 3,78 | 0,16 | -0,24 | 004 | -027 | 004 | 271 | 249 |1,603]|6,223] 18,68 |0,0247

KEPLER-21 |6153,90| 41,96 | 3,84 | 0,13 -0,07 0,03 -0,10 0,03 7,76 098 |1,492|5,570| 20,55 |0,0260

KELT-2A 6093,99| 41,81 | 3,90 | 0,12 0,04 0,02 0,00 0,03 6,99 0,89 |1430|5,229| 14,43 |0,0218

HAT-P-2 6291,40 | 103,37 | 4,05 0,17 0,06 0,05 0,04 0,06 21,32 1,54 |1,515]|5,718 | 92,77 |0,0182

WASP-38 6071,04| 72,21 | 4,00 | 0,11 -0,05 0,04 -0,10 0,03 7,44 097 |1,379|4,948 | 14,66 (0,0219

HD86081 5864,41| 59,36 | 3,99 | 0,10 0,13 0,03 0,08 0,02 3,83 1,08 |1,240|4,330| 16,77 |0,0235

WASP-74 5916,39| 33,21 | 4,38 | 0,08 0,39 0,02 0,32 0,02 8,49 0,62 [1,140)3,694 | 28,12 |0,0304

HD 149026 |6058,75| 39,28 | 4,30 | 0,09 0,23 0,02 0,21 0,02 4,40 094 |1,266|4,305| 18,14 |0,0244

HD 209458 |6013,97| 60,08 | 4,11 | 0,12 0,04 0,03 0,01 0,03 5,43 097 |1,302|4,534| 34,28 |0,0335

BD 10 31 66 |5220,78 30,17 | 4,28 | 0,06 | 047 | 002 | 0,36 | 002 | 7,88 | 0,56 |0,693] 2,853 40,74 |0,0365

HAT-P-22 538164 | 37,46 | 4,50 | 0,06 0,38 0,02 0,32 0,02 0,00 0,00 |0,728|2,481 | 23,35 |0,0277

HD 80606 5486,52 | 29,27 | 4,42 | 0,06 0,38 0,02 0,29 0,02 1,43 141 |0,828|2,742| 27,54 |0,0301

HD 49674 |5574,87| 46,55 | 4,49 | 0,07 | 027 | 002 | 0,24 | 0,02 | 000 | 000 |0,865]|2,721| 21,53 |0,0266

HD 118203 |5729,47]| 52,99 | 3,97 | 0,10 | 0,16 | 0,03 | 0,12 0,02 | 4,19 | 0091 |1,153]|4,044] 16,13 |0,0230

HD189733 |5050,38| 41,06 | 4,49 | 0,06 | 0,18 | 003 | 0,15 | 002 | 457 | 0,73 |0,501]2,473|207,02]|0,0272

HD 97658 |5320,06 | 35,64 | 4,79 | 0,07 | -0,10 | 0,02 | -0,16 | 0,02 | 0,00 | 0,00 |0,580] 1,843 | 13,14 |0,0208

HD 219134 |4981,29]| 24,77 | 4,72 | 0,05 | 0,33 | 0,01 | 0,24 | 0,02 | 6,50 | 0,53 |0,373|2,062 | 23,00 |0,0275

HAT-P-7 6221,11] 49,40 | 3,49 | 0,08 0,16 0,02 0,13 0,02 9,19 0,62 |1,661|6,539|252,84|0,0303

KELT-7 629982 | 68,27 | 3,98 | 0,13 | 0,10 | 0,03 | 0,06 0,05 |65,76 | 2,49 |1,546]5,904| 11,74 |0,0196

KEPLER-37 |5486,52| 72,18 | 4,50 | 0,10 -0,12 0,04 -0,18 0,03 7,43 0,83 |0,800| 2,582 | 19,99 |0,0256

Comparando los parametros fisicos de estas estrellas, distinguiédolas por el tipo de planeta que
hay alrededor de ellas, Jupiter calientes y HML.

Se encuentran los siguientes:
e En la Figura 3 comparamos la velocidad de rotacion (eje y) con la temperatura efectiva de
cada una de las estrellas: a medida que las estrellas son mas frias su velocidad es menor.
Para estrellas en la secuencia principal, entre mas su temperatura efectiva, mas baja la
masa de la estrella. Por lo tanto, lo que la Figura 3 sugiere es que entre mas baja la masa
de la estrella, mas baja su velocidad de rotacion (v sin i).
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Es importante destacar que las estrellas de baja masa, casi no pierde masa durante su
evolucion sobre la secuencia principal, por lo que el valor de la velocidad de rotacion
deberia se muy cerca del original cuando la estrella se formd. Ademas, los exoplanetas en
nuestra muestra han sido descubiertos por el método de transito y gracias a esto sabemos
que el angulo de vision es perpendicular al eje de translacion del planeta (perpendicular al
disco proto-estelar) , por lo que podemos asumir que también es casi perpendicular al eje
de rotacion de la estrella. Al no ver diferencia entre los Jupiter calientes y HML sugiere
que no hubo gran influencia de la formacion de estos exoplaneta sobre la formacion de la

estrellas.
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Figura 3. Relacion entre la velocidad de rotacion (V sin i) y la temperatura de las estrellas. Las cuatro estrellas con
Jupiter calientes que caen fuera de la relacion general, son estrellas peculiares (con superficies activas, momento
angular variable o momentos proprios altos). La estrella con mas alta velocidad es mas masiva que el promedio.

En la figura 4 comparamos el momento angular de los exoplanetas con la velocidad de
rotacion de sus estrellas anfitrionas. Para la mayoria de los Jupiter calientes, el momento
angular de los planetas aumenta con la velocidad de rotacion de sus estrellas. Esta
relacion es la esperada por la ecuacion 1:

Lp: my ’\¢Mhsap(1 - ei) (1)

donde m, es la masa del planeta, G es la constante gravitacional, My, es la masa de la
estrella huésped, a, es el semieje mayor y e, es la excentricidad del planeta.

Como se puede observar el momento angular de los Jupiter calientes depende
principalmente de la masa de la estrella, al igual que la velocidad de rotacion. Pero esto
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no parece aplicarse para las estrellas con exoplanetas HML. El momento angular de estas
es alto e independiente de la velocidad de rotacion de sus estrellas. Esto sugiere que la
masa de la estrella no es el tnico valor determinante del momento angular del planeta.

Esto podria sugerir diferencias en el proceso de migracion a medida que las envolventes
de HML crecen.
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Figura 4. Momento angular de la orbita de los exoplanetas como funcion de la velocidad rotacional de las estrellas
huéspedes, distinguiendo entre Jupiter calientes y SGE

V' Relacion con el proceso de migracion

El proceso de migraciéon implica un decrecimiento del momento angular del planeta, el cudl
implica la disipacion de energia por el disco proto-planetario por acoplamiento magnético y/o la
transferencia de momento angular entre la estrella y sus planetas. En este proceso la migracion
debe frenarse cuando las fuerzas del disco sobre el planeta estan balanceadas por el momento
angular del planeta. En este caso, entre mas alta la velocidad de rotacion de la estrellas mas alto
el momento angular del planeta en equilibrio, consistente con la relaciéon encontrada para los
Jupiter calientes. Del otro lado, en el caso de HML, un campo magnético mayor produce un
acoplamiento mayor con el disco, aumentando la disipacion de energia, y un menor efecto de
marea, disminuyendo la transferencia de momento angular con las estrellas. Estos dos efectos
implican un mayor momento angular de los exoplanetas en equilibrio.

Esto sugiere que las orbitas en equilibrio de los HML deberé ser mas energéticas que las orbitas
de los Jupiter calientes. En términos del proceso de circularizacion de las orbitas (la excentricidad
tiende a 0), los exoplanetas HML entonces deberian tener diferente excentricidad que los Jupiter
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calientes. Esto se verifica en la figura 5, en donde en promedio la excentricidad de los HML es
mas alta que la de los Jupiter calientes.
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Figura 5. Excentricidad de los SGE y los Jupiter calientes comparada con la velocidad rotacional de sus estrella
huéspedes

Conclusiones

A medida que la masa de un exoplaneta aumenta se observa una variacion en la relaciéon masa-
radio, lo que sugiere un cambio posible en la estructuras de los Jupiter calientes, pasando de una
envolvente dominada por hidrégeno en fase gaseosa a un envolvente dominada por HML. Al no
ser compresible y al ser altamente conductora de electricidad, los exoplanetas HML podrian
influir en sus proceso de migracion, cambiando el acoplamiento con el disco proto-planetario,
aumentando la disipacion, y disminuyendo los efectos de marea, y asi disminuyendo la
transferencia de momento angular entre los exoplanetas y sus estrellas anfitriones. Estos factores
podrian explicar el porqué los exoplanetas HML tienen orbitas de equilibrio mas energéticas que
los Jupiter calientes (6rbitas de mas alto momento angular y mas alta excentricidad).
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ESTUDIO MOLECULAR DE LA SINTESIS DE L-RAMNOSA EN sporothrix schenckii Y
SU ROL EN LA INTERACCION CON EL SISTEMA INMUNE INNATO

Alma K. Tamez Castrellon, Luz A. Ramirez Lopez, Héctor M. Mora Montes
Departamento de Biologia, DCNE, Universidad de Guanajuato. Noria Alta s/n, Col. Noria Alta
Guanajuato, Gto. CP 36050, México. hmora@ugto.mx

Resumen

La esporotricosis es una micosis subcutanea causada por el hongo Sporothrix schenckii. Esta
enfermedad se origina por una inoculacién cutdnea, donde los conidios de Sporothrix entran a
tejidos subcutaneos. La unioén de patrones moleculares asociados a patdgenos, como polimeros y
proteinas de pared celular, a los receptores de reconocimiento de patrones en las células del
sistema inmune innato activan el sistema inmune. Un componente conocido de la pared celular de
S. schenckii es la peptidoramnomanana (PRM). La PRM de la pared celular de las levaduras esté
compuesta de 33.5% de ramnosa, 57% de manosa y 14.2% de proteina. La L-ramnosa es
sintetizada de manera similar en bacterias, plantas y hongos. En bacterias el precursor dTDP-L-
ramnosa es sintetizado a partir de D-glucosa-1-fosfato por una via que requiere cuatro enzimas
distintas. RmID cataliza el paso final de esta via convirtiendo dTDP-6-desoxi-L-lixo-4-hexulosa a
dTDP-L-rhamnosa. Usando un enfoque bioinformadtico, identificamos el ortdlogo putativo de
rmlD en S. schenckii, el cual codifica para una 4-desoxiramnosa reductasa. Para demostrar el
papel que juega la ramnosa durante el reconocimiento inmune con células mononucleares de
sangre periférica y su papel en la virulencia y patogenicidad del hongo, nosotros silenciamos la
expresion de este gen con el fin de disminuir o abatir por completo la sintesis de ramnosa y asi
poder determinar su papel durante la infeccion con el hongo.

Palabras clave: S. schenckii, L-ramnosa, pared celular, peptidoramnomanana

Introduccion

La esporotricosis es una micosis granulomatosa subcutdnea aguda o crénica de humanos y
mamiferos que tiene una distribucion mundial y distintas manifestaciones clinicas [1]. Sporothrix
schenckii es un hongo dimorfico que presenta una fase micelial y una fase levaduriforme [2]. La
fase micelial o saprofitica se caracteriza por hifas delgadas, hialinas, septadas y ramificadas que
contienen conididforos y estos producen conidios que se agrupan formando grupos parecidos a
flores [1]. La fase parasitica o levaduriforme es pleomorfica, presentando células alargadas u
ovales que miden de 2.5 a Sum de diametro que parecen cigarros [1].

Siendo la pared celular de S. schenckii el primer punto de contacto del hongo con las células del
sistema inmune ésta pueda mediar varios procesos asociados con la patogénesis. La pared celular
de las levaduras de S. schenckii estd compuesta por glucanos alcali-solubles e insolubles. La
fraccion soluble contiene ramnosa, manosa y glucosa; las unidades de glucanos presentan uniones
B(1-3) en 42% y el resto B(1-4) y B(1-6). En micelio el contenido de los glucanos con uniones
B(1-3) es del 66% [3]. En 1971 Lyod y Bitoon [4] reportaron el aislamiento y purificacion de una
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peptidoramnomanana (PRM) inmunolégicamente activa de S. schenckii. Este glicoconjugado es
un complejo de moléculas con un amplio intérvalo de pesos moleculares que pueden ser
reconocidas por IgG [4] y receptores celulares del hospedero [5]. La PRM contiene 33.5% de
ramnosa, 57% manosa y 12.2% de proteina [4].

En las primeras etapas de la interaccion del sistema inmune con el hongo, el sistema inmune
innato juega un papel muy importante controlando al organismo. Los componentes de la pared
celular del hongo son patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) que son reconocidos
por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que se encuentran en las células del
sistema inmune [6].

En los hongos Magnaporthe grisea y Botryotinia fuckeliana se identificd por primera vez los
genes de dos enzimas encargadas de formar la UDP-Rha a partir de UDP-Glu. La primera siendo
una 4,6-deshidratasa (UG4,6-Dh) y la segunda una enzima bifuncional con actividades de 3,5-
epimerasa y 4-reductasa (U4k6dG-ER) [7]. En Botritis cinerea también se encontraron genes
ortologos a los descritos por Martinez ef al. (2012) siendo estos bcdh que codifica para una UDP-
glucosa-4,6-deshidratasa y el bcer que codifica para una UDP-4-ceto-6desoxiglucosa-3,5-
epimerasa/-4-reductasa [8]. Estos estudios demuestran que en hongos la sintesis de UDP-Rha se
lleva a cabo por dos enzimas una de las cuales es bifuncional; a diferencia de bacterias en las
cuales la sintesis de dTDP-Rha es llevada a cabo por tres distintas enzimas.

Metodologia
Construccion del casete de silenciamiento.

Para hacer el casete de silenciamiento del gen rmlD de S. schenckii se amplificaron las primeras
315 pb del marco de lectura abierto del gen rm/D (GenBank XM 016733157.1) que contiene las
secuencias adaptadoras para las enzimas de restriccion Xhol y Hindlll en los extremos, para
clonar el fragmento en sentido; y para clonar el fragmento en antisentido se utilizaron las
secuencias adaptadoras para las enzimas Bg/Il y Stul.

Las amplificaciones resultantes se subclonaron en el vector de mantenimiento pJET blunt 2.1
(ThermoFisher). Luego los fragmentos se subclonaron en el vector pSilent con los sitios de
restriccion respectivos, una vez clonados los fragmentos sentido y antisentidos se amplifico por
PCR la construccion de silenciamiento y esta se subclond en el vector pPBGgHg.

Transformacion mediada por A. tumefaciens de células de Sporothrix schenckii

Se puso un preindculo de la cepa de A. tumefaciens con la construccion a introducir a las células
de S. schenckii en medio LB a 28°C y 120 rpm durante toda la noche. Al preindculo se le midio la
D. O.600 nm Yy s€ le hizo una dilucion para tener una D. O. de 0.2/mL final Medio de Induccion
(MI). Las cepas de A. tumefaciens se pusieron a incubar con el inductor Acetoseringona. Se
cosecharon conidios de S. schenckii de 7 dias de incubacion y se hicieron diluciones para tener
una concentracién final de conidios de 1x10° conidios/mL. Una vez pasado el tiempo de
induccion, en cajas Petri con MI y con los celofanes se plaquearon 100 ulL de 4. tumefaciens y
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100 pL de la dilucion de conidios de S. schenckii. Se incubaron por 3 dias a 28°C. Pasados los 3
dias los celofanes se pasaron a cajas Petri con medio YPD 4.5 con Higromicina y Cefotaxima, se
dejaron incubando por 4 dias a 28°C y pasado este tiempo las colonias resistentes a Higromicina
se seleccionaron y se resembraron en cajas nuevas con medio YPD con Higromicina.

Complementacion heterdloga de St. mutans con el gen rmlD de S. schenckii.

Para confirmar la funciéon de Ssrm/D en la biosintesis de L-ramnosa, expresamos
heterologamente, el gene en Streptococcus mutans. Para su complementacion, el marco de lectura
abierto de SsrmlD fue sintetizado a partir de la secuencia nucleotidica y clonado en el vector
pDC123 usando los sitios de restriccion Xbal y BamHI. Este plasmido fue transformado en S.
mutans silvestre, seleccionado por su resistencia a Carbamicina. Después, el gen enddgeno
SmurmlD fue interrumpido por reemplazo preciso con un gen de resistencia a Eritromicina.

Ensayos de Expresion

Para medir la expresion del gen rm/D en las mutantes de S. schenckii, el RNA se extrajo de las
transformantes, se sintetizo cDNA siguiendo las instrucciones del kit SuperScriptTM II Reverse
Transcriptase (Thermofisher), luego se cuantifico el cDNA y se diluyé a una concentracion de
200 ng/uL. La PCR en Tiempo Real fue hecha en un termociclador de Applied Biosystems
StepOne™, siguiendo las instrucciones del kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosistems). Todas las reacciones produjeron un solo amplicén, con una curva de fusion
uniforme, determinada por el perfil de disociacion de los productos. Se determindé una
cuantificacion relativa calculando 2*“". Los datos de expresion se normalizaron usando el gen
L6 como gen endogeno.

Analisis de la Composicion de la Pared Celular.

Las células fueron rotas mecanicamente, el homogenado fue centrifugado, y la pastilla colectada
y lavada con agua desionizada. Las paredes celulares fueron liofilizadas y se les hizo una
hidrolisis 4cida. Estas muestras se analizaron por HPAEC-PAD y la separacion de carbohidratos
fue alcanzada por un gradiente de acetato de sodio en 150 mM NaOH (flujo 0.5 mL/min).

Resultados
El gen rmID de S. schenckii esta involucrado en la biosintesis de L-ramnosa.

La sintesis de L-ramnosa en hongos y bacterias se deriva de UDP-glucosa y dTDP-glucosa por
una via que involucra 3 o 4 pasos. En una busqueda BLAST de genes ortélogos de la secuencia
de la enzima RmlID de Escheriria coli en el genoma de S. schenckii, encontramos un ortélogo
putativo para la secuencia de RmlID en E. coli y otros organismos como hongos y plantas (Tabla

).

~—~=

|
144 |



L Semana de
Innovacion,
Emprendimienta

O e Investigacion

®

L

Tabla 3. Analisis de homologia de la proteina RmlD de S. schenckii con
enzimas de otras especies.

Identidad Similitud

Verticillium dahlia ~ 20% 34%
Botrytis cinerea 23% 43%
Magnaporthe oryzae 23% 39%
Arabidopsis thaliana 24% 38%
E. coli 26% 46%

Para ver si el producto del gen rm/D de S. schenckii (SsrmlD) tiene una funcién similar a la
esperada, una expresion heter6loga de éste fue hecha en una mutante de Strepfococcus mutans
ArmlD, los resultados mostraron que el fenotipo de la mutante nula fue restaurado al de la cepa
silvestre con la expresion de SsrmlD. Estos resultados sugieren que la proteina RmID es
funcional y que esta involucrada en la sintesis de L-ramnosa (Fig. 1)

SMUWT

SMU ArmID

Figura 1. El gen SsrmlD restaura el fenotipo silvestre de St.
mutans. Imdgenes tomadas por SEM del fenotipo de Wt SMU,
ArmID y complementante heterologa con SsrmlD.

Silenciamiento del gen rmlD de S. schenckii

Para obtener las mutantes con una expresion menor o sin expresion del gen Ssrm/D, llevamos a
cabo un silenciamiento del gen. Se obtuvieron cinco mutantes a las que se les corrobord la
insercion en el genoma de la construccion de silenciamiento por PCR (datos no mostrados). Para
detectar el grado de silenciamiento de la expresion del gen, ensayos de expresion por PCR

. : . . -AACT
Tiempo-Real fueron hechos, usado una cuantificacion relativa 2" una de las transformantes

]
145 J

~—~=



d Ll Semana de
£y 2 Innovacion,

Q) Emprendimiento
- O e Investigacion

mostroé aproximadamente un 50% menos en la expresion del gen y tres una disminucion del 20%
(Fig. 2).

-AACt

WT 3-10-AS 4-20 11-20 13-20 20-20

Figura 2. Expresion del gen rmID en las mutantes de S. schenckii. Un andlisis
AACt de la expresion del gen rmlD de las mutantes de S. schenckii comparado
con la cepa silvestre, mostro que una de ellas tiene una disminucion de aprox. el
50% en la expresion del gen.

Cuantificacion de Carbohidratos de pared celular de la mutantes de S. schenckii

Para saber si el grado de disminucién de la expresion del gen rmlD en las mutantes es suficiente
para mostrar un fenotipo, en la produccion de ramnosa en la pared celular se llevd a cabo un
analis de cuantificacion de carbohidratos de pared celular de las mutantes. El cual mostré que en
dos de las mutantes hay una disminucion en la ramnosa presente en la pared celular.

mWt m11,20 ©3,10,AS m4,20 m20,20

Ramnosa Glucosamina Glucosa Manosa

2 o o o o Qo

% RELATIVO DE ABUNDANCIA
=}

Figura 1. Porcentaje Relativo de Abundancia de carbohidratos de pared celular
de las mutantes de S. schenckii. Los resultados muestran una disminucion en la
cantidad de ramnosa presente en la pared celular de dos de las mutantes.

Conclusiones
Los resultados obtenidos hasta el momento nos muestran que el producto del gen Ssrm/D tiene la
actividad esperada, involucrada en el ultimo paso de la sintesis de L-ramnosa. Por un analisis
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informatico identificamos el gen ortdlogo de rm/D de E. coli, en S. schenckii el cual tiene una
identidad del 26% y una similitud del 46%, esta enzima cataliza el paso final de la sintesis de L-
ramnosa.

Siendo la pared celular el primer punto de contacto con el sistema inmune, es de importancia
estudiar los componentes de €sta para establecer la importancia de ellos en la interaccion y
modulacion de la respuesta inmune del hospedero. La ramnosa no es un carbohidrato que se
encuentre presente en el hospedero, por lo tanto, su biosintesis podria ser un blanco para futuros
tratamientos terapéuticos contra el hongo.

Para saber el impacto de la ramnosa en la interaccion del hongo con células inmunes del
hospedero, nosotros silenciamos la expresion del gen rmlD de S. schenckii, de las mutantes
obtenidas, una muestra una disminucion en la expresion del gen rm/D de aproximadamente un
50% vy otras dos de un 40%. En cuanto al contenido de carbohidratos de pared, dos de la mutantes
muestran una leve disminucion en el contenido de ramnosa en la fase micelial.
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Resumen

En este trabajo se presenta resultados de mediciones viscosimétricas para determinar la
viscosidad intrinseca de tres muestras de CMC (Carboximetilcelulosa) en disoluciones acuosas a
diferentes temperaturas y pH’s. A partir de las ecuaciones empiricas de Huggins, Kraemer,
Martin y Maron-Reznik, se calcularon las correspondientes expresiones para cada condicion. Se
determinaron las constantes ky (Huggins), kg (Kraemer), ky (Martin) y ky.g (Maron-Reznik). De
estas constantes se puede conocer la viscosidad intrinseca teniendo el dato para una medicion de
una disolucion diluida de polimero. Se ha apreciado que estas constantes son bastante diferentes,
lo que obliga a determinarlas previamente por no poderse aplicar una constante comun.

Palabras clave: Carboximetilcelulosa (CMC); Constante de Mark-Houwink; Efecto
polielectrolito.

Introduccion

El peso molecular de los polimeros esta relacionado con la viscosidad intrinseca, o indice de
viscosidad limite, a través de la ecuacion Mark-Houwink: [n] =k M*, en donde las constantes k
y o se calculan determinando la viscosidad intrinseca y el peso molecular medio numérico o en
peso, de fracciones o muestras de polimeros de diferentes pesos moleculares [1].

Por otra parte, la viscosidad intrinseca de los polimeros puede ser calculada por viscosimetria de
disoluciones de diferentes concentraciones haciendo uso de ecuaciones empiricas como las de
Huggins [2], Kraemer [3], Martin [4] y Maron-Reznik [5]. A partir de las correspondientes
expresiones se pueden conocer las constantes ky (Huggins), kx (Kraemer), ky (Martin) y kv-r
(Maron-Reznik). El conocimiento de estas constantes permite conocer la viscosidad intrinseca a
partir de una sola medicion. Los valores de estas constantes pueden depender del tipo polimero y
solvente se este utilizando [5]. En base a lo anterior, este trabajo se enfoca en la determinacion la
viscosidad intrinseca de tres muestras de Carboximetilcelulosa (por sus siglas en inglés CMC) en
disoluciones acuosas a diferentes temperaturas y pH's, para conocer en que medida las diferentes
constantes son diferentes para este polimero.

Metodologia
Materiales. Se han preparado disoluciones acuosas de diferentes concentraciones, utilizando
solucion buffer pH 4 (citrato de sodio), solucion buffer pH 10 (Borato) y pH 12, 14 (hidréxido de
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potasio) como disolventes. Las concentraciones empleadas para las determinaciones fueron de
0.1,0.16,0.4,0.6,0.8 y 1 g/dL.

Instrumentacion. Las mediciones se hicieron en un viscosimetro Cannon-Fenske No. 200 y los
tiempos de elucion se midieron a 25, 30, 35, 40 y 45 °C en bafio termostatico.

Resultados
A partir del tiempo de vertido del disolvente y de la disolucion correspondiente, se han calculado
las viscosidades relativas, especifica, reducida e inherente segun las expresiones:

MNrel = t/to viscosidad relativa
Nsp = t-to/to viscosidad especifica
Nred = Nep/C viscosidad reducida
Ninh = 1IN Myer /€ viscosidad inherente

donde t, y t corresponden a los tiempos de flujo del disolvente y de cada disolucion. Las
mencionadas viscosidades estan relacionadas con la viscosidad intrinseca o indice limite de
viscosidad, [n], a través de las expresiones

=2 =[] + kyln]*c (Huggins)
el =[] — ky [n]2c (Kraemer)
In (2) = In[n] + ky[n]c (Martin)
4= <[,,]z/2> + (lwg_g = /) InPe
A =1g — N7y (Maron-Reznik)

En las Tabla 1-4, se presentan los datos correspondientes a las temperaturas, viscosidades
intrinsecas y las correspondientes constantes ky, ki, kv v kyr para soluciones con pH 4, 10, 12 y
14.
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Tabla 1. Viscosidades intrinsecas y pesos moleculares segin las expresiones de Huggins, Kraemer, Martin y Maron-
Reznik, para un pH 4.
T(’C) HUGGINS KRAEMER MARTIN MARON-
REZNIK
(n] Ky (n] kg [n] ky [n] kuxr
25 1.89 2.02 264 0.04 261 050 254 0.57
30 1.81 192 244 0.03 241 053 234 0.60
35 149 270 2.14 -0.02 2.08 0.65 2.01 0.78
40 1.44 254 200 -0.04 194 0.68 1.87 0.82
45 1.22 332 177 -0.10 1.68 0.82 1.61 1.09

Tabla 2. Viscosidades intrinsecas y pesos moleculares segun las expresiones de Huggins, Kraemer, Martin y Maron-
Reznik, para un pH 10.
T(°C) HUGGINS KRAEMER MARTIN MARON-
REZNIK
(n] Ky (n] kg (n] ky [n] kuxr
25 201 144 249 0.04 246 050 246 0.53
30 1.97 132 236 0.04 239 048 232 0.53
35 1.55 2,10 2.03 -0.03 195 0.66 195 0.73
40 1.44 230 191 -0.05 182 0.71 1.83 0.79
45 1.31 245 172 -0.09 1.65 0.78 1.62 0.93

Tabla 3. Viscosidades intrinsecas y pesos moleculares segun las expresiones de Huggins, Kraemer, Martin y Maron-
Reznik, para un pH 12.

T(°’C) HUGGINS KRAEMER MARTIN MARON-

REZNIK

(n] Ky (n] kg [n] ky [ kur

25 247 094 2.87 0.08 292 037 271 047

30 246 0.79 2.64 0.07 2.75 037 2.68 0.43

35 231 085 2.50 0.07 2.56 041 256 0.44

40 1.85 132 2.19 0.03 2.18 0.51 2.15 0.56

45 1.63 1.59 1.99 -0.005 195 0.60 1.93 0.65

Tabla 4. Viscosidades intrinsecas y pesos moleculares segun las expresiones de Huggins, Kraemer, Martin y Maron-
Reznik, para un pH 14.
T(’C) HUGGINS KRAEMER MARTIN MARON-
REZNIK
(n] Ky (n] kg [n] ky [ kur
25 1.63 1.02 1.81 0.03 180 0.51 1.79 0.54
30 146 121 1.64 -0.02 1.63 0.58 1.61 0.63
35 1.25 155 145 -0.07 139 0.73 141 0.77
40 .11 1.81 130 -0.14 126 082 1.26 0.92
45 1.06 1.79 122 -0.17 1.19 083 1.18 0.97
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La Figura 1 se muestra graficamente la viscosidad relativa versus el pH, en esta figura se observa
que conforme el pH aumenta la viscosisdad disminuye muy lentamente, como era de esperarse;
sin embargo cuando se tiene un pH mayor a 10 se observa un comportamiento inesperado, ya que
uno esperaria una disminucion drastica de viscosisdad como se observa en pH 14 y no un
aumento como en pH 12. Este comportamiento esta siendo investigado por nuestro grupo, en
estos momentos no podemos dar una hipotesis concreta y en la literatura no se ha encontrado
nada que hable sobre la fisicoquimica de este comportamiento.

—T=25C
—T=30C
—T=35C
——T=40C

T=45C

10
|

200 mg

;gy\ 150 mg
$—

o~ 100 mg
————1+—+—4 1nyg
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6 8 10 12 14

!
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Figura 1. La figura muestra el comportamiento de la viscosidad relativa de la CMC en solucion a diferentes pHs.

Conocida la viscosidad intrinseca, el peso molecular promedio en peso ha sido determinado a
través de las ecuaciones de T. E. Eremeeva [6] para la CMC en solucion a pH 4 y pH 14.
La ecuacion de Mark-Houwink [7]

[7] = 2.24 x 10~*M%83dig?

Tabla 1 Peso molecular promedio en peso segun la ecuacion de T. E. Eremeeva [2] para un pH 4.
T(°C) HUGGINS KRAEMER MARTIN MARON-
REZNIK
M, (g/mol) M, (g/mol) M, (g/mol) M, (g/mol)
25 53 837.84 80 534.85 79 433.36 76 873.34

Y para un pH 14 la ecuacion de Mark-Houwink [7]

[n] =5.37 x 107*M%73dlg™1
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Tabla 1 Peso molecular promedio en peso segun la ecuacion de T. E. Eremeeva [2] para un pH 14.
T(°C) HUGGINS KRAEMER MARTIN MARON-
REZNIK
M, (g/mol) M, (g/mol) M, (g/mol) M, (g/mol)
25 58970.15 68 069.86 67 555.17 67 041.52

Conclusiones

Se determinaron las constantes ky (Huggins), kg (Kraemer), ky (Martin) y ky.r (Maron-Reznik).
A partir de estas constantes se puede conocer la viscosidad intrinseca teniendo el dato para una
medicion de una disolucion diluida de polimero. Se ha apreciado que estas constantes pueden ser
bastante diferentes, lo que obliga a determinarlas previamente por no poderse aplicar una
constante comun.

En la grafica de n. vs pH se observa que la solucion que forma la CMC con el agua a pH=4, 10
y 14, se tiene una estabilidad en la geometria del polimero en un rango de pH=4-10. Sin embargo,
los aumentos de temperatura provocan una perdida de viscosidad. Las soluciones de CMC
mantienen una viscosidad constante. Por encima de pH 10, la viscosidad disminuye
notablemente.

El peso molecular medio en peso de las soluciones de CMC estudiadas oscilan entre 54000 y
90000 g/mol, segun se deduce de las mediciones de viscosidad intrinseca calculadas utilizando
las expresiones de Huggins, Kraemer, Martin y Maron-Reznik y las ecuaciones de T.E. Eremeeva

[2].
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MODELO DE LA TRASFERENCIA DE MASA EN LOS PLATOS PERFORADOS EN
UNA COLUMNA POR LOTES EN ESCALA PILOTO
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Resumen

Se desarrollarda un modelo de transferencia de masa para una columna de destilacion por lotes de
platos perforados, empleando datos experimentales para la determinacion de parametros. El
modelo para platos perforados a considerar supone dos regimenes de operacion: régimen de
espray y régimen de burbujeo. Asi mismo, el modelo toma en cuenta las zonas de chorro,
rompimiento y burbujeo. La mezcla por separar es metanol/etanol, con composicion inicial
variable. Con base a lo anterior se desarrolld6 un modelo matematico para representar la
transferencia de masa entre las fases liquida y vapor en los platos perforados de una columna de
destilacion a escala piloto. De acuerdo con las pruebas experimentales, el régimen de operacion
en la columna de destilacion por lotes es de burbujeo, debido al pequefio diametro de los platos.
El diametro de la burbuja es de 4 mm, la altura de la zona de burbujeo es de 15 mm y la
velocidad de ascenso de la burbuja es de 0.342 m/s, los pardmetros antes mencionado son de
suma importancia para el modelo de transferencia de masa.

Palabras clave: columna por lotes, destilacion, transferencia de masa.

Introduccion

La destilacion por lotes es la operacion mas antigua usada para la separacion de mezclas liquidas
[1]. Esta es ampliamente usada para la produccion de quimicos finos y productos especializados,
como bebidas alcoholicas, aceites esenciales, perfumes y productos farmacéuticos. En los tltimos
afios se han propuesto diferentes modelos para la columna de destilacion por lotes, entre los
modelos se encuentran el Rayleigh, el método corto y el método riguroso; a su vez, eso modelos
pueden asumir que las fases estén en equilibrio o no. El modelo de fases en equilibrio asume que
las fases liquida y vapor estan en equilibrio termodinamico y también emplea la eficiencia de
Murphree para intentar predecir la desviacion del comportamiento real del plato con respecto al
equilibrio, mientras que el modelo en no-equilibrio no requiere el uso de eficiencias. El modelo
de no-equilibrio es mas exacto, pero a su vez mas complicado en comparacion al modelo de
equilibrio. Este modelo toma en cuenta la transferencia de masa y energia en cada fase, asi como
la interfase. Para que el modelo sea més exacto es muy importante el modelo de transferencia
masa, el cual involucra el calculo de los coeficientes de transferencia de masa, areas interfaciales
y coeficientes de difusion. Debido a la enorme importancia de la transferencia de masa en la
ingenieria quimica, se han obtenido coeficientes de transferencia de masa en un gran nimero de
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estudios, tanto de forma tedrica como experimental. Hay estudios para una geometria especifica o
tipo de equipo de contacto, empezando por placas planas, columnas de pared mojada, flujo en
tuberias, sistemas agitados, solo por mencionar algunas [2].

La transferencia de masa es importante en aquellos procesos que involucran dos fases, siendo uno
de lo mas usados la destilacion. Existen diversos modelos de transferencia de masa, cada uno de
los cuales involucra distintas suposiciones. Uno de estos modelos es el de interfase, donde se
considera que la transferencia de lleva a cabo en la interfase. La teoria de pelicula, penetracion y
renovacion has sido modelos los cuales han intentado extender los célculos tedricos a situaciones
mas complejas. Aunque estas teorias a menudo no son exactas, son utiles para proporcionar una
imagen fisica para las variaciones en el coeficiente de transferencia de masa.

Uno de los modelos para la transferencia de masa en platos perforados fue propuesto por Locket
[3] en donde se consideran dos regimenes de operacion: régimen de espray y régimen de
burbujeo. régimen de burbujeo. Dicho modelo se toma como punto de partida para representar la
transferencia de masa en la columna de destilacion por lotes empleada.

Metodologia

La columna de destilacion por lotes por analizar y modelar estd compuesta por un calderin, seis
platos perforados y un condensador total. En la columna se realizara la separacion en una mezcla
de alcoholes (metanol y etanol) con diferentes composiciones iniciales. El modelo usado como
base es el propuesto por Lockett el cual considera el régimen de burbujeo y de espray. Por medio
de la columna experimental serd posible determinar el régimen de operacion, lo cual a su vez
permitira establecer las zonas a modelar

El régimen de burbujeo considera una zona de formacion de chorro, de burbujeo libre y de
rompimiento, cada de una de las zonas se modela considerando diversos pardmetros como son el
diametro del chorro, velocidad del vapor, altura de la zona, didmetro de las burbujas, velocidad
de ascenso de las burbujas, etc. [4]. Para el diametro de las burbujas Prado y Fair [5] consideran
una distribucién bimodal, se consideran solo dos tamafios, uno para las burbujas grandes y otro
para las burbujas pequefas. Esto ha sido comprobado por Vermeer y Krishna [6], aplicandolo en
columnas de burbujeo que operan en régimen turbulento. La zona de rompimiento es muy
pequena y por lo tanto es ignorado en el modelo de transferencia.

Poblacion bimodal de burbujas
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Figura 4. Modelo de burbujeo libre en una columna de destilacion por lotes

A continuacion, se presentan las ecuaciones para el calculo de la transferencia de masa cada zona
del régimen de burbujeo.
El flux promedio molar en la zona de formacion de chorro esta dado por:

—1 N
Ny, = CtVﬂIVKOV,I (Q?) (ylE N ) (1
El flux promedio molar en la poblacién de burbujas grandes esta dado por:
1 «
Ny = CtVﬂI’;JKOV,II,I (QIVI,I) 9 (ylE N ) @)
El flux promedio molar en la poblacion de burbujas pequefias esta dado por:
1 «
Nipa = ctVﬂ[I;,ZKOV,H,Z (QIVI,Z) o (ylE N ) )

N: flux molar promedio (mol/m?s)

¢/ : densidad molar de la mezcla de vapor (mol/m?)

B : coeficientes de arranque de vapor
Kov: coeficiente total de transferencia de masa en mezclas binarias (m/s)
Q" : funcién definida por
Q" =(=N,, )/ (exp(~Ny, ) -1) 4)
Nov numero total de unidades de transferencia
yie fraccion mol del componente i en la fase vapor

y, fraccion mol del vapor en el equilibrio

El modelo en no equilibrio de la columna de destilacion por lotes debe incluir al modelo de
transferencia de masa obtenido en este trabajo. En el trabajo a futuro se resolvera el sistema de
ecuaciones completo (balances de materia, balances de energia, velocidad de transferencia de
masa y energia en la interfase, restricciones de sumatorias, hidraulica y ecuaciones de equilibrio),
permitiendo obtener los perfiles de composicion y temperatura, asi como su comparacion con los
obtenidos en las pruebas experimentales.

Resultados

El modelo de transferencia de masa para la columna de destilacion por lotes involucra una zona
de burbujeo en donde el tamafio de la burbuja estandar es de 4 mm segin las pruebas
experimentales. Con base en lo anterior y considerando el modelo que se obtuvo el siguiente
modelo de transferencia de masa.

El flux molar promedio es:

N=c B Ky (QV)_I O, (ylE_y;) ®)

La diferencia en el comportamiento en la zona de chorro con respecto al equilibrio esta dado por
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O, =exp(—N,,)

Numero total de unidades de transferencia

N,, =K, a’t
Coeficiente total de transferencia de masa
L _1 gk
K, k' kK

Coeficiente de masa para la fase liquida
1/2

Coeficiente de masa para la fase vapor
kK = —ln(l—F)/(a't)

Fraccion de burbujas en el equilibrio

Numero de Fourier

Fo=4D"t
Tiempo de residencia
, = ’ v
Area interfacial por unidad de volumen de vapor en la poblacion de burbujas
a=0 i

Velocidad de ascenso de las burbujas
U= 4gd (pL ~— Py )
\/ 3C,pp

_2h
Re

Coeficiente de arrastre

C

D

Donde:

¢ : densidad molar de la mezcla de liquida (mol/m’)

d: diametro de la burbuja (m)

K;: constante de equilibrio

D": coeficiente de difusividad de Maxwell-Stefan del vapor
D": coeficiente de difusividad de Maxwell-Stefan del liquido

p, : densidad del liquido
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Py - densidad del vapor

Para completar el modelo, es necesario obtener las correlaciones para el calculo de las densidades
del liquido y vapor adecuados para los alcoholes a destilar, asi como el algoritmo de céalculo para
las difusividades y constantes de equilibrio.

Conclusiones

Debido a las dimensiones de la columna, su régimen de operacion es de burbujeo, con un tamafo
de burbuja de 4 mm. Se desarrolld un modelo para la columna de destilacion por lotes
considerando las caracteristicas de burbuja antes mencionadas. El modelo de transferencia de
masa presentado sera incluido posteriormente en el modelo en no equilibrio, el cual requiere el
calculo de la transferencia de masa para asi obtener el perfil de composiciones y flujo en cada
etapa. El modelo de no equilibrio, al incorporar el modelo de transferencia de masa apropiado,
debe ser capaz de predecir el comportamiento de la columna con un error menor al que se
obtendria bajo la suposicion de equilibrio en los platos de esta.
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Resumen

En el disefio de un sistema de control basado en controladores lineales PI para un sistema de
purificacion de bioetanol basado en destilacion extractiva. Este trabajo aborda el problema de
determinar la mejor configuracion de control y la sintonizacion sistematica de los controladores,
en un marco fisico. Se consider6 un sistema convencional consistente de una columna
preconcentradora, una extractiva y una recuperadora. Para establecer los lazos de control, se
aplico el indice de Operabilidad (OI). Todos los posibles lazos de control fueron evaluados, y
contrario a otros trabajos, también las impurezas en las corrientes fueron consideradas como
salidas de control. Los resultados sugirieron que se requiere un menor esfuerzo de control para
controlar las impurezas; esto es, los OI para las impurezas fueron menores que los OI para
purezas asi la configuracion de control fue establecida. Para la sintonizacion de los controladores
se utilizd una aproximacion de asignacion de polos estables. A través de esta técnica, todos los
controladores se sintonizaron simultaneamente y los valores de las ganancias de los controladores
fueron calculados directamente de la ganancia estatica y la constante de tiempo identificada para
cada lazo. Se utilizd Aspen Dynamics® para llevar a cabo la evaluacion del desempefio de los
controladores cuando se controlan purezas e impurezas ante una perturbacion del 5% en la
composicion de bioetanol en la alimentacion.

Palabras clave: Bioetanol, sistema de control, Indice de Operabilidad, sintonizacién sistemdtica.

Introduccion

Desde la crisis del petroleo de los afios 1970s, se han buscado fuentes de energia renovables que
también sean amigables con el medio ambiente debido a la elevada emision de gases provocada
por el uso de combustibles fosiles [1]. Dentro de estas nuevas fuentes de energia, los
biocombustibles, han tenido una mayor aceptacion por sus ventajas medioambientales,
especialmente el bioetanol, producido a partir de biomasa, se ha convertido en el sustituto mas
popular para la gasolina. Es producido mediante la fermentacion de azucar de diferentes materias
primas como son cafa de azlcar, maiz, sorgo, residuos agroindustriales, etc., pero tiene la
desventaja de presentar una concentracion de etanol muy baja (4-10%) y el resto es agua,
principalmente. Para ser utilizado como biocombustible, el bioetanol debe tener una
concentracion del 99.5% en peso [2].

Para alcanzar concentracion de bioetanol deseada, se han propuesto varias alternativas de
purificacion como la pervaporacion, adsorcion, destilacion con cambio de presion, destilacion
extractiva, destilacion azeotrdpica, etc. [3] Las alternativas basadas en destilacion han sido las
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mas utilizadas y principalmente la destilacion extractiva debido a la presencia de un azeotropo
homogéneo en la mezcla etanol-agua, la cual requiere de un tercer componente conocido como
extractante que interactua con la mezcla para romper el azedtropo y obtener el compuesto
deseado purificado. Debido a la baja concentracion de bioetanol que se obtiene después de la
fermentacion, debe ser procesado mediante una preconcentracion y luego pasar a una etapa de
deshidratacion donde se obtiene el bioetanol puro por el destilado y finalmente por el fondo se
obtiene una mezcla de extractante-agua que pasa a una tercera columna donde se recupera el
extractante y asi ser recirculado a la columna extractiva. [4]

En cuanto a los sistemas de control implementados para este proceso, existe poca literatura. Para
obtener un sistema de control eficaz, se debe determinar la viabilidad de controlar las salidas de
control del proceso con las entradas de control disponibles. Esto puede obtenerse mediante
diferentes técnicas como SVD, RGA, entre otras. Recientemente se han utilizado nuevas técnicas
que permiten entender de manera practica la nocion de controlabilidad y éstas se ven desde un
marco operacional donde se abordan los problemas del modelo en estado estacionario del proceso
y se determina si los valores de entrada son suficientes para alcanzar los valores de la salida en
caso de una perturbacion. De esta manera se pueden conocer los mejores lazos de control a
implementar y tener un significado fisico [5]. Una vez que fue encontrada la configuracion de
control, se continua con la construccion y sintonizacion de los controladores. En el caso del
proceso de purificacion de bioetanol, el cual consiste en columnas de destilacion, se ha
demostrado que los controladores PI y PID han presentado buenos resultados. En cuestion de la
sintonizacion, existen varias técnicas como son Ziegler-Nichols, Tyreus-Luyben, etc.; sin
embargo, estas técnicas sintonizan a prueba y error, y, ademas, la sintonizacion se lleva a cabo
controlador por controlador. Existe una técnica reciente propuesta por Zavala-Guzman [6] la cual
sigue una asignacion de polos estables y permite a los controladores PI ser sintonizados
sistematica y simultaneamente.

Metodologia

Debido a la baja concentracion de bioetanol proveniente de la fermentacion, es necesario
concentrarlo a través de un proceso de purificacion para obtenerlo al 99.5%. El bioetanol diluido
se alimenta a una columna preconcentradora donde se extrae la mayor parte de agua para dejar la
mezcla en 91% en peso de etanol la cual sale por la corriente de destilado y se alimenta a la
columna extractiva donde también se alimenta el agente extractante, en etapas superiores a la
primera alimentacion; éste modifica la volatilidad de la mezcla azeotrdpica provocando que el
agua sea removida junto con el agente extractante por la corriente de fondo y permitiendo obtener
bioetanol anhidro (99.5%) en la corriente de destilado. La corriente de fondo se alimenta la
columna recuperadora en la cual se recupera el agente extractante y es recirculado a la columna
extractiva. La Figura 1 muestra el diagrama del proceso de purificacion de bioetanol.

La corriente de alimentacion a la columna preconcentradora fue de 507 kmol/h con una
concentracion del 10% en peso de etanol y el resto agua. La composicion de etanol en el
destilado de esta columna es del 91% en peso y en el fondo es del 1% en peso. En la columna
extractiva se aliment6d un flujo de 12.1578 kmol/h de glicerol, la concentracion de etanol en el
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domo es del 99.5% en peso mientras que en el fondo no debe exceder 0.1% en peso. Finalmente,
en la columna recuperadora se obtiene glicerol por el fondo con una concentracion de 99.9% en
peso y en el domo de 0.1% en peso. El proceso se modeld y simul6 en Aspen Plus® utilizando el
modelo termodindmico NRTL y posteriormente se exportd a Aspen Dynamics® para el estudio
dinamico del sistema y el desempefio de los controladores.

Glicerol EiOH
frasen 99.5%

peso

EtCH conc ' """

Agua

Mezcla etanol - |

T

"""""" Mezcla
.............. agua-
gliceral

Agua Kr/,

Gliceral 5
99 9% peso

Figura 1. Proceso de purificacion de bioetanol.

El objetivo del sistema de control fue mantener la composicion de bioetanol en su valor nominal
en la corriente de destilado de la columna preconcentradora y de la columna extractiva y la
composicion de glicerol en la corriente de fondo de la columna recuperadora. Para lograr esto, se
tomaron en cuenta como entradas de control el reflujo, la carga térmica y el flujo de extractante.
Por otra parte, como salidas de control ademas de las purezas en las corrientes de producto, se
consideraron las impurezas como lo propuso Luyben [7]. El siguiente paso fue establecer la
configuracion de control a través del indice de Operabilidad y por medio de una aproximacion
heuristica que empareja la entrada de control con la salida de control mas cercana.

La factibilidad de cierta entrada de control para mover cierta salida de control puede ser
visualizada primeramente a través de su correspondiente ganancia estatica. Sin embargo, esta
informacion no es suficiente para determinar si la entrada de control puede efectivamente llevar a
la salida de control al valor deseado. En otras palabras, aunque la entrada de control pueda
manejar la salida de control, existen restricciones del proceso que evitarian que se llegara a los
valores nominales deseados. Ademas, si existe mas de una opcion de entrada de control y mas de
una salida de control, el problema principal se vuelve en encontrar cual entrada de control haria el
menor esfuerzo para accionar cualquier salida de control, y el emparejamiento de entrada-salida
de control se vuelve en un problema combinatorio.
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Una estimacion, en términos de porcentaje con respecto al valor nominal, del cambio que debe
ser hecho en cierta entrada de control (u;) para impulsar un cambio de una unidad en cierta salida
de control (y;) en porcentaje en relacion con su valor nominal, es dado por el siguiente parametro,
en este trabajo se conocera como Indice de operabilidad (OI, por sus siglas en inglés):

o1 =2 L (1)

u, Kij

Aunque Kj; puede ser calculada de forma precisa por medio de la linealizacion del modelo del
proceso y la aplicacion de la transformada de Laplace para obtener la funcion de transferencia de
la pareja (u;, y;j), en el caso de este trabajo, en el cual se consideran sistemas de grandes
dimensiones y modelos no lineales, Kj; puede facilmente ser calculada mediante el método de la
curva respuesta [8].

Puesto que Kj; encierra sélo el efecto de la entrada u;, de ninguna variable mas, en la variable de

salida y;, entonces Olj; también; por lo tanto, si hubiera otras variables de entrada activas con un

tipo de efecto adverso, el valor OI puede verse como el cambio mas bajo de u; que produce el
cambio unitario de y;. Por lo tanto, si se compararon los OI de diferentes pares de entrada-salida
de control, el mejor par debe tener al menos el Ol més bajo.
Posteriormente, se construyo el controlador a implementar el cual fue un controlador lineal PI
para cada lazo de control establecido:

. kii t
w( = T +ke (v -5) + T_IC] ' fo (v;(8) — ;) -dé (2)

I

Finalmente, se realiz6 la sintonizacion de los controladores PI mediante la aplicacion directa de
las relaciones obtenidas por Zavala-Guzman.
2n—1

j _
ke =

)

(4)

T

ij 2
P =1 (&) (7
Aqui, &;; es el factor de amortiguamiento con un valor de 0.8412 y n puede considerarse como el

numero de veces que la dinamica de referencia es mas rapida que la dindmica natural del proceso.

Resultados

Se determind el indice de operabilidad para cada una de las columnas de destilacion para
establecer la mejor pareja de entrada-salida de control considerando las purezas e impurezas. Para
obtener el OI se requirié de conocer las ganancias estaticas; para determinarlas, se realizdo un
cambio del =1 % en cada entrada de control mientras las demas se mantenian constantes y se
registro la trayectoria de las salidas de control hasta que no se tuviera un cambio significativo en
la respuesta, se tom¢ el valor final de la salida y se le restd su valor nominal y después se dividio
entre el porcentaje de cambio realizado a la entrada de control. Finalmente, se obtuvo el OI
mediante la Ecuacion (1) y se escogio aquellas parejas con el OI mas cercano a cero. En la Tabla
1 se muestran los Ol para la columna preconcentradora, de la misma manera se obtuvieron los Ol
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para la columna extractiva y la recuperadora; se marcan con amarillo los lazos de control que
requieren menos esfuerzo en las entradas de control. Estos resultados indican que para controlar
las impurezas se requieren los siguientes lazos de control: CDP (Reflujo — Xpagua) ¥ (Qr—

Xgeron ); CDE (Reflujo — Xpagua) ¥ (Qr—Xpgton) ¥y para CDR (Reflujo — Xpgjicerol) ¥ (Qr—
XBwater)- Mientras que para las purezas: CDP (Reflujo — Xpgron) ¥ (Qr—XBagua ); CDE (Reflujo —

XDEtOH) y (QR*XBagua ) y CDR (Reﬂujo - XDagua) y (QR*XBglicerol )

Tabla 1. Indice de Operabilidad para la CDP,

Entrada de XDEtOH XBEtOH XDagua XBagua
control
Reflujo 12.021 0.134 -1.184 -13.217
Carga térmica -5.719 -0.0302 0.565 2.996

Una vez establecidos los lazos de control, los controladores para cada columna de destilacion
fueron implmentados y sintonizados. La Tabla 2 muestra los mejores valores de n, la ganancia
proporcional y el tiempo integral usados para cada controlador para los casos de controlar
impurezas y purezas. Algo a tener en mente fue que al controlar las purezas en la columna
extractiva no se alcancé el valor nominal aunque se utilizaron varios valores para n, resultando
cierto lo que dijo Luyben [7].

Tabla 2. Parametros de sintonizacion

Controlando impurezas Controlando purezas

Columna  Controlador n K 7 n K. 7;
CDP Bl 3 -5.921 0.0491 3 60.1054822 0.0481573
B2 3 -0.151 0.0491 3 14.9818251 0.06683054

CDE B3 1 -0.493 0.80226127 - - -

B4 1 -0.0415 0.76953397 - - -
CDR B5 3 -0.837 0.66437515 3 881.727027 0.91548006
B6 3 -0.165 0.09090919 3 164.851485 0.10172001

Para determinar el desempeiio de los controladores, se realizd una perturbacion de 5% en la
compisicion de etanol en la corriente de alimentacion. En las Figuras 2-7, se puede observar que
el desempefio es mejor controlando las impurezas debido a que se requiere menos tiempo para
alcanzar el valor nominal que controlando las purezas. En la CDP se puede observar que la
entrada de control no cambia radicalmente cuando se implementa un controlador u otro. En el
caso de la CDE, debido a que no se es capaz de controlar las purezas, se concluyé que la mejor
opcion es controlar la impureza, y esto significa que se requiere mucho esfuerzo de control para
controlar las purezas, esto también se puede observar con el OI. En la CDR, se observo que la
carga térmica es ligeramente mayor al controlar la impureza.
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Figura 2. Desemperio del controlador de la CDP. Figura 3. Cambio en la entrada de control de la CDP.
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Figura 4. Desemperio del controlador de la CDE. Figura 5. Cambio en la entrada de control de la CDE.
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Figura 6. Desempeiio del controlador de la CDR. Figura 7. Cambio en la entrada de control de la CDR.
Conclusiones

Mediante el uso del OI, se establecieron los mejores lazos de control en el proceso de
purificacion y estos fueron los que controlaron las impurezas en cada corriente, esto significa que
controlar las impurezas requiere menor esfuerzo en la entrada de control. Se implementaron los
controladores PI para el caso de las purezas e impurezas y se sintonizaron mediante la asignacion
de polos estables escogiendo el mejor valor de n donde las trayectorias no presentaron muchas
oscilaciones. Finalmente, Se concluyd que es mas facil controlar las impurezas del proceso, y eso
se observa en las graficas obtenidas al revisar el desempeio de los controladores al controlar
ambos casos. El controlador que controla la impureza tiene una respuesta mas rapida y por lo
tanto alcanza mas pronto el setpoint.
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OPTIMIZACION DE UNA COLUMNA DE DESTILACION POR LOTES POR EL
METODO DE COLOCACION ORTOGONAL EN UN PROGRAMA LIBRE (JUMP)

Christian Felipe Rodriguez Robles, Salvador Herndndez Castro, Fabricio Omar Barroso Munioz, Héctor Herndndez
Escoto
Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato, Noria Alta S/N Col. Noria Alta, Guanajuato,
Guanajuato, C.P. 36050, México.

Resumen

La destilacion por lotes es un proceso ampliamente usado por la industria por tener una operacion
sencilla. La destilacion por lotes es empleada principalmente en procesos de pequeiia y mediana
escala, para producir quimicos finos, en plantas piloto entre otros propositos. Sin embargo,
obtener productos con altas purezas es complicado, por lo cual, es importante aumentar la
cantidad de producto con alta pureza.

En el presente trabajo, se busca maximizar la cantidad de destilado con una pureza de 85 % mol
de metanol, para una mezcla cuaternaria de alcoholes (metanol, etanol, n-propanol y n-butanol).
El problema de optimizacion se resolvidé por medio del método de discretizacion de colocacion
ortogonal por elemento finito con raices de Rauda y la optimizacion se realizdé con el solver
[POPT (Interior Point OPTimizer) incluido en la libreria de JuMP del software Julia. Se encontrd
el perfil optimo de la relacion de reflujo, alcanzando la pureza final de 85% del metanol al final
del tiempo de una hora.

Palabras clave: Destilacion por lotes, Colocacion Ortogonal, JuMP.

Introduccion

La destilacion es el proceso de separacion mas utilizado en el mundo que tiene una ficil
operacion. La destilacion por lotes es empleada principalmente en procesos de pequeia y
mediana escala, para producir quimicos finos, en plantas piloto entre otros propositos. La
destilacion por lotes presenta ciertas ventajas, como la capacidad de separar una mezcla
multicomponente en un solo equipo.

La mayoria de las columnas de destilacion por lotes operan con una relacion reflujo constante
obteniendo una composicion del componente del destilado variable. Sin embargo, para tener una
composicion del destilado especifico, se requiere operar la columna con relacion de reflujo
variable. Por lo tanto, se debe optimizar la operacion de la columna para alcanzar la composicion
deseada del destilado. Existen diferentes métodos para optimizar columnas de destilacion por
lotes, los mas usados son el método de colocacion ortogonal y el método de parametrizacion del
vector de control (PVC).

Lopez-Saucedo [1] estudio el caso de una columna compleja no reactiva y reactiva, optimizando
la conversion y la utilidad (profit) por medio de un método directo (colocacion ortogonal) y lo
compar¢é con el método CVP (método integrado). En el método directo utilizo el software GAMS
y en el método integrado gPROMS, utilizando la relaciéon de reflujo como variable de control.
Los resultados obtenidos por ambos métodos fueron semejantes, ambos tuvieron un buen
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desempeio. Solo se obtienen resultados diferentes cuando se aumenta el numero de elementos
finitos en la colocacion o piezas de control en PVC. El método mas rapido fue el CVP resuelto en
el software gPROMS.

Aunque varios trabajos han abordado la optimizacién de columnas de destilacion por lotes, muy
pocos han utilizado programas gratuitos para resolver sus sistemas. Hedengren [2] ha estimado
parametros por medio de colocacion ortogonal para una columna de destilacion por lotes para una
mezcla binaria metanol-etanol, utilizando el software Python para resolver el sistema.

Usar programas como GAMS y gPROMS requiere el uso de licencias con costos, marcando una
clara desventajas en caso de no tener el recurso para adquirir la licencia. Una alternativa es usar
programas de uso libre, como pyomo y GEKKO en la paqueteria de Python o JuMP integrado al
programa Julia. Ya sea pyomo, GEKKO o JuMP, son programas con solvers de uso libre
totalmente gratuitos, facil de escribir y manipular, asi como rapidos en el tiempo de ejecucion.

En este trabajo, se realizard un estudio tedrico de la optimizacion de una columna de destilacion
por lotes para una mezcla cuaternaria de metanol, etanol, n-propanol y n-butanol. Se maximizara
la produccion de destilado con una composicion minima del 85% en mol de metanol.

Metodologia

Para la optimizacion dindmica de la columna por lotes, se utiliza un método directo. Primero, es
necesario discretizar todas las variables de estado, asi como su entrada de control (relacion de
reflujo en este caso) del modelo dindmico de la columna a ecuaciones algebraicas para que esas
ecuaciones algebraicas sean resueltas directamente aplicando una estrategia de programacion no
lineal.

El modelo matematico empleado es descrito por Mujtaba [3] para una columna de destilacion por
lotes convencional, sin reaccion quimica, sin corrientes de entrada o salida. Las consideraciones
para el modelo matematico fueron: retencion de los platos constante, la retencion en fase vapor es
despreciable, mezclado perfecto en los liquidos y gases de los platos, platos teoricos, perdidas de
calor insignificante, flujo de vapor y de liquido constante en toda la columna.

La columna de destilacion

Balance total de masa:
a) Balance total en el acumulador: j=1

dM,
=D 1
— (1
b) Balance total en reboiler: j=N
dMy
=L-V 2
= 2)

Balance de masa por componentes:

a) Acumulador del destilado

—2 = D(xj; — xai) (3)
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b) Retencion del tanque del condensador: j=1

dx;:;
Me—= =V (¥ai = %) *)
c) Etapas intermedias: j=2 a N-1
YR B +Vyje1— Lxj =V ()
i g B T VY T X Y

d) Re hervidor: j=N

dx 6
MNd_;V=L(xN—1_xN)_V(yN_xN) ©)

La relacion de equilibrio
Yij = Kijxi; (7)

zyi,f =1 ®)

Restricciones

Balance de energia

a) Condensador
0=VHY —HV +Q, 9)
b) Reboiler

0=L(Hy_y — Hy) —V(H{ — Hy) + Q; (10)

Asi como las siguientes relaciones
D =V(1—RR) (11)
LR = V(RR) (12)

La relacion de equilibrio K; ; de (7) fue calculada por medio de la ley de Raoult donde

Sat
i (13)

Ki,j = P

Donde P es la presion total del sistema y es la presion de saturacion de cada componente. La
Figura 1 muestra el esquema de una columna de destilacion por lotes. La columna tiene 10 etapas
de separacion, incluyendo el condensador y re hervidor. Para este caso, el valor V2 es igual a 7.5
moles/h.
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Figura 1. Esquema de la columna de destilacion por lotes.

Las ecuaciones diferenciales y algebraicas (EDA) que gobiernan al sistema fueron discretizadas
por medio de colocacion ortogonal sobre elemento finito para emplear un método de
optimizacion directo. La colocacion ortogonal consiste en acercar la respuesta del sistema por
medio de un polinomio de potencias con orden K. Al aplicar el limite al polinomio obtenido, es
posible sustituirlo en (1) -(6). Para este caso, K =3 y se utilizaron las raices de Rauda. Para mayor
detalle del método, revisar el trabajo desarrollado por Cuthrell y Biegler [4].

Después de reducir las EDA a ecuaciones algebraicas, es posible optimizar directamente el
sistema. La estrategia de programacion no lineal consitid en lo siguiente: para la optimizacion se
utilizé el solver IPOPT (Interior Point OPTimizer) disponible en el paquete JuMP [5] del
programa Julia, la maximizaciéon del problema de optimizacién puede ser matemdaticamente
formulada como

Maximizar Mgxg 4

u(t), '
Sujeto a dx Ecuaciones de modelo y
dt f(x(t),u(t), il tf) restricciones de igualdad

h(x,u,q,t) =0
Xproducto = Xproducto Restricciones de desigualdad
t=1t
f

Para este caso, la relacion de reflujo se encuentra en la region 0.2 < RR < 1.0. Como limite
inferior se toma el valor de 0.2 y por cuestiones de disefio, una columna de destilacion por lotes
tiene como valor maximo 1. La entrada u(t) es RR, X*prodqucto €5 la pureza en mol del metanol
especificada (0.85), tres el tiempo final y q son los pardmetros.

Resultados

En esta seccion, se presentaran los resultados obtenidos para las simulaciones realizadas. En la
Figura 2 se observan los perfiles de la relacion de reflujo segin el nimero de elementos de
elementos finitos utilizados.

~—~=

]
168 J



L Semana de

2 Innovaeion,

©Q Emprendimiento
O e Investigacién

La relacion de reflujo se va ajustando a lo largo del tiempo para obtener mayor cantidad de
destilado que cumpla con la especificacion del 85%. Para N = 3, durante los primeros 25 minutos
la relacion de reflujo tiene el valor del limite inferior para obtener la mayor cantidad de destilado
posible. Después de los 25 minutos, la relacion de reflujo aumenta conforme transcurre el tiempo
hasta llegar a reflujo total al tiempo de 1 h. Los ultimos 10 minutos, la relacion de reflujo es el
maximo posible para lograr alcanzar la composicion de 85 fraccion mol.

Cuando el nimero de elementos es de 6 y 15, el perfil tiene mayor velocidad para alcanzar el
reflujo total. Hasta los 42 minutos, se mantiene al minimo valor de RR, hasta los 50 minutos la
relacion de reflujo pasa del minimo al maximo. Mientras que la optimizacidon con 3 elementos
requiere 25 minutos para llegar al reflujo total, con mas elementos s6lo requiere 10 minutos.

d
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Figura 2. Perfil optimo de la relacion de reflujo.

Los resultados de todas las optimizaciones se muestran en la Tabla 1, variando el numero de
elementos finitos. Con N = 3, el valor 6ptimo tiene una diferencia porcentual de alrededor del 9%
respecto a N = 6 y 15. Sin embargo, basta con N = 6 para obtener el valor 6ptimo de 1.91 y no
utilizar 15 elementos. El tiempo de computo fue minimo, para 15 elementos solo se necesitd 26
segundos, para N = 6 se necesitaron 25 segundos y para 3 elementos 4 segundos.

Tabla 1. Resultados optimos para 3, 5y 10 elementos.

Elementos XD (Metanol) XD (Etanol) XD (n-propanol) XD (n-butanol) Hax,; 6ptimo
3 0.850 0.149 0.000 1.176e-5 1.781
6 0.850 0.146 0.003 0.000 1.910
15 0.850 0.148 0.001 4.334e-6 1.950

En la Figura 3 se observa el perfil de composiciones del destilado para 3 elementos. El metanol
mantiene una composicion baja mientras la relacion de reflujo es pequefia, hasta los 50 minutos
de operacion, donde aumenta 40% de composicion para llegar a los 85%.
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Figura 3. Perfil optimo del destilado para 3 elementos.

Conclusiones

Es posible obtener un perfil 6ptimo de pureza del metanol en el destilado y maximizar la
corriente del destilado a través de un método de colocacion ortogonal, manipulando la relacion de
reflujo. Aunque el método de colocacion ortogonal ayuda a la discretizacion del problema y
resolver el sistema con un menor tiempo de computo, para ecuaciones rigidas es complicado la
inicializacion de sus valores de estado.

El programa de uso libre Julia con el paquete de optimizacion JuMP es capaz de resolver
problemas de optimizacion dindmica para columnas de destilacion por lotes.
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Resumen

La eleccion del disefio de todo proceso industrial se basa principalmente en cuestiones
econdmicas. Si bien este aspecto es importante, no es el Uinico a considerar. En todo disefio se
deben tener en cuenta aspectos como la seguridad y el impacto ambiental. En este trabajo,
presentamos la optimizacion de tres procesos diferentes para obtener silicio de grado solar,
incluyendo consideraciones de seguridad, impacto econémico y ambiental en la etapa de disefio
del proceso. La seguridad estd involucrada a través del indice de riesgo individual (IR), la
economia con el retorno de la inversiéon (ROI) y el impacto ambiental con el eco-indicador 99
(EI99). El disefio del Proceso de Siemens resultd ser el que obtuvo los mejores indices de
seguridad, rentabilidad y medio ambiente, a pesar de tener la menor produccion de silicio solar,
siendo cuatro veces menor que el Proceso Hibrido.

Palabras clave: Silicio grado solar, Seguridad inherente, Impacto Ambiental.

Introduccion

La produccion de silicio grado solar es un paso clave en la industria fotovoltaica. Con el fin de
abordar la creciente demanda de materia prima de silicio, se han desarrollado muchas rutas de
produccion [1]. La produccion de silicio grado solar se puede llevar principalmente a través de
dos rutas. La primera de ellas es con un enfoque metaltrgico, la cual combina una serie de etapas
de refinado, asi como una etapa de solidificacion [1]. La segunda ruta es la produccion de silicio
grado solar por métodos quimicos, los cuales tienen la ventaja de producir silicio grado solar de
mejor calidad [2]. Los principales problemas de las rutas quimicas son el alto consumo de
energia, conjuntamente con el riesgo de seguridad que presentan los procesos, ademas del peligro
ambiental que implica la produccion de clorosilanos. Estos compuestos son corrosivos y toxicos
y por lo tanto presentan problemas de seguridad y ambientales [2].

El entorno de seguridad juega un rol muy importante en este tipo de procesos, puesto que se
tienen riesgos muy significativos, tal es el uso de gas silano (SiH4), el cual torna a ser el peligro
mas caracteristico en la produccion de Si grado solar en el proceso Union Carbide, lo anterior
porque es extremadamente explosivo y presenta un peligro potencial para los trabajadores y las
comunidades. Se conoce que las liberaciones accidentales de silano explotan espontaneamente, y
la industria de los semiconductores informa varios incidentes de silano todos los afios [2].

Otras sustancias que representan un riesgo son el tetracloruro de silicio (SiCly), y el acido
clorhidrico (HCI), ya que son extremadamente toxicas, corrosivas, Yy la primera reacciona
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violentamente con el agua. No obstante, resultan facil de recuperar y reutilizar como insumos
para la produccion de silano; en lugares con poca o ninguna regulacion, pueden constituir un
peligro de seguridad y ambiental extremo. Washington Post informo en el 2008, la fabricacion de
silicio se estd expandiendo rapidamente en China, pero las instalaciones para reciclar el
tetracloruro de silicio y otros productos toxicos no siguen el ritmo [2].

Por lo anterior que es extremadamente importante el disefio de una planta de produccion de
silicio grado solar, que ademds de poder abaratar los costos de produccion y aumentar la
produccidn, sean capaces de ser seguros y responsables con el medio ambiente.

El objetivo de este trabajo es la optimizacion de tres procesos de obtencion de silicio grado solar,
considerando aspectos de seguridad, rentabilidad y ambientales a fin de cubrir las necesidades
industriales actuales. Este procedimiento da lugar a un problema de optimizacién multiobjetivo,
en el que las métricas de seguridad, rentabilidad y ambientales son factores conflictivos que
deben minimizarse y maximizarse en el caso de la rentabilidad.

Metodologia

Esta seccion muestra la metodologia de la optimizacién multiobjetivo de los tres procesos para
obtencion de silicio grado solar, expuestos en el trabajo de Ramirez-Marquez et al [3].

Los casos fueron optimizados simultineamente mediante un algoritmo hibrido llamado
Evolucion diferencial con Taboo List (DETL). Se tienen tres funciones objetivo, el retorno de
inversion (ROI), el impacto ambiental (Eco-indicador 99) vy el riesgo inherente (IR). Esta
metodologia de optimizacion permite incluir funciones objetivo conflictivas entre si, tratando de
obtener disefios mas rentables, respetuosos con el medio ambiente y buenos en términos de
seguridad. Los indices de optimizacion se describen a continuacion. Para observar el aspecto
econdmico de los tres Retorno de la inversion (ROI).

El uso del retorno de la inversion (ROI) como objetivo econdomico permite observar el
desempeiio economico del proceso, ya que muestra los problemas de planificacion de la
inversion. La ecuacion mas simplificada de ROI es la siguiente:

N
2{:1 CFi/
N

ROI = ———, (1)

donde, CF; es el flujo de efectivo después de impuestos, I es la inversion de capital, N es el
numero de afios del proyecto, se utiliza un valor promedio de los ingresos después de impuestos.

El Eco indicador 99 (EI99) es una metodologia basada en la evaluacion del ciclo de vida (ECV),
donde se basa la ponderacion jerarquica en la evaluacion relativa del dafio. El EI99 se define en
la siguiente ecuacion:

EI99 = X} XaXkek 0awaBpp i )

donde, 64es el factor de normalizacion para el dafio de la categoria d, wy es el factor de
ponderacion para el dafio de la categoria d, 8, representa la cantidad total de producto quimico b
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liberado por unidad de flujo de referencia debido a las emisiones directas, ay, j es el dafio causad
en la categoria k por unidad de producto quimico b liberado al medio ambiente.

El IR define el riesgo que tiene una persona dependiendo de su posicion, ocurrencia de frecuencia
implicita y una probabilidad de muerte o lesiones que podrian ser causadas por un accidente. El
IR lo definié como sigue:

IR = ZfiPx,y (3)

donde, fies la frecuencia en la que puede pasar el accidente; y Py, es la probabilidad de

afectacion en un area especifica.

Se localizan grados de libertad en cada proceso, lo cual lo convierte en un problema optimizable.
La optimizacion por el método DETL se llevo a cabo utilizando una plataforma hibrida que
incluye Microsoft Excel y Aspen Plus. En donde basicamente el vector de variables de decision
se envia desde Microsoft Excel a Aspen Plus por medio de DDE (Dynamic Data Exchange) a
través de la tecnologia COM. Ahi esos valores son asignados a las variables del proceso en
Aspen Plus Modeler, para realizar la simulacion. Una vez hecha la simulacion, Aspen Plus
regresan los valores de salida a Microsoft Excel como u vector resultante que contiene los datos
de salida. Por ultimo, Microsoft Excel analiza los valores de la funcion objetivo y propone
nuevos valores de variables de decision segliin la metodologia DETL.

Resultados
En esta seccion se muestran los resultados de la optimizacion realizada a los tres procesos antes
mencionados. La Tabla 1 nos exponen de manera mas clara los resultados para cada proceso.

Tabla 1. Resultados del ROI, Eco 99 e IR para los procesos.

ROI [%] Eco0-99] MP/a] IR [1/a]
. 35.17 0.53 1.86E-04
Proceso Siemens
Proceso FBR Union 15.38 0.95 1.79E-03
Carbide
15.21 3.37 7.12E-04

Proceso Hibrido

Los resultados mostrados en la Tabla 1 nos brinda un panorama corto de analisis, puesto que
para darnos cuenta de las bondades cada uno de los procesos, hace falta un estudio mas extenso
en términos de produccion de cada proceso. Si bien, EI ROI resultante de la optimizacion para el
Proceso Siemens es mas de dos veces mayor que el de los procesos FRB Union Carbide e
Hibrido, y resultaria ser el proceso mas rentable, pero no el que mas produccion de Sigg tiene,
55.25 kg/h, 183.26 kg/h y 219.80 kg/h, respectivamente (Ver Figura 1). Se asume que la alta
rentabilidad de 35.17%, bajo indice ambiental de 0.53 (MP/a) y mejor seguridad de 1.86E-04
(1/a) del Proceso Siemens se da por la poca cantidad de equipos y poca cantidad la materia prima
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%

-
requerida en comparacion a los otros dos procesos, y que en el caso del indice de rentabilidad

ROI no se alcanza a notar la mejoria en produccion de Sisg y de otros subproductos que se
venden.

= Siemens = FRB Union Carbide = Hibrido

Figura 1. Produccion de Silicio [kg/h] grado solar por proceso.

Los procesos FRB Union Carbide e Hibrido exhiben practicamente la misma rentabilidad de
15.38% y 15.21% respectivamente, con diferencia notoria en el caso del EI99 a favor del proceso
FRB Union Carbide de 0.95 (MP/a) con respecto a los 3.37 (MP/a) en el caso del proceso
Hibrido. Y con diferencia notoria en el IR a favor del proceso Hibrido de 7.12E-04 (1/a), siendo
un orden de magnitud menor que el proceso Intensified FBR Union Carbide. Se puede decir que
los tres procesos resultan rentables, aunque con diferencias significativas en los otros indices de
seguridad y ambiental .

En términos generales se puede decir que existe cierta conveniencia en la eleccion del Proceso
Hibrido conforme a la produccion y a la seguridad del proceso, que como se menciona en la
introduccion en este tipo de procesos termina siendo un factor relevante en la eleccion del
proceso puesto que se manejan sustancias altamente toxicas e inflamables.Ademas se puede decir
que si el alcance en la produccion de una planta de produccion de Sigg pretende ser corto, una
buena eleccion es el Proceso Siemens que resulta rentable, amigable con el ambiente y seguro,
pese a la baja produccion mostrada.

Asimismo se puede inferir del presente trabajo, que la reduccion en los valores del IR para
cualquier proceso se puede explicar principalmente de dos maneras. La reduccion en el tamaio
del proceso generard una reduccion en los valores de IR, ademds que la presencia de sustancias
toxicas y peligrosas a través del van a aumentar los valores de IR. Para el EI99 se demostré que
como se menciona en la seccion de la metodologia, el acero para construir los equipos y
accesorios el vapor utilizado para producir calor, y la electricidad para bombeo, aumentan
considerablemente el valor del indice. Y para terminar el ROI nos permite visualizar de manera
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general la rentabilidad de un proceso, pero puede dejar a un lado aspectos que deteminen la

capacidad de venta y producciéon de un proceso cualquiera.

Conclusiones

El trabajo presenta la evaluacién de tres procesos para la obtencidon de silicio, conforme a
propiedades de seguridad, rentabilidad e impacto ambiental. La obtencion de los parametros
optimos de cada proceso se llevd a cabo mediante un la optimizacién multiobjetivo por el método
DETL. La inclusion de los principios de seguridad en el disefio de los tres procesos mostrados,
conduce a lo que debe ser el desarrollo de uno de los principales enfoques que se debe tomar en
cuanta en el nacimiento de todo proceso que funciona con sustancias peligrosas. Los resultados
obtenidos muestran al Proceso Siemens como el mejor proceso en término de los tres objetivos.
Sin embargo se tiene que considerar que la produccion de Sisg es muy baja (un 25% del que se
obtiene del Proceso Hibrido) y que los mercados actuales demandan mayor produccion, por lo
cual la elecciéon del ROI como un indice econdmico no resulto ser la adecuada. Teniendo en
cuenta lo anterior y considerando que el Proceso Hibrido resulta con un indice de seguridad muy
aproximado al del Proceso Siemens, puede resultar como la mejor opciébn para su
implementacion industrial. El Proceso FRB por su parte resulta ser el proceso menos seguro de
los tres, aunque con mejor desempefio en términos ambientales. Se concluyd que uno de los
factores que afectan de mayor manera la seguridad en el proceso FRB es la inclusion de SiH, en
la produccion de Sisg. El enfoque presentado aqui constituye un esfuerzo para incluir la
seguridad como parte del disefio de procesos, y en particular se puede extender a otros sistemas
que presenten de igual manera sustancias que representen algun peligro.
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Resumen

El 4cido levulinico es considerado como uno de los productos mas importantes basados en su
potencial dentro de una economia basada en aprovechamiento de residuos. Sin embargo, el alto
consumo de energia en su purificacion representa un inconveniente para su produccion a gran
escala. Debido a esto, es importante investigar formas alternativas de purificacion intensificada
que disminuyan los costos de purificacion, esto sin dejar de lado la parte ambiental. Por tanto, en
este trabajo se presentan los resultados de la optimizacion de varios disefios para la purificacion
de acido levulinico. Estos disefios fueron disefiados bajo un riguroso proceso de optimizacion a
través de un algoritmo hibrido multi-objetivo, evolucion diferencial con lista tabu considerando
dos objetivos: 1) el costo total anual como criterio econémico y 2) el eco-indicador 99 como
indice ambiental. Los resultados indicaron que los disefios intensificados (usando columnas de
pared divisoria y) presentan mejores resultados, esto se ve reflejado directamente en la reduccion
del uso de energia. La secuencia B mostrd los mejores resultados, presentando un ahorro
economico del 8.42% y una disminucion en 10.94% del Eco-indicador 99 en comparacion con el
esquema convencional, esto debido a la disminucion de acero y consumo de energia.

Palabras clave: Optimizacion, purificacion, acido levulinico.

Introduccion

El acido levulinico (AL) es considerado dentro de los doce principales productos quimicos
provenientes de biomasa en términos de potencial de mercado, por su gran numero de
aplicaciones [1]. A pesar de su condicion de producto quimico especializado en un mercado
relativamente pequefio de alto valor agregado (i.e. aproximadamente 1 millon libras/afio a 4.00-
6.00 dolar/Ib) [2], el acido levulinico tiene un enorme potencial como materia prima econdémica
para producir una gama de productos de importancia industrial. El AL se obtiene a partir de la
hidrolisis acida de biomasa lignoceluldsica [1]. La composicion de la mezcla obtenida de la
hidrolisis acida es: 86% agua, 3% acido formico, 4% furfural y 7% acido levulinico. La corriente
diluida es posteriormente purificada usando una secuencia de extraccion liquido-liquido y una
secuencia de columnas de destilacion. Esta separacion no es trivial debido a que mezcla de
componentes es muy diluida y presenta dos azeotropos heterogéneos: furfural-agua y écido
formico-agua. Como consecuencia, el costo del proceso es elevado y tiene limitaciones para ser
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escalado a nivel industrial usando el esquema de separacion convencional. El primero en
proponer un esquema de separacion fue Dunlop en 1957 el cual consistia de una columna de
extraccion liquido-liquido, donde uso el isobutil-metil-cetona como agente extractante, lo cual
tenia como inconveniente el uso de un sistema externo de recuperacion del solvente [3]. Seibert
en 2010 propone un proceso para extraer LA utilizando furfural como agente extractante, el
proceso consta de una columna de extraccion liquido - liquido y una serie de columnas de
destilacion [4]. Recientemente en 2016 Nhien [5] realiz6 la primera propuesta de intensificacion
para la separacion de LA, la cual consistia en una columna de extraccion liquido-liquido, seguida
de una columna convencional y una columna de pared divisoria con decantador. De esta manera,
se propusieron esquemas de procesos intensificados para la purificacion de LA mediante la
utilizacion de acoplamientos térmicos, columnas de pared divisoria (DWC), uso de decantadores
e implementacion de columnas con salidas laterales, que hagan econdomicamente atractiva la
obtencion de una gama de productos que usan el acido levulinico como precursor.

Metodologia

Las configuraciones para la separacion y purificacion de acido levulinico consideradas para su
optimizacion en Eco-indicador 99 y en TAC, se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Diserios optimizados: a) secuencia convencional (4), b) Secuencia con pared divisoria (B), c) Secuencia
con pared divisoria y acoplamiento térmico (C) y d) Secuencia de doble pared divisoria(D).

Los esquemas A y B se disefiaron con base a las propuestas de los autores antes mencionados, sin
embargo, se retoman para tener un punto de comparacion y ademds que estos no fueron
disenados a través de un método riguroso que contemple ambas funciones objetivo. Por otro lado,
los disefios C y D se proponen en este trabajo. El esquema C se disefia moviendo la columna de
pared divisoria del esquema B y agregando un acoplamiento térmico en la parte inferior, entre el
rehervidor de la columna de pared divisoria con el vapor de la ultima columna. La configuracion
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D se propone en extrapolando lo reportado por Halvorsen et al (2011) [6] a nuestra mezcla, ya
que propone disefios de doble pared con salidas laterales para mezclas cuaternarias. En estos
esquemas, el sistema de enfriamiento externo se modificd antes del decantador propuesto por
Nhien (2016) por un condensador total.

La tasa de produccion de AL considerada en este estudio fue de 50 kilo toneladas por afio por
todos los diagramas hibridos propuestos. Se consider6é una corriente de alimentacion de 90000
Kg hr-1. La corriente de alimentacion esta compuesta por 86% de agua, 7% de acido levulinico,
4% de furfural y 3% de acido formico, 25 © C y 2 atm. La composicion se definié de acuerdo con
Nhien et al. (2016). El flujo de furfural utilizado como extractante se consideré como una
variable a optimizar.

Todas las configuraciones propuestas han sido simuladas usando Aspen Plus V8.8. El NRTL-
HOC se selecciond como un modelo termodinamico para calcular las propiedades fisicas de los
componentes utilizados en las condiciones especificadas (Nhien et al., 2016). Los objetivos
minimos de pureza se establecieron en 98% (% wt) para acido levulinico, 85% para acido
formico y 99.9% para furfural. Las purezas para el &cido levulinico y el &cido foérmico se
consideraron segun los usos industriales y la pureza del furfural para ser utilizado y reciclado en
el mismo proceso.

Los esquemas propuestos se optimizaron utilizando el método de evolucion diferencial con lita
tabtl (DETL), este método demostré que el uso de algunos conceptos del tabu metaheuristico
puede mejorar el rendimiento del algoritmo de evolucion diferencial. En particular, la lista tabu
se puede utilizar para evitar la revision del espacio de busqueda manteniendo un registro de los
puntos visitados recientemente, lo que puede evitar evaluaciones de funciones innecesarias [7].
Con base a este hecho, se propone el método hibrido DETL. La implementacion de este método
de optimizacion se realiza mediante una plataforma hibrida utilizando Microsoft Excel® y Aspen
Plus®. El vector de variables de decision (es decir, las variables de disefio) se envian de
Microsoft Excel® hacia Aspen Plus® utilizando DDE (Dynamic Data Exchange) a través de la
tecnologia COM. En Microsoft Excel®, este vector se atribuye a las variables del proceso que
Aspen Plus® evaluara. Después de que la simulacion se hace, Aspen Plus® devuelve a Microsoft
Excel® el vector resultante. Finalmente, Microsoft Excel® analiza los valores de las funciones
objetivo y propone nuevos valores de variables de decision de acuerdo con el método de
optimizacion estocastica utilizado [8,9]. En el calculo de las funciones objetivo, el TAC es
calculado con el método publicado por Guthrie [10], realizando la estimacion de costos de una
planta industrial separada en unidades y el Eco-indicador99 es calculado con el procedimiento
propuesto por Geodkoop & Spriensma [11], el cual esta basado el analisis de ciclo de vida.

Los siguientes parametros se usan para el método DETL: 120 individuos, 417 generaciones, 50%
del total de individuos en la lista tabu, un radio tabu de 0.000001 y 0.90 y 0.3 para fracciones de
cruce y mutacion, respectivamente. Estos parametros se obtuvieron a través de un proceso de
sintonizacion a través de los calculos preliminares. El proceso de sintonizacion consiste en
realizar varias pruebas con diferente numero de individuos y generaciones, con el fin de detectar
los mejores parametros que permitan obtener el mejor rendimiento de la convergencia de DETL.
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Resultados

La Figura 2 muestra los resultados de la optimizacion multiobjetivo de los cuatro esquemas
propuestos, estos se colocaron en diferentes ventanas debido a la escala entre paretos. En cada
Pareto se muestra la zona optima del punto 6ptimo. Se considera que en esta esta zona de Pareto,
ambas funciones objetivas alcanzan sus valores minimos.
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Figura 2. Grdfico de Pareto superpuesto de los diserios optimizados.

En la Tabla 1, se presentan los resultados del mejor punto obtenido de cada esquema. Los
porcentajes mostrados estan en relacion con el esquema optimo convencional (A).
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Tabla 1. Valores de las funciones objetivo de las configuraciones seleccionadas (OP) en la Figura 2.

FUNCIONES OBJETIVO A B C D
TAC [M$ afio-1] 18.53 17.09 16.93 20.56
E199 [Gpuntos afio-1 ] 5.36 4.83 5.58 5.58
Pureza de AL [Kg/Kg %] 98.02 98.01 99.92 98.58
Ahorro de TAC [%)] 8.42 9.43 -9.87
Ahorro de E199 [%] 10.92 -3.7 -3.95

Comparando los resultados, podemos observar desde el punto de vista econdomico que la
secuencia C tiene el valor mas bajo del TAC presentando ahorros de 9.43% pero presenta un
incremento de 3.7% en los valores EI99, esto debido a la pureza del acido levulinico alcanzado
por este esquema es 99.9%, superior a todo lo logrado. La secuencia B tiene el valor EI99 mas
bajo, presentando una mejora en el indicador ambiental de 9.87% y un ahorro TAC de 8.42%,
colocando solo 1.1% menos en ahorros que el esquema C.

El esquema B presenta los peores resultados en ambas funciones objetivas, aunque tiene una
pureza superior al 98%, sus valores en TAC e EI99 son mayores que el esquema convencional en
10.92% y 3.95% respectivamente. Esto se debe a que el &cido formico esta separado por la parte
superior de la columna, y dado que es un flujo tan pequeiio en comparacion con los otros
compuestos, esto representa un aumento considerable del reflujo, el aumento de los flujos
internos y el requerimiento de energia.

Comparando los esquemas B y C, la B es solo un 1,1% mas cara y tiene mejores valores en EI99,
por lo que debe tenerse en cuenta que el objetivo de esta optimizacion es encontrar un disefio que
logre equilibrar ambas funciones objetivas, de modo que el esquema B se convierte en la opcion
de los esquemas evaluados. Entonces los parametros de este disefio se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros de disenio del esquema B considerado como optimo.

PARAMETROS DE DISENO C1 C2 c3 4
Numero de etapas 21 28 46 62

Etapa de alimentacion 2-21 11 4 20
Reflujo - 0.069 - 8.205
Diametro [m] 0.529 3.577 1.664 1.952
Corriente de alimentacion

Flujo de agua (kg h™") 77400.000 - - -

Flujo de furfural (kg h™") 176968.602 - - -

Flujo de 4cido formico (kg h™) 2700.000 - - -

Flujo de acido levulinico (kg h™) 6300.000 - - -

Flujo de vapor de interconexién (kg h™) 30024.804
Etapa de salida del vapor 21

Carga térmica del rehervidor [kW] - 23188.924 - 4739.759
Pureza del furfural (kg/kg%) - - - 0.999

Pureza del acido formico (Kg/Kg%) - - 0.935
Pureza de 4cido levulinico (Kg/Kg%) - 0.98 - -
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Conclusiones

Gracias a la intensificacion y optimizacion, se obtuvieron esquemas con mejor potencial
econdmico y ambiental en comparacion con el esquema convencional. El disefio C presenta los
mejores ahorros en términos de TAC, este es debido a la disminucion del tamafio de sus equipos,
sin embargo, al contar con grandes flujos internos de vapor, esto eleva la carga térmica y por
consecuencia el uso de vapor, impactando negativamente en el Eco-indicador 99. Por otro lado, la
secuencia hibrida "B" compuesto por una columna de extraccion liquido-liquido, una columna
convencional y una columna de pared divisoria con decantador, presenta un ahorro econémico
del 8.42% y una disminucion en el Eco-indicador 99 del 10.94%, esto gracias al tamafio de sus
equipos y energia reduccion generada por la implementacion de la columna de pared divisoria,
obteniendo con ella la propuesta de una secuencia para la depuracion de AL que logra mejorar
ambas funciones objetivas. El esquema D, que tiene una mayor intensificacion que los demas
disefios, mostro los flujos internos de vapor mayores, logrando impactar en ambos indicadores.
En términos generales, la intensificacion aplicada a cualquier proceso de separacion produce
varios beneficios. Durante este estudio, los beneficios de la intensificacion del proceso se reflejan
en el ahorro econdmico y ambiental, sin embargo, es interesante darse cuenta de que la
intensificacion del proceso no siempre produce grandes ahorros. En otras palabras, debido a la
intensificacion del proceso, es posible disefiar esquemas de separacion que pueden aumentar los
indices econdmicos y ambientales a condiciones especificas. Por ejemplo, la intensificacion del
proceso puede ocurrir al aumentar los flujos internos de las columnas, pero éstas a su vez
aumentan los requisitos de energia y, en consecuencia, también aumentan los indices econdomicos
y ambientales.
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Resumen

La cerveza, una de las bebidas alcoholicas mas consumidas alrededor del mundo, se fabrica
mediante la fermentacion de un cereal, que al ponerla en contacto con una levadura dara paso a la
formacion de etanol. Aunque este proceso ha sido estandarizado, en afios recientes se ha
propuesto la fabricacion de cervezas con propiedades nutrimentales sin afectar el sabor
tradicional de esta bebida alcoholica. Sin embargo, anadir ingredientes extras incrementan
considerablemente su costo. Por tanto, este proyecto propone, via experimental, la fabricacion de
lotes de cerveza a base de jamaica-malta capaces de aportar los requerimientos diarios
nutrimentales para ser considerado como nutracéutico, ademas de reducir el tiempo de
fermentacion a través de la variacion de temperatura en el interior del bioreactor.

Palabras clave: Antioxidantes, cerveza con antioxidantes, cerveza de flor de jamaica.

Introduccion

La industria alimenticia se encuentra en constante crecimiento gracias a la alta demanda de sus
productos y, por tanto, es de importancia analizar el efecto de los componentes como
macromoléculas, alimentos funcionales y nutracéuticos [1], éste ultimo ha demostrado
proporcionar beneficios médicos para la salud como la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades [2].

Uno de los efectos mas estudiados de los alimentos nutracéuticos es la capacidad antioxidante,
los cuales retarda o previene la oxidacién de otras moléculas. Los antioxidantes previenen el
estrés oxidativo, cuya situacion cuando las células se exponen a un ambiente prooxidante, por lo
que los mecanismos de defensa (antioxidantes) no son capaces de evitar el dafio o la muerte en
las células expuestas [3]. Estos alimentos ricos en antioxidantes pueden encontrarse en la menta,
té rojo, manzanilla y flor de jamaica. Esta ultima suele utilizarse para la elaboracion de bebidas
frias y calientes [4], adjunto de maiz para fabricar tortillas, sustituto de carne para la elaboracion
de tacos y en menor proporcion en la fabricacion de mermeladas [5].

Aunado a la gran variedad de alimentos y bebidas fabricados con la flor de jamaica, el consumo
diario de 2 gramos de este caliz estd asociado a multiples beneficios como el control de la presion
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arterial, enfermedades hepaticas y fiebre [6], inhibicion de la accidon carcinogénica en higado,
boca y colon [7, 8]. A pesar de las bondades que proporciona este alimento, su consumo

se ha reducido en los ultimos 30 afios debido a la facilidad para adquirir bebidas carbonatadas
como refrescos o cervezas.

En contraparte, la cerveza es una de las bebidas alcohdlicas mas consumidas alrededor del
mundo. A pesar de que, la fabricacion de cerveza es un proceso estandarizado; en los ultimos
treinta afios, los consumidores de esta bebida han exigido nuevas variedades de sabor aroma
dando pauta a la incorporacion de cervezas de tipo de artesanal a base de adjuntos de hierbas y
frutos como café, chocolate, chile, jengibre, etc.

No obstante, existe otra linea de investigacion enfocada en la conceptualizacion, disefio y
fabricacion de cerveza con propiedades nutrimentales sin afectar las caracteristicas
organolépticas de la cerveza. Por ejemplo; Molina [11] fabrico lotes de cerveza de tipo rubia,
rojiza y oscura con hierbas de romero y menta para incrementar la concentracion de compuestos
antioxidantes y fenolicos. Mientras que, Changotasi [10] afiadié pulpa de mora y maracuya como
adjunto en la fabricacion de cerveza de tipo Ale y evaluo la concentracion de antioxidantes y
tiempo de vida util de esta cerveza. En cambio, Teran [9] elabord una cerveza a base de
amaranto-malta y Bricio et al. [12] retomaron las trayectorias de biomasa de Teran y a través de
un modelado matemadtico y demostraron que esta bebida alcohdlica posee aminodcidos de cadena
ramificada necesarios para considerarse como un alimento funcional. No obstante, aunque estas
bebidas tienen alto potencial, la incorporacion de ingredientes adicionales incrementa el costo de
fabricacion tornandose un nicho de oportunidad para busqueda de la mejora de este proceso de
fermentacion.

Por tanto, en este proyecto se planted la fermentacion alcoholica de diversos lotes a base de flor
de jamaica para la fabricacion de cerveza con propiedades antioxidantes, esto sin incrementar el
costo de fabricacion a través de la incorporacion de perfiles de temperatura.

Metodologia

Fabricacion del mosto

Se tomaron dos vertientes para incorporar la flor de jamaica al producto deseado; (i) emplear una
infusion de jamaica con el agua que se pondra en contacto con el cereal y (ii) dado que, la flor de
jamaica es un producto seco (2 gr de caliz por litro de mosto a fermentar), fue molida y se agrego
junto con la malta previo a la maceracion.

Temperatura de fermentacion

En la literatura se ha reportado que la variacion de temperatura durante el proceso de
fermentacion puede acelerar o reducir la tasa de produccién de biomasa y por tanto el tiempo de
residencia en el interior del reactor [14]. Por tanto, el volumen del mosto a fermentar se
distribuyd en dos bioreactores anaerobios los cuales fueron sometidos a dos variantes de
temperatura: (1) Ambiente (8 a 24°C) durante cinco dias; donde el tanque se colocé en el interior
de una gaveta de madera, esto para impedir el contacto con el sol y oxidar los compuestos en
fermentacion y (ii) Proceso isotérmico; se utilizd una incubadora marca Ecocell y se mantuvo la
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temperatura de 20 °C por siete dias, magnitud considerado como el punto medio para la
fermentacion de cerveza tipo Ale.

Determinacion de etanol/densidad/biomasa/propiedades antioxidantes

Durante el proceso de fermentacion, se tomaron dos muestras del mosto en fermentacion cada 10
y 14 horas hasta que la concentracion de etanol alcanzaba el estado estacionario. Cada muestra
fue centrifugada durante 15 min a 4000 rpm donde la fraccion liquida fue inyectada a la boquilla
de alimentacion del equipo Beer Alcoholyzer, previamente lavado y calibrado con agua destilada.
Tras unos minutos, el equipo mostro, a través de su pantalla, la magnitud de los parametros
siguientes: densidad, grado alcohodlico y contenido calérico de la muestra [12]. Mientras que, para
la cuantificacion de biomasa, se agit6 el tanque de fermentacion para homogeneizar el mosto con
la levadura del fondo donde se tom6 una porcion de 1 ml y se afiadiéo 1 ml de agua destilada con
10 gotas de una soluciéon de Rodamina para que ésta realice la tincion sobre las células de la
muestra. Tras dos min en reposo, se colocd una gota de la muestra con el agente de tefiido sobre
una placa de Neubauer y se realizd el conteo celular a través de un microscopio Optico
convencional [10].

Una vez que se alcanzd la maxima concentracion de etanol, se procedid a separar la levadura a
través del proceso de filtrado donde la fase liquida fue vaciada a envases de cerveza donde se
anadio 6 gr de azucar por litro de cerveza fabricada y estas botellas fueron selladas con
corcholatas con ayuda de una prensa manual. En seguida, los envases fueron almacenados en una
gaveta de madera y se dejo en reposo por siete dias. Al concluir este periodo, se tomd una
muestra de 1 ml de la cerveza se determiné la actividad antioxidante a través del método de
cuantificacion del radical 2,2-difenil-1picrilhidrazilo (DPPH). Esta técnica consiste en tomar 400
microlitros de la muestra (cerveza) y disolverla en 1.96 ml de DPPH, asi como la solucion patron
de DPPH y de DPPH con metanol [10].

Resultados

Efecto de la preparacion del adjunto para la fermentacion

Se obtuvo un lote de cerveza de 3.6 litros bajo dos condiciones de preparacion de la flor de
jamaica; como infusion y la flor molida con la malta. La figura 1, muestra la tasa de produccion
de biomasa en el mosto durante la fermentacion, la velocidad de produccion de etanol y el
diagrama de fases de estos estados.
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Figura 1. Trayectoria de biomasa y etanol durante la fermentacion con diferente preparacion del adjunto de
malta.

En el primer panel (figura 1.1) se observa que existe una mayor produccion de biomasa con la
flor molida respecto a la infusion de jamaica. Esto se debe a que, la jamaica molida acidificara el
mosto durante la fermentacion, las cuales impiden la libre produccion de biomasa y, por tanto,
serd menor la velocidad de produccion de etanol. Esta relacion se observa en la figura 1.2 donde
la concentracion final de etanol con la infusion es de 5.32 % respecto al 4.75% de la flor molida,
aunado a esto, en la figura 1.3 se observa que se requiere una menor concentracion de biomasa
para alcanzar la méxima concentracion de etanol, es decir, se podra afiadir menos levadura en la
etapa final de la preparacion del mosto reduciendo costos de operacion.

Efecto de la temperatura de fermentacion

Dado que se plantea reducir el costo de fabricacion de cerveza, se eligid la técnica de la
fabricacion de cerveza con la infusion de flor de jamaica. Se repiti6 la metodologia y en esta
ocasion se vario la temperatura de fermentacion bajo una rampa de calentamiento de 20 a 24°C
durante 5 dias. Las trayectorias de las variables de interés se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Trayectoria de biomasa, etanol durante la fermentacion a diferente temperatura.

En la figura 2 se muestra el efecto de la temperatura sobre las variables de interés. En este
experimento se observa que, en la figura 2.1 se requerira un menor volumen de biomasa
reduciendo el costo de la materia prima. Ademas, se observa que la fermentacioén a temperatura
fija alcanzé la maxima concentracion de etanol a las 105 horas respecto a las 94 horas que
requirid el proceso isotérmico (figura 2.2). Esta tendencia es mas notoria, al comparar el volumen
de biomasa respecto a la produccion de etanol (figura 2.3), se observa que al someter a la
levadura a variaciones de temperatura dentro de su capacidad de tolerancia, aumentard el
consumo de las fuentes de carbono disponibles en el mosto. Por tanto, si se desea fabricar un lote
de cerveza, se recomienda realizar la fermentacion a temperatura ambiente.

Presencia de antioxidantes

A partir de la reaccion del radical DPPH con las muestras obtenidos de los lotes fabricados se
obtuvo 195 mg de éacido ascorbico/L de la cerveza a base de jamaica molida, 190 y 189 mg de
acido ascorbico/L para los lotes de cerveza con la infusion en la fermentacion isotérmica y
temperatura ambiente, respectivamente. Estos valores son superiores respecto a Molina [10] cuya
cerveza de menta y romero fue de 170 y 143 mg de acido ascorbico/L.

Conclusiones

En este trabajo se abordo el disefio, fabricacion y reduccion de costo en la fabricacion de una
cerveza a base de jamaica-malta con potenciales propiedades antioxidantes bajo diferentes
estrategias de fabricacion del mosto y condiciones de fermentacion. En la primer etapa, se
observd que la jamaica en presentacion de infusion y molida con los granos de la malta
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alcanzaron el mismo tiempo de fermentacion. No obstante, la presentacion molida obtuvo menor
grado alcoholico debido a la presencia de so6lidos de menor tamafio presentes durante la
fermentacion y liberaron los agentes antimicrobianos de esta flor (figura 1.3). Mientras que, al
evaluar la temperatura de fermentacion se observo que, de realizarse este proceso a temperatura
ambiente, se alcanzara la maxima concentracion de etanol y menor volumen de biomasa, por
tanto, ésto reducira costos significativamente. Referente al aporte nutrimental, se obtuvo mayor
actividad antioxidante respecto a otras cerveza fabricadas con adjuntos de mayor costo.

Aunado a la alta concentracion de antioxidantes en la cerveza elaborada a base de malta- jamaica,
el empleo de esta flor estd asociado al aumento de tiempo de vida util de esta bebida alcohdlica,
por tanto, serd mayor el tiempo en stock.
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Resumen

Ante la creciente demanda de energia y las severas problemadticas en torno al agotamiento de las
reservas petroleras, temas importantes como la fluctuacion en el precio de los combustibles
fosiles y el impacto ambiental provocado por su sobreexplotacion, han motivado la busqueda de
fuentes alternativas de energia. En este sentido, el aprovechamiento integral de materias primas
de segunda y tercera generacion para la produccion de combustibles renovables representa una
estrategia promisoria. En este trabajo se presenta la propuesta de un esquema de biorefinacion
para el aprovechamiento integral del fruto de Jatropha curcas. Asimismo, se lleva a cabo la
estimacion del volumen de los diversos productos renovables obtenidos a través de las diversas
tecnologias de procesamiento que conforman el sistema. El objetivo principal de esta biorefineria
es la obtencion de bioturbosina, como estrategia para mitigar el impacto ambiental provocado por
el sector de aviacion.

Palabras clave: Biorefineria. Jatropha curcas, Bioturbosina.

Introduccion

Actualmente, la creciente demanda de energia, producto del incremento en la poblaciéon mundial,
representa un problema de especial importancia debido al pronosticado agotamiento de las
reservas petroleras, lo cual esta directamente relacionado con las fluctuaciones en el precio de la
mayoria de los insumos y el severo impacto ambiental derivado de su uso excesivo. En este
sentido, el desarrollo de fuentes alternativas de energia, sustentables y de precios competitivos se
ha convertido en una de las estrategias para solucionar, al menos parcialmente, tales
problematicas. Diversos trabajos en torno al uso de biomasa de segunda y tercera generacion para
la produccion de biocombustibles se han presentado [1]; no obstante, su aprovechamiento integral
en un entorno de biorefinacion ha sido hasta ahora escaso. Una biorefineria es una planta de
procesamiento disefiada sustentablemente, en donde la biomasa es totalmente aprovechada para
obtener productos de alto valor agregado [2]. Asi como las refinerias del petrdleo, en las
biorefinerias es necesario seguir una estrategia adecuada de separacion de la materia prima en
fracciones Ttiles, las cuales se convierten en materia prima interna para su completo
aprovechamiento dentro del sistema [2]. Por otro lado, el crecimiento en la demanda dentro de la
industria de la aviacidon representa un severo impacto en este sector de transporte, no so6lo
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economico sino ademas ambiental, debido a que acrecienta su dependencia a las reservas fosiles.
Se ha determinado que las emisiones de CO, generadas por este sector son proporcionales al
combustible utilizado por un factor de 3.15 [3]. En este sentido, las principales autoridades de
aviacion han identificado a la bioturbosina como una estrategia promisoria para la disminucion de
su impacto ambiental e independencia parcial del petréleo [4]. Sin embargo, pocos trabajos se
han reportado entorno a esquemas de biorefinacion para la produccion de bioturbosina. En este
trabajo, se propone un esquema de biorefineria para el aprovechamiento integral de la planta de
Jatropha curcas especie mexicana, en donde la bioturbosina sea el producto principal. La
investigacion en cuanto a su potencial de cultivo, la periodicidad de siembra-cosecha y la
composicion de cada una de las partes que integran este cultivo energético, ha sido base para la
propuesta de las diversas formas de procesamiento que integran el esquema de biorefinacion, asi
como para la estimacion de cada uno de los productos obtenidos.

Metodologia

Caracteristicas de la Jatropha curcas

La Jatropha curcas, planta originaria de México y otros paises de Latinoamérica tiene un tiempo
de vida media de 50 afos [5]. Este cultivo puede crecer en condiciones semidridas y altas
temperaturas, asi como en una gran variedad de suelos, incluso aquellos con bajo contenido de
nutrientes [6]. En México su siembra se realiza entre los meses de mayo a julio; cosechando en
funcion al incremento de sus ramas laterales, y, por ende, a los periodos de poda [7]. Se
recomienda podar en invierno, desde el primer afio de plantacion y hasta que el arbusto alcance
una copa de entre 50 a 60 ramas, manteniendo esta proporcion hasta el final de su vida [7,8]. Este
cultivo produce frutos desde el segundo afio de plantacion, a partir de lo cual se recomiendan
colectas semanales [7]. Se ha estimado que después del quinto afio de plantacion son obtenidos
entre 4 y 5 kg de fruto por arbusto plantado [9]. Es importante sefialar que el rendimiento
promedio de fruto por hectarea es variable, dependiendo de las condiciones edafologicas de la
region [5]. Los mejores rendimientos de semilla se han obtenido en Jalisco, siendo de 1 Ton de
semilla por afo [7]. Si se considera que en una Ha existen alrededor de 2,200 arboles de jatropha
curcas, entonces es posible cosechar durante un afio, hasta 11.1 Ton/ Ha. Por otro lado, a nivel
nacional 3, 3,138,302 Ha tienen un potencial productivo alto y 7,779,868 Ha tienen un potencial
medio [10]. Para este trabajo se consideran los 7 estados de mayor potencial productivo en el
pais: Sinaloa, Tamaulipas, Guerrero, Chiapas, Morelos, Yucatan y Michoacan; siendo en total
una superficie potencial de cultivo estimada de 1,780,765 Ha. El fruto de Jatropha curcas
contiene alrededor de 37.5 % de cascara y 62.5 % de semilla. A su vez, la semilla estd compuesta
por alrededor de 42 % de cascarilla y 58 % de almendra [9]. Esta tltima contiene el aceite rico en
triglicéridos y acidos grasos. Por su parte, la cantidad promedio de aceite por semilla de Jatropha
curcas cosechada es de 35% para la especie mexicana, siendo su composicion en peso trioleina
(42%), trilinoleina (44%), tripalmitina (11%) y triesterarina (3%) [12]. La composicién en peso
de la cascara y cascarilla es celulosa (34%), hemicelulosa (12%) y lignina (10%); mientras que la
composicion de la semilla y la torta residual (obtenida después de un proceso de extraccion de
aceite) [11] es lignina (5.32%), agua (4.57%), proteinas (36.3%) y aceite (53.81%) [11].
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Estimacion de datos para biorefineria

En la Figura 1 se presenta la composicion del fruto de Jatropha curcas. En la Tabla 1 se presenta
la cantidad de fruto de Jatropha curcas potencial, en base a las consideraciones previamente
senaladas. Asimismo, se presenta la cantidad estimada para cada uno de sus componentes. Esta
informacion es la base del analisis del esquema de biorefinacion. Para fines de este trabajo se
considera un rendimiento promedio de 5 Ton/Ha/afio de semillas.

® L5°

Fruto Cdscara Semillas Cascarilla Almendra

Figura 1. Composicion del Fruto de Jatropha curcas [9]

Tabla 1. Datos de entrada, esquema de biorefinacion.

DATOS DESCASCARILLADO 1 DESCASCARILLADO 2
Superficie 1,780,765.00 Cascara Semilla Cascarilla Almendra
potencial, 7 (kg/h) (kg/h) (kg/h) (kg/h)
Estados (Ha)
Fruto de J.C 5
(TON/Ha/afio) 381,156.89 635,261.49 260,457.21 374,804.28
Fruto de J.C. 1,016,418.38

(kg/h)

De acuerdo con la naturaleza y composicion presentadas anteriormente es elegida la tecnologia
de procesamiento, de forma tal que sea aprovechada cada parte del fruto; estimandose la
obtencion de diversos combustibles renovables. Procesos como pirdlisis y gasificacion se
proponen para la conversion de la biomasa lignoceluldsica en combustibles renovables y otros
productos. Asimismo, el proceso de hidrotratamiento se ha propuesto para el procesamiento del
aceite extraido de las semillas de Jatropha, hacia la obtenciéon de bioturbosina y otros
biocombustibles.

Resultados

El fruto de Jatropha curcas debe pasar por dos procesos de descascarillado; el primero para
remover la cascara exterior dejando libre a las semillas, y el segundo para remover la cascarilla
que las recubre, dejando libre la almendra para facilitar el proceso de extraccion del aceite. Por lo
tanto, se dispone de 3 materias primas para su procesamiento: cascara, cascarilla y almendra. De
acuerdo con algunos autores [13-15] es posible pirolizar la cascarilla de Jatropha curcas para la
obtencion de bio-aceite, bio-carbon y gas combustible. El rendimiento obtenido para la pir6lisis
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convencional es de alrededor de 30%, 35% y 40% para bio-aceite, bio-carbon y gas,
respectivamente; a presion atmosférica en la presencia de aire o nitrogeno, a temperaturas entre
los 300 y 550°C [13,15]. Por su parte, la cascarilla que recubre a las semillas puede ser tratada
por gasificacion, acoplando un sistema de adsorcion de CO, mediante CaO (sorbente) para
maximizar la produccion de hidrogeno. Este sistema fue propuesto como un modelo a 950 K,
obteniendo hasta 98% de pureza molar de hidrogeno [16]. Es importante sefialar que este trabajo
fue realizado a partir de residuos maderosos, validindose experimentalmente en [17] y [18]. En
lo que respecta al tratamiento de la semilla para la produccion de aceite vegetal, el prensado
mecanico a partir de un tornillo prensa se propone para alcanzar hasta 80% de aceite extraido
[19,5]. Semillas de Jatropha curcas e higuerilla han sido probadas en ese sistema, procesandose
hasta 210 kg/h con una potencia de uso de 22 kW [5]. Se ha determinado ademas que el aceite
obtenido contiene entre 5 y 15 % de impurezas, generando alrededor de 65% en peso de torta
residual. La torta residual, subproducto de la extraccion de aceite es un sustrato eficiente para la
produccion de biogas [20]. Este residuo esta formado por 93.8% en peso de solidos totales (TS,
proteinas y carbohidratos), y se ha demostrado que el uso de esta materia organica para
biodigestion genera 60% mas de biogas comparado con estiércol de diversos animales;
mejorando el poder calorifico, debido a su mayor porcentaje de [9]. Se ha reportado [9] la
digestion anaerobia de la torta residual de Jatropha curcas en 40 dias de tiempo de retencion a
35°C y presion atmosférica, afiadiendo un indculo de estiércol de vaca. La mejor produccion total
de biogas fue de 348 L de biogas por kg de solidos totales; siendo la concentraciéon de metano de
66% en peso en el biogas. Finalmente, el hidrotratamiento se propone como alternativa para la
produccion de bioturbosina y otros combustibles renovables, a partir del aceite extraido. Este
proceso ha sido desarrollado a nivel de simulacion [4], tomando como base el proceso general
HEFA de UOP Honeywell, asi como datos experimentales reportados para las dos zonas
reactivas que conforman el proceso: hidrotratamiento del aceite vegetal e hidrocraqueo/
hidroisomerizacion de los alcanos de cadena larga. La primera zona reactiva opera a 320°C y 80
bar de presion; mientras que, en segunda zona de reaccion, se obtienen gases ligeros, naftas,
bioturbosina y dié¢sel verde a 480°C y 80 bar de presion. El rendimiento del proceso reportado es:
14.3% a gases ligeros, 17.03% a naftas, 18.6% a bioturbosina y 35.64% a diésel verde;
obteniendo ademas CO,, CO y vapor de agua. Asimismo, la relaciéon hidrogeno/aceite fue de
1500 mL NPT de hidrogeno/mL de aceite vegetal. De acuerdo con lo anterior, cuatro zonas de
analisis pueden distinguirse de esta propuesta: extraccion de aceite (1), tratamiento de cascarilla y
torta residual (2), tratamiento de cascarilla (3) y uso de aceite de proceso. En la figura 2 se
presenta el diagrama de flujo del proceso, incorporando los balances de materia necesarios para la
estimacion del volumen de productos generados en cada zona, a través de esta propuesta de
biorefinacion. Las condiciones de operacion, conversiones y/o rendimientos utilizados para las
estimaciones de materia presentadas en la Figura 2, han sido en base a la informacion
previamente descrita.

La factibilidad econdmica de esta propuesta ha sido evaluada tomando como base los precios en
el mercado de cada producto obtenido. Esta evaluacion no incluye el precio de compra de la
materia prima, ni de ningun otro insumo necesario para el proceso. Asimismo, no considera el
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precio de venta del aceite extraido, ni del hidrogeno obtenido. En la Tabla 2 se presentan los
precios de venta de cada producto en el esquema general de biorefinacion. El precio de venta
total de los productos esta reportado en $ USD/h, por lo que se ha considerado el precio del dolar
de 18.6494 MX, y el de 1 £ como 1.567 USD, de acuerdo con el Banco de México [27]. De

acuerdo con los resultados, el precio de venta total de los productos generados es de $
2,816,858.44 USD/h.

Fruto de Jatropha
1,016,418.38 kgih

Bic-aceite
114,347 07

kah
ascara Exters
Descascaiinda - — Pirolisis Lenta
381,156.89 kgh
% s |———w-Bio-carbon 125,781.77 kg(h
[ Gases 14,028.05kgh
Semillas
635.261.49 kg

Interna”
Descascarillado Hask CO 174.703.12 kg'h
2 260,467.21 kgh

Hidrégeno 611 46092 kg/h

Hidrégeno
" 600237.18kgh

Anaerobia
Fertilizante
Torta, Press cake.
(Extraccion de l 69.026.45 kg'h
aceite)

l Electricidad

Hidrégeno 11,223.74 kg/h 37.480,427.73 kWh

Acelte
Sedimentacion/ 83.628.20

Filtracion - =
41.814.10 kg

Bioturbosina
15.554.85 kg/h

Naft: 188
as 1424188 kg
Diésel Verde

29.805.00 kgh
A

Impurezas + Pérdidas estimatas
27.876.07 ky/h

Gases ligeros
11.958 83 kg

Figura 2. Esquema de biorefinacion a partir de Jatropha curcas.

Tabla 2. Precios de venta en el mercado.

UNIDAD DE VENTA

ZONA PROCESO PRODUCTOS VENTA $ REFERENCIAS
1 Prensado Aceite/ Torta N/A N/A N/A
mecanico residual
Bio-aceite Libra (£) 11.2 [21]
Pirolisis /GJ
2 convencional Carbon Libra (£) /GJ 6 [22]
Vegetal
Digestion Electricidad $ MX/ kWh 1.34 [23]
anaerobia
3 Gasificacion H, $ USD /kg 13.99 [24]
Gases ligeros $MX/GJ 88.43 [25]
Naftas $ MX/L 13.98
4 Hidrotratamiento Bioturbosina $MX/L 12.41 [26]
Diésel verde $MX /L 14.63
( ]
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Conclusiones

En este trabajo se ha presentado una propuesta de un esquema de biorefinacion para el
aprovechamiento integral del fruto de Jatropha curcas, asi como su factibilidad técnica y
economica; siendo la bioturbosina el producto principal. La investigacion en cuanto al potencial
de cultivo, la composicion de cada constituyente y la eleccion de las tecnologias de
procesamiento han permitido la estimacion de los flujos de proceso y la ganancia bruta de los
diversos productos.
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Resumen

En este trabajo se predice mediante CFD la cantidad de coque formado en la tuberia de un horno
a fuego directo para el proceso de desintegracion térmica de petroleo. Este estudio se realiza
mediante el analisis de los fenomenos quimicos y fisicos que ocurren y que permiten la acertada
implementacion de modelos teodricos, tanto aquellos ya aceptados como otros ampliados o
adicionales en la dindmica de fluidos computacional que incluyen aspectos de proceso: transporte
de masa, calor y movimiento; y aspectos fundamentales como: esquema de reaccion quimica y la
cinética de formacion de coque. Con esta informacion se establecieron criterios para minimizar la
formacioén de coque con el objetivo de mejorar el desempefio de los hornos o calentadores a
fuego directo.

Palabras clave: CFD, Ensuciamiento, Coque, Fired heaters, Thermal cracking.

Introduccion

En la industria petrolera los calentadores a fuego directo, denominados también fired heaters, son
equipos utilizados para el refinado de residuos de petrdleo con la finalidad de obtener destilados
medios y ligeros. Estos residuos que alimentan al calentador son desintegrados térmicamente
(thermal cracking). Este proceso ocurre como consecuencia de las altas temperaturas que se
presentan debido a la transferencia de calor en los tubos del calentador a fuego directo y a un
tiempo de residencia considerable dentro de los tubos, los cuales conforman el serpentin del
calentador. Es aqui donde ocurren una serie de reacciones térmicas importantes del proceso.
Dentro de estos fendmenos se genera una problematica recurrente de formacion de coque que con
el tiempo se va depositando y acumulando en la pared interna de los tubos. Esta capa de coque se
adhiere a la superficie interior del tubo e inhibe la transferencia de calor, induciendo un
sobrecalentamiento a tal grado que se pudiera alcanzar el limite de temperatura metalurgica [1,
2], superando asi las condiciones de operacion normales en un fired heater: 103.4-137.9 kPa (15-
20 psig) de presion, una temperatura del petroleo a la entrada del serpentin de 232 °C y a la salida
del serpentin de 482 °C [3,4].

Dado que el petrdleo se compone de una mezcla compleja de hidrocarburos, muchos de los
cuales se desconocen, es dificil predecir las reacciones reales que se producen para cada una de
las especies quimicas reales. Lejos de eludir este problema es considerar grupos de moléculas que
representen el petroleo y que logren tener un comportamiento representativo, llamadas pseudo-
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componentes. Los pseudo-componentes que representan el petroleo son: destilado, saturados,
aromaticos, resinas, asfaltenos solubles, asfaltenos en mesofase y coque.

Como lo defini6 Wiehe [5], los asfaltenos son una porcion del petroleo, insolubles en compuestos
alifaticos, pero solubles en disolventes aromaticos tales como tolueno. Los asfaltenos son una
mezcla de diversos compuestos quimicos, conteniendo: carbono, hidrégeno, azufre, nitrégeno,
oxigeno, y una pequefia cantidad de vanadio y niquel [6]. La formula quimica aproximada de
asfaltenos, con un peso molecular promedio de 3000, es C,9sH236S703N, [5]. La precipitacion de
asfaltenos estd en funcion de las condiciones de operacion, principalmente la temperatura y la
composicion [7]. Por cambios en la temperatura, presion, pH, régimen de flujo, efectos de pared
y la composicion del petroleo crudo, los componentes del asfalteno pueden segregarse, por lo
tanto, la formacion de coque se inicia por la precipitacion de asfaltenos [8]. Por el aumento de la
deposicion de asfaltenos, la formacion de coque y como consecuencia el ensuciamiento de los
fired heaters, es importante entender el comportamiento de deposicion de estas particulas en la
pared de los tubos que integran estos equipos.

Koseoglu and Phillips [9-12] y Mendonga Filho [13] presentan tres modelos cinéticos con un
grupo de pseudo-componentes para hidrocraqueo catalitico de Athabasca bitumen. Las constantes
de velocidad de reaccion fueron representadas por un tipo de expresion de Arrhenius. Las
energias de activacion y los factores de frecuencia se determinaron para cada modelo de reaccion
propuesto. Takatsuka et al. [14] propusieron un diagrama de control de compatibilidad ternaria
para predecir la formacion de coque sobre la base de su propio modelo de reaccion.

Bayat et al. [15] desarrollaron un modelo CFD en 2-D para estudiar el comportamiento del
ensuciamiento de los precalentadores de petroleo crudo. El petrdleo crudo se supone que estd
compuesto por: asfaltenos y sal, y las reacciones de la deposicion de los asfaltenos y sal se
definieron en el paquete Fluent de Ansys usando el modelo de transporte de las especies.

Souza et al. [16] desarrollaron un modelo numérico para flujo monofasico (CFD) dentro de las
tuberias de los fired heaters para el refinado del petroleo. Las ecuaciones de flujo que rigen este
fenomeno se integraron numéricamente utilizando un esquema de volumen finito. Su objetivo fue
determinar las condiciones operativas que pueden reducir la formacion de coque debido al
craqueo térmico de la alimentacion. Con el fin de predecir la formacion de coque, el modelo
utiliza un diagrama ternario [14] para probar si el pseudo-componente asfalteno se precipita (solo
el asfalteno puede conducir a la formacion de coque), un detalle de este modelo es que no
considera la importancia del refinado de la malla cerca de la pared para contemplar los efectos
por la formacion de la capa limite, lo cual implica una condicién importante a valorar en el
presente trabajo, dado que la transferencia de calor se da desde la pared del tubo hacia al petroleo
que fluye.

Fontoura et al. [17] modelaron el craqueo térmico y el cambio de fase dentro de los tubos de los
fired heaters mediante simulaciones CFD, sin embargo, solamente el campo de temperatura y las
lineas de corriente de velocidad se discutieron, sin involucrar el aspecto de la formacion de coque
en sus resultados y conclusiones.

En la revision de la literatura que se llevo a cabo se observd que a la fecha no se ha desarrollado
una simulacion completa via CFD para estudiar los detalles de la deposicion de asfaltenos y la

~—~=

]
197 J



L Semana de

@ T 2 Innovacién,
¢ Q) Emprendimienta
=8 O e Investigacién

formacion de coque en equipos de transferencia de calor como los fired heaters, esto es debido en
gran medida a la complejidad de los fendmenos quimicos y fisicos involucrados. En este trabajo
se calculara la temperatura y velocidad del petrdleo, asi como la concentracion de los pseudo-
componentes debido al craqueo térmico de petroleo dentro de los tubos, para de esta manera
establecer y asegurar una operacion adecuada de los fired heaters. Para lograr esto se hace uso de
una herramienta muy efectiva como lo es la dindmica de fluidos computacional (CFD), mediante
el paquete comercial ANSYS-Fluent 16.0. Una ventaja importante del presente trabajo es el
empleo de las denominadas UDFs (User-Defined Functions) o funciones definidas por el usuario.
Una funcién definida por el usuario UDF, es una funcidon que se programa y se puede cargar de
forma dinamica con el solucionador ANSYS-Fluent para mejorar las caracteristicas estandar del
codigo, permitiendo de esta manera tener el control de los modelos a ingresar en el software para
agilizar los célculos, asi como resolver la transferencia de masa.

Metodologia

Para desarrollar los modelos que permitan predecir la formacion de coque dentro de las tuberias
de un fired heater, se establecen varias suposiciones: el flujo es en estado estable y en una sola
fase, es decir, el petroleo siempre permanece en estado liquido al someterlo a altas temperaturas.
El flujo de petrdleo a la entrada del serpentin del fired heater esta completamente desarrollado,
como si el flujo viniera de una seccion de tubo anterior unido a la porcion de tubo en cuestion
(esto es razonable dado que en la industria del refinado de petrdleo la alimentacion al heater
viene de otro proceso). Aunque el serpentin de los fired heaters esta sometido a diferentes flujos
de calor, una buena aproximacion es suponer que la temperatura de la pared del tubo es
constante, lo que es aceptable para el disefio de los fired heaters [18]. Dado que las condiciones
de operacion para el fired heater son a bajas presiones, las propiedades fisicas dependen de la
temperatura, pero no de la presion. El petroleo puede ser representado por siete pseudo-
componentes, de acuerdo al modelo modificado de Koseoglu and Phillips [9-12] y Mendonga
Filho [13], en el que el petrdleo estuvo representado por S.A.R.A. (saturados, aromaticos, resinas,
asfaltenos) y los pseudo-componentes destilado, asfaltenos en mesofase y el coque que se
introdujeron para tener en cuenta la reaccion térmica (Figura 1). A pesar de que es posible la
formacion de asfaltenos en mesofase y posteriormente coque en estado so6lido, son considerados
como particulas microscopicas portadas por el fluido, por lo que no afectan la cinética neta
utilizada.

| Destilado l l Aromaticos . | Resinasl . ’ ‘ Asfaltenos solubles |
k3 k5
N oo
kil k2
k4

Asfaltenos en
Saturados mesofase

Las
##*Precipitacion irreversible
Coque

Figura 1.- Esquema de reaccion neta del craqueo térmico del petroleo.
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Se estudia la desintegracion térmica de los residuos de petroleo, las reacciones que se llevan a
cabo dentro de la tuberia, asi como de la cinética completa, donde los modelos a utilizar
contemplan los denominados modelos de quimica global, asi como la transferencia de masa,
momento, energia y modelos de turbulencia. Se lleva a cabo un analisis de sensibilidad de malla
para establecer el efecto del tamafio de malla en los resultados calculados, y determinar el tamafio
optimo de malla para usar en la simulacion, el mallado se realiza mediante ANSYS Meshing
16.0. Se establece la condicion de frontera a la entrada de la tuberia "velocity inlet" con un perfil
tridimensional (m/s) para la condicién de flujo completamente desarrollado, con una temperatura
del petréleo de 232 °C y fraccion de masa de entrada de los pseudo-componentes (Tabla 1). A la
salida "pressure outlet", con un valor de 0 Pa de presion manométrica (es decir, a presion
atmosférica). La pared del tubo se modela utilizando condicion de frontera “wall” de no
deslizamiento a lo largo, con la temperatura de la pared del tubo constante de 482 °C. La
geometria y mallado de la tuberia empleada se muestra en la Figura 2. Se emplea una geometria
en tres dimensiones con mallado estructurado y un refinado cerca de la pared para tomar en
cuenta los efectos de la capa limite, con un niamero total de 630,500 elementos. Las simulaciones
se llevan a cabo utilizando los paquetes comerciales de ANSYS Fluent 16.0.

Tabla 1.- Fraccion masa de los pseudo-componentes
para el Arabian light a la entrada del tubo.

Pseudo-componente Y;
Destilado 0.00
Resinas 0.37
Saturados 0.15
Aromaticos 0.37
Asfaltenos 0.11
Coque 0.00

(a) (b)

"
e e e,

0.152m

Figura 2.- a) geometria y b) mallado de un tubo de un horno de desintegracion térmica.
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Resultados

Con el fin de realizar la validacion del modelo, este fue probado para algunas situaciones en las
que era posible compararlo con los resultados experimentales. Hay muchos experimentos de
flujos monofasicos en tuberias reportados en la literatura. Una prueba se llevo a cabo y el perfil
de velocidad obtenido mediante este modelo en ANSYS-Fluent se compara con los datos
experimentales reportados por Laufer [19] para flujo turbulento de aire dentro de un tubo. Los
resultados adimensionales estimados por el modelo CFD muestran buena concordancia, como se
puede observar en la Figura 3. En este mismo sentido se compara la caida de presion obtenida por
el modelo CFD para diferentes nimeros de Reynolds con la caida de presion obtenida por la
expresion para flujo completamente desarrollado usando factor de friccion [20]. Se puede
apreciar que los resultados son muy aproximados, ver la Figura 4. Dado que no hay experimentos
especificos en la literatura para las condiciones que se establecieron para el modelo, los
resultados similares obtenidos con CFD en las comparaciones del perfil de velocidad
adimensional y la caida de presion, permiten determinar que el modelo es confiable.

1 T
09 %..3..‘

4"
08 : Y

R |
e+ «¢¢u¢“'

r'/R

# Experimental + CFD

Figura 3.- Comparacion de la velocidad estimada por el modelo CFD y los datos experimentales por Laufer [19]
(Re = 500,000).
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Figura 4.- Comparacion de la caida de presion estimada por el modelo CFD y la correlacion para flujo turbulento.
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En la Figura 5 se observan las lineas de corriente desde la entrada y hasta la salida de la tuberia
para la velocidad del petroleo, las lineas de corriente no aparentan tener una cambio significativo
en su trayectoria a pesar de ser flujo turbulento, esto se debe principalmente a las relativamente
bajas velocidades que se consideran para el flujo de petroleo y a la presencia solamente de fase
liquida.

' 0.054
0.048
0.043

0,037 A SO

0.032 ——
l 0.027 ) N ~
0.021 N \

0.016

0.011

0.0054 s,
X

Figura 5.- Perfiles de las lineas de corriente de la velocidad del petroleo para un Reynolds de 12,000 y una
temperatura de pared de 482 °C.

En la Figura 6 se observa el comportamiento de la generacion de coque para diferentes nimeros
de Reynolds. Con este modelo se logré determinar las condiciones a las que convendria operar el
reactor. Se observd que para los regimenes de flujo a partir de Re > 24,000 practicamente la
formacion de coque es despreciable, esto nos indica que cuanto mayor sea la velocidad de flujo
(altos Reynolds), menor es la posibilidad de formacion de coque.

4 DOE-06
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Figura 6.- Variacion de la fraccion masa de coque con el numero de Reynolds.

Conclusiones

Para valores de temperatura de pared superior a la utilizada en este trabajo se incrementa la
posibilidad de formacion de coque. Esto puede explicarse por el hecho de que las constantes de
velocidad de reaccion son dependientes de la temperatura y aumentan exponencialmente si se
aumenta la temperatura, lo que implica que también el coque incremente en esta misma
proporcion. Con este modelo se pudo determinar que para regimenes de flujo desde Re > 24,000
practicamente la formacion de coque es despreciable, puesto que se observd que cuanto mayor
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sea la velocidad de flujo (altos Reynolds), menor es la posibilidad de formacion de coque. Por lo
cual se recomienda operar los calentadores a fuego directo bajo régimen de flujo turbulento y a
partir de esta condicion de flujo.
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Resumen

En este trabajo, se presenta el modelado de un Reflector Lineal Fresnel a través del método de
volumen finito mediante el software comercial de Dinamica de Fluidos Computacional (CFD)
conocido como ANSYS Fluent®. El estudio se llevo a cabo utilizando cuatro valores distintos de
radiacion directa normal de 400, 600, 800 y 1000 W/m?, tomando en cuenta una geometria en dos
dimensiones con 25 espejos planos, 4 tubos absorbedores y una altura del recibidor de 8 m, bajo
un régimen en estado estable. Los resultados muestran que es posible obtener la distribucion de
flujo de calor alrededor de los tubos absorbedores, asi como el contorno de radiacion incidente al
LFR para cada uno de los casos presentados. Los resultados obtenidos muestran una relacion
directa entre la irradiacion directa normal y el flujo de calor absorbidos por los tubos. Este
modelo permitird obtener resultados de interés en el desarrollo de propuestas de sistemas solares
tipo LFR.

Palabras clave: Concentrador solar, Reflector Lineal Fresnel, Volumen Finito, CFD.

Introduccion

Dentro de los recursos de energias renovables, la energia solar se ha posicionado como una
alternativa limpia, barata y sobre todo abundante a lo largo del afio, llamando la atencién de
muchos investigadores para estudios tedricos y experimentales [1]. Asi mismo, nuestro pais tiene
una posicion privilegiada para el uso de la energia solar, ya que es uno de los cinco paises mas
atractivos en inversion de proyectos solares, solo por detras de China y Singapur [2].

En el contexto de la conversion de energia solar a energia térmica, existen los Reflectores
Lineales Fresnel (LFR, por sus siglas en inglés), los cuales son dispositivos conformados de una
serie de filas de superficies reflectoras que concentran la radiacion solar hacia uno o varios tubos
absorbedores por donde circula un fluido de trabajo (Figura 1).
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Concentrador secundario

igur 5. Esquema de un LFR

Los espejos son montados sobre un sistema de seguimiento, moviéndose a una misma velocidad
a lo largo del dia, pero cada fila se encuentra posicionada en un angulo distinto, consiguiendo con
esto rangos de temperatura del fluido de trabajo que van de los 80 hasta los 250°C [3].

El avance de estos dispositivos se ha centrado en la mejora de su rendimiento utilizando muchas
veces herramientas computacionales [4]-[6]. El presente trabajo incorpora el modelado de una
geometria LFR mediante el uso del método de volumen finito utilizando el software ANSYS
Fluent®, resolviendo la ecuacion de transferencia de energia radiativa (RTE) a diferentes valores
de radiacion directa normal. Este trabajo presenta otra opcion en el analisis de estos dispositivos
LFR, ademas del ya conocido trazado de rayos mediante el método de Monte Carlo, obteniendo
con ello la distribucion de flujo de calor en las superficies de interés.

Metodologia

Como caso de estudio, se tomod en cuenta la geometria de un LFR reportada en [7], tomando en
cuenta 4 tubos absorbedores. Los parametros geométricos son presentados en la Tabla 1 de
acuerdo con el esquema mostrado en la Figura 2.

Tabla 4. Pardametros geométricos del LFR.

Desplazamiento de tuberia

Numero de Espejos: 25 (d): 55 mm 6:30°
Ancho del Campo Solar (W): Ancho cavidad superior (c): Didmetro OD: 50 mm
2l m 400 mm

Ancho Espejos (w): 0.6 m Altura de Recibidor (H): 8 m  Profundidad (e): 240 mm
Distancia entre centros de
tuberia (m): 75 mm
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Figura 6. Geometria del LFR reportada en [7]

Dentro del software de CFD se realizd la construccion de la geometria en dos dimensiones
(Figura 3a y 3b), asi como el mallado necesario para la discretizacion de las ecuaciones a resolver
(Figura 3c y 3d), tales como la ecuacion RTE, ecuacion de la energia, asi como la de continuidad
y cantidad de movimiento [8]. Cabe mencionar que la geometria fue construida tomando en
cuenta la mitad del LFR debido a la simetria existente.

El analisis fue llevado a cabo mediante un régimen en estado estable, utilizando el método de
Ordenadas Discretas (DO) para la solucion de la ecuacion RTE (Ecuacion 1).

a)
™
Lado superior
Lado derecho O O
Simetria ’
~. Tubes Absorbedores
Paredes de Cavidad
Espacio entre espejos Espejos b)
¢)

Figura 7. a) Geometria del LFR construida b) Acercamiento al recibidor c¢) Mallado de la geometria d) Acercamiento en el mallado
del recibidor.
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e g 2 O—T4 O-S o5 — 5 — /
V-U@#S)S) + (a+ay)l(r,5) =an“—+ i I(r,s’)(b(s,s') dQ (1)
s s
0
Donde:
ol ;
7: Vector posicion S:Vector director §': Vector d1.rc’3ctor de
dispersion
a: Coeficiente de absorcion  [I: Intensidad de radiacion ®: Funcion de fase
Q': Angulo solido og: C‘oeﬁmglte de o: Constante de Stefan-
dispersion Boltzmann
n: Indice de refaccion T: Temperatura absoluta

El método de ordenadas discretas se basa en la representacion discreta de la variacion direccional
de la intensidad de radiacion. La solucion al problema de transporte se encuentra resolviendo la
ecuacion de transferencia para un conjunto de direcciones discretas abarcando el angulo sélido
total de 4x [9].

Se tomaron en cuenta 4 valores distintos, 400, 600, 800 y 1000 W/m2, para la radiacién directa
incidente en el dominio de la geometria con el fin de conocer el flujo de radiacién absorbida en
cada tubo. La Tabla 2 resume las condiciones de frontera utilizadas en la simulacion numérica,
las superficies se pueden observar en la Figura 3a y 3b.

Tabla 5 Condiciones de Frontera

Superficie Tipo de Condicion de Frontera
Semitransparente con Radiacion Directa: 400, 600,

Superior 800 y 1000 W/m? hacia abajo
Lado derecho y espacios entre espejos Opaco y cuerpo negro
Espejos Opaco y reflectividad pura
Lado izquierdo Simetria
Paredes de cavidad trapezoidal Opaco y reflectivo
Superficie externa de tubos Opaco con capa selectiva

Resultados

A manera de resultados, se muestran en primera instancia las distribuciones de flujo alrededor de
los tubos absorbedores. Cabe mencionar que, debido a la simetria existente en la geometria, los
resultados presentados para el 3er tubo (es decir, el mds cercano a la linea de simetria)
corresponden de igual manera para el 2do tubo y los resultados del 4to tubo (el mas cercano a las
paredes de la cavidad) seran iguales para el ler tubo absorbedor. La Figura 4 muestra la
distribucion de flujo alrededor del 3er tubo absorbedor, para cada uno de los valores de radiacion
directa establecidos.
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Figura 8. Distribucion de flujo alrededor del 3er tubo.

Se observa que el flujo de radiacion absorbida para todas las radiaciones directas tiene un
maximo en alrededor de los 180 grados (parte del tubo mas cercano a la entrada de la cavidad),
ademas, se tiene dos minimos en aproximadamente 60 y 300 grados, para este caso se nota una
distribucion simétrica y se obtuvo un valor promedio de radiacion absorbida de 8180.2, 6547.7,
4908.1 y 3272.1 W/m® para la radiacion incidente de 1000, 800, 600 y 400 W/m’
respectivamente.

De igual modo, en la Figura 5 se tiene el comportamiento de la radiacion absorbida alrededor del
4to tubo absorbedor para cada valor de radiaciéon normal incidente. Para este caso, el maximo de
radiacion absorbida se recorrio mas alla de los 180 grados, presentando un minimo en alrededor
de los 300 grados, asi mismo, no se observa una simetria en el comportamiento de la distribucion
para todas las radiaciones normales incidentes. Los valores promedios de radiacion absorbida
fueron de 9042.9, 7236.2, 5425.8 y 3617.2 W/m® para las radiaciones directas de 1000, 800, 600
y 400 W/m? respectivamente.

18 000
3 16000 05
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5 14000
3
2 12000
-5 £ 10000 © 1000 W/mA2
o
22 8000 @800 W/mA2
(]
5 0000 600 W/mA2
S 4000
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0 60 120 180 240 300 360
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Figura 9. Distribucion del flujo alrededor del 4to tubo.
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Ademas, es observable que existe una relacion directa entre la radiacion normal incidente y la
absorbida, es decir a menor radiacion normal, menor radiacion absorbida, sin embargo, en todos
los casos el perfil de radiacion resultante es similar en tendencia sobre la superficie del tubo.

Por tultimo, la Figura 10 muestra el contorno de radiacion incidente en las superficies de la
geometria para un solo valor de radiacion directa normal (1000 W/m?), debido a que el contorno
es similar para todos los demas casos con excepcion de su correspondiente escala de valores.
Dicho contorno es capaz de mostrar los efectos 0pticos de bloqueo y sombreado en las superficies
reflectoras adyacentes, asi como el efecto de concentracion en el recibidor, cabe mencionar que el
valor maximo del contorno fue fijado en 30,000 W/m?, en lugar del maximo registrado de 52,000
W/m2, esto con el fin de destacar los efectos mencionados anteriormente.

30000

27000

24000

21000

18000

15000

Figura 10.Contorno de radiacion incidente (W/m*)

Conclusiones

El presente trabajo muestra el modelado de un LFR a través del método numérico de volumen
finito por medio del software comercial ANSYS Fluent, obteniendo con ello la distribucion de
flujo radiativo alrededor de los tubos absorbedores a diferentes valores de radiacion directa
normal, asi como también el contorno de la radiacion incidente a la geometria del LFR.

Este trabajo representa un primer acercamiento en el uso de volumen finito como una alternativa
en el analisis de este tipo de sistemas, ademas, del ya conocido trazado de rayos por medio del
método de Monte Carlo.

Debido a las bondades propias del método numérico y del software comercial, es posible en un
futuro expandir y realizar un estudio mas completo en este tipo de dispositivos como, por
ejemplo: analizar el comportamiento térmico e hidraulico del fluido de trabajo, realizar un
analisis en tres dimensiones del sistema, llevar a cabo un analisis en régimen transitorio, asi como
la aplicacion de técnicas de optimizacion que resulten en un mejor rendimiento térmico.

~—~=

]
208 J



L Semana de
@ 2 Innovacién,
] Q) Emprendimienta

O e Investigacién

El andlisis en el comportamiento de dispositivos solares junto con el uso de técnicas de CFD
conllevan a una disminucién de recursos econdémicos y humanos comparado con estudios
meramente experimentales, pudiendo llegar a una mejora en el rendimiento del sistema.
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SINTESIS DE UN MATERIAL POLISILOXANO SULFONADO PARA
FABRICACION DE MEMBRANAS DE INTERCAMBIO IONICO CON POSIBLES
APLICACIONES EN SISTEMAS DE ALMACENAMIENTO DE ENERGIA
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! Universidad de Guanajuato. Depto. de Quimica. Cerro de la Venada s/n, Pueblito de Rocha. C.P. 36040,
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Resumen

En el presente trabajo se describe la sintesis y preparacion de un material polisiloxano (PS) a
partir de una reaccion de policondensacion, seguida de una funcionalizacion con HCISO;
mediante una reaccion de sustitucion electrofilica. De acuerdo con las técnicas de caracterizacion
aplicadas se obtuvo un polisiloxano sulfonado, (PSS). El proposito de estos materiales es obtener
materiales que puedan ser aplicados en la fabricacion de membranas para celdas de combustible
de hidrogeno del tipo membrana intercambiadora de protones. La reacciéon para producir el
precursor del polisiloxano se llevd a cabo con los reactivos comerciales: PhSiCl;, Ph,SiCl, y
Ph;SiCl en THF anhidro a 75 °C y el material sulfonado PSS se obtuvo por sulfonacion del
precursor con acido clorosulfonico, las reacciones se hacen a diferentes tiempos de reflujo para
ver como afecta en la conformacion del polimero. El PS y PSS se caracterizaron mediante las
técnicas NMR de 2°Si para so6lidos, IR-ATR, ATG, DSC, SEM y voltamperometria ciclica. Los
espectros de NMR *’Si, muestran que el PS y PSS contienen regiones de entrecruzamiento
debido al PhSiCls, zonas de crecimiento de la cadena polimérica debido al Ph,SiCl, y zonas de
terminacion del polimero debido al Ph;SiCl obteniéndose una mezcla de siloxanos. El andlisis
termogravimetrico presenta estabilidad térmica del polimero, y el anélisis voltamperometrico nos
muestra que el PSS puede comportarse de manera similar al Nafién® al momento de conducir
protones. Finalmente, la microscopia de depodsitos del PS y PSS muestra que son materiales
capaces de formar peliculas.

Palabras Claves: Membranas intercambiadoras, sintesis de Polisiloxanos, sulfonacion de
polisiloxanos, intercambio protonico, voltamperometria ciclica.

Introduccion

Los Polisiloxanos son polimeros hibridos que pueden ser combinados con grupos funcionales
organicos, y por esta propiedad poseen propiedades fisicoquimicas muy interesantes que los
hacen atractivos en diversos campos de la ciencia, y también para aplicaciones comerciales [1-3].
El elemento estructural mas importante en este tipo de polimeros hibridos a base de PS es el
enlace Si-O, el cual les proporciona una considerable estabilidad térmica en comparacion con los
polimeros puramente orgéanicos [4]; este enlace es la base también de la alta flexibilidad que
generalmente presentan las estructuras combinadas con PS. La razén de esta extraordinaria
flexibilidad se explica por la longitud del enlace Si-O (1.64 A), que es significativamente mas
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largo comparado con el enlace C-C de los polimeros organicos (1.53 A). Como resultado, el
impedimento estérico al combinar grupos funcionales con siloxanos se ve disminuido, puesto que
el angulo de enlace Si-O-Si es de aproximadamente 143°. De manera que la naturaleza del enlace
y las caracteristicas tipicas de los grupos laterales proporcionan a la cadena una baja energia libre
de superficie, lo que explica también las propiedades inusuales de este tipo de polimeros [5,6].
En el caso particular de la aplicacion para membranas, existe el drea de interés de las celdas de
combustible a baja temperatura, denominadas celdas de combustible de membrana polimérica, o
de intercambio protonico (PEMFC), objeto del desarrollo del presente trabajo. Los prototipos
experimentales y los equipos comerciales mas desarrollados de PEMFC utilizan como composite
y membrana el ionémero perfluorosulfonico, conocido como Nafion®” [7,8]. Las ventajas que
presenta este material son su alta estabilidad térmica y quimica a temperaturas moderadas, su
robustez en medios acidos, alcalinos, oxidantes o reductores, su alta conductividad de protones en
membrana hidratada y su baja resistencia eléctrica. Sus principales desventajas son la baja
estabilidad térmica a temperaturas superiores a los 80 °C liberando gases toxicos y corrosivos, la
pérdida de la capacidad de retencion de agua y su conductividad protonica, que disminuyen con
la temperatura.

Por lo tanto, se requiere del desarrollo de nuevos materiales para membrana intercambiadora de
iones, y el objetivo de este trabajo fue buscar nuevos materiales que cumplan con estas
exigencias de estabilidad térmica, quimica, alta conduccion de protones y alta conductividad
eléctrica, que requieren los materiales para aplicaciones en PEMFC. Dadas las interesantes
propiedades fisicoquimicas de los PS, se realiz6 la sintesis de un polimero con caracteristicas
estructurales similares al Nafion®, tomando como base un PS en la estructura principal, partiendo
del uso de organoclorosilanos como materia prima, y considerando los elementos principales de
la estructura del Nafion® que lo hacen un buen ionémero transportador de protones, a saber, una
cadena principal estable fisicoquimicamente, cadenas laterales que le confieren un alto grado de
entrecruzamiento, y un grupo funcional sulfonico, para el transporte de cationes en general, y de
protones en particular [7,8].

Metodologia

La preparacion de material de polisiloxano funcionalizado (PSS) se llevo a cabo utilizando
SiPhCl;, SiPh,Cl, y SiPh;Cl, (todos ellos 99%) como precursores, Tetrahidrofurano (anhidro),
metanol (99%) y aguas destiladas como solventes y HSO;ClI (99%) para sustitucion electrofilica
Todos los productos quimicos fueron suministrados por Sigma Aldrich.

En un matraz de fondo redondo de tres bocas previamente purgado con nitrogeno, se disolvieron
en primer lugar 0,97 g de SiPhCl;, 5 g de SiPh,Cl, y 0,56 g de SiPh;Cl (1: 6: 1) en 90 ml de THF
y se agitaron vigorosamente durante 10 minutos. Luego se agregan 85 ml de agua destilada y la
solucidon se mantiene bajo agitacion y reflujo de nitrogeno a 65 © C por diferentes tiempos (2, 12
y 24 horas). El polisiloxano (PS) se seco después durante 2 horas bajo un extractor de vacio a 75
° C. En un vaso de precipitados, el PS se disolvio lentamente en cloroformo bajo agitacion
durante 10 minutos. La funcionalizacion se llevé a cabo introduciendo HSO;Cl (1: 1)
previamente disuelto en cloroformo, gota a gota durante 30 minutos bajo agitacion. La solucion
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resultante se mantuvo a reflujo durante 2 hr a 45 ° C, y finalmente el disolvente se extrajo y el
material de polisiloxano sulfonado (PSS) se sec6 al vacio a 65 ° C.
PS y PSS se caracterizaron adicionalmente a través de RMN soélido 29Si, FTIR-ATR, ATG-DSC,

SEM retencion de agua y voltametria ciclica.

Resultados

La sintesis del polisiloxano per arilado se hizo a 3 diferentes tiempos de reflujo, para observar las
diferencias en la confirmacion estructural del polimero, tomando en cuenta los antecedentes
presentados [3]. Los resultados de las sintesis se resumen a continuacion:

Tabla 1. Resumen de sintesis del polisiloxano per arilado sulfonado.
SINTESIS RELACION MOLAR  RENDIMIENTO ABSORCION TIEMPO DE

SIPHCL3, SIPH2CL2 Y (%) DE AGUA REFLUJO
SIPH3CL (%) (HRS)
1 1:6:1 81.25 19.73 2
2 1:6:1 83.42 75.16 10
3 1:6:1 83.33 71.33 25

En la caracterizacion estructural del material se puede observar como varia la conformacion de
sus unidades fundamentales (M, D y T) con respecto al tiempo de reflujo.

@ 1 _.,_5_(,_ -
it N L N
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M____/\\_,_/\/\_Am___,wﬂ
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@ -10 -20 -30 40 -50 60 -70 -80 -90 -110 -130

71 (pam)

Figura 1. Espectros RMN *’Si CPMAS en estado sélido del polisiloxano per-arilado, muestra 1 (reflujo 2 horas),
muestra 2 (reflujo 10 horas), muestra 3 (reflujo 24 horas).

Se obtuvo el espectro IR en placas de KBr con el polimero disuelto en metanol. Donde se observa
la sefial RSOsH en 1265 cm™, correspondiente a la fraccion sulfonada del polimero. Lo que nos
permite pensar en que se funcionalizé de manera adecuada.

La Figura 3 se muestran los resultados de la técnica ATG y DTA para el PS y para el PSS. De
estas graficas podemos determinar el proceso de descomposicion térmica del material; la linea
punteada representa la pérdida de peso a medida que aumenta la temperatura, mientras que la
linea continua representa las diferentes reacciones de descomposicion del material conforme
aumenta la temperatura. Donde se puede observar que arriba de los 200 °C el material presenta
estabilidad termica
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Figura 3. TGA-DTA PS'y PSS de los materiales obtenidos a 24 horas de reflujo.

Mediante el analisis DSC del material PS obtenido con un tiempo de reflujo de 24 horas, se
obtuvo que la temperatura de transicion vitrea del polimero esta por encima de los 40 °C.

A continuacion, se puede observar que el material polisiloxano sulfonado se comporta de manera
similar al Nafién®™ en el proceso de adsorcidon-desorcion en la voltamperometria ciclica, en la
superficie del electrodo de platino.

- Prwithoutdeposit
pu—
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— T,
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Figura 5. Curvas corriente potencial obtenida por voltamperometria ciclica para un electrodo de platino desnudo,
asi como su respuesta con depositos Pt-PSS y de Pt-Nafion, en contacto con solucion de H,SO,4 0.5 M. A una
velocidad de barrido de 100 mV/Sy 25°C.

Por ultimo, se presentan los resultados obtenidos al hacer la caracterizacion de peliculas en
superficie de acero inoxidable de los materiales, esto con el fin de observar si son capaces de
formar membranas. En la figura 6 se muestra las microscopias SEM del PS obtenido a 24 horas
de reflujo y del PSS.

Figura 6. SEM PS y PSS en superficie de acero inoxidable.
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También, se obtuvo el analisis EDS de las peliculas obtenidas en la superficie de acero
inoxidable, para corroborar la composicion de los materiales PS y PSS. Como se puede observar
en la figura 7.

cps/eV cps/eV

T T T
1 2 3 4 5

Figura 7. EDS PS y PSS.

Conclusiones

Se logré obtener una metodologia para la sintesis de material polisiloxano, y también, para
obtener un material sulfonado.

Se observo que el tiempo de reflujo es muy importante en el método de sintesis, ya que a mayor
tiempo se obtiene un material con mejores propiedades tanto fisicoquimicas como de conduccion,
esto debido al entrecruzamiento que presenta el material.

Se obtuvo la caracterizacion térmica del material, donde se puede observar que es estable a
temperaturas altas, esta propiedad es deseable en estos materiales. También, a través de la
voltamperometria ciclica se observa que el material obtenido se comporta de manera similar al
Nafion®, con posible aplicacion en la conduccion de iones en las celdas tipo PEM.

Por ultimo, en el analisis SEM-EDS se observa que los materiales son capaces de formar
peliculas, lo que hace pensar que tiene propiedades plésticas interesantes.
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Resumen

En el presente trabajo, se sintetizaron aluminatos de niquel usando el método Pechini
modificando su morfologia con plantillas naturales: Helianthus annuus (girasol), Leucaena
leucocephala (mimosa blanca) y Blattodea (cucaracha). Los materiales fueron caracterizados con
Difraccion de Rayos X (DRX), Microscopia Electronica de Transmision (MET), Espectroscopia
de Reflectancia Difusa (ERD), Fisisorcion de Nitrégeno, Voltametria Ciclica vy
Cronoamperometria. Se obtuvieron cambios en el valor del band gap Optico, area superficial, y se
evaluaron para la deteccion electroquimica de metanol.

Palabras clave: Aluminatos de niquel, bioinspirados, Pechini, metanol, sensor.

Introduccion

Los aluminatos de niquel se han estudiado debido a su potencial como materiales termo y
fotoluminiscentes, y su alta estabilidad mecanica, térmica y quimica para aplicaciones
tecnoldgicas sensores [1,2]. Algunos de los métodos de sintesis que se han estudiado para estos
materiales son: sol-gel [3], sol-gel Pechini [4,5], combustion [6] , coprecipitacion [1] y reaccion
en estado solido [7]. Los métodos basados en soluciones proporcionan rutas simples y
econdmicas para generar estructuras biorreplicadas, son rapidos, econdomicos y ampliamente
aplicables. El método de biorreplicacion basado més usado es el sol-gel [8]. El método Pechini es
de tipo sol gel que utiliza la sintesis homogénea de componentes multiples, que incluye un
proceso combinado de formacion de complejos metalicos y polimerizacion orgénica in situ. Se
requieren sales metédlicas comunes como precursores, como el acido citrico para la quelacion de
iones metalicos y un polialcohol como el etilenglicol, que ayuda a formar una resina polimérica a
nivel molecular con alta porosidad y alta energia superficial [9].

Varios aluminatos han sido estudiados para la deteccion de diferentes sustancias: MgAl,O4 para
sensor de humedad [10], LiAlsOg-Cr’" para sensor de temperatura [11], CoAl,O, para sensor de
CO; [12], CuAl,O4-Sr para compuestos organicos volatiles (compuestos organicos volatiles)
[13], CoAl,O4-Sr sensor de alcoholes (metanol, etanol, isopropanol y butanol) [13] y (Sr, Ni)
Al,O4 sensor de benceno y tolueno [3].
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Las propiedades de los compuestos dependen en gran medida de la microestructura [3], ésta se
puede modificar por el método de sintesis, variando condiciones como la temperatura de reaccion
y calcinacion, relacion molar entre reactivos, haciendo mezclas con otros elementos, dopando el
material o tratando de imitar la morfologia de alguna estructura natural. Se ha demostrado que en
la plantilla natural se unen y definen perfectamente las estructuras en niveles bien elaborados, que
resultan en materiales con alta porosidad, alta conectividad y areas superficiales grandes para el
transporte de materia [14].

La bioinspiracion es duplicar los disefios que hay en la naturaleza en productos y tecnologias para
los seres humanos. Los materiales de la naturaleza revelan una estrecha relacion con las
funciones de conversion, captura, transporte y almacenamiento de energia por ello el uso de estas
estructuras como plantillas para desarrollar materiales avanzados nos da un nuevo método para
mejorar las propiedades de los materiales [8,15].

Algunas plantillas naturales en las que se han inspirado para la sintesis de materiales son las alas
de mariposa [16], la cascara de toronja [17], membranas de huevo [18,19], algodon [20].

En este trabajo se sintetizaron aluminatos de niquel usando plantillas de Leucaena leucocephala
(mimosa blanca), Helianthus annuus (girasol) y Blattodea (cucaracha) por medio del método sol-
gel Pechini. Estos compuestos fueron evaluados en la deteccion electroquimica de metanol.

Metodologia

Las plantillas naturales utilizadas fueron: de la Mimosa blanca se usaron las hojas (MA), los
capullos (MC) y las cabezuelas (MD); del Girasol, las hojas (GA), los pétalos (GB) y el centro de
la flor (GC), y de la Cucaracha, solo las alas (CA). Cada parte de la plantilla se separo, se lavo
con agua destilada y etanol en bafio ultrasonico durante 20 minutos. Se secd a temperatura
ambiente por 24 horas y después se usd de tamafio normal. Para las sintesis se utilizo el método
sol-gel Pechini. En una mezcla de etanol y agua desionizada se agregaron en el siguiente orden
los reactivos: la plantilla natural, Ni(NO3),-6H20, Al(NO3);-9H,0 vy acido citrico. La mezcla se
agitd y calent6 a una temperatura de 70 °C para agregar el etilenglicol y llevar la mezcla hasta
una temperatura final de 90°C. El solido final se calcind a 1100 °© C por 2h con una rampa
de10°C/min en una mufla. Los aluminatos de niquel fueron etiquetados como: Ni-MA, Ni-MC,
Ni-MD, Ni-GA, Ni-GB, Ni-GC de acuerdo con la plantilla natural usada y Ni-0 (sin plantilla).
Para el analisis de Difraccion de Rayos X se utilizo el equipo Miniflex de Rigaku usando
radiacion Cu Ka a A= 0.15406 nm. El tamafo del cristal (1) fue calculado usando la ecuacion de
Debye-Scherrer: 1=0.92/Bcost donde A, B y 0 son la longitud de onda de radiacion de los rayos
X, la anchura a media altura del pico méximo de refraccion y el angulo de difraccion de Bragg,
respectivamente. Las microscopias electronicas de transmision fueron obtenidas con el equipo
JEOL-1010. Las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno fueron medidas a -195.8 °C con
el equipo Micromeritics Tristar II Plus. El area superficial y el diametro promedio de poro fueron
estimados por medio de los métodos Brunauer-Emmet-Teller (BET) y Barret-Joyner-Halenda
(BJH) respectivamente. El valor del band gap optico fue obtenido por medio de los graficos de
Tauc usando los espectros de reflectancia difusa del espectrofotometro Avaspec-2048L. Las
pruebas electroquimicas fueron hechas en el potenciostato Bio-Logic modelo SP-150, con una

~—~=

]
216 J



L Semana de

2 Innovaeion,

©Q Emprendimiento
O e Investigacién

celda de tres electrodos: Ag/AgCl 3M como electrodo de referencia, alambre de platino como
contraelectrodo y como electrodo de trabajo se utilizo una pelicula de aluminato de niquel sobre
vidrio FTO (6xido de estafio dopado con fluor).

Resultados

Los patrones DRX de aluminatos de niquel bioinspirados se muestran en la Figura. 1 [21], y el
rango de 20 es de 20-70 °. Se puede ver que los patrones de los materiales sintetizados indican
que no hay una diferencia significativa entre cada uno de ellos, lo que implica que la plantilla no
modifica la estructura del compuesto. Asimismo, se observa que algunos de los materiales tienen
impurezas de 6xido de niquel. Cuando las alas de la cucaracha se utilizaron como plantilla, no se
detectd la formacion de oxido de niquel, por lo que su uso ayudd a mejorar la pureza del
aluminato de niquel. Los resultados muestran una gran concordancia con el archivo de datos
estandar JCPDS 01-081-0718 y su sistema cristalino es ctibico centrado en las caras. El rango de
tamafio obtenido de los cristales de aluminatos de niquel es 10-27 nm (Tabla 1), lo que muestra
que el uso de las plantillas en la sintesis modifico el tamafio del material.

Las micrografias MET de los cristales de aluminato de niquel sintetizado se muestran en la
Figura. 2 [21]. En los aluminatos con plantilla las particulas se definen mejor con un tamafio
aproximado de 20 nm con una forma cubica y la aglomeracion de las particulas disminuy6 debido
a la presencia de la plantilla natural durante el proceso de sintesis.

EL éarea superficial fue obtenida por medio del método BET y el valor de la Energia de banda
prohibida se obtuvo con los datos de Reflectancia difusa, en la Tabla 1 [21] se muestran los
resultados para cada compuesto. La plantilla ayudé a aumentar el area superficial, disminuir el
valor del band gap y a disminuir el tamafio del cristal.

3
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Ni-MC i\ A H
Ni-MD N ﬁ “
Ni-GA A A A
Ni-GC \

Ni-CA A_//\\ j\ A \
Ni-0 ,‘ h ﬁ

1 1 1 " 1

20 30 40 50 60 70
20 (grados)

Figura 1. Difractogramas de los aluminatos de niquel bioinspirados.
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Figura 2. Micrografias MET de los aluminatos de niquel bioinspirados.

Tabla 6. Valores del tamario de cristal, energia de banda prohibida y darea superficial BET para los aluminatos de
niquel bioinspirados.

Compuesto  Tamaiio de Energia de banda Area superficial
cristal (nm) prohibida Eg (eV) BET (m’/g)
Ni-0 27.0 3.38 5.71
Ni-MA 10.5 3.29 17.70
Ni-MC 12.0 3.32 25.18
Ni-MD 12.3 3.26 24.41
Ni-GA 11.2 3.09 19.47
Ni-GB 11.6 3.31 29.80
Ni-GC 14.4 3.21 25.12
Ni-CA 19.5 2.95 12.65

La capacidad de los aluminatos sintetizados en la deteccion de pequefias concentraciones de
metanol se evalué mediante la técnica de voltametria ciclica y cronoamperometria. Con la
voltametria ciclica se obtuvo el voltaje en el cual se presenta el pico de oxidacion de metanol y
con las cronoamperometrias se probo si se obtenia una relacion lineal entre la concentracion de
metanol y la corriente. En la Figura. 3 se muestran los graficos para el compuesto con el mayor
rango de deteccion y buena sensibilidad. Un ajuste lineal dio un coeficiente de correlacion de
0.9941. El aluminato de niquel sintetizado con el centro del girasol (Ni-GC) dan resultados
alentadores para continuar con el estudio de deteccion de metanol.
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Figura 3. Cronoamperometrias del aluminato Ni-GC con adiciones de 10 microlitros de metanol y la curva de

calibracion.

Conclusiones

Se sintetizaron aluminatos de niquel tipo espinela bioinspirados en plantillas naturales. Se
obtuvieron compuestos con mayor area superficial, menor tamafio de cristal y menor valor del
band gap Optico. Se evaluaron en sensores electroquimicos de metanol logrando buena
sensibilidad en un rango aceptable en el aluminato de niquel con plantilla del centro de girasol.
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