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PRESENTACION

La Revista Digital Innovacién en Ciencia, Tecnologia y Educacion (ICTE) tiene como
objetivo el contribuir a la difusion del conocimiento generado por las Instituciones
de Educacion Superior, poniendo a disposicion material de investigacion original de
forma anual y con origen de Instituciones de diversos paises.

Esto permite el intercambio de saberes con caracter multidisciplinario y busca
construirun espacio dediscusiony difusion del conocimiento. La Revista se conforma
por las siguientes areas: Ciencias de los Alimentos y Agropecuarias, Ciencias
Quimicas, Ciencias Biolodgicas, Ciencias de la Ingenieria y Fisico-Matematicas, asi
como Ciencias de la Educacidn, Sociales y Humanidades.

Los autores de ICTE provienen de diversas instituciones nacionales e internacionales,
como son la Universidad Auténoma de Querétaro, Universidad Auténoma de
Chihuahua, Universidad Autonomadel Estado de Hidalgo, Tecnolégico de Chihuahua,
Universidad Autonoma de Tamaulipas, Universidad Veracruzana, Instituto
Politécnico Nacional, Universidad Nacional Autonoma de México, Addenbrooke’s
Hospital (Cambridge, UK), Universidad de Chile, Escuela Politécnica Nacional
(Ecuador),Universidad Técnica de Manabi (Ecuador), Universidad UTE (Ecuador),
Universidad Central del Ecuador, Universidad de la costa CUC (Cuba), Universidad
de la Habana (Cuba) y la Institucion Universitaria ITSA (Colombia), Universidad de
San Pablo-CEU (Espaina), Universidad de Santander (Colombia) entre otros.

La publicacion esta disponible para consulta en lineay con acceso abierto en: http://
masam.cuautitlan.unam.mx/RevistalCTE/

Esperamos que ICTE editada por la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de
la Universidad Nacional Auténoma de México, sea un instrumento que fomente
entre los lectores, la comunicacion cientifica a través de la publicacion de articulos
de alta calidad, que promuevan la cooperacion cientifica, la internacionalizacion del
conocimiento y estimulen la discusidn académica.
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Resumen

Las bacterias acido lacticas son microorganismos con caracteristicas metabolicas similares,
producen acido lactico al fermentar la glucosa, anaerobias grampositivas, inmoviles, catalasa y
oxidasa negativas; forman parte de la microbiota natural de la leche cruda, leches fermentadas,
yogurt y quesos. Son empleadas en los procesos de conservacion de alimentos. El presente
estudio, tiene como objetivo identificar microbiolégicamente las bacterias acido lacticas
presentes en quesillo de Reyes Etla, Oaxaca. Se colectd quesillo elaborado con leche cruda
de bovino, bajo condiciones de higiene y transportada a temperatura de refrigeracion (4 a
7°C). Se realiz6 aislamiento selectivo en medio de cultivo Man, Rogosa Sharpe (MRS) solido.
Como resultado, se seleccionaron 22 cepas de bacterias acido lacticas con caracteristicas
de tamafio 1 a 2 mm, color blanco cremoso, forma redonda, puntiformes, bordes enteros,
superficie convexa o plana, consistencia butirosa y humeda; morfolégicamente bacilos y
cocos, catalasa y oxidasa negativas.

Palabras clave: Identificacién, bacterias acido lacticas, quesillo, Oaxaca.
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Antecedentes

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo significativo de microorganismos con
caracteristicas morfolégicas, metabodlicas, fisiologicas distintivas y estan relacionadas
funcionalmente, se caracterizan por producir acido lactico, como principal producto
al fermentar glucosa (Mokoena, 2017); son organismos unicelulares, procariotas,
morfolégicamente son cocos, estreptococos y bacilos. Son gram positivos, no esporulados, la
mayoria son inmoviles, catalasa y oxidasa negativos, pueden crecer en altas concentraciones

de sal y pH bajo (Miranda, 2021).

En los productos fermentados como vegetales, carnicos y productos lacteos fermentados
tradicionales pueden encontrarse las bacterias acido lacticas (BAL), sin embargo, tiene una
mayor presencia en alimentos derivados de lacteos como quesos, yogurt (Mathur, 2020), ya
que estos son los ambientes naturales de estos microorganismos (Terzic¢, 2020).

En la industria alimentaria las BAL, son considerados microorganismos importantes al
producir péptidos antimicrobianos (bacteriocinas), peroxido de hidrégeno, diacilos, que son
utilizados contra microorganismos patégenos para controlar la fermentacion de los alimentos
(Arena, 2018), hoy en dia han sido empleados como cultivos iniciadores, para mejorar las
propiedades organolépticas y la aceptabilidad de los productos alimenticios fermentados
(Hati, 2013), por sus propiedades antimicrobianas son empleados en la conservacion de
alimentos (Wang, 2021), otra aplicacion en la industria alimentaria es la produccion de acidos
organicos (Beltran, 2017).

Los géneros de BAL utilizados frecuentemente en la fermentaciéon de alimentos son:
Lactobacillus, Lactococcus, 1euconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Weisella, (Mokoena,

2017)
Objetivo

Identificar microbiolégicamente las bacterias acido lacticas presentes en Quesillo de Reyes
Etla, Oaxaca, México.

Metodologia

Ubicacion geografica del estudio

El Valle de Etla esta ubicado al noroeste de los Valles Centrales, en las coordenadas 17°
12°27"'N 96°48°00°O.

La superficie territorial es de 2220.96 Km?, ver figura 1.
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Figura 1. Ubicacion del distrito de Etla, en el estado de Oaxaca.

Recoleccion de muestra

Se colecté muestra de quesillo elaborado con leche cruda de bovino, proveniente del
municipio de Reyes Etla, bajo condiciones de higiene y fue transportada a temperatura de
refrigeracion (4 a 7°C).

Preparacion de la muestra

La muestra de quesillo se homogenizo6 hasta obtener una pasta, de ello se tomaron 10 gy se
colocaron en un recipiente con 90 ml de agua peptonada al 1% estéril, se homogenizé por 5
min para posteriormente preparar diluciones seriadas de 0.01 a 0.0000001.

Siembra en medio

Se colocaron 100 ul de las diluciones 0.00001, 0.000001 y 0.0000001 en cajas petri conteniendo
Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) solido, especifico para BAL, utilizando asa trifasica
estéril se distribuy6 uniformemente sobre la superficie de la placa, cada diluciéon se sembro
por duplicado. Las cajas petri inoculadas se incubaron a 30°C, en condiciones anaerébicas

durante 24 h a 48 h.

Identificacién macroscépica

Después del tiempo de incubacion, se realizé la identificacion macroscopica de colonias
de BAL, que generalmente presentan color blanco, con forma redonda, aspecto cremoso,
diametro de 1 a 2 mm, superficie convexa y bordes enteros. Las colonias que cumplieron
con estas caracteristicas se resembraron sucesivamente en medio MRS sélido, mediante el
método de estria cruzada, posteriormente se incubaron a 30°C, en condiciones anaerdbicas
durante 24 h a 48 h hasta su crecimiento.

\
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Identificacién microscopica

Tincion de Gram

Para la seleccion de las cepas presuntamente acido lacticas, se realizaron pruebas de tincion
de Gram, se colocé una gota de solucién salina al 1% sobre un portaobjetos limpio,
posteriormente, se tomé con un asa de siembra parte de una colonia a analizar, se mezclo
con la gota de solucion y se f1j6 a la flama. Después, se agregaron los colorantes en el orden
indicado cristal violeta, solucion de yodo, solucién de alcohol-cetona y por tltimo safranina,
en cada paso se respet6 el tiempo de accion de 1 min y posteriormente el lavado a chorro
de agua.

Ldentificacion morfoldgica

Se observé la morfologia tipica de las células en microscopio 6ptico 100x. Se seleccionaron
las colonias que presentaron coloracion violeta en la tinciéon de Gram y morfologia bacilar.

Pruebas confirmatorias

Se realizé la prueba de catalasa a las cepas de bacterias acido lacticas que presentaron
morfologia bacilar y resultaron gram positivas. Se colocé parte de la cepa sobre un frotis y
se agreg6 H, O, al 3%, al presentar burbujas nos indica una prueba positiva. La prueba de
oxidasa se realizo empleando el reactivo Kovacs, una coloracion purpura sera considerada
oxidasa positiva.

Conservacion de cepas

Las cepas de bacterias acido lacticas gram positivas, morfologia bacilar, catalasa y oxidasa
negativas fueron conservadas en caldo MRS, adicionado con glicerol al 30% y se almacenaron
a -70°C en viales para crio-conservacion.

Resultados y discusiéon

A partir de quesillo de Reyes Etla, se identificaron 34 colonias con morfologia de bacterias
acido lacticas (BAL), que presentaron caracteristicas macroscopicas de color blanco cremoso,
diametro de 1 a 2 mm, forma redonda, puntiformes, bordes enteros, superficie convexa o
plana, consistencia butirosa y himeda.

Todos los aislados de BAL fueron grampositivos, 21 de los 34 aislados de BAL fueron
bastones, mientras que 13 fueron cocos. Los cocos grampositivos y las bacterias en forma
de baston, que se subcultivaron en agar MRS, se caracterizaron ademas mediante la prueba
de catalasa y oxidasa. Segun los resultados obtenidos 22 aislados fueron catalasa negativos,
12 aislados fueron positivos para la produccién de gas (ver tabla 1).
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Se descartaronlas cepas que presentaron morfologia microscépica delevadura, gram negativas
y dieron positivo a las pruebas de catalasa y oxidasa. Asi, finalmente se seleccionaron 22
bacterias Gram positivas, morfolégicamente bacilos y cocos, con catalasa y oxidasa negativas.

Las caracteristicas macroscopicas presentadas por las cepas de bacterias acido lacticas de
tamafo, color blanco o cremoso, forma redonda, puntiformes, bordes enteros, superficie
convexa o plana, de consistencia butirosa, seca y himeda, corresponde a caracteristicas
tipicas de bacterias acido lacticas previamente reportadas por (Santander-Cortés, 2023); asi
como las caracteristicas microscopicas de bacterias Gram positivas, morfologia de cocos y
bacilos, catalasa y oxidasa negativa, coincide con lo reportado por (Goa T, 2022).

Las BAL aisladas a partit de quesillo elaborado con leche cruda, muestra que estos
microorganismos forman parte del microbiota de los quesos; Miranda (2021) sefiala que
las BAL pueden encontrarse en diversos tipos de quesos tradicionales, lo que propicia el
desarrollo de atributos sensoriales caracteristicos de estos quesos. Coelho et al. (2022) indica
que en los quesos de leche cruda elaborados de manera artesanal predomina la  presencia
de bacterias acido lacticas, principalmente los géneros Lactococcus — spp, Leuconostoc — spp,

Lactobacillus spp y Streptococcus spp.

Tabla 1. Cepas con caracteristicas macroscopicas y microscdpicas presuntivas de bacterias dcido
ldcticas, crecimiento a 30°C durante 24 h en medio de cultivo MRS.

=i
° o S = © é
< g £ 3 5 5 | % s |E| 2 |8|&8| £2
3 5 E & S g g 5 6| 5 |§|&| £°
a
o1 Redonda 1 mm Crema Entero | HUumedo | Elevacion | (+) I?;?)iu)(;s ORNO! Si
02 Puntiforme <lmm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) i?;:)o: ORNO)] Si
03 Redonda 1-2mm Crema Entero | Humedo Plana +) l?:zcr:l)oss ORNO! Si
04 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) | Bacilos | () | (-) Si
05 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) | Bacilos | () | (-) Si
06 Redonda 1-2mm Crema Entero Seco Plana +) Bacilos ORNO! Si
cortos
o7 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) | Bacilos | () | (-) Si
08 Redonda 1-2mm Blanco Entero Seco Plana (+) ii?:::;s ORNG! Si
09 Redonda 1 mm Crema Entero | Himedo | Convexo | (+) | Bacilos | () | (-) Si




20

-~

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

010 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo Plana (+) | Cocos | () | () Si
o1 Redonda 1 mm Crema Entero | Humedo Plana (+) | Cocos | (+) | (+) No
012 | Puntiforme <lmm Crema Entero | Humedo | Elevacion | (+) | Cocos | (+) | (+) No
013 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) iii:)oss ORNO)] Si
014 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo Plana (+) | Cocos | (+) | (+) No
015 Redonda 1-2mm Blanco Entero | HUumedo Plana (+) ii‘;:f: ORNO)] Si
016 Redonda 1-2 mm Blanco Entero | Himedo | Elevacion | (+) | Cocos | () | (-) Si
017 Redonda <lmm Blanco Entero Seco Plana (+) I?:?)(;;LC;S ORNO)] Si
018 | Puntiforme <lmm Crema Entero | Himedo | Convexo | (+) | Cocos | (+) | (%) No
Bacilos Si

019 Redonda <lmm Blanco Entero Seco Plana (+) ORNO)]

cortos
020 | Puntiforme <lmm Crema Entero | Himedo | Convexo | (+) | Bacilos | (-) | (-) Si
021 | Puntiforme <lmm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) I?:z:\)(;:;s ORNO) Si
022 Redonda 1-2 mm Blanco Entero | Himedo | Elevacion | (+) | Cocos | (+) | (%) No
023 Redonda 1-2 mm Crema Entero | Humedo Plana (+) | Cocos | (+) | (+) No
024 Redonda 1-2mm Blanco Entero Seco Plana (+) I?:?)(;;LZS ORNO)] Si
025 | Puntiforme 1 mm Crema Entero Seco Elevacion | (+) | Cocos | (+) | (+) No
026 Redonda 1 mm Blanco Entero Seco Plana (+) | Cocos | (+) | (+) No
027 | Puntiforme <lmm Crema Entero | Himedo | Convexo | (+) | Cocos | (+) | (%) No
028 Redonda 1-2 mm Crema Entero | Humedo Plana (+) | Bacilos | (+) | (%) No
029 | Puntiforme 1-2 mm Blanco Entero | Humedo Plana +) I?:?)(;;LZS G) | () Si
030 | Puntiforme <lmm Naranja | Entero | Himedo | Convexo | (+) | Cocos | (+) | (+) No
031 | Puntiforme <lmm Amarillo | Entero | Himedo | Elevacion | (+) | Cocos | (+) | (+) No
. Bacilos .
032 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) cortos ORNO)] Si
. Bacilos .
033 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) CONoS ORNO)] Si
3 Bacilos .
034 Redonda 1 mm Blanco Entero | Himedo | Convexo | (+) J ORNO) Si
Conclusiones

El quesillo de Reyes Etla, Oaxaca, México, es un queso fresco, de pasta hilada o hebras, con
gran capacidad de fundicién, elaborado conleche cruda de bovino, posee atributos sensoriales
unicos debido a su amplia microbiota nativa, principalmente las bacterias acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas (BAL), son microorganismos seguros, ampliamente utilizados en
la industria alimentaria principalmente en la produccion de alimentos lacteos fermentados;



REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

%

los diversos subproductos derivados de la fermentacion de estos microorganismos, confieren
propiedades antimicrobianas, de conservacion y mejoramiento de atributos sensoriales
(sabor, aroma, textura, color), lo que permite mejorar la calidad y seguridad de los alimentos.

En conclusion, de las pruebas realizadas al quesillo, se aislaron 22 cepas de bacterias acido
lacticas que presentaron caracteristicas macroscopicas y microscopicas propias de estas
bacterias, lo que nos indica que éste queso tradicional del Valle Eteco, Oaxaca, podria ser
una fuente prometedora para el aislamiento de bacterias acido lacticas y posteriormente su
aplicacion en la elaboracion de algunos otros alimentos funcionales.
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Resumen

Las frutas y los vegetales son parte importante de la dieta. El mal manejo de estos productos
producen pérdidas, disminuyendo su calidad y junto con una competitividad baja en los
mercados domésticos e internacionales.

El desarrollo de biopeliculas para alimentos, ha generado importantes avances respecto a la
vida de anaquel de dichos alimentos logrando generar una vida mas amplia manteniendo asi
la calidad del producto y alargando su vida comercial, logrando una mejora del mercado para
el consumidor y el productor.

La meta del trabajo es lograr la elaboracion de biopeliculas para posteriormente probarlas en
frutos frescos; se llevé a cabo el desarrollo de la formulacién con investigaciones anteriores,
usando como principal activo el quitosano extraido del exoesqueleto del camardn, junto
con un agente plastificante y reticulante, asi se obtuvieron las peliculas y para tomar algunos
datos sobre su caracterizaciéon como el porcentaje de humedad, solubilidad y espesor.

Palabras clave: Agente plastificante, agente reticulante, biopelicula, exoesqueleto, quitosano.
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Antecedentes

Los productos vegetales son la parte fundamental de nuestra dieta, por lo tanto, queremos
implementarlas en las mejores condiciones posibles, el manejo de estos productos para su
comercializacion puede llegar a danarlos para ellos tenemos que llevar a cabo técnicas que
protejan al producto como una pelicula biocomestibles, ya que nos ayuda a la proteccion de
ellos, asf como el aumentar su vida de anaquel; logrando obtener una buena calidad de los
productos.

En la cascara del camarén estd presente un polimero llamado quitosano, que pertenece a uno
de las cuatro grandes fuentes de obtencion que es de origen marino siendo su precursor la
quitina. La quitina es el segundo polisacarido mas abundante en el planeta y es la principal
unidad estructural de exoesqueletos de insectos y crustaceos, es similar a la celulosa dando a
entender que puede formar estructuras muy extensas y firmes. (Vanegas, 2014)

Por otro lado, el quitosano es un polimero biodegradable, amigable con el medio ambiente y
de muy bajo coste, de facil obtencion, un excelente agente quelante y tiene unas caracteristicas
buenas para la formacién de peliculas. (Montenegro, et al. 2019)

Para la formacién de peliculas es necesario utilizar dos agentes que son el plastificante y el
reticulante; el agente plastificante se les afaden a los polimeros para mejorar la fluidez y la
tacilidad del proceso para reducir la fragilidad de la pelicula, debe cumplir la miscibilidad con
el producto, el alcohol polivinilico es un polimero que tienen a formar puentes de hidréogeno
con otros polimeros, da resistencia a la traccion y flexibilidad dando la facil formacion de

polimeros. (Vanegas, 2014)

El agente reticulante forman un enlace que una cadena polimérica con otra mediante
enlaces covalentes, dentro de estos agentes se puede utilizar con el quitosano el acido tanico;
frecuente en la naturaleza principalmente en la corteza de los arboles, tiene la capacidad de
ser antioxidante que interactia con macromoléculas biologicas.

Obijetivo (s)

Desarrollat, elaborar y caracterizar una pelicula biocomestible a partir de quitina / quitosano
obtenido del exoesqueleto de camarones. Evaluar sus propiedades opticas y mecanicas, asi
como las propiedades sensoriales y de composicion quimica general para su uso posterior
como recubrimiento en frutos frescos.
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Parte experimental

1. Materiales

Vasos de precipitado

Tamizador #50
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Embudos

Balanza analitica

Papel filtro e
Molino manual

Estufa

Desecador

®

Parrilla con agitador magnético

pH-metro p———
Cajas Petri de plastico <
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. Termoémetro

=

n. Mortero
2. Reactivos:
a. Obtencion de quitina

i. NaOH ............. 0.5% y 3%
. HCl ..., 2M
. NaOCl ............ 3%
iv. Acetona ........... Concentrada
b. Obtencién de quitosano
i NaOH ..oeovven 50% _\
c. Elaboracion de peliculas
i. Alcohol polivinilico (APV) ..... 7.5%
ii. Acido aCético vuvvvniriiiiiin. 3%

3. Acondicionamiento de la materia

\

Figura 1. Metodologia del acondicionamiento de la materia



4. Obtencién de la quitina
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Figura 2. Metodologia para la obtencidn de la quitina

5. Obtencién del quitosano

-~

Figura 3. Obtencion del quitosano

6. Formacién de biopeliculas

~

Figura 4. Desarrollo de biopeliculas
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7. Humedad

Figura 5. Determinacion de humedad

8. Solubilidad

Figura 6. Determinacion de solubilidad

Resultados y discusion

Tabla 1. Pardmetros evaluados a las biopeliculas

Pelicula % Humedad % Solubilidad en H,0 Espesor
APV = 51%
Quitosano = 17% 14.41% 99.47% 0.10 mm

Ac. Tanico = 31%

APV = 57%
Quitosano = 19% 12.69% 99.06% 0.1mm
Ac. Tanico = 24%
APV = 64%
Quitosano = 22% 13.99% 98.68% 0.11 mm

Ac. Tanico = 14%
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APV = 34%

Quitosano = 23% 10.04% 99.73% 0.15mm

Ac. Tanico = 43%
APV = 40%

Quitosano = 27% 15.35% 99.46% 0.04 mm

Ac. Tanico = 33%
APV = 48%

Quitosano = 32% 20.39% 98.43% 0.28%

Ac. Tanico = 20%

Figura 1. Biopeliculas secas

Las peliculas tuvieron mucho éxito en su realizacién, se obtuvo una excelente calidad en
cuestion de solubilidad ya que es casi 100% soluble en agua, nos interesa ya que al cubrir
frutos y vegetales al momento de su lavado podemos eliminarla si al consumidor le llegara
a molestar, igualmente en el porcentaje de humedad es relativamente bajo y eso es un
resultado satisfactorio ya que justamente es un parametro que influye en la degradacion de
los alimentos y queremos protegerlos de ella, el espesor de las peliculas es 6ptimo ya que no
queremos que nuestro alimento tenga una textura notablemente diferente.
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Conclusiones

Se logré obtener las biopeliculas de quitosano al 3%, observandose que el quitosano requiere
de un agente plastificante como el alcohol polivinilico a una concentracién de 7.5% y un
agente reticulante como el acido tanico al 3% para favorecer la formacion de los enlaces de las
cadenas poliméricas en la obtencién de las biopeliculas que les confiere resistencia y fluidez
para su manipulacién. Asi como la obtencién de buenos resultados de su caracterizacion
motivando para seguir investigando esta linea y probarla en producto fresco.
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Resumen

Este trabajo aborda la implementaciéon de una arquitectura basada en IoT para el
monitoreo de variables agroclimatologicas en cultivos aeroponicos de Lactuca sativa en
la region de Misantla, Veracruz. La problematica se centra en la necesidad de mejorar la
produccién y el consumo sostenible de lechuga, asi como en generar oportunidades de
autoempleo para familias de recursos escasos. El objetivo general es desarrollar una
solucion tecnologica eficiente y accesible. En el desarrollo del proyecto se implementa
una arquitectura con sensores especificos, comunicacion mediante Arduino, Raspberry Pi,
y una API REST para gestionar datos en tiempo real. Los resultados preliminares sugieren
mejoras significativas en la eficiencia del cultivo y la viabilidad econémica, destacando el
potencial de esta innovacion para impulsar el desarrollo sostenible local.

Palabras clave: Internet de las Cosas, Cultivos aeroponicos, Lactuca sativa,
variables agroclimatologicas, Raspberry Pi.

Antecedentes

Vasquez Bermudez et al. (2023) expone un sistema integral de monitoreo y control basado
en la internet de las cosas (IoT) para optimizar un sistema aeropoénico de cultivo de
lechuga organica. La eficacia del sistema en mejorar la calidad de la lechuga producida se
destaca en los resultados. La introduccidon resalta los beneficios ambientales vy
productivos de la
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tecnologia aeroponica, enfocandose en la eficiencia hidrica y el uso minimo de nutrientes.

El capitulo de metodologia describe la experimentacion llevada a cabo en un invernadero en
Ecuador durante 45 dias y presenta la arquitectura del sistema IoT utilizado para recolectar y
monitorear datos. Se discuten los componentes del sistema, incluidos sensores, conectividad,
analisis y procesamiento, asi como la interfaz de usuario. En los resultados, se evalua el sistema
mediante una aplicacién moévil que monitorea parametros clave como temperatura, turbidez,
pH y niveles de agua, con graficos e informes visuales. La discusion resalta la importancia
del monitoreo en métodos agricolas y concluye que el sistema IoT es efectivo para el cultivo
aeroponico de lechuga, sugiriendo adaptaciones para distintos cultivos y fuentes de agua. S
En resumen, el documento subraya la utilidad del sistema IoT para potenciar la eficiencia y
productividad en el cultivo aeropénico de lechuga organica. En este proyecto no se utiliza
antenas de radio frecuencia ni Raspberry pi para el monitoreo de variables.

Chanchi-Golondrino et al. (2022) presenta el desarrollo de un sistema IoT para el monitoreo
y analisis de variables climatologicas en cultivos de agricultura urbana. El sistema se basa en
herramientas de hardware y software de codigo abierto y sigue una arquitectura de cuatro <
capas. Permite la captura, monitoreo y analisis de variables climatolégicas de interés en la
agricultura urbana. El estudio también explora la personalizacién de modelos de analisis
basados en las caracteristicas agroclimaticas de cada cultivo. Se utilizan sensores para capturar
variables como temperatura, humedad y luminosidad, que se envian a una placa de captura
con un mini servidor web. Los datos se almacenan en una base de datos no relacional y se
analizan utilizando medidas estadisticas y modelos de aprendizaje automatico supervisado
y no supervisado. Los resultados se pueden visualizar en tiempo real y se utilizan para el
monitoreo y analisis. En este trabajo se implementa una Raspberry Pi 4 como componente
central, desempefando un papel crucial en la recepcidn, procesamiento y transmision de
datos procedentes de una variedad de sensores. Estos sensores estan disefiados para capturar
una serie de variables criticas para la agricultura, tales como temperatura, humedad, pH,
luminosidad, presién atmosférica y altitud. La utilizacién de esta plataforma tecnologica
no solo permite un monitoreo preciso de las condiciones ambientales y del suelo, sino que
también facilita la recopilacion y el analisis de datos en tiempo real. Ademas de su enfoque
agricola, el proyecto abarca objetivos sociales significativos, el propoésito va mas alld de la
optimizacién de la produccion; también se inspira en promover la sostenibilidad agricola y
en crear oportunidades de empleo para comunidades en desventaja econémica en la region.
Esta combinaciéon de monitoreo de cultivo especifico y objetivos sociales lo convierte en un
proyecto integral y de alto impacto en el sector agricola local, con el potencial de contribuir
significativamente al desarrollo sostenible y al mejoramiento de las condiciones de vida de
las poblaciones locales.
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Hurtado Aldana Lina Maria et al. (2022) El sistema de riego automatizado para huertas
caseras con loT consiste en el desarrollo de un sistema que utiliza tecnologfas de IoT para
monitorear y controlar el riego en huertas caseras. Se utilizan componentes electrénicos de
bajo costo, como sensores de temperatura y humedad, placas programables y bombas de
agua. El sensor de temperatura y humedad DHT11 se utiliza para monitorear la temperatura
ambiente ylahumedad del suelo. La informaciéon recopilada se muestra a través de una interfaz
grafica desarrollada en IoT Cloud de Arduino, que permite el monitoreo remoto y el control
del sistema de riego desde cualquier ubicacion con acceso a internet. Ademas, el sistema se
alimenta mediante un sistema de energfa solar fotovoltaica, lo que lo hace autosostenible
y respetuoso con el medio ambiente, el sistema, esta diseflado para una escalabilidad
destacada, utiliza un servidor web para gestionar y almacenar grandes voliumenes de datos del
monitoreo agro climatologico, asegurando adaptabilidad ante crecientes demandas futuras.
La comunicacién de datos se realiza mediante antenas de microondas NRFLO1, asegurando
una transmision eficiente y estable, y se complementa con una aplicacién moévil intuitiva.
Esta aplicaciéon permite a los usuarios visualizar y consultar variables criticas como pH,
humedad, temperatura, presion atmosférica y luminosidad, facilitando decisiones informadas
en el cultivo de Lactuca sativa.

Vargas Capera Yesid Steven etal. (2022) este proyecto busca solucionarla falta de herramientas
tecnologicas para el control y monitoreo de las especies de flora en los viveros de Girardot. Se
propone desarrollar un sistema informatico que utilice IoT para monitorear la temperatura
y humedad de las plantas en tiempo real. El sistema utilizara sensores conectados a través
de IoT para recopilar datos de temperatura y humedad de las plantas. Se menciona que se
utilizaran sistemas de comunicacién inalambrica como Wi-Fi o Bluetooth para transmitir los
datos desde los sensores hasta la plataforma central que permitira monitorear el estado de
las plantas, controlar el riego, gestionar las plantas y generar reportes y alertas automaticas.
Ademas, se plantea la incorporacion de energias renovables y la adicion de otros sensores en
el futuro para ampliar las capacidades del sistema. Por lo tanto, nuestra propuesta implica la
utilizacién de tecnologia de transmisién de datos mediante microondas, aprovechando las
antenas NRIFF241.01. Esta tecnologia permite la transferencia de datos en areas desprovistas
de antenas Wifi y ofrece un alcance de hasta 1 km sin obstaculos.

Ruiz Martinez & Gonzalez Gémez (2022) presenta un enfoque interesante al utilizar la
ingenierfa de software y el lenguaje unificado de modelado (UML) para abordar el disefio y
desarrollo dela solucién tecnologica. Eluso de UML permiti6 realizar el modelado conceptual
de la solucion tecnoldgica, lo que incluye la identificacion de los actores involucrados en los
procesos a través de casos de uso. Esto demuestra la importancia de aplicar conocimientos
cientificos en la creacion de software. Eluso de IoT y aprendizaje automatico en el monitoreo
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y control de variables medioambientales en un cultivo de café es relevante y puede tener un
impacto significativo en la industria agricola. Estas tecnologias permiten recopilar datos en
tiempo real y utilizar algoritmos de aprendizaje automatico para analizar y tomar decisiones
basadas en esos datos. La distincion de este proyecto radica en la creacién de una arquitectura
IoT que abarca todo el proceso, desde la captura inicial de datos, su transmision, recepcion,
procesamiento y finalmente, el envio de los datos para su posterior monitoreo.

Berrios Gomez & Rivera Herrera (2022) estiman que en un futuro la productividad agricola
dependera de la inversiéon en la mecanizacion de las actividades incluso en agricultura de
pequena escala. Se busca disefiar un sistema IoT basado en ESP32 para el monitoreo y
control de diversos factores. La metodologia que se utiliza y sus fases de diseno son: La
identificacién de requerimientos, el disefio conceptual, el disefio de detalle. La arquitectura
funciona comenzando en una red de tipo estrella conformada por un nodo central y tres
nodos sensores, utiliza Firebase Realtime Database y ultimamente una aplicacién mévil basada
en Android Studio. Los nodos recolectan la informacién que es temperatura, humedad del
ambiente, humedad del suefio y nivel del tanque de agua para el riego. Los datos recolectados,
se mandan al nodo central el cual es el encargado de enviarlos a la base de datos y activar
o desactivar los actuadores, la aplicacion moévil adquiere la informacion de la base de datos
y mediante una GUI la informacién es mostrada y los sensores pueden ser activados o
desactivados por medio de la aplicacion. En este proyecto no se implementan servicios web
personalizados, ni alguna aplicacién web o movil para visualizar la informacion.

Herrera Rubio & Ortiz E (2022) en este proyecto el control de variables ambientales se
aplica a un tipo de estudio diferente a las plantas, donde busca implementar un sistema de
monitoreo y control que utiliza internet de las cosas para determinar el comportamiento de
las variables ambientales en la avicultura, la investigacion se origina en la Vereda de agua linda
en el municipio de los Patios, Norte de Santander. La investigacion es de nivel comprensivo,
por el objeto de estudio es experimental y de tipo explicativo, se informan detalladamente las
causas que corresponden a comportamiento de las variables fisicas a estudiar y que afectan
la cria y salubridad de las aves de corral como lo son las gallinas. ILa metodologia se divide en
cinco fases: la identificacion de las variables del entorno, disefio de la red, la programacion,
la prueba del sistema y por ultimo los analisis y resultados. Mediante sensores como lo son el
sensor de temperatura y humedad DHT 22, el sensor de humedad de suelo HL-69, el sensor
de amoniaco TAR-MQ135 y por tltimo el sensor de nivel de agua WS-9525 que guardaran
informacién en un servicio web en ThingSpeak, y mostrara en una aplicacion moévil los
datos que se capturaron. Este proyecto esta aplicado para el monitoreo y control en el sector
avicola, sin embargo, el mecanismo para la recoleccion de las variables ambientales es similar
para la recoleccion de variables agroclimatoldgicas.
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Pineda Casas et al. (2021) Realiz6 un disenio de sensor IOT para variables climaticas en
el cultivo aeropoénico aplicado a lechuga este trabajo presenta el disefio de un sensor
electrénico para monitorear variables climaticas en la agricultura aeroponica a través de
IoT. El sensor mide la temperatura, humedad relativa y luminosidad, y envia los datos a
plataformas IoT. Se desarroll6 una aplicaciéon de Android para configurar el sensor y enviar
los datos a plataformas como ThingsBoard, ThingSpeak y Ubidots. El estudio destaca la
importancia de elegir la plataforma adecuada para el almacenamiento y analisis de datos. En
resumen, el articulo muestra la implementacioén exitosa de un sensor IoT para monitorear
condiciones climaticas en la agricultura aeropoénica, utilizando tecnologia IoT y plataformas
de analisis de datos, por ello el sistema esta dotado de servicios web propios, meticulosamente
desarrollados mediante el uso del framework Laravel, con el objetivo de proporcionar una
experiencia sumamente personalizada. La implementacién de Laravel, conocido por su
robustez y flexibilidad en el desarrollo de aplicaciones web, permite ofrecer una interfaz y
tuncionalidades que se alinean de manera precisa con las necesidades y preferencias de los
usuarios. Este enfoque no solo refuerza la usabilidad y accesibilidad del sistema, sino que
también subraya el compromiso con la entrega de soluciones tecnolégicas que se centran en
la experiencia del usuario, asegurando que la interaccién con el sistema sea intuitiva, eficiente
y, sobre todo, valiosa para los usuarios en sus actividades agro climatolégicas.

Aguirre et al. (2018) busca desarrollar un sistema de monitoreo para acuaponia en hogares
basado en IoT con el objetivo de mejorar la seguridad alimentaria y contribuir a la mitigacién
del cambio climatico a través de la produccion de alimentos inocuos y de calidad. El modelo
implementado utiliza multiples variables agroecoldgicas y tecnologias de monitoreo para
mejorar la produccién de alimentos y contribuir a la mitigaciéon del cambio climatico. El
sistema integra la crfa de peces con el cultivo de vegetales hidropoénicos y utiliza sensores
y monitoreo remoto para controlar variables como la temperatura, la humedad y el pH.
Los resultados muestran una productividad positiva y un uso eficiente de los recursos, lo
que lo convierte en una opcion viable para la produccion integrada de peces y vegetales en
espacios urbanos. Ademas, el articulo discute varios estudios sobre sistemas hidropénicos
y acuaponicos para la produccion de diferentes plantas y animales acuaticos, explorando su
potencial para la agricultura sostenible y proporcionando evaluaciones preliminares de su
efectividad. Este proyecto lleva a cabo la implementacién de un sistema de monitoreo en
tiempo real que abarca una serie de factores esenciales para optimizar su funcionamiento,
entre las variables que se estudian, se incluyen la temperatura, la humedad, el pH, la presion
atmosférica, la altitud y la luminosidad. Ademas, se establece un robusto mecanismo de
almacenamiento de los datos generados por estos sensores. Este enfoque permite lograr un
control minucioso del proceso de crecimiento en el cultivo de Lactuca sativa, contribuyendo
significativamente a la eficiencia y calidad de produccion.
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Objetivo (s)

Desarrollar e implementar una arquitectura IoT especializada para el monitoreo de variables
agroclimatologicas en cultivos aeropénicos de Lactuca sativa en la region de Misantla,
Veracruz, con el propésito de mejorar la produccién, promover el consumo sostenible
de alimentos organicos y generar oportunidades de autoempleo para familias de escasos
recursos.

Obijetivos Especificos:

* Configurar y desplegar sensores agroclimatolégicos especificos para cultivos acroponicos
en el sistema de cultivo, recopilando datos precisos sobre factores como temperatura,
humedad, niveles de nutrientes.

* Implementar un sistema de comunicacién eficiente utilizando tecnologfas como Arduino,
Raspberry Pi y radiofrecuencia para transmitir los datos recopilados desde el sistema
aeroponico hasta una estacion receptora conectada a Internet.

e Desarrollar una API REST utilizando Laravel 8 para facilitar la transferencia y
almacenamiento de datos agroclimatologicos especificos para cultivos aeropénicos en

una base de datos MySQL.

Parte experimental:

Se llevé a cabo un estudio experimental para monitorear variables agroclimatologicas en un
sistema de cultivo aeropénico de Lactuca sativa en la regién de Misantla, Veracruz, mediante
una arquitectura basada en IoT.

Materiales:

Sensores Agroclimatoligicos: 1) Sensor BME280 de temperatura y humedad del aire. 2) Sensor
PH-4502C de pH para medir la acidez del agua de nutrientes. 3) Sensor Fotorresistencia
LDR de luminosidad para evaluar la exposicién solar.

Hardware de la IoT: 1) Placas de Arduino MEGA para la adquisicion de datos de sensores. 2)
Raspberry Pi3 Modelo B parala conectividad y transferencia de datos. 3) Antenas NRF241.01
como dispositivos de radiofrecuencia para la transmisiéon de datos a larga distancia.

Estructura de Cultive: 1) Sistema de cultivo aeropdnico con compartimentos para plantas.
2) Nebulizadores para generar la niebla de nutrientes. 3) Contenedores para soluciones de
nutrientes.

\
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Software: 1) IDE de Arduino para programar las placas de Arduino. 2) Python versién 3 para
programar la Raspberry Pi. 3) Laravel 8 para desarrollar la API REST.

Métodos:

Configuracion de sensores: 1) Calibracion y ubicacion estratégica de sensores en el area de cultivo.
2) Programacion de sensores utilizando el IDE de Arduino.

Implementacion de Hardware IoT: 1) Conexion de sensores a placas de Arduino. 2) Configuracioén
de Raspberry Pi como estacion receptora. 3) Desarrollo de la API REST con Laravel 8.

Montaje de la Estructura de Cultivo: 1) Instalacion del sistema aeropénico con compartimentos
para plantas. 2) Integracion de nebulizadores para la generacion de niebla de nutrientes. 3)
Preparacion de la solucion de nutrientes.

Transmision y Almacenamiento de Datos: 1) Envio de datos desde Arduino hasta la Raspberry
Pi mediante radiofrecuencia. 2) Transmisién de datos desde la Raspberry Pi a un servidor
web remoto a través de internet. 3) Almacenamiento de datos en una base de datos MySQL
mediante la API REST.

Este protocolo experimental asegura un monitoreo integral y eficiente, utilizando una
arquitectura tecnolégica para optimizar el cultivo de Lactuca sativa en condiciones aeroponicas.

Resultados

Como resultado principal se obtuvo una arquitectura completamente funcional que se utilizé
en un prototipo de cultivo aeropoénico de Lactuca Sativa, sin embargo, se puede aplicar a
cualquier experimento donde se requiera monitorear variables ambientales, la Figura 1 muestra
la arquitectura en sus cuatro etapas de desarrollo mismas que se explican a continuacion:

Monitoreodevariablesagroclimatologicas: Paramonitorearlasvariablesagroclimatologicas
se conecto a una Placa de Arduino MEGA un sensor BME280 de temperatura y humedad
del aire, un sensor PH-4502C de pH para medir la acidez del agua de nutrientes y un
sensor Fotorresistencia LDR de luminosidad para evaluar la exposicion solar, estos sensores
proporcionan datos constantemente y cuando se detecta una variaciéon en sus valores se
prepara una cadena en formato JSON que no supere los 32 caracteres ya que es la capacidad
maxima de caracteres que puede enviar por radio frecuencia el médulo NRF241.01, los datos
son enviados a una estacion receptora, cabe mencionar que cada experimento se denomina
lote y por cada lote se coloca una estacion de monitoreo de variables, es posible establecer
una estacion de monitoreo por cada que se tenga, la programacion de este moédulo se realizo
con Arduino ver. 1.8.16.
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Recepcion y Envio de variables: Para la recepcion de los datos en formato JSON se
utilizé una placa de Arduino MEGA a la que se conect6 una antena NRF241.01 misma que
es la encargada de recibir todos los paquetes de informacién enviados por las estaciones
de monitoreo de variables las cuales solo reciben datos de las estaciones que pertenecen al
mismo experimento, esta estacion receptora se utiliza como un puente entre las estaciones de
monitores de variables agroclimatologicas que se encargan de enviar los datos a la estacion
de recepcion y envio de variables, debido a que el médulo NRF241.01 no se pudo conectar
directamente a la placa Raspberry Pi 3 Modelo B al momento de realizar este experimento
por problemas de compatibilidad entre los médulos con sistemas operativos de arquitectura
de 32 bits, asi que la placa de Arduino MEGA se conect6 directamente a una placa Raspberry
P1i 3 Modelo B, con la finalidad que mediante Arduino se reciban los datos y estos se pasan
a la placa Raspberry Pi mediante una conexioén serie. A la placa Raspberry Pi se le instalé
Python 3, PIP y MariaDB mediante la consola del sistema operativo, aqui es donde se recibe
el mensaje en formato JSON, se deserializa mediante el lenguaje de programacion Python,
se crean las instrucciones SQL para insertar los datos en una base de datos local en caso de
que la Raspberry no tenga acceso a internet en ese preciso momento, en caso contrario los
datos almacenados localmente junto con los datos que van llegando se envian a una API
REST, donde se almacenaran permanentemente y se procesaran.

Almacenamiento y procesamiento de variables: Para el almacenamiento de los datos se
instalé un servidor Web XAMMP que aloja una API REST desarrollada en Laravel 8 y se
instal6 un servidor de base de datos MySQL, cabe destacar que se disefié una base de datos
relacional para el almacenamiento de datos, la API API REST consta de dos endpoint, el
primero recibe un objeto JSON vy el segundo recibe un arreglo de objetos JSON, cada uno
se encarga de decodificar el JSON que contiene toda la informacién necesaria para crear
dindmicamente las instrucciones para insertar los datos en la base de datos

Visualizacién en dispositivos de monitoreo: Aunque no es parte de la arquitectura
estos dispositivos, si utilizan la informacién generada por la arquitectura para monitorear
el comportamiento de las variables agroclimatologicas en cultivos aeroponicos, se trata
de una APP desarrollada con Android para monitorear en tiempo real cada variable
agroclimatologicas, por otra parte se desarrollé una sistema web que permite dar de alta
los experimento que tiene un investigar o persona que quiera aplicar esta arquitectura a sus
cultivos, clasificando sus lotes y asi ser mas preciso en la informacién, ambas aplicaciones
estan pensadas para brindar informacién que ayude a la toma de decisiones.
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Conclusiones

La implementacion de una arquitectura basada en IoT para el monitoreo de variables
agroclimatologicas en cultivos aeropénicos de Lactuca sativa en la region de Misantla,
Veracruz, ha representado un avance significativo en la bisqueda de soluciones sostenibles
para la agricultura local. La integracion de sensores especificos, hardware IoT y un sistema
aeroponico ha permitido un monitoreo preciso del entorno de cultivo, optimizando el
suministro de nutrientes y agua de manera eficiente.

Figura 1. Arquitectura para el monitoreo de variables agroclimatolégicas en cultivo de

Lactuca Sativa utilizando loT.

Los resultados preliminares sugieren mejoras notables en la eficiencia del cultivo, con un
crecimiento mas vigoroso y un uso mas eficiente de los recursos. La arquitectura implementada
no solo ha facilitado la toma de decisiones en tiempo real para optimizar las condiciones del
cultivo, sino que también ha sentado las bases para generar oportunidades de autoempleo,
especialmente relevantes en comunidades de escasos recursos.

La implementacién exitosa de la arquitectura basada en IoT no solo ha posibilitado el
monitoreo efectivo de variables agroclimatolégicas en cultivos aeropénicos de Lactuca
sativa, sino que también ha permitido la generacién de un conjunto de datos integral, este
conjunto de datos sera instrumental para la mejora continua de la produccién agricola a
través de la aplicacion de ciencia de datos. La automatizacion de un prototipo aeropénico,
respaldado por datos precisos y en tiempo real, se presenta como un paso fundamental
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hacia la creaciéon de un entorno de cultivo totalmente controlado. Este enfoque no solo
fortalece la sostenibilidad y eficiencia del cultivo, sino que también permite la adaptacion
tecnologica para que futuras investigaciones y aplicaciones impulsen el desarrollo agricola
en la region de Misantla, Veracruz.
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Resumen )

El uso de tecnologias organicas es una alternativa que permite producir plantas de mejor
calidad; la aplicaciéon de micorrizas es una practica agricola potencialmente eficiente para
mayor desarrollo y rendimiento de plantas cultivadas. El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar diferentes dosis de Glomus sp. en tratamiento a la semilla de calabaza pipiana
asociadas al crecimiento de biomasa, mediante la aplicacion del producto comercial Collision®
con seis repeticiones y seis tratamientos. La primera evaluacion se realizé 5 dias después de _\
la emergencia. Se evalu6 el diametro del cuello del tallo, altura de la planta, numero de
hojas, porcentaje de cobertura vegetal, peso de la biomasa foliar fresca y seca y peso de

cobertura vegetal y una alta relacién con el diametro del cuello del tallo, y la altura en

la rafz fresca y seca. Los resultados indicaron que hubo gran impacto en el porcentaje de /

comparacion con el testigo.

Palabras clave: Glomus sp., crecimiento de biomasa, tratamiento a la semilla, rendimiento.
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Antecedentes

La familia Cucurbitaceae incluye cerca de 118 géneros y 825 especies (Smith, 2001). El cultivo
de estas especies fue importante para el desarrollo de las primeras civilizaciones de América,
pues combinadas con otros cultivos del sistema milpa, brindaron alimentos necesarios para
su subsistencia (Mera ez al., 2011); En México, el cultivo de calabaza es importante en sistemas
agricolas tradicionales de diversos estados, como Yucatan, Jalisco, Oaxaca y Veracruz, aunque
generalmente como cultivo secundario después de otros. Variedades locales de calabaza se
han perdido por falta de continuidad de uso, y el desplazamiento que ocurre por selecciones
nuevas y productivas; algunas se mantienen aisladas y otras requieren caracterizacion,
seleccion y mejora para manifestar caracteristicas sobresalientes (Toledo, 2003).

El estado de Guerrero, México, cuenta con amplia diversidad de recursos fitogenéticos,
incluidos los referentes a Cucurbita spp., y conocer su riqueza permite definir estrategias para
su estudio, conservacion y aprovechamiento. En los ultimos afios, gracias a la alternativa
de industrializacion de la semilla, la demanda y el precio de la semilla ha aumentado, lo que
propicié que los productores incrementaran la superficie sembrada y, por consiguiente, los
niveles de produccion (Galeno ef al,, 2016). Una estrategia para afrontar la problematica de
seguridad alimentaria es incrementar la rentabilidad y rendimientos de los cultivos. Por lo
que, la aplicacion de micorrizas, relacion simbidtica con hongos biotréficos obligados del
phylum Glomerycota con cerca de 200,000 especies de plantas terrestres (Pérez, 2018), es
considerada una practica agricola potencialmente eficiente para obtener un mayor desarrollo
y rendimiento de las plantas cultivadas. El uso de tecnologias organicas es una alternativa que
permite producir plantas de mejor calidad, aplicando abonos organicos y biofertilizantes.
Dado que aportan sustancias ricas en carbono que promueven un aumento de la actividad
microbiana (Torres, 2008). Bajas reservas de materia organica en el suelo disminuyen la
actividad microbiana y los nutrientes disponibles, mientras que la aplicacion de fertilizantes
sintéticos ricos en nitrogeno, fésforo y potasio influyen de manera negativa en la actividad
microbiana del suelo, reduciendo los microorganismos benéficos para las plantas (Ricardez,
2020).

Objetivo

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar diferentes dosis de Glomus sp. en
tratamiento a la semilla de calabaza pipiana y determinar su efecto sobre el crecimiento y
acumulacion de biomasa.



REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

%

Materiales y métodos

La investigacion se realizé entre los meses de marzo y mayo del 2023 en las instalaciones
del Centro de Estudios Profesionales del Colegio Superior Agropecuario del Estado de
Guerrero, ubicado en el kilometro 14.5 Carretera Iguala - Cocula. Cocula, Guerrero,
México, con coordenadas de 18° 15’ 52” N y 99° 38’ 52” O, con un clima calido seco, con
temperatura promedio anual de 28 a 32 °C, con precipitaciéon de 767 mm y altitud de 640
m. Se utilizé semilla de calabaza ciclo agticola/afio'? 01 21-22, nimero de lote CSAEGRO-
LOTE-16 perteneciente al Estado de Guerrero, al municipio de Cocula. El inoculante
biolégico utilizado fue Collision® (Glomus intraradices 35,500 UFC/g). Los tratamientos
se describen en la Tabla 1. Los tratamientos evaluados se distribuyeron en un disefio de
bloques completamente al azar, con seis repeticiones y seis tratamientos generando un total
de 36 unidades experimentales. L.a unidad experimental consistié en una bolsa de polietileno
de color negro (21X25 cm), con capacidad de 4 kg de sustrato, el sustrato utilizado fue
arcilla al 70 %. Para evaluar el efecto de los tratamientos se midieron las siguientes variables
a) diametro del cuello del tallo (cm), b) altura de la planta (cm), ¢) numero de hojas, d)
porcentaje de cobertura vegetal (%0); de las cuales tuvieron 6 repeticiones con un intervalo de
cinco dias después de la emergencia. Posteriormente se analizaron las variables de: €) peso de
la biomasa foliar fresca y seca, f) peso de la raiz fresca y seca; fueron expresadas en gramos.
Las variables de estudio se sometieron al analisis de varianza, utilizando el programa SAS
(Statistical Analysis System), adicionalmente se realizé una prueba de comparaciéon multiple
de medias mediante el método de Tukey con nivel de significancia al 5 %, un analisis de
regresion lineal y finalmente un analisis de correlacion.

Tabla 1. Tratamientos utilizados en semilla de calabaza (Cucurbita

argyrosperma).
No. Tratamiento Ingrediente activo Dosis
T1 Collision® Glomus intraradices 100 g hat
T2 Collision® Glomus intraradices 150 g hat
T3 Collision® Glomus intraradices 200 g ha*
T4 Collision® Glomus intraradices 250 g hat
T5 Collision® Glomus intraradices 300 g hat

T6 Testigp e e

~
/
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Resultados y discusion

En las medidas tomadas en esta investigacion, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P=.0001). Se determiné que el promedio de la dinimica en la altura de plantas
sometidas a un tratamiento en semilla se ajusté a un modelo de regresion lineal (R*= 0.906),
con un incremento de 4.14 cm entre cada evaluacion. Por otra parte, las plantas del testigo
registraron un incremento promedio de 0.39 cm entre cada evaluacion (Tabla 2). La variable
de cobertura vegetal tuvo diferencias notorias, dado que se ajust6 a un modelo de regresion
lineal (R*= 1.00), teniendo un incremento promedio en las semillas sometidas a un tratamiento
de 7.02 cm entre cada evaluacion (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis de regresion lineal de las variables altura, didmetro, numero de hojas y cobertura

vegetal.
Variable Testigo R? Tratamiento R?
Altura y = 11.87 - 0.39x 0.97 y = 11.37 + 4.14x 0.96
Diametro y=1.43-1.77x 0.80 y =0.01 + 0.66x 0.51
Numero de hojas y =2.20 + 1.66x 0.95 y =2.08 + 1.65x 0.95
Cobertura vegetal y = 6.65 + 10.92x 0.99 y=7.37+7.02x 1.00

No se detectaron diferencias significativas en ninguna de las variables en estudio (Tabla 3).
Sin embargo, las dosis de Collision® de 150, 200, 250 y 300 g ha'', registraron los mayores
promedios de las variables altura de la planta, diametro del cuello del tallo, nimero de hojas,
cobertura vegetal y peso del follaje (fresco y seco) (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de los valores promedio de las variables por tratamiento

Tratamientos [ ALT DC NH CV PF PS PRF PRS VR
100 g ha' 51.50a* | 0.70a 11.83a | 40.00a | 22.02a | 5.23a | 2.11a 0.37a | 2.25a
150 g ha' 60.67a | 0.69a 11.50a | 37.83a | 33.62a | 6.17a 1.88a | 0.38a 1.75a
200 g ha' 67.33a [ 0.81a 13.33a | 47.16a | 32.04a | 7.71a 1.87a | 0.43a 1.83a
250 g ha' 66.33a | 0.68a 12.66a | 49.00a | 21.15a | 6.18a 1.76a | 0.3%9 1.75a
300 g ha' 64.50a [ 0.77a 14.16a | 47.16a | 22.59a | 6.87a | 2.05a | 0.43a 1.83a
‘Testigo 59.33a | 0.73a 13.33a | 45.16a | 21.72a | 6.03a 2.57a 0.48a 2.50a
Pr. Pt = F) 0.7738 | 0.2651 | 0.4832 | 0.5707 | 0.2842 [ 0.4654 [ 0.8905 | 0.7541 | 0.9740
DSM 47.989 | 0.2048 | 5.8907 | 16.16 | 26.39 | 5.7644 | 2.5954 | 0.4333 | 2.9256

ALT: Altura de la planta; DT: Didmetro del cuello del tallo; NH: Numero de hojas; CV: Cobertura vegetal; PF:
Follaje fresco; FS: Peso del follaje seco; PRF: Peso de la raiz fresca; PRS: Peso de la raiz seca y VR: Volumen de la
raiz. DMS: diferencia minima significativa. *Medias con letras iguales entre columnas no son estadisticamente
diferentes (Tukey 0.05).
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Roveda ez al. (2007), menciona en su investigacion que en la aplicacion de Glomus sp., como
tratamiento de la semilla favoreci6 hasta un 38 % de incremento en su biomasa fresca y seca,
mientras que en esta investigaciéon tuvo un gran impacto en el porcentaje de cobertura vegetal
y una alta relacion con el diametro del cuello del tallo, y la altura en comparacién con el
testigo. Anozie e al. (2018) reportaron que principalmente bajo condiciones de invernadero,
que la aplicacion de Glomus sp tiene efectos positivos en la produccion calabaza, tales como
incremento en la altura de las plantas, biomasa, area foliar y por ende en el rendimiento, con
diferentes respuestas segun la variedad.

En el analisis de correlacion simple se present6 una alta relacion entre el diametro del cuello
del tallo, y la altura, lo que significé que a medida que se incrementa la altura se tendra un
mayor diametro del cuello del tallo, asi como también el follaje fresco y el porcentaje de
cobertura vegetal, las correlaciones antes mencionadas presentaron diferencias altamente

significativas (Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de correlacion de las variables de estudio

ALT NH CVv PE RE FS PRS VR
DT 0.59**
NH 0.92** | 0.58**
CcVv 0.34* 0.35* 0.24"
PF 0.73** | 0.53** | 0.67** | 0.02™

PRFE 0.41* 0.41* 0.38* 0.01™ 0.36*
FS 0.94** | 0.68** | 0.91** | 0.25™ | 0.83** 0.38*

PRS 0.42** 0.40* 0.39* 0.09m 0.23™ 0.89** | 0.35*
VR 0.23" 0,20 Q.22 0.01" 0.18"™ 0.89** | 019 | 0. /8**

ALT: Altura de la planta; DT: Didmetro del cuello del tallo; NH: Numero de hojas; CV: Cobertura vegetal; PF: Follaje
fresco; FS: Peso del follaje seco; PRF: Peso de la raiz fresca; PRS: Peso de la raiz seca y VR: Volumen de la raiz.

Conclusiones

El presente estudio revelé que los diferentes niveles de Glomus sp. aplicados a la semilla
en calabaza pipiana no afectaron el crecimiento ni acumulaciéon de biomasa, en el analisis
de correlacion se determind que existidé asociacion entre las variables de crecimiento y
acumulaciéon de biomasa en plantas de calabaza pipiana.
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Resumen

Las harinas de germinado de lentejas son una alternativa alimenticia. La germinacion
aumenta la actividad enzimatica mejorando las propiedades nutrimentales y fisicoquimicas
como el color, dado por clorofila, carotenoides, etc., asi como el rendimiento de harina.
Se determiné el efecto de la germinacion de lenteja sobre la coloraciéon y rendimiento de
hatina. Se germinaron lentejas verdes (25 °C/2, 4, 6 y 8 dias), se deshidrataron (50 °C/24 h)
y molieron. El rendimiento se calcul6 por peso. El color se determiné por el angulo de matiz
(AM) e indice de saturacion (IS). Al avanzar la germinacion el IS aumenta y el AM disminuye
(tonalidades amarillo-naranja) en las harinas. Aunque se perdié materia sélida al germinar
(5 % y 9 %)), el rendimiento fue alto, con pérdidas inferiores al 10%. El cambio en el color
y rendimiento se relacionan con la germinacién, deshidratacién y molienda, informacion
potencial para crear alimentos nutritivos y atractivos visualmente.

Palabras clave: germinacion, color, rendimiento, lenteja.

Antecedentes

Eldestacable contenido nutrimental delalenteja eslarazén porla que enlaactualidad se motiva
su reincorporacion a la dieta habitual, ademas de tener implicaciones en la sostenibilidad y
soberania alimentaria. A lo largo de la historia, la principal forma de consumo era en menestras
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(sopas y purés, principalmente) obtenidas a partir de una coccioén hidrotérmica. Actualmente,
en respuesta a la exigencia de la poblacién sobre la adquisicién y consumo de alimentos
alternativos, nutritivos, de facil y rapida preparacion, destaca la germinacion de las semillas,
ya sea para consumirlas directamente o bien para la elaboraciéon de harinas, a partir de las
cuales pueden desarrollarse diversas formulaciones culinarias. La germinacion de la lenteja
promueve diversos cambios en la semilla repercutiendo en sus cualidades nutritivas, tecno-
funcionales y sensoriales.

La germinacién implica la reanudaciéon del crecimiento y desarrollo del embrion, que
previamente estaba en un estado latente dentro de las semillas. Este proceso se caracteriza
por la ruptura de la cubierta de la semilla, conduciendo a la formaciéon de una plantula
(Martinez, 2019). Ademas, durante la germinacion, se observa una reduccion en la absorcion
de agua y estabilizacion en el consumo de oxigeno (Vela, 2022). La germinacién consta de
tres fases, en la primera se lleva a cabo la imbibicion, la semilla absorbe agua produciendo el
ablandamiento y rompimiento de la testa, en la segunda fase se activan las enzimas provocando
el crecimiento de la raiz, aqui las reservas alimenticias son utilizadas por el embrién, la
actividad de agua disminuye llegando incluso a detenerse, y en la tercera fase comienza a
emerger la radicula, la actividad de agua y respiratoria se reanudan (Sanchez Garcia & Loayza
Jaramillo, 2012). En la germinacion las semillas triplican su tamafio debido a la absorciéon de
agua, teniendo as{ un rendimiento elevado (Arrieta Miranda, 2021). También conduce a la
conversion de carbohidratos, proteinas y lipidos a formas simples facilitando su digestion; el
carbohidrato de reserva mas importante es el almidén encontrado en el citoplasma en forma
de granulos (Sampetio Ruiz, s/f).

El concepto de semilla germinada y brote son distintos. La semilla germinada se da en
un periodo de tiempo de dos a tres dias iniciado el proceso de germinacion, el germen
transforma la reserva nutritiva para que la planta nueva lo asimile. El brote es un estadio mas
avanzado, que aparece a partir del quinto dia, se presenta la radicula, el vastago y la clorofila,
se pierde la cascarilla y se asimila la reserva nutritiva (Martinez, 2019). Para la germinacion
las semillas requieren de condiciones favorables de luz, oxigeno, temperatura y humedad
que seran los que determinen el color, olor, sabor de los germinados y el caracter final del
alimento (Martinez, 2019 y Davila et al., 2003). La germinacién provoca que las legumbres
aumentan su valor nutricional, sintetizando nutrientes, minerales y antioxidantes, a partir de
compuestos como agua, oxigeno y temperatura necesaria. Durante la germinacion, también

se inhiben compuestos anti nutricionales que influyen negativamente en la calidad nutricional
(Sandoval-Ruiz & Ruiz-Diaz, 2018).
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Unaexcesivaaplicacionde calor puede desnaturalizaralas proteinas, disminuir su digestibilidad
debido a la formacién de nuevos enlaces intra o intermoleculares entre proteinas y otros
componentes produciéndose asi un pardeamiento enzimatico, caramelizacién de aztcares,
promocién de procesos oxidativos (Huampa Barreto, 2016), eventos que interferira en el
color de los germinados y brotes. El calentamiento puede provocar que la clorofila pierda el
atomo de magnesio y se transforme en feofitina cambiando su color verde brillante a un color
pardo olivo. La degradacion de la clorofila comienza con la disociacion del residuo de fitol y
del anillo de porfirina de la molécula de la clorofila, reaccion es catalizada por la clorofilasa.
(Deaquiz Oyola, 2014). Cuando la clorofila se degrada, se expresan otros pigmentos como
los carotenoides y antocianinas que antes se encontraban disfrazados por la clorofila (Ulloa,
2015). Los carotenoides tienen la capacidad de captar la luz y transferirla a las clorofilas para
que se lleve a cabo la fotosintesis, estos pigmentos presentan tonalidades que van de amarillo
a rojo. Estos compuestos pueden alterarse por deshidrogenacion, ciclacién, epoxidacion,
etc., produciendo otras estructuras y por tanto otros pigmentos (Rivero Moreno, 2021).

Consumir alimentos que provengan de procesos germinativos es saludable debido a que se
cosechan y se consumen en fresco lo que garantiza que sus propiedades nutricionales sigan
intactas. Una vez consumidos, la concentracion enzimatica comenzari a actuar sobre el
metabolismo produciendo la regeneracion del torrente sanguineo ya que contienen cuatro
veces mas vitaminas y compuestos fotoquimicos que las hojas maduras de algunas plantas.
Son una alternativa econémica ya que son de facil cultivo y no se necesita de procesos
industriales complejos para su cultivo y cosecha (Arrieta Miranda, 2021).

La incorporacion de las harinas de germinados a la industria se debe a la busqueda de
alternativas nutricionales y dietéticas para el consumo humano. Esto debido en gran parte,
al alto contenido de proteinas que presentan, las cuales son utilizadas por el organismo
para cumplir con ciertas funciones de crecimiento, desarrollo, asimilacién de nutrientes,
regulacion de hormonas, entre otras (Zapata & Giraldo, 2021).

En la actualidad las harinas de legumbres y las harinas de germinados de éstas, han cobrado
gran importancia debido a que son utilizadas en la industria alimentaria, aportando
contenido proteico y mejorando las propiedades sensoriales de otros productos (Sandoval-
Ruiz & Ruiz-Diaz, 2018). La utilizacién de este tipo de harinas tiene como finalidad
enriquecer o mejorar la calidad del producto elaborado, cuando son introducidas a una
matriz alimentaria, brindando beneficios que no se tienen con la utilizacién de un producto
convencional, ejemplos de esto son como mejoradores en la industria carnica, (sustituyendo
la proteina animal), en férmulas infantiles, en productos de panaderia y pastas, y en la
elaboracion de queso (Zapata & Giraldo, 2021).
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Objetivo

Determinar el efecto de la germinacién de las semillas de lenteja sobre la coloraciéon y
rendimiento en la produccién de harina.

Parte experimental

Material de estudio. Se utilizaron semillas de lenteja verde (Lens culinaris M.) adquiridas en un
mercado local de 1a cd. de Morelia, Michoacan.

Proceso de germinacion. Se utiliz6 una solucion clorada al 2% para desinfectar las semillas de
lenteja, posteriormente se realizé la imbibicién por 24 horas utilizando agua potable para el
remojo. La germinacion de las semillas de lenteja se llevé a cabo en una camara ambiental
marca Lab-line, a una temperatura de 29°C y una humedad relativa de 34%, se realiz6 en
ausencia de luz. Los tiempos de germinacion fueron 2, 4, 6 y 8 dias. El experimento se llevo
a cabo con cuatro repeticiones.

Obtencion de harina. Terminada la germinacién, cada muestra se llevé a deshidratacion a 50°C
por 24 horas en un deshidratador Hamilton Beach, después se realizé una molienda en un
molino Cgoldenwall para obtener la harina de lenteja, cada harina se empac6 al vacio para su
conservacion y posterior analisis.

Determinacion de color. El color de la harina de germinado de lenteja se determiné con un
colorimetro manual marca FRU, se utilizaron aproximadamente 55 gramos de muestra
que se colocaron en una caja Petri y sobre la tapa se colocé este equipo. Aqui se midi6 la
luminosidad (L) que presentaron las harinas, asi como las coordenadas de color (a y b), a
partir de las cuales se calcul6 el angulo de matiz y el indice de saturacion.

Indice de Saturacién (IS)=V((@"2+b"2)

Angulo de Matiz (AM)=(arctan)b/a

Determinacion del rendimiento de harina. Inicialmente se utilizaron 150 gramos de semillas de
lenteja parala germinacion, una vez que se obtuvo la harina, se pesé en una balanza granataria
y la diferencia de peso reportada el peso en gramos correspondio al rendimiento de harina
obtenido.

Resultados y discusion

En la tabla 1 se presentan los resultados del analisis de color para las muestras de harina de
germinado de lenteja. Con respecto a la luminosidad se puede observar que las muestras del
germinado 1 obtuvieron el mayor valor con 86.80 £1.92 lo que indica que las muestras se
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orientan hacia el color blanco. Los valores de las coordenadas de color (a y b) al ser valores
positivos indican que las harinas presentan coloraciones rojas (a) y amatrillas (b), cabe resaltar
que los valores de “b” son mayores que los de “a” predominando en las harinas el color
amarillo.

R
Tabla 1. Promedios de los valores colorimétricos de las harinas de germinados de lenteja.

Al observar los promedios obtenidos para el indice de saturacion es claro que se encuentran

en un rango que oscilan entre los 13 y 15 con desviaciones estandar menores a 1 y para el

angulo de matiz los valores oscilan entre 79 y 84 con desviaciones estandar menores a 3 p—

siendo estadisticamente significativos. Asi mismo, se observa que conforme aumentan los

dias de germinacion el indice de saturacién aumenta tornandose las muestras mas brillosas

e intensas. Por otra parte, el angulo de matiz disminuye conforme transcurren los dias de
germinacion, presentaindose colores amarillos-naranjas en las harinas.

En la Figura 1 se puede observar el plano de color, de acuerdo con los valores de AM e IS
obtenidos para las harinas de los germinados de lenteja obtenidos se ubican en una zona
especifica del plano, en angulos entre 80° y 90°, presentandose tonalidades entre amarillas
y naranjas. La germinacion, deshidratacion y molienda influyen enla variacién de color
de las harinas.

Figura 1. Modelo de color CIElab donde se reporta el drea de color de las harinas de

germinado de lenteja
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Un trabajo realizado por Vela Gisbert, (2020) explica que los cambios o pardeamiento
en la coloracion de harinas fermentadas se debe a factores como la concentraciéon
enzimatica, compuestos fendlicos, temperatura, oxigeno, actividad de agua y pH. Asi, en
esta investigacion y derivado de la germinacion se puede observar que ésta ocasiond que
el color de la harina tuviera una mayor luminosidad y cambios en las tonalidades. Martinez
Girén & Ordonez Santos, (2016) en su trabajo sobre harina de residuos de chontaduro
explican que el tratamiento térmico a pesar de que en la mayoria de las ocasiones reduce o
aumenta el contenido de carotenoides, en esta ocasion no hubo cambios significativos, y que
cuando se controla este tipo de tratamientos puede permitir un reordenamiento asociativo
de carotenoides relacionado con el contenido de 4acidos grasos o proteinas. De tal forma que
se puede considerar que los carotenoides son compuestos que estan expuestos a cambios
derivados de los tratamientos a los que sean sometidos, tal es el caso de la germinacion de
la lenteja.

Finalmente, el rendimiento de la harina de lenteja obtenida tras el proceso de germinacién se
presenta en la Tabla 2. De forma general se aprecia que la germinacion disminuye la cantidad
de sélidos obtenidos en la lenteja, esta pérdida es de entre 8 a 12 g. Este proceso conlleva
una pérdida de materia seca por cada 150 gramos de lentejas. La reducciéon en la cantidad de
solidos puede atribuirse principalmente al hecho de que durante la germinacion, las lentejas
inician un proceso de crecimiento en el que utilizan parte de sus reservas de nutrientes y
almidones almacenados para alimentar el crecimiento de la nueva planta. Esto resulta en una
disminucion de la cantidad de materia seca en las lentejas germinadas en comparacién con
las lentejas no germinadas (Arenas-Vela, 2022).

Tabla 2. Rendimiento obtenido de las harinas de lenteja de acuerdo con su tiempo de germinacion.

Es importante destacar que, aunque la germinacion puede llevar a una pérdida de sélidos,
también se asocia con beneficios nutricionales significativos, ya que durante este proceso se
producen cambios bioquimicos que aumentan la disponibilidad de nutrientes y mejoran la
digestibilidad de las lentejas. Por lo tanto, a pesar de la pérdida de materia seca, la harina de
lenteja obtenida después de la germinacion puede ser una opcion mas saludable y nutritiva
en comparacion con la harina de lenteja no germinada. Estos cambios en la composicion
quimica y nutricional pueden ser de interés en aplicaciones culinarias y alimenticias, donde
se busquen productos mas saludables y con mayor valor nutricional.



REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

%

Conclusiones

El cambio de color que experimentan algunos alimentos se debe a la modificacion estructural
de sus pigmentos debido a métodos quimicos o bioldgicos, en este caso los cambios que
ocurrieron en la harina de germinados de lenteja se debieron a un método quimico que fue la
deshidratacion. Los pigmentos que predominan en este tipo de alimentos sonlos carotenoides,
los cuales son compuestos estables siempre y cuando no se sometan a tratamientos térmicos
elevados pues esto podria provocar la destruccion de la actividad enzimatica en la harina de
lenteja y por consiguiente un cambio en su coloracién afectandose asi su aspecto sensorial y
su aceptacion por parte de los consumidores.
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Resumen

En las plantaciones de mango establecidas en la region Costa Grande, del estado de
Guerrero; es endémica la mancha gris por Pestalotiopsis mangiferae que infecta a los frutos en
campo y durante la maduracién en almacenamiento y provoca pérdidas en el rendimiento
y calidad. En la presente investigacion se probaron algunos productos comerciales también
conocidos como pesticidas verdes y Trichoderma spp. nativos y comerciales, con la finalidad de
seleccionar aquellos que resulten con mayor potencial fungicida o fungistatico contra la cepa
de P. mangiferae aislada de muestras enfermas colectadas en la region fruticola mencionada,
en el afan de mejorar el manejo integrado de este problema fitosanitario. Los resultados
obtenidos fueron favorables por parte de Trichoderma spp. nativo de Ayutla de los Libres el
cual logré suprimir un 36.45% del crecimiento del patégeno, el extracto vegetal con producto
comercial Regalia® Maxx present6 el mayor porcentaje de inhibicion del patégeno (100%).

Palabras clave: endémica, pérdidas, fungistatico, suprimir, inhibicion.
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Antecedentes

El mango (Mangifera indica 1..), originario de Asia, se introdujo en México en el siglo XVIII
gracias a los espafioles, extendiéndose por la region tropical. Su relevancia econémica y
versatilidad en el consumo como fruta fresca, dulces, jugos y conservas lo convierten en un
cultivo clave en el pais. Con un alto contenido de agua (86.1%), también es una fuente de
hidratacién para los consumidores. La produccién nacional de mango en 2020 alcanz6 las

2,085,751 toneladas.

Sin embargo, el cultivo de mango enfrenta desafios fitosanitarios, como el hongo Pestalotigpsis
mangiferae, que provoca la mancha gris en las hojas y afecta los frutos, ocasionando pérdidas
en calidad y rendimiento. Este patégeno global disminuye la produccién y afecta a otras
especies, como la palma aceitera, guayaba, fresa y eucalipto (Campbell, (2002).

Los sintomas del hongo incluyen clorosis en las hojas, reduciendo el vigor del arbol y
haciéndolo mas susceptible a otras enfermedades. También afecta a los frutos, lo que dificulta

su control. El uso excesivo de agroquimicos ha causado problemas para la salud humana y
la fauna benéfica (Narvaez-Trujillo, et al., 2017).

Por ello, se promueven alternativas sostenibles como Bioinsecticidas, Bioherbicidas,
Biofungicidas y microorganismos benéficos. Trichoderma spp., un hongo saprofito del suelo
destaca en el control bioldgico de fitopatdégenos, mostrando resistencia a diversas condiciones
ambientales. Actia contra patégenos como Phytophthora, Rhigoctonia, Sclerotinm, Oidinm
y Fusarinm mediante antibiosis, micoparasitismo y competencia por nutrientes y espacio.
También induce resistencia en las plantas y produce téxicos y antibiéticos. Trichoderma
harzianum ha demostrado una inhibicién del 30% o mas contra Pestalotiopsis spp. en cultivo
de fresa. Ademas, se han explorado propiedades fungistaticas en especies vegetales como
el Neem. Los aceites esenciales presentan resultados positivos en el control de patégenos,
aunque su efectividad puede depender de la especie de planta y del patégeno, se han
reportado extractos de maceracion alcoholica con una inhibicién del crecimiento del hongo
Pestalotiopsis clavispora superior al 90% (Gonzalez-Sanchez, et al., 2021)

Objetivos

O Aislar, purificar e identificar el hongo patégeno

O Probar la patogenicidad del hongo en estudio

O Evaluar el efecto de cepas nativas de Trichoderma sp. contra el P. mangiferae
0)

Determinar la eficiencia de los fungicidas quimicos, botanicos y biolégicos
contra el patdégeno en estudio
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Parte experimental

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Fitopatologia, del Centro De
Estudios Profesionales del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CEP-
CSAEGRO), que se encuentra localizado en el Km 14.5 de la carretera Iguala-Cocula. El
muestreo en campo se efectud el dia 26 de diciembre del afio 2022, en una huerta de mango
Ataulfo; establecida en San Luis San Pedro, con una edad de 25 afios. Se recolectaron muestras
de las partes aéreas del arbol que presentaba sintomas de infeccién y se colecté una muestra
de suelo para obtener la cepa nativa de Trichoderma spp., al igual que se recolectaron muestras
de suelo de lugares cercanos para evaluar la efectividad, todas las muestras se analizaron en el
Laboratorio de Fitopatologia del CEP-CSAEGRO. De las hojas con sintomas de infeccion
se llevo a cabo la técnica de camara himeda para inducir el crecimiento del patégeno y
posteriormente realizar aislamientos puros del patégeno en medio de cultivo PDA. Para llevar
a cabo la identificacién morfologica del hongo se tomaron muestras de micelio y esporas de
las cepas purificadas, se hicieron preparaciones con lactofenol en porta y cubreobjetos, se
observaron en el microscopio compuesto caracteristicas especificas del hongo en estudio:
septacion y formacién de los conidios. Lo observado en el microscopio sirvié de base para
la identificacion tomando como referencias las claves taxonémicas de Maharachchikumbura
et al. (2011). Para comprobar la patogenicidad del aislamiento fungoso, inocularon plantas
y frutos sanos, con la intenciéon de reproducir los sintomas de la enfermedad, siguiendo la
metodologia de Postulados de Koch (Agrios, 2005). Para la obtencién de las cepas nativas
de Trichoderma spp. se utiliz6 la técnica descrita por Waller (2002).

Ensayo I. Antagonismo z vitro de Trichoderma spp. contra el hongo Pestalotiopsis mangiferae

Los tratamientos que se evaluaron en este Ensayo se encuentran descritos en el Tabla 1.

Tabla 1 Tratamientos con cepas nativas y comerciales de Trichoderma spp. en el Ensayo |.

Simbologia Tratamiento Cepa / producto
1 Trichoderma spp. Cepa nativa de Atoyac de Alvarez, Gro. *
2 Trichoderma spp. Cepa nativa de Zacualpan, Gro. *
3 Trichoderma spp. Cepa nativa de San Luis San Pedro, Gro. *
4 Trichoderma spp. Cepa nativa de Tecoanapa, Gro.
5 Trichoderma spp. Cepa nativa de Ayutla de los Libres, Gro.
6 Trichoderma spp. Cepa nativa de Cocula
7 Trichoderma harzianum PHC® T-22
8 Trichoderma virens PHC® Rootmate
9 Trichoderma reseii BactivaV®
10 Trichoderma sp. FithanM®

*: Son localidades pertenecientes a la region de Costa Grande.
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Se distribuyeron los diez tratamientos con cinco repeticiones, en un disefio experimental
completamente al azar. Se utiliz6 un total de 70 unidades experimentales. Cada unidad
experimental fue de una caja Petri de 9 cm de diametro y 1.5 cm de altura, con 20 mL de PDA.

Las cepas comerciales y tres cepas nativas fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Fitopatologfa del CEP-CSAEGRO, estas se encuentran preservadas en PDA en tubos de
ensayo en refrigeracion. Todas las cepas proporcionadas se reactivaron con anticipacion
para los Ensayos.

Se utiliz6 la técnica de cultivo dual siguiendo la metodologia descrita por Romero (2014).

Se tomo la siguiente variable:

O Porcentaje de inhibicién por Trichoderma spp. del crecimiento micelial de Pestalotiopsis
mangiferae

Los datos de las variables mencionadas se sometieron al analisis de varianza con el programa
Statistical Analysis System (SAS Institute, 2015), de acuerdo con el disefio experimental
completamente al azar (Steel y Torrie, 1998).

Ensayo II. Antibiosis de los metabolitos secundarios de T7ichoderma spp. sobre P. mangiferae

Se evaluaron los siguientes tratamientos descritos en el Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos con cepas nativas y comerciales de Trichoderma spp. en el Ensayo II.

Simbologia Tratamiento Cepa / producto

1 Trichoderma spp. Cepa nativa de Atoyac de Alvarez, Gro. *
2 Trichoderma spp. Cepa nativa de Zacualpan, Gro. *

3 Trichoderma spp. Cepa nativa de San Luis San Pedro, Gro. *
4 Trichoderma spp. Cepa nativa de Tecoanapa, Gro.
5 Trichoderma spp. Cepa nativa de Ayutla de los Libres, Gro.
6 Trichoderma spp. Cepa nativa de Cocula

7 Trichoderma harzianum PHC® T-22

8 Trichoderma virens PHC® Rootmate

9 Trichoderma reseii BactivaV®

10 Trichoderma sp. FithanMR

11 Testigo -

*: Son localidades pertenecientes a la region de Costa Grande.
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Para este Ensayo se ocuparon once tratamientos con cinco repeticiones cada uno,

distribuyéndolos sobre una mesa en el laboratorio de Fitopatologia usando un disefio
experimental completamente al azar. Haciendo uso de 55 cajas Petri con 20 ml. de PDA
(Figura 5.9), con las mismas dimensiones que en el Ensayo II.

Para realizar este Ensayo, se utiliz6 la técnica descrita por Soliman ez a/. (2016) (Figura 1).

A B C D

Figura 1. Técnica de membrana de celofdn A. Vaciado de cajas Petri con medio de cultivo PDA. B.
Colocacién de papel celofdn en caja Petri con PDA. C. Siembra del patégeno en PDA con metabolitos
secundarios de Trichoderma spp. D. Distribucion de unidades experimentales a temperatura ambiente

Las variables de estudio fueron las siguientes:
O Porcentaje de inhibicién por Trichoderma spp. del crecimiento micelial de la colonia
de P. mangiferae.

O Porcentaje de crecimiento del diametro de la colonia de P. mangiferae.

Los datos de las variables mencionadas se sometieron al analisis de varianza con el programa \
Statistical Analysis System (SAS Institute, 2015), de acuerdo con el disefio experimental
completamente al azar (Steel y Torrie, 1998).

Ensayo I11. Efecto de fungicidas quimicos y extractos vegetales sobre P. mangiferae.

\

Para este ensayo se hizo la obtencién de fungicidas quimicos y extractos vegetales, mismos
que se ocuparon como tratamientos en el Ensayo (Tabla 3).



Tabla 3. Tratamientos con pesticidas botdnicos y quimicos utilizados en la prueba
de cultivo envenenado.

No.  Tratamiento Ingrediente activo Actividad  Dosis comercial DEEBED 1D

H REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

mL), g o mL
T1 Cinn Acar Extracto de ganela Cinnamomum Insectl_c!da y 15-2.0 L/hat 0.2
zeylanicum (15.0 %) acaricida
T Progranic Extracto de_chlcalote Argemone Insecticida 2_ 3 L/hat 03
Omega mexicana 90.0 %
Proaranic® Extracto de Larrea tridentata Funaicida-
p—— T3 9 (Sessé & Mo. ex DC.) Coville gieic 1-3Lhat 2
Mega Bactericida
(95 %)
T4 Cinna Mix Terpen_os de_ naranja Citrus Insectl_c!da y 1-15 L/hat 0.75
sinensis (2.8 %) acaricida
Biodloga
IE Secader 3.75
Extracto de Citrus sinensis (25 %)
T6 Candor Extracto de canela Insectl_c!da y 2-4L/hat 2
acaricida
< Cinnamomum zeylacum (7 %)
. Extracto de Azadirachtina indica .
® _ -1
> T7 Azanim A. Juss. “Azadiractina” (3 %) Insecticida 0.25-1L/ha 1
. Extracto de Reynoutria -
® o -1
T8  Regalia® Maxx sachalinensis Schmidt. (24.4 %). Fungicida 1.25-1L/ha 0.75
Fungicida
T9 Headline Piraclostrobin. CE 23.6 %) quimico 05-1Lhat 0.25
sistémico.

T10 Testigo - - - -

*Se utiliz6 la dosis recomendada por el fabricante del producto comercial; considerando un gasto
de 500 L ha™.

Se utilizé un disefio completamente al azar con 10 tratamientos y 5 repeticiones cada uno.
La unidad experimental fueron cajas Petri de vidrio esterilizadas, con medidas de 90 mm de
diametro y 15 mm de alto aproximadamente, mismas que se colocaron sobre una mesa a
temperatura ambiente.

Para conocer el efecto de dichos tratamientos sobre el hongo patégeno, se midieron las
siguientes variables:

O Porcentaje de inhibicion por efecto de fungicidas quimicos o extractos vegetales del
crecimiento de la colonia de P. mangiferae.

O Porcentaje de crecimiento del diametro de la colonia de P. mangiferae.
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Los datos de las variables mencionadas se sometieron al analisis de varianza con el programa
Statistical Analysis System (SAS Institute, 2015), de acuerdo con el disefio experimental
completamente al azar (Steel y Torrie, 1998).

Resultados y discusion

Ensayo 1. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. sobtre P. mangiferae. Los valores de
esta variable registraron diferencias significativas (Figura 2). Estudios realizados informan
que Trichoderma reesei presenté un 57.33 % de inhibicion frente a Macrgphomina phaseolina,
resultado inferior a los que se obtuvieron en este estudio (63.56 %).

Figura 2. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. sobre Pestalotiopsis mangiferae en cultivo
dual del Ensayo Il. DMS= Diferencia minima significativa. Las medias encima de las columnas con las
mismas literales, no son estadisticamente diferentes (Tukey a< 0.05).

Ensayo I1. Porcentaje de inhibicién y crecimiento de las colonias de P. mangiferae.

Los tratamientos con metabolitos secundarios en PDA causaron variaciones altamente
significativas en estas dos variables respuesta (Figura 3). En sentido con lo anterior se reporta
que los metabolitos secundarios de cepa nativa de Trichoderma spp. sobre Pestalotiopsis sp.
obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion (37.7%), resultados similares a los de este estudio.
Por otro lado, se ha registrado que una cepa nativa de Trichoderma spp. obtuvo el mayor
porcentaje de inhibicion (12.82%) sobre Pestalotiopsis sp., resultado inferior a los obtenidos
en esta investigacion.

\
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Figura 3. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de las colonias de Pestalotiopsis mangiferae a las 168

horas después de la transferencia en PDA + metabolitos secundarios de Trichoderma spp. en el Ensayo

Il. DMS= Diferencia minima significativa. Las medias encima de las columnas con las mismas literales,
no son estadisticamente diferentes (Tukey a< 0.05).

Ensayo III. Para la variable de porcentaje de crecimiento e inhibicién de P. mangiferae, se
obtuvieron resultados altamente significativos (Figura 4). Resultados similares se han
encontrado al probar la efectividad de fungicidas quimicos obteniendo una efectividad de
100% en la inhibicién de Pestalotiopsis palmarum. Asi mismo, se ha reportado que el uso de
tungicidas quimicos sobre Pestalotiopsis sp. obteniendo el 100% de inhibicién del patégeno.
Por otra parte, también se ha informado que la efectividad de canela contra Pestalotiopsis sp.
logrando suprimir un 31.33% de su crecimiento, resultados inferiores a los que se muestran
en este estudio.
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Figura 4. Porcentaje de crecimiento e inhibicion de Pestalotiopsis mangiferae a las 144 horas después
de la transferencia en PDA + fungicidas o extractos vegetales. en el Ensayo Illl. DMS= Diferencia minima
significativa. Las medias encima de las columnas con las mismas literales, no son estadisticamente
diferentes (Tukey a< 0.05).

Conclusiones

O Se identificé morfoldgica y culturalmente a la especie de Pestalotia mangiferae como
agente causal de la mancha gris en cultivo de Mango.

O En medio de cultivo papa-destroza-agar (PDA), el patégeno P. mangiferae crece en
promedio 1.28 cm dia™.

O Las cepas nativas de Trichoderma spp. presentaron actividad fungistatica sobre P.
mangiferae.

O Los fungicidas botanicos presentaron diferentes niveles fungistaticos contra P.
mangiferae.
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Resumen

Las enfermedades transmitidas por la mosca blanca son un factor limitante para el cultivo
de melén en la region norte de Guerrero. En este estudio se determind la efectividad que
tiene un nuevo producto quimico (flupyradifurone) para disminuir los dafios por Bewisia
tabaco en melon. La investigacion se realizo en el Colegio Superior Agropecuario del Estado
de Guerrero. El método de aplicacion (aspersion foliar e inyeccion al cuello de la planta)
del insecticida y la dosis del producto SIVANTO PRIME se evalu6 en 12 tratamientos
mediante el disenio experimental de bloques al azar. Se encontré que la dinamica de
poblaciéon de la mosca blanca incrementé durante el desarrollo vegetativo. Las dosis
comerciales de los insecticidas SIVANTO® 200 SL de 2 L ha' disminuyen la densidad
de las poblaciones de mosca blanca. Los métodos de aplicaciéon de los insecticidas
SIVANTO® 200 SL y FINO® 350 FW influyeron en la mosca blanca.

Palabras clave: Agroquimicos, disefio experimental, cucurbitaceae, plaga, Sivanto
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Antecedentes

El melon (Cucumis melo 1..) se ubica en el octavo lugar en importancia entre las hortalizas
cultivadas en México y en el tercero dentro de las cucurbitaceas, s6lo después de la calabaza
y la sandia (Mora, 2004). Es atacado por insectos chupadores que debilitan a la planta,
la contaminan con mielecilla que sirve como sustrato para el desarrollo de fumagina. Sin
embargo, los dafos indirectos mas espectaculares ocasionados por afidos y moscas blancas
es la transmisién de numerosas especies de virus causantes de enchinamiento, amarillamiento
y detencién severa del crecimiento que puede terminar en la pérdida total de la cosecha

(Mora, 2004).

LLa mosca blanca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) es una plaga de impacto mundial
por los dafios econémicos ocasionados en numerosos cultivos de importancia agricola Entre
mas joven es atacado por virosis el cultivo, mas graves son los dafios en el rendimiento
(Thompson, 2011). El insecto es vector de mas de 150 especies de virus y también provoca
la hoja plateada en calabacita (Cucurbita pepo L..) y maduracion irregular del tomate (Solanum
heopersicun 1..) (Polston et al., 2014).

Las aplicaciones de insecticidas sintéticos ha sido siempre el principal modo de manejo de
plagas entre los productores de hortalizas. Diversos insecticidas incluyendo deltametrina,
tenvalerato, pirimicarb y metamidofos alteran la fisiologia y conducta de insectos vectores
como Myzus persicae (Sulzer) (Lowery y Boiteau, 1988). No obstante, desde que aparecié en
el mercado el imidacloprid se ha convertido en una herramienta importante para el control
de B. tabaci y los geminivirus que trasmite (Smith ez a/., 2016). Aunque la tendencia en la
tecnologia es desarrolla productos cada vez mas especificos y menos contaminantes; aunque
también son cada vez mas costosos; entre los productos con este perfil se encuentra el
insecticida Flupyradifurone que presenta el mismo modo de acciéon de los neonicotinoides
pero pertenece al grupo de los butenolidos que se caracterizan porque mantienen a salvo
a los insectos polinizadores vy, al igual que el dinotefurano, se destoxifica por la enzima
monooxigenasa microsomal (Meng et al., 2016) y no presenta resistencia metabolica cruzada
con imidacloprid (Nauen et al., 2002).

El producto Sivanto con ingrediente activo Flupyradifurone, derivado del acido tetramico,
pertenece a una nueva clase de insecticidas butenolidos; contiene una estructura bioactiva
novedosa, muy versatil en métodos de aplicacién en una amplia gama de cultivos, con
excelente y rapida accién contra un gran espectro de insectos plaga picadores succionadores,
incluyendo poblaciones de afidos y moscas blancas que presentan mecanismos de resistencia
metabolica a los compuestos neonicotinoides. Por lo tanto, puede ser una alternativa
prometedora para aplicarlo en un programa de manejo que incluya la rotaciéon o alternancia
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de insecticidas para el control sostenible de plagas agricolas (Smith y Giurcanu, 2013). Por
lo que es imperativo evaluar nuevas clases de insecticidas e integrarlos en un programa de
manejo para minimizar el riesgo del surgimiento de poblaciones resistentes de las plagas.

Objetivos

e Evaluar la incidencia de mosca blanca en la etapa de desarrollo vegetativo del cultivo
de melon.

e Estudiar el efecto de cuatro dosis del insecticida Flupyradifurone (SIVANTO®) sobre
la incidencia de moscas blancas en el cultivo.

Materiales y métodos

La presente investigacion se realizé en el campo experimental del Centro de Estudios
Profesionales (CEP), del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGro),
ubicado en el km 14.5 de la carretera Iguala-Cocula, que se encuentra entre las coordenadas
18° 227 52” Latitud Norte y 99° 33’ 52” Longitud Oeste.

Material genético

Se utiliz6 la variedad Top Mark que es de tipo Cantaloupe. El ciclo de la siembra a la cosecha
es de 70 a 80 dfas. La hoja es de color verde oscuro. El fruto es uniforme con pulpa color
salmEo6n, compacto y firme; mide de 15 por 14 cm, con peso promedio de 1.5 a 1.8 kg. Se
adapta a todas las zonas meloneras de México (COBO, 2017).

Factores y tratamientos de estudio

Se evaluaron dos factores, 1) Método de aplicacion del insecticida (aspersion foliar e inyeccion

al cuello de la planta) y 2) Dosis del producto SIVANTO PRIME (Tabla 1).

"

\



Tabla 1. Tratamientos evaluados contra Bemisia tabaci en melon.
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Factores Simbolo
Modo de aplicacion Dosis de insecticida

Testigo T1
SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha™ (1 aplicacion) T2
SIVANTO® prime (flupyradifurone) (2 aplicaciones) T3

Cuello de la planta - - —
SIVANTO® prime (flupyradifurone) (3 aplicaciones) T4
SIVANTO® prime (flupyradifurone) (4 aplicaciones) T5
e FINO® 350 FW (imidacloprid) 1 L ha'" T6
Testigo T7
SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha (1 aplicacion) T8
L . SIVANTO® prime (flupyradifurone) (2 aplicaciones) T9

Aspersion foliar - - —
SIVANTO® prime (flupyradifurone) (3 aplicaciones) T10
SIVANTO® prime (flupyradifurone) (4 aplicaciones) T11
— FINO® 350 FW (imidacloprid) 1 L ha® T12

< * Se utilizo la dosis comercial recomendada por el fabricante del producto (DEAQ, 2017)

Disefio y unidad experimentales

Los 12 tratamientos se distribuyeron en el campo mediante el disefio experimental de
bloques al azar con arreglo en parcelas divididas; en las parcelas grande y chica se ubicaron,
el método de aplicacion y la dosis de insecticida, respectivamente; se utilizaron 3 repeticiones
y 36 unidades experimentales (Figura 1); cada una de éstas con 2 surcos trazados a 1.35 m de
separacion, de 5.5 m de longitud, con 0.50 m de distancia entre matas y 2 plantas por mata.
La densidad poblacional fue de 44 plantas por unidad experimental (30,000 plantas ha'). La
parcela atil fue de las 10 plantas centrales (Figura 2).

Figura 1. Croquis de distribucion de los 12 tratamientos con tres repeticiones en disefio experimental de
blogues completos en parcelas divididas.
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Figura 2. Caracteristicas de la unidad experimental y parcela util.

Analisis estadistico p—

Los datos obtenidos de las variables de estudio se sometieron al analisis de varianza en el <

programa SAS (2018), de acuerdo al disefio experimental de bloques completos al azar con

arreglo en parcelas divididas. )

Resultados y discusion

En el factor modo de aplicacion solo se presentaron diferencias estadisticas en el numero
de adultos de mosca blanca en el muestreo 3 y 4. En cambio, el factor producto exhibi6
variacion significativa en todas las variables de estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de frecuencia calculada (F.c.) y coeficiente de variaciéon (C.v.) obtenidos en los andlisis
de varianza de las variables en estudio.

Factores nt B
i nteraccion .
Variables Modo de aplicacién | Productos (P), F C.V. Media
No. Muestreo (de mosquita .C.
(A), Fc. F.c.
blanca)

) Adultos 16.78NS 97.87** 1.26NS 42.33% 0.39

2 Ninfas 0.02NS 87.82** 0.58NS 53.72 0.41
3 3 Adultos 24.14* 225.2** 1.71INS 28.87 0.63
4 Ninfas 2.93NS 369.4** 0.6NS 28.97 0.55
5 4 Adultos 18.69* 229.37** 0.27NS 26.02 111
6 Ninfas 1.12NS 677.72** 1.6NS 19.04 0.97

NOTA: F.c.= Frecuencia calculada; C.V.= Coeficiente de variacion; ns= Efecto estadisticamente no
significativo (a<=0.05); *= Efecto estadisticamente significativo (a<=0.01); **= Efecto altamente
significativo (a<=0.001).
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Adultos de mosca blanca

Los adultos de este hemiptero fueron afectados por la dosis de SIVANTO® prime
(flupyradifurone) y el insecticida FINO® 350 FW (imidacloprid) se comportaron de una
manera estadistica similar (Tabla 3); en la evaluacién 3, el insecticida FINO® 350 FW
(imidacloprid) fue el que presento el mayor nimero de adultos de Bewzisia tabaci, y este efecto
se mantuvo constante en el ultimo muestreo, es pertinente seflalar que en esta variable no
se encontraron evidencias suficientes que indicaran que el fraccionamiento de la dosis de
SIVANTO® prime (flupyradifurone) influyera de manera diferente en la dinamica poblacional
de B. fabaci en plantas de melén Top Mark, aunque si se encontré que la aplicaciéon de 2 L
ha' de SIVANTO® prime (flupyradifurone) fraccionado en 1, 2, 3 6 4 aplicaciones resulta
mas eficaz que la aplicacion de 1 L ha' de FINO® 350 FW (imidacloprid) para el control
de adultos de B. #abaci. En el muestreo 3 se encontrd que la aplicacion de los insecticidas de
manera foliar redujo en mayor medida el nimero de adultos de mosquita blanca en plantas
de melén a comparacion de la aplicacion dirigida al cuello de la planta, este efecto fue
totalmente al revés en el muestreo 4 (Tabla 3). No se presentd efecto interactivo entre los
factores en estudio en ninguno de los muestreos.

Sivanto® cuyo ingrediente activo flupyradifurone es un nuevo insecticida desarrollado por
Bayer CropScience, introducido en el mercado a partir de 2014 que ofrece un alto potencial
para el control rapido de algunas de las especies de plagas de succion mas destructivas
en muchos cultivos como especies de mosca blanca y pulgones (Nauen ef al, 2015).
Flupyradifurone tiene un perfil de seguridad toxicolégico y ecotoxicologico favorable y
esta bajo desarrollo global para aplicaciones foliares, de empapamiento y de tratamiento de
semillas, particularmente contra insectos plaga chupadores en numerosos cultivos agricolas
y horticolas. Recibi6 sus primeros registros comerciales en América Central (Guatemala y
Honduras) en abril de 2014 y esta clasificado por IRAC como un nuevo subgrupo quimico
4D (butenolidos) dentro de la dltima versioén publicada del sistema de clasificacion de modo
de accién (IRAC, 2014).
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Tabla 3. Comparacién de valores promedio del No. adultos de mosca blanca en las
4 fechas de evaluacion.

Evaluacion / (dias después de la aplicacion)
Factor productos

1/20 2/27 3/34 4741
Testigo 0.15" 1.78a' 2.92a 468 a
SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha* (1 aplicacion) 0.43 0.12b 0.07c 0.17c
SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha (2 aplicaciones) 0.4 0.1b 0.18 bc 0.27¢
SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha* (3 aplicaciones) 0.5 0.13b 0.12 bc 0.17c
SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha* (4 aplicaciones) 0.32 0.13b 0.1c 0.27c r—
FINO® 350 FW (imidacloprid) 1 L ha (1 aplicacion) 0.25 0.12b 0.43b 1.12b
Diferencia minima significativa 0.3052 0.3333 0.5246
Factor aplicacion
Drench 0.48 0.3a 0.74 a 096 b
Foliar 0.2 0.49 a 0.53b 1.26a —=
Diferencia minima significativa 0.2042 0.1897 0.2986
Interaccion productos x aplicacion <

AValores promedios de 10 plantas de melén, tomados antes de la aplicacion de los tratamientos
*Valores con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05).

Ninfas de mosca blanca

En las evaluaciones 2 y 3 los insecticidas solo se diferenciaron del testigo, pero no entre
ellos (Tabla 4); en la ultima evaluacion, el tratamiento con FINO® 350 FW (imidacloprid)
obtuvo el mayor promedio de ninfas de B. fabaci, mientras que, la aplicacién de 2 L ha de
SIVANTO® prime (flupyradifurone) en 1, 2, 3 y 4 aplicaciones obtuvieron estadisticamente
el mismo efecto (Cuadro 4). No se presentd efecto interactivo entre los factores en estudio
en ninguno de los muestreos.

De acuerdo con Nauen et al. (2015) se ha demostrado que tiene un excelente perfil
ecotoxicolégico y de seguridad, que cumple con los requisitos normativos actuales para un
insecticida moderno adecuado para un manejo integrado de plagas que ofrece métodos de
aplicacion versatiles para proporcionar las mejores soluciones para plagas succionadoras de
savia.



Tabla 4. Comparacion de los valores promedio del niimero de ninfas de mosca blanca en las cuatro
fechas de evaluacion.

Evaluacion / (dias después de la aplicacion)
Factor productos
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1/20 2127 3/34 4741
Testigo 0.42n 2.13a' 3la 492 a
SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha (1 aplicacion) 0.52 0.08b 0.08b Oc
® e : -1
SI\(ANTO prime (flupyradifurone) 2 L ha (2 0.18 003b 0b 007 ¢
S aplicaciones)

SIVANTO® prime (flupyradifurone) 2 L ha* (3

Mg 0.3 0.03b O0b Oc
aplicaciones)
® pi ; -1
SI\_/AN_TO prime (flupyradifurone) 2 L ha (4 0.42 003b 0b 0c
aplicaciones)
FINO® 350 FW (imidacloprid) 1 L ha* (1 aplicacion) 0.42 0.15b 0.12b 0.83b
Diferencia minima significativa 0.4008 0.2892 0.3349
’_
< Factor aplicacion
Drench 0.09 042a 0.59 a 10la
) Foliar 0.65 0.41a 0.51a 0.93a
Diferencia minima significativa 0.3372 0.1957 0.3389

Interaccion productos x aplicacion

AValores promedios de 10 plantas de melén, tomados antes de la aplicacion de los tratamientos
*Valores con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05).

Elflupyradifurone es particularmente activo contra moscas blancas que expresan metabolismo
de resistencia a otras clases quimicas de insecticidas, incluidos los neonicotinoides (Jeschke
et al., 2015), lo que lo convierte en una nueva herramienta de gestion de resistencia para el
control sostenible de plagas. Recientemente, se ha demostrado bajo condiciones aplicadas
que el flupyradifurone tiene un alto potencial para suprimir la transmision de begomovirus
pot B. tabaci en sistemas de produccién de jitomate de Florida (Smith y Nagle, 2016).

La inhibicién de la transmision del Tomato Yellow Leaf Cutl Virus (TYLCV) con el uso de
flupyradifurone fue estudiada por Roditakis et al. (2017), quienes compararon su uso con la
del tiametoxam, un insecticida neonicotinoide que se ha notificado que inhibe la transmision
del virus. El experimento se realizé bajo condiciones de alta presion de virus (10 insectos
viruliferos por planta durante 48 h) usando una cepa de campo completamente caracterizada
de B. fabaci. Se aplicaron insecticidas foliares en condiciones de invernadero. Lo reportado
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por estos autores fue que el flupyradifurone suprimié la transmision del virus en un 85%,
mientras que los niveles de supresion después de los tratamientos con tiametoxam fueron
solo del 25% y en parcelas no tratadas, el 100% de las plantas fueron infectadas por TYLCV.
Estos resultados corroboran que la diferencia observada en el potencial para suprimir la
transmisién del virus esta relacionada con un fuerte efecto de reducciéon asi como una
inhibicién prolongada de la alimentacion del vector en los tratamientos con flupyradifurone.

Conclusiones

La dinamica de poblacién de la mosca blanca se increment6 durante el desarrollo vegetativo.

El uso de dosis comerciales de los insecticidas SIVANTO® 200 SL (flupiradyfurone) de 2 L
ha'! (con y sin fraccionamiento) y FINO® 350 FW (imidacloprid) de 1 I ha' disminuyen la
densidad de las poblaciones de mosca blanca.

Los métodos de aplicaciéon mediante aspersion foliar e inyeccion al cuello de la planta de los
insecticidas SIVANTO® 200 SL y FINO® 350 FW en la var. Top Mark de meldn, influyen

significativamente sobre la incidencia de mosca blanca.
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Resumen

Una alternativa al consumo de lentejas son los germinados. Al germinar una semilla, cada <
etapa representa un cambio nutricional, funcional y sensorial. El objetivo fue describir las )
etapas del proceso germinativo de la lenteja. Se utilizé lenteja verde (Lens culinaris M.).La
germinacion consistié en: imbibicion, incubacién y humectacion. Las lentejas se imbibieron

en agua (25°C/24 h), se drenaron en charolas se colocaron en una camara ambiental (25°C

2,4, 6y 8 dias) Se evalu6 el crecimiento y desarrollo. La lenteja imbibida absorbe agua, se

hincha y ablanda. A las 24 h emerge la radicula y brota la plantula, ésta pasa de coloracion

blanca a verde (72 h). A los 6 dias la plantula desarrolla hojas verde intenso, finalmente al

dia 8, alcanza el tamafo y color maximos. Las condiciones de germinacion influyen en el
; y ¥y
proceso. Cada etapa esta relacionada con cambios bioquimicos, metabdlicos y nutricionales. \

Palabras clave: lentejas, alternativas, nutricional, germinado, imbibicién.

\

Antecedentes

Laalimentacién, formade produccion, elaboracion y consumo de alimentos estan relacionados
con las costumbres y cultura de cada individuo. La evolucién del hombre va de la mano con
el cambio en la alimentacién, anteriormente se basaba en frutas, vegetales, raices y semillas,
con el paso del tiempo ha cambiado, en la actualidad se eligen alimentos de facil y rapido
consumo, sin embargo gran parte de estos alimentos, que en general son industrializados,
carecen de valor nutrimental. (Ponce de Leon de Lama, Torija Isasa, Matallana Gomez,
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& Pintado Garcia , 2020) Razén por la cual, es importante retomar algunos elementos de la
alimentacion tradicional que se basa en parte, en el consumo de alimentos no procesados y
a base de vegetales. Una alternativa son las legumbres, en este sentido, la FAO recomienda
aumentar la ingesta de legumbres secas que proporcionan nutrientes y compuestos
fitoquimicos con efectos benéficos para la salud. Las legumbres, son econdémicas y ricas en
nutrientes contribuyen a mejorar la calidad de la dieta (Mitchel, 2009). Entre estas legumbres
destacan las lentejas, que ademas de ser un alimento econémico y sustentable, es altamente
nutritivo. (Aylen, 2021)

Las lentejas son una fuente rica en proteinas, fibra dietética, hierro, acido félico y otros
nutrientes esenciales. También son fuente de vitaminas, minerales y de algunos compuestos.
(Nestle Family Club , 2023) Contienen una concentraciéon de carbohidratos digeribles y
no digeribles con base en estos ultimos es que no deben comerse crudos ya que en este
estado no son asimilados por el organismo humano, ademas de que contiene alimentos anti-
nutricios, los cuales inhiben la asimilacién de proteinas y la degradacién de polisacaridos,
produciendo distenciéon abdominal y flatulencias. (Castaneiras, 2016)

Existen diferentes practicas que pueden implementarse para mejorar las caracteristicas de
digestibilidad de las legumbres, las cuales permiten disminuir la cantidad de compuestos
anti-nutricios y mejoran la calidad nutricional de las semillas. Entre estas practicas destacan
la coccion hidro-térmica, imbibicion, extrusion y germinacion. El germinado de cualquier
legumbre se caracteriza por pasar por un proceso donde sus componentes se hidrolizan, este
proceso se denomina “predigestion”, dando la ventaja de ingerir el alimento mas facil, sin un
gasto energético mayor para su digestion y completar este proceso en menor tiempo. (Ponce
de Leon de Lama , Torija Isasa , Matallana Gomez , & Pintado Garcia , 2020)

Los germinados son un alimento funcional que a diferencia de otros contiene clorofila, altos
contenidos enzimaticos y antioxidante. (Aylen, 2021).

La germinacion es un proceso que sufre una semilla cuando posee un ambiente favorable para
hacerlo. Lla germinacién da la pauta para que la semilla brote desde su interior y comience
a crecer para poder desarrollarse. La semilla se transforma en una planta que seguira su
crecimiento cuando tiene los siguientes factores a su favor; humedad, temperatura, luz y
oxigeno. El primer paso para que ocurra la germinacion es la activacion de la semilla por un
proceso de absorcion de agua, a continuacion sucederan algunas reacciones quimicas con lo
cual se dara el surgimiento de la radicula y posteriormente la plantula crecera como veremos
mas adelante.
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Objetivo

Describir y analizar las etapas que involucran el proceso germinativo de la lenteja.

Materiales y Métodos

Material de estudio. Se utilizé lenteja (Lens culinaris M.) variedad verde. Se adquirieron las
semillas en un mercado local de Morelia, Michoacan. Se evaluaron tres lotes de 400 gramos
cada uno, a su vez la muestra fue dividida en 4 sublotes de 100 gramos cada uno.

Proceso de germinacion. Las semillas de lenteja se lavaron y colocaron en una charola con una
solucién de cloro al 2% durante 10 minutos para su desinfeccion. Al término se decanto
el agua de desinfeccion y se procedié a la imbibicién de la lenteja. Para ello, las lentejas se
sumergieron en agua a 25 °C por 24 horas. Se eliminé el agua de imbibicién y las lentejas
imbibidas se colocaron en charolas de germinacion, fueron esparcidas uniformemente en
toda la superficie de estas. Las charolas se introdujeron en una camara ambiental en ausencia
de luz directa y a una temperatura de 25 °C. por 2, 4, 6 y 8 dias, en el transcurso de 24 hrs
las lentejas fueron asperjadas con agua manualmente en tres periodos.

Documentacion de las etapas del proceso germinativo. En cada etapa del proceso de germinacion
(2, 4, 6 y 8 dias) se hizo la documentacién descriptiva a través de observacion y a través
de la bibliografia se relacionaron los eventos ocurridos con los cambios fisicos, quimicos y
metabolicos de la germinacion de semillas de legumbres.

Resultados y discusion

Es necesario conocer que una semilla esta constituida por un embridn y algunos compuestos
de reserva, rodeados por cubiertas seminales. El proceso de la germinacién comienza por
la imbibicién (Figura 1) en la cual la lenteja se hidrata, absorbe agua durante 24 horas, esta
agua absorbida provoca el ablandamiento del pericarpio permitiendo la entrada de agua a la
semilla, manifestandose como un hinchamiento Es importante mencionar que sin la etapa
de imbibicion la germinacion no podria comenzar ya que al ir entrando el agua poco a poco
la semilla va tomando mas volumen y es entonces donde se comienzan a activar procesos
metabolicos que participaran en las siguientes fases de la germinaciéon. Es importante
mencionar que la entrada de agua a la semilla se da gracias a una diferencia de potencial
hidrico entre la semilla y el ambiente. (Ponce de Leon de Lama , Torija Isasa , Matallana
Gomez , & Pintado Garcia , 2020)
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Se debe tomar en cuenta que un exceso de agua podria resultar negativo ya que no llegaria
con facilidad el oxigeno al embriéon. (Infoagro, 2023) Posterior a las 24 horas la semilla brota
y emerge la radicula y después la plantula. A las 72 horas para de una coloracién blanca a
verde. A los 6 dias la plantula crece y desarrolla hojas verdes, finalmente el dfa 8 alcanza el
tamafio y color maximo permaneciendo constantes.

Después de que la semilla haya absorbido el agua necesaria, va a comenzar a detener esta
absorcion entrando a la fase de sentido estricto donde disminuira la ganancia de agua
provocando que las reacciones quimicas den como resultado macromoléculas de reserva
que seran utilizadas por el embrién para su desarrollo y crecimiento.

Figura 1. Etapa de imbibicion

Figura 2. Aparicion de la radicula

Estas moléculas de reserva estan dentro de la célula, cundo se necesita que actien, estos
son activados metabodlicamente cuando existe la necesidad de hacerlo funcionando como
tuente de carbono y energia. La tltima fase de la germinaciéon comienza por el surgimiento
de la radicula cuando se rompe la cubierta seminal (Figura 2). Algunas semillas no reciben
condiciones iguales para su desarrollo y por esto no crecen y por lo tanto mueren. (Villamil,

1998)
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Es necesario controlar la cantidad de agua para este proceso ya que la semilla es susceptible
a que se pueda contaminar por hongos debido al exceso de humedad. Este proceso de
germinacion sucede del dia 0 al dia 2. Los compuestos de reserva son carbohidratos, proteinas
y lipidos, estos permiten que la semilla continue el proceso de brotacion de la planta para que
ella pueda realizar la fotosintesis en el futuro.

Ya que ha terminado el proceso de germinacion porque la radicula de color blanco ya rompié
la semilla, comienza la etapa de crecimiento de la plantula. Los compuestos de reserva deben
ser degradados a moléculas mas pequefias para que puedan ser facilmente utilizadas sus
propiedades. Por ejemplo, el almidon que contienen las semillas es necesario para obtener
energfa utilizada para el metabolismo de la semilla. Las proteinas proporcionaran aminoacidos
gracias a las enzimas proteasas que son sintetizadas por giberelinas que son liberadas por el
embrion de la semilla. Los lipidos son degradados por las lipasas afiadiendo al metabolismo
de la lenteja los productos como el glicerol y acidos grasos.

Figura 3. Crecimiento de la radicula

Al dia 3 se puede observar que la radicula ha crecido mas y parece ser que en la punta de esta
se comienza a apreciar el color verde (Figura 3). De entre los dfas 4-6 lo tnico que se puede
observar es un constante crecimiento de la plantula, favoreciendo el color verde en la mayoria
de esta, también se observa que la cubierta que protege la lenteja se va desprendiendo. Al
llegar el dia 8 la plantula tiene una altura de alrededor de 3 centimetros y en su extremo
comienzan a salir pequefas hojas (Figura 4).

"
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Figura 4. Crecimiento entreel dia6y 8
Los carotenoides son pigmentos naturales en las plantas. Intervienen en el proceso de
germinacion y crecimiento de la plantula. Estos dan proteccion contra el estrés oxidativo
— libre y protegiendo a la planta manteniendo a la planta con vida; el beta- caroteno en la
fotosintesis captura la luz solar y la transfiere a los pigmentos fotosintéticos para que la
planta cree su alimento. (J, 2007).

Figura 5. Comparacion entre la radicula y la planta

En la figura 5 podemos observar una clara comparacion entre la radicula y la plantula que
emergen de la lenteja. La radicula es la primera parte que emerge que con el paso del tiempo

~

como se puede ver, se va convirtiendo en una raiz lo que le permite absorber el agua. En
cambio la plantula color verde nace por la semilla que esta dentro de la lenteja, esta comienza
a crecer de altura y desarrollar hojas para comenzar su proceso de fotosintesis.
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Conclusiones

La germinacion de la lenteja es un proceso regulado, el cual involucra una serie de cuidados
necesarios para una brotacion exitosa donde existen varios cambios bioquimicos y
metabolicos, regidos por algunos compuestos de reserva dentro de la semilla de planta;
los carotenoides desempefian un papel fundamental en la proteccion y el crecimiento de la
plantula, teniendo en cuenta la cantidad de agua requerida por la planta.
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Resumen

Las enfermedades cronico degenerativas se caracterizan por la inflamacion. Las principales
células de la respuesta inflamatoria son los macréfagos que llevan a cabo un incremento en
la produccién del 6xido nitrico (ON). Las infecciones por parasitos tienen efectos positivos
en el desarrollo de enfermedades inflamatorias como: el asma, diabetes tipo I, esclerosis
multiple y trastornos inmunometabélicos. Nuestro objetivo fue identificar las moléculas de
excrecion secrecion (MES) de Clinostommum marginatum y evaluar su actividad anti-inflamatoria.
C. marginatum tue cultivado en RPMI 1640 durante un mes. Las MES fueron identificadas
por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (EGPA). La actividad anti-inflamatoria
se evalué en macrofagos J774A.1 estimulados con LPS y se determiné la produccion
de ON. Se logré identificar una proteina de 54.5 KDa, se observé una disminucién del
72% de produccion de ON con las MES con respecto al LPS que representa el 100%
de la respuesta inflamatoria inducida.

Palabras clave: inflamacién, macrofagos, C. marginatum, 6xido nitrico, anti-inflamatoria.

) T ek s e IR


mailto:aesquivel@correo.xoc.uam.mx
mailto:2192033857@alumnos.xoc.uam.mx
mailto:2192037364@alumnos.xoc.uam.mx
mailto:fmendoza@correo.xoc.uam.mx
mailto:lmayorga@correo.xoc.uam.mx
mailto:zitzitl@correo.xoc.uam.mx
mailto:rgonzalezv@correo.xoc.uam.mx

X/ A I AN A T

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

Antecedentes

La inflamacién es una respuesta del sistema inmune innato ante patégenos, células muertas
o irritantes. Una respuesta persistente por microorganismos puede inducir una respuesta
inflamatoria. Cuando ocurre un proceso inflamatorio exacerbado se pueden provocar
enfermedadesinflamatorias crénicas o sistémicas (Guo, etal., 2015). Existe una gran diversidad
de enfermedades cronico degenerativas (ECD), que son enfermedades no infecciosas, de
progresion lenta y duraderas, como la obesidad, artritis reumatoide, diabetes, enfermedades
respiratorias, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares, sarcopenia, enfermedad renal,
enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedad de Huntington y diferentes tipos de
cancer (Di Renzo et al., 2021). Estas patologias se asocian con el término “inflamatorio”
el cual describe una condicién caracterizada por la inflamacién crénica y sistémica de bajo
grado que ocurre durante el envejecimiento y se asocia con la alteracién de diferentes vias
celulares y moleculares (Falzone et al., 2023). Di Renzo y col. (2023) sefialan que las ECD
son la causa mas frecuente de discapacidad y muerte a nivel mundial, donde mas del 30% de
la poblacioén se ve afectada por una o mas de estas ECD, lo que implica un gasto de mas del
70% de los recursos de salud publica para el tratamiento de dichas enfermedades.

Practicamente todas las vias de sefializaciéon durante un proceso inflamatorio se pueden ver
modificadas por el 6xido nitrico (ON) y las especies reactivas de oxigeno que participan
en diversos procesos reguladores de la inflamaciéon y desempefian un rol importante en
la regulacion de las respuestas inmunitarias. Las bajas concentraciones de ON inhiben la
expresion de moléculas de adhesion, la sintesis de citocinas y quimiocinas y la adhesion.
Cuando las concentraciones de ON aumentan, pueden ser toxicas y proinflamatorias. iNOS
puede ser inducido por interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

o interleucina (IL)-1; sin embargo, se sabe que el lipopolisacarido (LPS) o endotoxina de
Escherichia colies elmejorinductor delarespuestainflamatoria sistémica (Guzik y Adame, 2003).

El conocimiento etnobotanico ha permitido desarrollar farmacos contra diversos procesos
inflamatorios (Alonso-Castro ezal., 2015); sin embargo, estos esfuerzos no han sido suficientes,
lo que motiva la exploracion de nuevas alternativas que fortalezcan la prevencion y atenuacion
los procesos inflamatorios asociados a diferentes ECD. En este sentido, la “Hipotesis de la
Higiene” propone que una menor exposicion a helmintos durante la infancia mayor sera la
probabilidad de desarrollar enfermedades alérgicas, inflamatorias y metabdlicas en la vida
adulta (Maizels et al., 2014). La infecciéon por helmintos y la liberaciéon de moléculas en el
huésped a través de la excrecion de productos “de desecho” o mediante un proceso secretor
activo para moléculas “funcionales”, pueden jugar un papel importante en las enfermedades
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metabolicas, el inmunodiagnoéstico y la regulacion de funciones inmunomoduladoras (Harnett
et al., 2014). Se sabe que los helmintos infectan una cuarta parte de la poblacién mundial;
sin embargo, la mortalidad por esta infeccion es rara, lo que sugiere una larga coadaptacion
evolutiva entre parasitos y humanos. La infeccién por parasitos ha demostrado ventajas
como, la reduccion de reacciones alérgicas, reacciones autoinmunes e inflamatorias (Maizels
et al., 2016). Algunos estudios han demostrado que las moléculas de excrecién-secrecion
de helmintos liberadas en el entorno del huésped pueden actuar como moduladores que
modifican las funciones metabélicas e inmunes (Dai et al., 2022; Harnett, 2014).

Objetivo

Identificar las moléculas de excrecion-secrecion (MES) de Clinostomum marginatum y evaluar
su actividad anti-inflamatoria en un modelo 7 vitro de macréfagos J774A.1 de ratén.

Parte experimental

Obtencion de helmintos

Las metacercarias de C. marginatum se obtuvieron de la musculatura y tubo digestivo de
peces, usando jugo gastrico artificial (6g, 7mL. HCL en 1L agua destilada) a 37°C/30min
(Mosqueda e7 al., 2023). Posteriormente se lavaron en solucién salina (0.6% y Penicilina-
Estreptomicina) hasta quedar libres de microorganismos contaminantes.

Obtencion de moléculas de excrecion-secrecion

Los metacercarias fueron cultivadas en medio RPMI 1640 sin Suero Fetal Bovino (SFB),
con Penicilina-Estreptomicina al 1% en placas de 6 pozos en una atmoésfera humeda al 5%
de CO, durante un mes. Se colecté Iml. de medio cada tercer dia y se almacend a -20°C.
Las MES fueron dializadas en una membrana de 2-14 000kD; posteriormente liofilizadas
durante 24h y reconstituidas en 1 ml de agua mili Q.

Cuantificacion e identificacion de proteinas

LLas MES presentes en los sobrenadantes del cultivo celular se cuantificaron por el método
de Lowry. Las proteinas se identificaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(Laemmli UK.) al 10%, (EGPA), la determinacion del peso molecular se hizo con marcadores
de peso molecular (MPM) en un rango de 10-250 KDa. El gel se tifié con nitrato de plata
20mM durante 30min, posteriormente la imagen se desarrollé en una solucién (carbonato
de sodio 0.28M y formaldehido 0.037%), el desarrollo de la imagen se detuvo con acido
acético 1% durante 30 min. El peso molecular de las MES se determiné construyendo una
curva de calibracion con los MPM, para determinar el peso molecular final de las proteinas
(kD) presentes en las muestras.

P GOV
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Cultivo de macrdfagos

Se emplearon macréfagos J774A.1 cultivados y mantenidos en RPMI-1640 (suplementado
con FBS 10% y gentamicina 100ug/mL), a 37°C/5% de CO.,

Ensayo de viabilidad celular MT'T

La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo de MTT (3-(4,5-dimethyl-2- thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide). 1X10* células (macréfagos J774A.1) se sembraron
en placas de 96 pozos e incubaron por 24h. Los macréfagos se estimularon con las MES
en concentraciones de 100-2000 ng/mlL y se incubaron a 37°C/5% de CO,. Se adicionaron
20pl de MTT (0.5mg/mlL) a cada pozo, posteriormente se incubaron durante 4h/37°C.
Después del periodo de incubaciéon se retitd el MTT y los cristales de formazan fueron
solubilizados en 200pl de DMSO. La reaccion se leyé a una absorbancia de 540-570 nm
usando un espectrofotometro.

Ensayo anti-inflamatorio

Se sembraron 1x10° macréfagos/pozo, formando cuatro grupos de estudio. 7 macréfagos
control (sin ningun estimulo), 7 los macréfagos estimulados con 5ug/ml. de LPS (E. co/i
O111:B4) para inducir la inflamacion, 7z macroéfagos estimulados con diclofenaco 31uM
(anti-inflamatorio), después de 2h se adicion6 LPS (5ug/ml) y 7z macréfagos estimulados con
MES (800ug/mlL), después de 2h se adiciond LPS (5ug/mlL). Todas las células se incubaron
por 24h a 37°C/5% de CO,. Transcurrido el tiempo se obtuvieron los sobrenadantes para
el ensayo de d6xido nitrico.

Cuantificacion de dxido nitrico

Se cuantificé la produccion de 6xido nitrico de los cuatro grupos de estudio con un Kit
comercial (PROMEGA G2930) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Resultados y discusion

Como se observa en la Figura 1 se lograron identificar 3 proteinas con pesos moleculares
de 47, 54 y 58KDa en los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de las metacercarias de C.
marginatum por 30 dias. Se sugiere que la respuesta 7z vitro es resultado de dichas proteinas.
De acuerdo con lo reportado por Diosdado y col (2020) Dirofilaria immitis tiene 2 MES con
un peso molecular de 50 y 56kDa, de forma similar Elia§ y col (2020) identificaron que
Steinernema y Heterorbabditis tiene MES con pesos moleculares en un rango de 27 kDa a
78kDa y Jones y col (2022) informaron que Drosophila melanogaster produce MES con un
rango de peso de 25 a 55kDa. Por lo que podemos determinar que las MES identificadas en
este trabajo estan dentro del rango de peso de proteinas reportadas por otros autores.
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Figura 1. Electroforesis EGPA al 10%. MPM (carril 1) y proteina 54KDa en MES (carril 2).

La viabilidad de los macréfagos J774A.1 no se vio alterada por la presencia de diferentes
concentraciones de las MES con respecto a las células control (-) (Figura 2a). Se observo
una disminucién del 72% de la produccion de ON (p<0.01) en el grupo de las MES+LPS
con respecto al grupo de solo LPS que corresponde al 100% de la respuesta inflamatoria
inducida. Esta disminucion en la respuesta de las MES es aun mejor con respecto al grupo
de diclofenaco(antiinflamatorio)+LPS con solo el 54% (p<0.01). Cabe destacar que solo hay
una diferencia del 11% de ON entre el grupo control y el grupo MES+LPS (Figura 2b).

Figura 2. (a) viabilidad celular de macréfagos con MES. (b) cuantificacion de ON en los cuatro
grupos de estudio. Los datos representan tres experimentos independientes y son expresados como
promedioxdesvt (n=9). *p<0.01.

La disminuciéon de ON en los macréfagos como resultado de la exposicion a las MES de C.
marginatum puede estar relacionado con lo descrito por Rolot y Dewals (2018), Steinfelder
y col., (2016) y Shi y col (202) , estos sefialan que los helmintos producen una respuesta
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inmune tipo 2 caracterizada por la produccién de citocinas como interleucina-(I1L-) 4, IL-
5, IL-6, IL.-10 e IL-13 inhibiendo la produccién de citocinas proinflamatorias, lo que causa
una activacion alternativa de macrofagos M2 (respuesta anti-inflamatoria) y una reduccion
en la produccién de 6xido nitrico sintasa antimicrobiana (iINOS) encargada de formar ON.
Asi mismo De Abreu Cabral y col. (2018) han reportado que la infeccion por Toxoplasma
gondsz inhibe la producciéon de ON en macroéfagos J774-A1 y RAW 264.7 activados por la
via clasica o M1 (respuesta proinflamatoria), por otro lado Bao y col (2022) describen que la
infeccion por Echinococens granulosus revirtio la expresion de ON al disminuir los macréfagos
activados M1 y Su y col (2018) informaron que la infeccion por Heligmosomoides pobygyrus
disminuye los niveles de expresion de la citocina proinflamatoria, TNF-a y ON.

Conclusiones

Se sugiere que las MES obtenidas de C. marginatum pueden ser una buena opcion
antiinflamatoria al disminuir la produccién de ON en macréfagos.
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Resumen

La enfermedad coronaria (EC) es la principal causa de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo. La forma mas comun de EC es el infarto de miocardio (IM), responsable de mas del
15% de la mortalidad cada afio. En México el INEGI publicé el listado de las 10 principales
causas de muerte en informacién preliminar del afio 2022, siendo las enfermedades
cardiovasculares (ECV) las que ocuparon el puesto nimero uno en defunciones en mujeres.
El IM ocurre cuando la arteria coronaria esta parcial o totalmente ocluida, lo que crea una
reduccion severa en el flujo sanguineo, esto hace que parte del musculo cardiaco que recibe
sangre de esa arteria sufra un infarto. La inflamacioén es una patogenia comun de muchas
enfermedades cronicas, incluidas las ECV e intestinales, la diabetes, la artritis y el cancer. Los
tratamientos de IM convencionales se aplican principalmente a las terapias farmacolégicas,
de reperfusion y de trasplante de 6rganos. La funcion principal de estos medicamentos es
inhibir la formacién de placas endoteliales y restaurar el flujo sanguineo en el corazon. El
resveratrol (3,4",5-trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina presente en una amplia variedad de
plantas como uvas, ciruelas, bayas y mani en respuesta a varios estimulos ambientales dafiinos,
incluida la radiacion ultravioleta (UV), toxinas quimicas, hongos e infecciones bacterianas.

Palabras clave: Infarto, Mujer, Inflamacién, Resveratrol, Tratamiento.
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Antecedentes

La enfermedad coronaria (EC) es la principal causa de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo. La forma mas comun de EC es el infarto de miocardio (IM). Es responsable de
mas del 15% de la mortalidad cada ano. En México en enero del 2023, el INEGI publicé el
listado de las 10 principales causas de muerte en informacién preliminar del primer semestre
del afio 2022, siendo las enfermedades cardiovasculares (ECV) las que ocuparon el puesto
numero uno en defunciones tanto en lo general como en la distincién por sexo, de lo anterior
el 78% de muertes en mujeres correspondieron a un IM. (INEGI, 2023). La menopausia
es el dltimo perfodo menstrual. Es una parte universal e irreversible del proceso general de
envejecimiento, ya que involucra el sistema reproductivo de la mujer. Se cree que la pérdida
de la funcién ovarica en la menopausia y el estado hipoestrogénico resultante aumentan el
riesgo de ECV. (Honor, J. W. 2017). El IM ocurre cuando la arteria coronaria esta parcial
o totalmente ocluida, lo que crea una reduccién severa en el flujo sanguineo, esto hace que
parte del musculo cardiaco que recibe sangre de esa arteria sufra un infarto. (Jayaraj, J. C.,
Davatyan, K., Subramanian, S. y Priya, ]. 2018); propiamente es el dafio irreversible del tejido
miocardico causado por isquemia prolongada e hipoxia. (Wolters, 2021). Los mecanismos
fisiopatologicos responsables de la muerte celular del miocardio (necrosis, apoptosis,
autofagia, etc.) han sido ampliamente discutidos en las ultimas décadas. (Kingma, J. G.
2020). En respuesta a la lesion del tejido, el cuerpo inicia una cascada de senales quimicas
que estimula las respuestas destinadas a curar los tejidos afectados. Estas células activadas
producen citocinas que inducen respuestas inflamatorias. La inflamacién es una patogenia
comun de muchas enfermedades cronicas, incluidas las ECV e intestinales, la diabetes, la
artritis y el cancer. (Chen, L., et al. 2017; Zelman, D. 2020). El corazén de los mamiferos
adultos tiene una capacidad regenerativa insignificante, por lo que el IM se cura mediante
la formacién de una cicatriz que depende de una cascada inflamatoria, desencadenada por
las células moribundas, su eliminacion y de los restos de la matriz, mediante la infiltracién
de fagocitos activa las vias antiinflamatorias que conducen a la supresion de la sefalizacion
de citocinas. Los tratamientos de IM convencionales se aplican principalmente a las terapias
tarmacoldgicas, de reperfusion y de trasplante de 6rganos. La funcién principal de estos
medicamentos es inhibir la formacién de placas endoteliales y restaurar el flujo sanguineo
en el corazén. Ademas, la mayoria de los pacientes después de un infarto son tratados con
B-bloqueadores porque bloquean la remodelacién cardiaca y reduce la mortalidad después
del infarto. Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, los antagonistas de
los receptores de angiotensina y los antagonistas de la aldosterona también tienen un efecto
beneficioso similar sobre la remodelacion y la mortalidad. (Wolters, 2021). El resveratrol
(3,4,5-trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina presente en una amplia variedad de plantas
como uvas, ciruelas, bayas y mani en respuesta a varios estimulos ambientales dafiinos,
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incluida la radiacién ultravioleta (UV), toxinas quimicas, hongos e infecciones bacterianas.
El contenido de resveratrol en los hollejos de uva fresca es de 50 a 100 mg por gramo y de
aproximadamente 0,2 a 5,8 mg/1 de vino, segin los diferentes tipos de vino. El resveratrol
existe en dos formas, incluidos los isémeros cis y trans. Se ha demostrado que el resveratrol
exhibe una variedad de efectos que promueven la salud, asi como la prevencién de muchas
enfermedades, como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, el envejecimiento, la
neurodegeneracion y el cancer. (Truong, Jun, y Jeong, 2017).

Obijetivo (s)

Evaluar el efecto inmuno-modulador y antioxidante del pretratamiento con resveratrol en
los modelos de menopausia con Infarto de Miocardio crénico en rata Wistar vieja, mediante
la cuantificacién de biomarcadores de inflamacién y 6xido nitrico, asf como su relacion con
cambios en la estructura del corazén y vasos como la aorta.

Parte experimental (u otro titulo similar si es mas descriptivo de lo presentado)

Se cont6 con 36 ratas Wistar hembra de peso promedio entre 450-500g de lafio de edad,
las cuales se dividieron en dos grandes grupos: sin tratamiento (sR) y tratamiento con
Resveratrol (R) a dosis de 0.0330mg/kg/dfa en el agua de consumo ad /ibitum, subdivididos
en: SHAM-sR, OVX-sR, OVX+IM-sR, SHAM+R, OVX+R y OVX+IM+R con una n=6
cada uno, se realiz6 la cirugia de ovariectomia bilateral (OVX) como modelo de menopausia
e inmediatamente se inicié el tratamiento en los grupos correspondientes, se permitié su
recuperacion por 6 sem (OVX-sR y OVX+R son la excepcién en la evolucién el cual fue
de 12 sem), terminado el tiempo, se realizé oclusiéon coronaria como modelo de infarto de
miocardio (IM), permitiendo completar 12 sem en total sin dejar de dar el tratamiento a
los grupos correspondientes; al completar, posteriormente se realiz6 la toma de presiones
con modelo Tail Cuff, seguido de electrocardiograma (ECG) y se sacrificaron para toma de
muestras de sangre y tejidos, obteniendo suero para cuantificar 6xido nitrico y corazones para
area de infarto con tincién de trifeniltetrazoleo. (Clave de registro CICUAE-FESC C 22_12).

Resultados y discusion

En el presente trabajo se encontro en la cuantificacion de 6xido nitrico (NO) diferencia entre
los grupos SHAM-sR vs OVX+IM+R (129.380%£1.985 y 114.969%3.058 respectivamente)
Grafica 1, hallando que la excrecion de metabolitos de NO disminuye como Gordish, K.
y Beierwaltes, W. en 2016 encontraron en los efectos biolégicos 7 vivo del resveratrol, que
pueden ser severamente limitados por una baja biodisponibilidad, ya que es rapidamente
absorbido a través de difusion trans epitelial. La biodisponibilidad sistémica del resveratrol
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es menor al 1%. (Truong, V.-L., Jun, M. y Jeong, W.-S. 2018). ROS/RNS puede formarse
por fuentes enddgenas y exdgenas. El exceso de ROS/RNS conduce a dafios oxidativos/
nitrosativos de biomoléculas celulares como proteinas, lipidos y ADN, y posteriormente,
causa una amplia gama de enfermedades, incluidas enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neurodegenerativas, diabetes, envejecimiento y cancer. El resveratrol puede
inhibir la producciéon de ROS/RNS vy eliminar la acumulacién de ROS/ARN y suprimir el
dafio biomolecular oxidativo/nitrosativo, evitando asi los riesgos de patogénesis. (Truong,
V.-L., Jun, M., & Jeong, W.-S. 2017). Por otro lado, la imagenologia de los electrocardiogramas
(Figuras 1, 2 y 3) arrojé anomalias en las ondas P y T, asi como en el complejo QRS y en el
segmento S-T, denotando inversiéon de onda, complejo, fragmentacion y elevacion en el caso
del segmento, las cuales de acuerdo con la literatura confirman el Infarto de Miocardio en
diferentes etapas, ademas, la posibilidad de presentar taquicardia y remodelacion ventricular.
Por otro lado, la presion arterial no mostrd ningiin cambio estadisticamente significativo
como se muestra en la Grafica 2, ademas, la determinacion del area de infarto mostré
unicamente la tendencia a la disminucion del mismo, como se muestra en la Grafica 3.

Grafica 1.- Cuantificacién de Oxido Nitrico en suero. Estos resultados son la media + el error estdndar
de una n=6 experimentos. ANOVA de una via sequida de una prueba de Tukey. *P<0.05 vs OVX+IM+R.
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Figura 1.- Electrocardiogramas correspondientes a los grupos control (SHAM): a) sin tratamiento (sR) y
b) con tratamiento (R) de Resveratrol.
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Figura 2.- Electrocardiogramas correspondientes a los grupos Ovariectomizados (OVX): a) sin
tratamiento (sR) y b) con tratamiento (R) de Resveratrol.

Figura 3.- Electrocardiogramas correspondientes a los grupos con Ovariectomia mds Infarto de
Miocardio (OVX+IM): a) sin tratamiento (sR) y b) con tratamiento (R) de Resveratrol.
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Grafica 2.- Presion Arterial Media. Estos resultados son la media + el error estdndar de una n=6
experimentos. ANOVA de una via. P<0.05.

Grafica 3.- Porcentaje de drea de Infarto. Estos resultados son la media + el error estdndar de una n=6
experimentos. ANOVA de una via. P<0.05.

Conclusiones

Se comprobé que el resveratrol genera una tendencia a la disminucién del porcentaje de area
de infarto en los diferentes grupos (SHAM+R, OVX+R y OVX+IM+R), mantuvo la presion
arterial media sin diferencia y enlos ECG se observa como lainversion de la onda P se revierte.
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Resumen

En lJa UNAM se esta realizando un experimento biolégico empleando ratas hembra
recién destetadas de la estirpe Wistar. A los especimenes se les suministra diariamente
bebida con edulcorantes nutritivos y no nutritivos adicionados con y/o sin benzoato de
sodio en concentraciones similares a las encontradas en las bebidas no alcoholicas
comerciales. El experimento tiene una duracién de 12 meses. En esta investigacion se
contemplan solamente los primeros 120 dias de experimentacién. De manera general, los
grupos que han ingerido edulcorantes nutritivos han sido los que mayor bebida han
consumido y una menor cantidad de alimento, mientras que para los grupos que
consumen edulcorantes no nutritivos ha ocurrido lo contrario. En cuanto a la
presencia o ausencia de benzoato de sodio en las bebidas no se ha apreciado atn algin
efecto significativo también en los niveles séricos de glucosa y triglicéridos ni en la
ganancia de masa corporal.

Palabras clave: Edulcorantes nutritivos y no nutritivos, ratas Wistar, benzoato de sodio,
glucosa, triglicéridos
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Antecedentes

En las ultimas décadas, el consumo de alimentos ultraprocesados ha sido una de
las principales preocupaciones en la salud publica al igual que la prevalencia de
enfermedades no transmisibles como la diabetes mellitus tipo 1I. Este tipo de alimentos
tienen un facil acceso y en ocasiones son mas atractivos y baratos al puablico que los
alimentos con una mejor calidad nutrimental. Ademds, pasan por una gran cantidad de
procesos industriales para poder conservarse y que su producto final se almacene en los
anaqueles del sistema comercial por largo tiempo. Algunos alimentos ultraprocesados se
caracterizan por presentar una alta densidad energética, poco o nulo contenido de
vitaminas y minerales y una gran cantidad de aditivos quimicos para mejorar su apariencia y
alargar su vida de anaquel. Entre los principales aditivos presentes en los alimentos
ultraprocesados se encuentran los edulcorantes y los conservadores. La industria
alimentaria con la finalidad de reducir el contenido energético de sus productos y los
costos de produccién ha sustituido en las formulaciones de productos ultraprocesados a los
edulcorantes nutritivos con los no nutritivos y, por ello, se ha visto en la necesidad de usar
cada vez mas a los conservadores quimicos como el benzoato de sodio, el cual es empleado
practicamente en todos los alimentos procesados y las bebidas obtenidas industrialmente, ya
que los edulcorantes no nutritivos no protegen a los alimentos y bebidas no alcohdlicas
como lo hace el azicar de dafios por microorganismos. Dentro del grupo de los
edulcorantes caldricos naturales (nutritivos) se engloban todos los glacidos. Entre los
mas empleados estan la sacarosa, la fructosa, la glucosa y la maltosa (Garcia-Almeida ef al.,
2013). Entre los edulcorantes no nutritivos mas comunes se encuentran el acesulfame de
K, la sucralosa, el aspartame y la sacarina (Mendoza-Pérez ez al., 2021a, 2021b). Se ha
observado que un consumo constante de los edulcorantes no nutritivos ocasiona un dafio a
la salud en los animales modelo empleados (Mendoza-Pérez ef al., 2021a, 2021b). Incluso la
OMS en sus nuevas directrices sobre el consumo de edulcorantes no nutritivos
desaconseja su uso para controlar el exceso de masa corporal o reducir el riesgo de
enfermedades no transmisibles (OPS, 2023). Adicionalmente, algunas investigaciones
han asociado su consumo con un aumento de masa corporal, alteraciones del apetito
(Mendoza-Pérez et al., 2021a, 2021b), disbiosis de la microbiota intestinal (Bian e# al.,
2017; Suez et al., 2014) y alteraciones en las enzimas de la glucdlisis y la lipogénesis
(Mendoza-Pérez et al, 2022). El consumo de benzoato de sodio se ha asociado con
alteraciones de la homeostasis de glucosa (Brial e a/., 2022) y la disbiosis de la microbiota
intestinal (Gerasimidis ez a/., 2020), entre muchos otros.
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En este estudio se evaluaran los efectos del consumo simultaneo de edulcorantes nutritivos,
no nutritivos y del benzoato de sodio, por medio de la ganancia de masa corporal, los niveles
séricos de glucosa y triglicéridos y los patrones de ingesta de alimento, bebida y energfa.

Obijetivo(s)

General: Evaluar el efecto del consumo cronico de diferentes edulcorantes nutritivos y no
nutritivos y el benzoato de sodio adicionados en el agua potable en ratas hembra de la estirpe
Wistar y sus implicaciones sobre los niveles de glucosa y triglicéridos.

Especifico: 1) Cuantificar los patrones de ingesta de alimento, bebida ingerida y ganancia
de masa corporal en ratas hembra de la estirpe Wistar definiendo si estos patrones dependen
significativamente de los factores edulcorantes y adicion de benzoato a los 120 dias. 2) Medir
los niveles séricos de glucosa y triglicéridos a los 2 y 4 meses de experimentacion después
del inicio del experimento en las ratas hembra que consumieron edulcorantes nutritivos y no
nutritivos con y sin la adiciéon de benzoato de sodio.

Metodologia

En la Unidad de Experimentaciéon Animal y en los Laboratorios 301, 302 y 303 del Conjunto
E de la Facultad de Quimica de la UNAM, desde marzo del 2023, se encuentra en proceso
un experimento biolégico empleando ratas hembra recién destetadas de la estirpe Wistar
(con una masa corporal entre 35-50g) con una duracion de 12 meses (equivalentes a
50-60 afios de edad humana segin Sengupta, 2014). Este trabajo solamente incluira los
primeros 4 meses (120 dias de experimentacién, equivalentes segun Sengupta a la pubertad-
adolescencia). A los especimenes bajo estudio, se les estan suministrando a través de la
bebida edulcorantes nutritivos y no nutritivos, con y sin la adicién de benzoato de sodio
en concentraciones similares a las encontradas en las bebidas no alcohdlicas comerciales.
Para corroborar el posible efecto sinérgico del benzoato de sodio se tienen los siguientes
12 grupos experimentales con 12 especimenes por grupo: (1) Agua potable (C), (2) agua
potable + benzoato de sodio (CB) [0.169 g/, (3) glucosa (G) [14% m/v], (4) glucosa [14
% m/v] + benzoato de sodio (GB) [0.169 g/L], (5) fructosa (F) [7% m/v], (6) fructosa [7%
m/v] + benzoato de sodio (FB) [0.169 g/L], (7) sacatosa (S) [10 % m/v], (8) sacarosa [10
% m/v] + benzoato de sodio (SB) [0.169 g/L], (9) sacarina [0.033% m/v] (A), (10) sacarina
[0.033% m/v] + benzoato de sodio (AB) [0.169 g/L], (11) sucralosa (U) [0.067% m/v], (12)
sucralosa [0.067 % m/v]+ benzoato de sodio (UB) [0.169 g/L]. A lo largo del experimento
se realizaran 2 eutanasias, una a los 6 meses y otra a los 12. Los especimenes ingieren una
dieta especial para ellos, Lab Diet 5007 (LabDiet, St. Louis, MO, EE. UU.), de manera ad

libitum y beben el agua con o sin edulcorantes y/o con o sin benzoato de sodio ad /libitum de
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acuerdo con las concentraciones previamente especificadas para cada grupo. Al inicio de la
experimentacion se distribuyeron aleatoriamente 12 hembras en cada uno de los 12 grupos
con la finalidad de evitar cualquier sesgo estadistico. Previo al suministro de las bebidas
con edulcorantes y benzoato las ratas recién llegadas a los laboratorios tuvieron un periodo
de adaptacion al alimento soélido de tres dias. Diariamente se cuantifica la masa corporal
de los especimenes determinado por la sustraccion de la masa base del espécimen (dia 0)
a la registrada el dia de la medicién. Asimismo, también se calcula la cantidad de bebida
ingerida. Para ello, se realiza la sustraccion del volumen remanente en los bebederos medido
mediante una probeta. De manera similar se determina el alimento consumido. Diariamente
se suministran 100 g de alimento y 24 horas después se pesa el alimento remanente en una
balanza digital (VELAB Modelo 5000H). Posteriormente, por diferencia de masa se obtiene
el alimento consumido de cada uno de los especimenes. La ingesta tedrica energética se
calcula con el valor correspondiente al alimento (14 kJ/g) y a los edulcorantes nutritivos (4
kcal/g 0 16.7 kJ /g) despreciando tanto el valor del benzoato como el de los edulcorantes
artificiales en este calculo. Al finalizar los 12 meses de experimentacién los datos de ganancia
de masa corporal, ingesta de alimento, consumo de bebida e ingesta teérica de energfa seran
analizados mediante un analisis de varianza. Alos 2, 4,6, 8, 10 y 12 meses de experimentacion
las ratas se someten a un periodo de ayuno de 6 horas para determinar los niveles de glucosa
y triglicéridos mediante el equipo Accutrend plus (Roche®, Mannheim, Alemania) a través
de sangre capilar obtenida por puncién del extremo de la cola de cada espécimen para
tener la agresividad minima posible hacia ellos. Los resultados obtenidos se analizaran
mediante analisis de varianza con el paquete estadistico Statgraphics Centurion X1T (Statpoint
Technologie, Inc, Warrengton, VA, US). A los 6 y 12 meses, se realizara la eutanasia de 6
especimenes de cada uno de los grupos. Algunos o6rganos, tales como corazon, higado,
rifiones, pancreas y tejido retroperitoneal, entre otros de interés seran disectados, pesados
y almacenados a -70°C para los analisis posteriores junto con personal de las Facultades de
Medicina Veterinaria y Zootecnia y de Medicina de la UNAM. Como ya fue mencionado, en
el presente resumen se incluyen los primeros 120 de los 365 dias de experimentacion.

Resultados y discusion

Para el tratamiento de datos se consideraron los valores acumulados de alimento consumido,
volumen de bebida ingerida, y energia los cuales fueron calculados por el valor acumulado
de los consumos diarios de cada uno de los parametros, asi como los resultados de las
determinaciones de los niveles de glucosa y triglicéridos a los 2 y 4 meses. Todas las variables
fueron determinadas diariamente y los datos se encuentran en la Figura 1. Estos valores
acumulados se consideraron hasta el dia 120 de experimentaciéon en cada una de las ratas
hembra estitpe Wistar distribuidas en los 12 grupos (C: Control, CB: control + benzoato,
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G: Glucosa, GB: glucosa + benzoato, F: Fructosa, FB: fructosa + benzoato, S: Sacarosa,
SB: sacarosa + benzoato, A: Sacarina, AB: sacarina + benzoato, U: Sucralosa, UB: sucralosa
+ benzoato). Los datos experimentales obtenidos fueron analizados mediante graficos de
barras comparativos (presencia y ausencia de benzoato) de cada uno de los edulcorantes de
interés en el estudio.

a) b)

c) d)

Figura 1. Incremento del indice de masa corporal (1a), consumo de edulcorante por medio de la bebida
(1b), consumo de alimento (1¢) y energia acumulada calculada (1d)

[Nota: Las columnas de color azul corresponden a los edulcorantes nutritivos, las de color verde a los
edulcorantes no nutritivos y las de color amarillo a los grupos control]

Incremento del indice de masa corporal

Como se puede apreciar en la Figura 1a, el mayor incremento del indice de masa corporal
registrado fue el presentado por el grupo de ratas que consumieron glucosa, pero entre todas
las ratas que ingirieron edulcorantes con benzoato, el grupo de ratas que consumieron sacarosa
+ benzoato de sodio fue el mayor, le sigue el grupo control. Sin embargo, la variabilidad entre
el mayor indice de masa corporal y el de menor de este grupo fue muy poca. Asi mismo, no
se observé ninguna diferencia importante en el indice de masa corporal entre las ratas del
grupo que consumieron benzoato de sodio junto con/sin su edulcorante respectivo.
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El grupo que presenté el menor incremento de masa corporal fueron las ratas que
consumieron sucralosa seguido de las que consumieron sacarina las cuales, al igual que las de
los grupos que presentaron el mayor incremento en el indice de masa corporal, no se observo
alguna diferencia notoria entre la presencia o ausencia de benzoato de sodio con respecto al
incremento en el indice de masa corporal.

Los grupos que presentaron un comportamiento cercano al del control sin la adicién del
benzoato de sodio fueron los grupos de fructosa y sucralosa. En cuanto a la presencia
de benzoato, los grupos mas cercanos al comportamiento del control fueron los
de sacarosa y glucosa.

Volumen consumido de bebida

Para el caso de consumo de bebida Figura 1b, las ratas pertenecientes al grupo de sacarosa
sin la adicién del benzoato fueron las que ingirieron un mayor volumen en comparaciéon con
todos los grupos con adicién y ausencia de benzoato por un gran margen, mas de 500 mL con
el grupo mas cercano a su volumen consumido (glucosa). En el otro extremo, las ratas que
consumen sucralosa sin benzoato fueron las que bebieron en menor cantidad. Refiriéndose
al consumo de edulcorante con benzoato, los grupos que mas bebida consumieron fueron
los de sacarosa, glucosa y fructosa en orden descendente, siendo los de menor consumo los
de sucralosa y sacarina. Es importante sefialar que las ratas consumieron mayor cantidad de
bebida cuando el edulcorante empleado en la disolucion era del tipo calorico, a diferencia
que cuando se empleaba edulcorante del tipo no calérico tanto en presencia de benzoato
como en ausencia de éste. Sin embargo, el consumo de bebida sin adiciéon de conservador
tuvo una clara preferencia, puesto que la cantidad que consumieron las ratas fue mayor en
todos los grupos, salvo el grupo control, cuya diferencia entre la presencia de benzoato y
su ausencia fue relevante. El grupo que ha presentado el comportamiento mas parecido al
grupo control ha sido el grupo que consume sucralosa, especificamente, la sucralosa sin
adiciéon de benzoato de sodio.

Alimento consumido

En cuanto al consumo de alimento Figura 1c los grupos de sucralosa y sacarina han
sido aquellos que consumieron la mayor cantidad de alimento durante los 120 dias de la
experimentacion, de igual forma no existe aparente diferencia comparandolas en presencia
y ausencia de benzoato de sodio. Por otro lado, entre los grupos con edulcorantes nutritivos
el grupo que presenté un menor consumo de alimento fue el de glucosa y el de fructosa el
mas alto, considerando presencia y ausencia de benzoato en este edulcorante no hubo una
notoria diferencia. Comparando los edulcorantes nutritivos y los no nutritivos éstos ultimos
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consumieron una mayor cantidad de alimento, asi mismo su consumo ha sido semejante a
los de los grupos control.

Energia acumulada

De manera similar al consumo de alimento se puede observar en la Figura 1d que los grupos
de sucralosa y sacarina fueron los que presentaron una mayor cantidad de energfa acumulada
ya que entre ellos no presentaron una notoria diferencia. Asi mismo, no se observaron
aparentes diferencias comparandolas con y sin la presencia de benzoato de sodio. Por otro
lado, el grupo que presenté una menor cantidad de energfa acumulada fue el grupo que
consumi6 glucosa. En resumen los edulcorantes no nutritivos presentan mayor energia y
ésta es parecida a los grupos control.

Niveles séricos de glucosa y triglicéridos

Nipeles séricos de glucosa

Como se puede apreciar en la Figura 2a, el grupo que present6 los valores mas altos de
glucosa en sangte sin benzoato (83.5 mg/dL) en periodo de ayuno a los 4 meses fue el
grupo que consumi6 el edulcorante glucosa con benzoato de 77.08 mg/dL. Mientras que
el grupo que consumié sacarosa con benzoato de sodio presentd los valores menores de
glucosa en sangre, (67.72 mg/dL) al igual que para el caso de la sacarina en ausencia de
benzoato (69.5 mg/dL). De acuerdo con los datos reportados por el proveedor Envigo
(2019), las ratas hembra de la estirpe Wistar de las 13 a 18 semanas de vida (el equivalente
a 120 dfas de experimentacion en este ensayo biolégico) en condiciones normales tendrian
una concentracion sérica de glucosa de 48.65 a 165.58 mg/dL (2.7 a 9.19 mmol/L). Por
tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos, se observé que los niveles séricos de glucosa
en las ratas hembra que bebieron tanto edulcorantes nutritivos y no nutritivos como con
presencia y ausencia de benzoato tras 120 dias de experimentacion, se encontraron dentro
de los niveles normales.

Niveles séricos de triglicéridos

En relacién con los resultados obtenidos de las mediciones de triglicéridos tras el consumo
de edulcorantes nutritivos y no nutritivos con presencia y ausencia de benzoato de sodio,
durante un periodo de 120 dias (Figura 2b), se observé que el grupo que presento la mayor
concentracion de niveles séricos en sangre fue el grupo que consumio sacarosa en tanto en
presencia como en ausencia de benzoato 139.18 mg/dL y 150.54 mg/dL respectivamente.
Por otro lado, que el grupo que consumié sacatina tanto en presencia (101.91 mg/dL) como
en ausencia (105.18 mg/dL ) de benzoato de sodio tuvieron los menores niveles séricos en
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sangre y mas parecidos a los grupos controles con y sin presencia de benzoato (103.22 mg/
dL y 94.42 mg/dL). Es importante destacar que estos valores no superan aun los niveles
normales para una rata sana de 17 semanas de vida aproximadamente, reportados por el
proveedor Envigo (2019). Dichos valores para ratas hembra se encuentran en un rango de

0.00 a 183.19 mg/dL (0.00 a 2.07 mmol/dL).

a) b)

Figura 2. Niveles de glucosa (Figura 2a) y niveles de triglicéridos (Figura 2b) en ayuno de 6 horas de
ratas hembra de la estirpe Wistar al dia 120 de experimentacion por consumo crénico de edulcorantes
nutritivos y no nutritivos

Conclusiones

Haciendo referencia a los edulcorantes en ausencia de benzoato de sodio, a los 120 dias de
estudio, se observa que el tipo de edulcorante ingerido no ha sido un factor significativo
sobre la ganancia de masa corporal, pero si para el consumo de alimento, la ingesta de
bebida y la energia calculada acumulada. De manera general, los grupos que ingirieron
edulcorantes nutritivos fueron los que mayor bebida han consumido, mientras que, para el
caso del alimento ingerido, se tuvo una tendencia contraria, ya que en los grupos que bebfan
edulcorantes nutritivos consumieron una menor cantidad de alimento. Lo anterior habla de
una regulacion energética.

Con respecto al tipo de edulcorante en presencia de benzoato de sodio, puede decirse que,
a pesar de no ser muy notoria la diferencia, de manera general, las ratas que consumieron
edulcorantes en presencia de benzoato de sodio han presentado masas mayores a aquellas
que no lo consumieron.

Las ratas que consumieron sacarosa en presencia de benzoato de sodio, presentaron un
incremento en su masa corporal a diferencia de las que consumieron sacarosa en ausencia de
benzoato de sodio. Por otro lado, el tnico grupo de edulcorante cuya tendencia fue inversa
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a los demas fue el grupo de sacarina, ya que éste ante la presencia de benzoato de sodio fue
menor y ante la ausencia fue mayor, caso contrario de lo que ocurrié con todos los demas,
por lo que habra que estudiar el efecto del benzoato de sodio sobre este edulcorante no
calérico.

En los casos de alimento consumido y energia acumulada no hubieron grandes diferencias
entre aquellas ratas que consumieron algin edulcorante nutritivo o no nutritivo en presencia
o ausencia de benzoato de sodio pero si entre el tipo de edulcorante. Finalmente, en cuanto
al volumen consumido el unico edulcorante que mostré una diferencia notoria en cuanto a
su consumo fue el de las ratas que consumieron sacarosa.

En cuanto a los niveles séricos de glucosa y triglicéridos en las ratas hembra de la estirpe
Wistar que bebieron edulcorantes nutritivos y no nutritivos con y sin presencia de benzoato
de sodio a los 120 dfas de experimentacién se encontraron dentro de los niveles normales
establecidos por lo que se tendra que terminar el experimento para evaluar si la presencia
y/o ausencia de benzoato de sodio influye en dichos pardmetros.
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Resumen

Se ha reportado que la calidad espermatica de diversas especies presenta fluctuaciones a lo
largo del afio ademas de que existen diferencias entre machos. El objetivo de este trabajo
tue determinar la calidad del semen de conejo, recolectado durante la primavera de 2023. Se
realizaron evaluaciones macro y microscopicas de varios eyaculados de 6 sementales de la
raza Chinchilla, de la FES Cuautitlan. Se compararon los datos de cada macho a lo largo de
los 4 meses, ademas, se realiz6 se realizé una comparacion entre los meses, sin considerar
a cada individuo. Al comparar cada macho durante cada mes, se encontraron diferencias
en el porcentaje de acrosomas intactos en marzo, mayo y junio; en la funcionalidad de la
membrana durante mayo y en el volumen durante junio. En general, la calidad espermatica
de todos los machos se mantuvo estable a lo largo del periodo de estudio.

Palabras clave: conejo doméstico, calidad espermatica, primavera, integridad acrosomal,
clima.
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Antecedentes

La cunicultura se define como la rama de la ganaderia que se encarga de la reproduccion, cria
y engorde de los conejos (Gonzalez, 2021). En los ultimos afios se ha tratado de hacer mas
eficiente la produccién de conejo, ya sea para obtencion de carne, piel, animales de laboratorio
o de compania; por lo que se ha buscado la implementaciéon de la inseminacién artificial,
la cual es una técnica que otorga la posibilidad de fertilizar a una gran cantidad de conejas
con un solo eyaculado (Domingo y Gil, 2016; Kubovicova ef a/., 2021). Sin embargo, para
obtener mejores resultados, es de vital importancia que el semen que pretenda ser utilizado
para realizar esta técnica, sea evaluado con pruebas que traten de predecir la capacidad

reproductiva de los machos (Boiti ez a/., 2005; WHO, 2021).

Uno de los principales puntos que deben de ser considerados cuando se quiere realizar
la inseminacion artificial es la variacion en la calidad de los eyaculados a lo largo de la
vida de los conejos; existen diversos factores que pueden mejorar o inhibir el desempefio
de los machos. Se ha reportado que el macho (factor individuo) puede influir sobre los
parametros de calidad espermatica, pero también existen otros factores como son la raza,
el estado nutricional, el ritmo de recoleccién y factores ambientales como el fotoperiodo, la
temperatura y la humedad relativa (Nizza e# al., 2003; Roca et al., 2004; El-Far, 2007).

Objetivos

El objetivo principal de este trabajo fue el comparar la calidad de eyaculados de conejos
sementales de la raza Chinchilla recolectados durante marzo, abril, mayo y junio de 2023.
Para lo cual, se compar6 la calidad de los eyaculados entre machos durante los 4 meses; por
otra parte, se comparé la calidad de los eyaculados entre machos en cada mes; ademas de
comparar la calidad de los eyaculados entre los 4 meses.

Parte experimental

Para el presente trabajo, se utilizaron 6 conejos sementales de la raza Chinchilla de 1 afio
de edad, los cuales se encuentran alojados en el Moédulo de Cunicultura del Centro de
Ensefanza Agropecuaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, el cual cuenta
con un ambiente natural con ventilacion regulada con cortinas. Se resguardaron en jaulas
individuales y se alimentaron con conejina Purina ® ad /ibitum. Las recolecciones de semen
se realizaron 2 veces por semana, se realizé la evaluacion macroscopica de cada eyaculado
(color, volumen, consistencia, presencia de particulas extrafias), se retir6 el tapén mucoide
cuando estaba presente y se diluyeron 1:1 (volumen/volumen) en medio TCG (Viudes e#
al., 1999) para finalmente ser transportados al laboratorio 2 de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan.
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Después de un periodo de atemperado a temperatura de cuarto (10 minutos a 24°C), se
evalu6 la motilidad masal, colocando una gota de semen sobre un portaobjetos a 37°C;

posteriormente, cada eyaculado, se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos (Eo e 4/,

2019), se retir6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié hasta 0.5 ml en medio
INRA-82 (Fadl ez al., 2019).

Los eyaculados fueron evaluados microscépicamente: motilidad masal (MM) y progresiva
(MP) (dilucién 1:10 en medio TCG, determinacién de % de motilidad progresiva de forma
visual); concentracion (dilucion 1:200 de solucién salina formulada, conteo en camara de
Neubauer), morfoanomalias (MA) y viabilidad (EN) (tinciéon eosina/nigrosina) (Garzon,
2008), integridad del acrosoma (IA) (dilucién 1:1 en glutaraldehido al 0.4% y determinacion
mediante microscopia de contraste de fases) (Alcantar, 2015) y funcionalidad de la membrana
(HOST) (dilucién 1:5 en agua destilada, espera de 5 minutos y agregar 1 gota de glutaraldehido
al 0.4%) (Rosato e Iaffaldano, 2011).

Los datos recabados fueron analizados mediante estadistica descriptiva y sometidos a analisis
de varianza (ANDEVA), previa transformacioén al arcoseno para normalizatlos.

Resultados y discusion

En cuanto a las comparaciones realizadas de cada macho durante cada mes, se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de acrosomas intactos en el mes de marzo, mayo
y junio (Figura 1E); diferencias en la funcionalidad de la membrana durante mayo (Figura
1C) y diferencias en el volumen durante junio (Figura 1G). En cuanto a la comparacion de
cada mes por cada macho, unicamente se encontré diferencia significativa en el porcentaje
de espermatozoides normales del macho 2 (Figura 1D). Respecto a la comparacion realizada
entre meses sin considerar macho, no se encontraron diferencias significativas (Figura 1H).
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Figura 1. (A-G) Caracteristicas evaluadas de semen de conejo durante cada mes y entre cada macho.

(H) Caracteristicas evaluadas del semen sin considerar a los machos de forma individual. p < 0.05.
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Por otra parte, la estacion meteorolégica Almaraz proporcioné los datos climaticos que
fueron registrados durante el periodo que durd el experimento, esto con la finalidad de
observar si alguno de éstos habria tenido algin efecto sobre la calidad espermatica (Figura 2).

Figura 2. Datos climdticos recabados por la estacion meteorolégica Almaraz durante el experimento.

Alo largo de los 4 meses, unicamente hubo diferencias en el porcentaje de espermatozoides
normales del macho 2, especificamente entre marzo y mayo. Roca ¢z al., 2004 y El-Far, 2007
mencionan que cuando hay aumentos en la temperatura, es posible observar aumento en
el porcentaje de espermatozoides anormales. Sin embargo, debe considerarse que, de los 6
machos, este efecto tnicamente fue visible en 1 y que, al momento de evaluar todos los datos
en conjunto, tampoco fue notorio este efecto; esto podria deberse a que, aunque si hubo
un aumento en la temperatura media, este no fue tan drastico (Figura 3). Por lo que podria
suponerse que mas bien fue un efecto particular del macho.

Figura 3. Relacién entre porcentaje de espermatozoides normales y datos climdticos.
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La prueba del hinchamiento hipo-osmético provoca que los espermatozoides
bioquimicamente activos aumenten su volumen para establecer un equilibrio entre el interior
del espermatozoide con el medio, por lo que podemos observar asi la funcionalidad de
la membrana (Amorim ez al., 2009). Durante el mes de mayo, tanto el macho 5 como el
8 mostraron un menor porcentaje de membranas funcionales que los otros machos, lo
que se puede explicar con la cantidad de eyaculados contaminados con orina de los que se
tiene registro durante ese mes. Se ha mencionado que la presencia de orina en eyaculados
altera algunos de sus parametros, sobre todo en conejos, ya que tiene una gran cantidad de
sedimentos. Rodriguez (1996) menciona que cuando una vagina artificial se le presenta a un
macho con una mayor temperatura, puede estimular la miccién, lo que podria explicar la
presencia de orina en esos dias.

La variable evaluada que tuvo mayor diferencia entre machos fue la integridad acrosomal,
presentando diferencias en marzo, mayo y junio. El macho que constantemente tuvo un
menor porcentaje de integridad acrosomal fue el 6, al ser un semental clinicamente sano,
de la misma raza, edad y expuesto a las mismas condiciones ambientales que los demas, se
puede considerar que posiblemente esta diferencia sea de algun origen genético, como lo
menciona Roca ef al. (2004) (Figura 4).

Figura 4. Relacion entre porcentaje de integridad acrosomal y datos climdticos.

El volumen en el mes de junio mostro diferencias entre machos. Roca ez al. (2004), reportaron
que hay un aumento en el volumen del eyaculado durante el verano; lo cual pudo empezarse
a notar en algunos de los machos y por eso la diferencia. Sin embargo, Nizza ez a/. (2004)
reportan que el volumen puede verse afectado por otros factores como son el nimero de
eyaculados recolectados del mismo macho en un cierto periodo, presencia de montas falsas
y algunos otros.

Se puede observar que, en la mayoria de las variables y machos, no hubo diferencias a lo
largo del tiempo; de igual modo, se puede observar que, aunque se presentaron algunas
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variaciones climaticas, estas no fueron drasticas y se mantuvieron constantes. Justamente lo
constante de estas variables climaticas podria explicar el por qué las caracteristicas evaluadas
del semen se mantuvieron constantes. Roca ¢f a/. (2004) mencionan que, aunque existan
algunas variaciones climaticas a lo largo del afio, puede que éstas no sean suficientes para
inducir cambios en la calidad del semen en conejos.

Conclusiones

Con los resultados obtenidos en este experimento se puede observar que las variables
evaluadas a lo largo de los 4 meses se mantuvieron constantes en la mayoria de los machos,
lo que concuerda con la relativa poca variacion en las condiciones climaticas durante ese
lapso de tiempo. Por otra parte, existen diferencias entre machos en algunas de las variables
evaluadas, sobre todo en la integridad acrosomal; esto puede deberse a factores genéticos o
situaciones desconocidas.
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Resumen

La presencia de autoanticuerpos contra citocinas ha sido cada vez mas reconocida como
una causa de inmunodeficiencias secundarias, un ejemplo de ello es el desarrollo de
enfermedades infecciosas, principalmente por  Staphylococcus, en pacientes con
autoanticuerpos contra IL.-6. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue el detectar la
presencia de autoanticuerpos anti-IL-6 en muestras séricas de pacientes, para analizar su
capacidad neutralizante 7z vitro. De las 72 muestras analizadas de pacientes 24 resultaron
positivas a autoanticuerpos anti-1L-6, resultando negativos todos los controles sanos. Los
autoanticuerpos contra IL.-6 presentaron un efecto de inhibicion en la actividad de 1L-6 en
pacientes con enfermedades infecciosas y de exacerbacion en pacientes con enfermedades
autoinmunes. Se definieron dos posibles epitopos: ""RQPLTS* y *EALAENNLN®, este
ultimo interacciona con la subunidad gp130 del receptor de IL-6, por lo que el
reconocimiento de éste pudiera estar afectando la unién de IL-6 con su receptor
inhibiendo su actividad biol6gica.

Palabras clave: Autoanticuerpos anticitocinas, anti-11.-6, neutralizacion,
autoinmunidad, enfermedades infecciosas.
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Antecedentes

La presencia de autoanticuerpos contra citocinas es cada vez mas reconocida como una
causa de inmunodeficiencias secundarias, ya que dichos autoanticuerpos pueden neutralizar
las citocinas e interrumpir su funciéon biolégica afectando las actividades celulares y por
lo tanto la eliminacién de los patoégenos, donde finalmente predispone al hospedador a
enfermedades infecciosas y manifestaciones inmunologicas (Barcenas-Morales, Cortes-

Acevedo, and Doffinger 2019; Chen, Yang, and Cheng 2021; Ku ez a/. 2020).

Hasta la fecha, se ha asociado el desarrollo de diversos padecimientos infecciosos y
autoinmunes a la presencia de autoanticuerpos contra diversas citocinas como interferén
gamma (IFNY), el factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF),
Interleucina (IL)-6, IL-10, IL-12, un grupo de citocinas producidas por células Th-17 (IL-
17A, IL-17F, 1L-22, 11.-23), asi como contra interferones (IFNs) tipo I (Bastard et al. 2020;
Dothinger et al. 2004; Kisand ez al. 2010; Meager et al. 2003; Nanki et al. 2013).

IL-6 es una citocina producida por varios tipos celulares (fibroblastos, queratinocitos, células
endoteliales, macrofagos, entre otras) en respuesta al dano tisular o a infecciones. Esta citocina
presenta un efecto pleiotrépico en diversos procesos del organismo como la inflamacion, la
hematopoyesis y la respuesta contra infecciones virales, parasitarias, fingicas y bacterianas.
Reportes recientes mencionan que la desregulacion de IL-6 esta asociada al desarrollo de
enfermedades como inflamacion crénica, trastornos autoinmunes multifactoriales, cancer,
anemia y enfermedad de Alzheimer (Kaur et al. 2020; Rose-John, Winthrop, and Calabrese
2017). Asi mismo, en otros estudios se ha descrito un incremento de la susceptibilidad a
infecciones estafilocécicas en pacientes que presentan autoanticuerpos anti-1L-6 (Kirner et

al. 2016; Nanki ez a/. 2013; Puel et al. 2008).

Objetivo(s)

Detectar la presencia de autoanticuerpos contra I.-6 en muestras séricas de pacientes
con diversas enfermedades infecciosas, autoinmunes o ambas, para analizar su capacidad
neutralizante 7z vitro sobre la actividad biologica de este mediador del sistema inmunitario.

Material y Métodos

Muestras séricas

Se evaluaron un total de 100 muestras séricas humanas, de las cuales 39 corresponden a
pacientes con enfermedades infecciosas (ID), 33 a pacientes con enfermedades autoinmunes
(AID) y 28 a individuos clinicamente sanos (ICS, controles negativos). Se midieron los niveles
de autoanticuerpos anti-IL-6, en todos los sueros mediante el ensayo Luminex.

P GO VEET Ry -



X A T AN A T

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

Detecciéon de autoanticuerpos anti-IL-6 en muestras séricas mediante el ensayo de
arreglo de particulas en suspension multiple, Luminex

Para el ensayo serologico de deteccion de anticuerpos contra citocinas, se acoplé 11L-6
covalentemente a microesferas de poliestireno carboxiladas (Bio-Plex; Bio-Rad Laboratories),
para posteriormente emplearlas en el ensayo Luminex, el cual consisti6 en incubar 1 ha 37°C
y en oscuridad los sistemas de citocinas-microesferas con las muestras séricas diluidas 1,/200,
empleando microplacas con filtro de 96 pozos (Multiscreen ® HTS, Millipore, Cat. No.
MSBVN1210). La parte liquida fue retirada por un sistema de filtracion a vacio y se lavaron las
placas tres veces con 10 mM PBS/0.05% Tween 20 y agitacién durante 3 min a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, los sistemas se incubaron con anti-IgG-Humana-Fc-PE
(Leinco/Biotrend, Germany) durante 30 min a 37°C en agitacion constante, terminando
la incubacion se lavaron como se describié anteriormente. Finalmente, se adicionaron 120
ul de PBS-T/pozo y se agitaron las placas por 3 min para realizar el analisis en el Lector
Luminex 100 utilizando el software Bio-Plex manager V 3.0. El sistema BSA-microesfera se
emple6é como control negativo del ensayo.

Analisis de la funcidén neutralizante de autoanticuerpos en la inhibicién de la
fosforilacion de STAT-3 mediada por IL-6

La via de sefializacién del 11.-6 involucra, como todas las citocinas, diferentes moléculas
en el transito de sefiales quimicas y vias hacia el interior de las células, incluido el factor de
transcripcion STAT-3, que forma homodimeros por la fosforilacion de ambas unidades
proteicas a través de la interacciéon con la fraccién transmembranal del receptor de IL-0,
por lo que, la evaluacién de la funcién neutralizante de los autoanticuerpos contra IL-6 se
determiné midiendo los niveles de fosforilaciéon de STAT-3 inducida por IL-6, empleando
el kit Bio-Plex Pro Cell Signaling Assays (Bio-Rad, Num. Cat. 171-304006M) y la linea
celular Hep3B. Brevemente, las muestras séricas se pre-incubaron con 25 pl de rhIL-6 (50
ng/ml) en medio DMEM, como control positivo del sistema se utilizé la citocina con el
anticuerpo monoclonal anti-IL-6 (2 ug/ml), el control negativo del sistema fue cada una de
las condiciones anteriores sin rhIL.-6 (volumen que fue sustituido por DMEM). Asi mismo,
se incluyé la condicién sin estimulo y sin muestra sérica (50 ul de DMEM por vial). Se
resuspendieron un total de 1x10° células Hep3B en 50 ul de cada una de las soluciones
pre-incubadas anteriormente y se incubaron durante 30 min a TA. Después de la incubacion,
las células se lavaron por centrifugacion (6000g por 4min) con 1 ml de solucién de lavado de
células, seguido del paso de lisis usando 250 pl de solucién de lisis PMFES 500 nM (Sigma®,
Cat. No. P7620); posteriormente, se centrifugéd a 15 000 g durante 10 min, se recolectaron
los lisados y se ajustd la concentraciéon de proteina a 150 pg/ml, usando el DC-protein
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assay Kit II (Bio-Rad,Cat. Nu. 500-112). Finalmente, los niveles de STAT-3 fosforilados se
analizaron utilizando el kit Bio-Plex Pro Cell Signaling Assays, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, empleando una placa de filtracién de 96 pozos, los lisados
celulares y los controles se incubaron con el anticuerpo de captura acoplado a microesferas,
durante 18 horas a TA agitando a 450 rpm en un agitador de placas horizontal; después se
realizaron tres lavados, se incubaron con el anticuerpo de deteccion (anticuerpo anti-STAT-3
biotinilado) durante 30 min; después de lavar los pozos, se afiadi6 estreptavidina acoplada
a PE y se incub¢6 durante 10 min. Finalmente, se realizaron tres lavados y a las microesferas
se les afladi6 100 pl de la solucién de resuspension del kit. La fosforilacion de STAT-3 se
midié con un analizador Luminex (Bio-Plex, Bio-Rad Laboratories), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante utilizando el software Bio-Plex Manager 6.1.

Identificacion de epitopos de IL-6 mediante microarreglos de péptidos

Para la determinacion de epitopos reconocidos por autoanticuerpos anti-IL-6 detectados,
se emplearon microarreglos de péptidos sobrelapados en microchips, este servicio fue
solicitado a la compania alemana “PEPperPRINT”. El analisis 7 silico se realiz6 utilizando el
programa de alineamiento Bioedit ® y MEGA 6.0, para ubicar la secuencia de aminoacidos
que constituyen al determinante antigénico encontrado en la secuencia de la citocina. Asi
mismo, para el analisis de modelaje molecular e interaccion, se utiliz6 el programa PyMOL®
y la base de datos del PDB (https://swissmodel.expasv.org/).

Resultados y discusion

Figura 1. Deteccidon de autoanticuerpos anti-IL-6 en muestras séricas. Se grafican los valores promedio
de intensidad de fluorescencia (MFI) de los sistemas IL-6 y BSA (control del ensayo), indicando los
niveles de autoanticuerpos contra IL-6 determinados en pacientes con enfermedades infecciosas (ID),
enfermedades autoinmunes (AID) e individuos clinicamente sanos (ICS).
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Los resultados del analisis para la identificaciéon de las muestras séricas positivas a la
presencia de autoanticuerpos contra citocinas mediante el ensayo Luminex, mostraron que
24 de 72 (33%) sueros del grupo de pacientes resultaron positivos a autoanticuerpos contra
IL-6, considerando que presentaron valores promedios de intensidad de fluorescencia
(MFI)=6400; mientras que en ninguna de las muestras séricas del grupo de ICS se detectaron
estos autoanticuerpos. En la Figura 1 se presentan los resultados de este analisis, donde se
pueden observar que de los 24 sueros de pacientes positivos a la presencia de autoanticuerpos
anti-1L-6, nueve provenian de pacientes con ID (n=39) y 15 de pacientes con AID (n=33).

Por otra parte, la determinacion de los niveles de fosforilacion de STAT-3 se cuantificaron
empleando la linea celular Hep3B estimulada con la citocina rh-IL-6, en presencia o
ausencia de la muestra sérica, dicho analisis se realizé en siete muestras de pacientes con
ID y nueve de pacientes con ID, asi como siete muestras de ICS. Se realiz6 el calculo de los
valores de porcentaje de inhibicién para cada muestra sérica, considerando como el 100 %
de fosforilacion de STAT-3 el valor promedio de MFI obtenido en las células estimuladas
con la citocina en ausencia del autoanticuerpo. Los resultados de este ensayo se presentan
en la Figura 2, en donde se pueden observar dos patrones interesantes de respuesta por
las muestras séricas de pacientes; el primer patrén fue altos porcentajes de inhibicién, en
pacientes con 1D, reflejando la disminucion de la fosforilacion de STAT-3 inducida por I1.-6
y sugiriendo una inhibicién de la actividad bioldgica de la citocina por los autoanticuerpos
contra IL.-6, mientras que en el segundo patrén se observé un efecto de exacerbacion de
dicha actividad biolégica al presentar porcentajes de inhibicion negativos en las muestras de
pacientes con AID. Por otra parte, ninguna de las muestras séricas de ICS presentd un efecto
de neutralizacion o exacerbacion de la funcion de 11L-6.

La I1.-6 tiene gran importancia en la inmunocompetencia a través de su papel en la defensa
contrainfecciones virales, parasitarias, fingicas y bacterianas (Kaur ez4/., 2020; Rose-John ezal.,
2017). En estudios previos, se ha confirmado la presencia de autoanticuerpos neutralizantes
anti-IL-6 en pacientes humanos con abscesos subcutaneos y celulitis estafilococal recurrente,
as{ como en pacientes que presentaron infecciones por Staphylococcus anrens, Staphylococcus
intermedins y Escherichia coli. Nanki ef al., 2013; Puel ez al., 2008). Por lo tanto, en el presente
trabajo la detecciéon de autoanticuerpos contra 11.-6 detectados en muestras séricas de
pacientes con ID y que a su vez presentaron un efecto neutralizante en la actividad de 1L.-6
podria confirmar que dichos autoanticuerpos inhiben la funcién biolégica de la citocina
ocasionando un incremento en la susceptibilidad a infecciones.
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Por otra parte, estudios previos reportan que la expresion de I1.-6 en pacientes con esclerosis
multiple complica las manifestaciones clinicas promoviendo la generacién de células Th17
patogénicas en 6rganos linfoides periféricos (Petkovi¢ & Castellano, 2016; Samoilova ef al.,
1998). También se han reportado altas concentraciones de I11.-6 en sueros de pacientes con
mayor duracion de la esclerosis maltiple y se ha documentado un incremento en la expresion
de IL-6 en monocitos de pacientes con esta enfermedad (Stampanoni Bassi ez a/., 2020).

Figura 2. Andlisis del grado de inhibicién por autoanticuerpos anti-IL-6 sobre la fosforilacién de
STAT-3 inducida por IL-6. Valores de los porcentajes de inhibicion determinados en células Hep3B
estimuladas con rhiL-6 pre-incubada con muestras de pacientes con enfermedades infecciosas (ID), con
enfermedades autoinmunes (AID) e individuos clinicamente sanos (ICS).

Asi mismo, es importante mencionar que la sefalizacion de IL-6 se presenta por dos vias, la
clasica yla trans; la sefializacion clasica se da cuando la citocina reconoce al receptor unido a la
membrana celular, mientras que la sefializacion trans requiere que la citocina se une a la forma
soluble del receptor (sIL.-6Ra) (Rose-John ¢z al., 2017). Estudios recientes han demostrado
que la respuesta antiinflamatoria y regenerativa de la citocina son mediadas por la sefializacion
clasica mientras que la sefializacion trans esta involucrada en la respuesta proinflamatoria
(Greenhill e al., 2011; Nowell ez al., 2003; Rose-John, 2012). Por consiguiente, el efecto de
exacerbacion de la fosforilacion de STAT-3 observado en las muestras de pacientes con AID,
permite especular que los autoanticuerpos contra las IL-6 detectados en el presente trabajo
podrian estar inhibiendo la interaccion entre I1.-6Ra y gp130 de la sefializacion clasica y una
activacion de la sefializacion trans, favoreciéndose la funcion inflamatoria en los pacientes
hasta el punto de producir el cuadro de inflamacién que presentaban.
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Figura 3. Mapeo de epitopes sintetizados a partir de microarreglos peptidicos. Se presentan las
intensidades de fluorescencia detectadas en los diferentes microarreglos de péptidos de dos muestras
séricas. Panel A: Muestra RW120963. Panel B: Muestra JS210509.

Por otra parte, el mapeo de los epitopos reconocidos por los autoanticuerpos anti-1L-6 se
llevé a cabo en dos muestras séricas (JS210509 y RW120963), positivas a la presencia de
estos autoanticuerpos, empleando microarreglos de péptidos sobrelapados que cubrian la
secuencia completade IL-6 humana. Los resultados del escaneo mostraron varias interacciones
débiles entre los autoanticuerpos presentes en las muestras y la secuencia lineal de la IL-6,
reflejandose en zonas poco definidas con sefales de intensidad baja hacia diferentes arreglos
de péptidos individuales de la secuencia analizada (Figura 3). Sin embargo, en un estudio
previo en el laboratorio, se realizo el escaneo de una muestra positiva a autoanticuerpos anti-
IL-6 y se observo una reaccion hacia dos péptidos distintivos, el primero "EALAENNLN®
con una elevada sefial de intensidad, mientras que con el segundo ""RQPLTS™ la sefial fue
de menor intensidad. La integraciéon de estos resultados con los obtenidos en el presente
proyecto permiti6 definir dos secuencias de aminoacidos como posibles epitopes reconocidos
por autoanticuerpos anti-IL-6: ""RQPLTS* (Epitopel) y "EALAENNLN® (Epitope2).
Adicionalmente, se construy6 el modelaje molecular entre la estructura de la IL-6, el IL-6Ra
y de gp130, para explicar la posible interaccién de los epitopes de IL-6 reconocidos por el
autoanticuerpo anti-IL-6 y el efecto en la via de sefializacion de esta citocina, empleando la
herramienta SWISS-MODEL para la elaboracién de la proyeccion 3D y el programa PyMOL
para identificar las interacciones. En la Figura 4, se muestra la imagen de la estructura 3D
de la interaccién entre IL-6 (estructura azul), IL.-6Ra (estructura gris) y gp130 (estructura
amarilla). Asi mismo, en color rojo se muestra la secuencia de Epitope2, la cual presenta
interaccién con la subunidad beta del receptor de IL-6, también se puede observar que
la secuencia de Epitopel (secuencia morada) esta ubicada en el extremo N-terminal, sin
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embargo, no se observé interaccion con las secuencias de las subunidades del receptor.
La secuencia del Epitope 2 identificado ("EALAENNLN®) interacciona con una region
de la subunidad gp130 del receptor de IL-6, siendo este complejo el primer evento en la
activacion de la via de sefalizaciéon de IL-6, por lo que el reconocimiento de este epitope
por los autoanticuerpos anti-IL.-6 pudieran estar afectando la unién de esta citocina con su
receptor (IL-6R), especificamente con la subunidad gp130; afectando la actividad biologica
de IL-6 y su via de sefializacion.

Figura 4. Modelaje molecular entre la estructura de la IL-6, el IL-6Ra y de gp130. Se muestra la
interaccion entre la IL-6 (estructura azul), IL-6Ra (estructura gris) y gp 130 (estructura amarilla) generada
con el programa PyMOL. Los epitopos reconocidos por autoanticuerpos anti-IL-6 se representan en
diferente color: Epitopo1 (secuencia morada), Epitopo2 (secuencia roja)

Conclusiones

Los autoanticuerpos contra IL.-6 detectados en muestras séricas humanas presentaron dos
patrones interesantes de respuesta en la fosforilacion del factor de transcripcion STAT-3, el
primero fue la disminucién de la fosforilacion de STAT-3 en muestras de pacientes con 1D,
indicando una funcién de inhibicién de la actividad biolégica de la IL-6 e incrementando la
susceptibilidad a infecciones. El segundo patrén identificado fue un efecto de exacerbacion
de la fosforilaciéon de STAT-3 mediada por 1L.-6, en pacientes con AID, lo que sugiere una
inhibicion de la sefializacion clasica y una activacion de la sefializacion trans de esta citocina
tavoreciendo el cuadro de inflamacion.

Se identificaron los epitopos principales reconocidos por autoanticuerpos anti-IL-6, donde la
interaccion de los autoanticuerpos con el epitopo sugiere una posible inhibicién de la unién
de la citocina con su receptor causando un efecto neutralizante de estos autoanticuerpos
sobre la actividad biolégica de la citocina.
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Resumen

Esta investigacion utiliza un RALLFA, el cual tiene en su interior con MSR, para el
tratamiento de un EOPUF rico en SO, y bajas concentraciones de Pb, Zn, Cu y Fe. Los
MSR llevan a cabo la transformacién de los componentes solubles a insolubles. Esto se
logra mediante la asimilacién de la materia organica y los nutrientes disueltos en fase
acuosa (carbono, nitrégeno y féstoro) para su propio desarrollo, empleando como
aceptores de electrones a los SO,* que, al transformarse en S*, logran precipitar a los
cationes presentes como SM**. El objetivo de la investigacion es realizar una revisién
bibliografica de las metodologias utilizadas para la identificacién de los MSR presentes
en un RALLFA, que participan en la transformacién de los SO, provocando la
precipitacion de los sulfuros metalicos. Los resultados obtenidos proporcionan
informacion crucial para el desarrollo y la optimizaciéon de los sistemas de tratamiento
anaerobio.

Palabras clave: Reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente
(RALLFA), microorganismos sulfato-reductores (MSR), efluente de la operacion unitaria
de flotacién (EOPUF).
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Antecedentes

La planta minera cooperante en este proyecto de investigacion se encuentra al suroeste del
Estado de México en el municipio de Zacazonapan. Lleva en operacion desde 1994. Es una
planta donde se producen concentrados ricos en zinc, plomo y cobre a partir de un yacimiento
vulcano-sedimentario de sulfuros (Gonzalez-Sandoval, 2010). El mineral extraido se somete
a diversos procesos de concentracion tanto pirometalurgicos como hidrometalurgicos en las
tundiciones y refinerfas. El proceso de concentracion que se emplea en la mina de estudio es
el de flotacion, el cual esta acompafiado de otras cinco etapas que son: Trituracion, molienda,
clasificacion, espesamiento y filtracién. En la dltima etapa se obtiene el concentrado con un
contenido de humedad del 8%. Los sulfuros metalicos mas significativos son de galena
(PbS), esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS) y pitita (FeS,) (Pacheco-Gutiérrez, 2000).

La flotacién es una técnica de separacion por gravedad y se lleva a cabo por la diferencia
de densidad entre la fase continua y la dispersa. Al adicionar un gas o aire en el efluente se
promueve la formacién de aglomerados, que se basan en distribuir las especies ionicas de
metal en las aguas residuales hidréfobas mediante el uso de agentes tensoactivos y la posterior
eliminacién de estas especies hidréfobas por burbujas de aire. Los xantatos son los colectores
mas usados en la operacién unitaria de flotacién de minerales y éxidos (por ejemplo: Oxido
de cobre, plomo y zinc metalicos). El xantato etilico remueve eficientemente por arriba
del 87% del metal contenido en soluciéon (Mora et al., 2018). En el proceso de flotacion
trecuentemente el agua se recicla en circuito cerrado. Este procedimiento gradualmente da
lugar a perturbaciones en los resultados metalirgicos debido a la acumulacién de reactivos
residuales, cambios en la cantidad de sales disueltas (principalmente sulfatos) y aumento en
la cantidad de los llamados lodos (Coetzer et al.,, 2003). En algunas investigaciones como
la de Sandenbergh y Wei (2007) y Shengo et al. (2014), se reporta que las aguas residuales
reutilizadas varias veces no presentan efectos adversos en la flotacién. Sin embargo, la
situacion podria ser diferente si se considera el uso de agua residual no tratada durante el
proceso de flotacién de minerales como el plomo y zinc, pues en este caso, el reciclaje del
agua provoca la disminucion en la concentracion del plomo obteniéndose solamente 62% en
comparacion con el obtenido cuando se utiliza agua dulce, que es por arriba del 87% (Rao y
Finch, 1989). Por otro lado, la concentracion del zinc se ha visto afectada, aunque en menor
medida, por la variacién en la calidad del agua (Liu et al., 2013). En este ultimo estudio se
not6é una mayor recuperacion del zinc en el concentrado que de plomo, lo que muestra
explicitamente la pérdida de selectividad que surge también debido al agua residual sin
tratamiento utilizada en la operacién unitaria de flotacion. Por lo anterior, las fluctuaciones
de la calidad del agua si influyen en el rendimiento de la flotacion, pero en un grado diferente
dependiendo del tipo de mineral tratado y el conjunto de reactivos (colectores) utilizados
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(Liu et al., 2013; Lutandula y Mwana, 2014).

El agua residual proveniente de la operacioén unitaria de flotacién de la industria minera
generalmente contiene iones metalicos disueltos y acido sulfurico (Johnson y Hallberg,
2003). Aunque esta corriente de desechos acidos son un problema ambiental importante,
los metales valiosos que contienen pueden recuperarse mediante la reducciéon de los
sulfatos a sulfuros gracias a los microorganismos sulfato-reductores (MSR), seguido de la
precipitacion de sulfuros metalicos en un bio-reactor (Huisman et al., 20006). Este sistema
puede inocularse con un cultivo bacteriano mixto proveniente de diversas fuentes, como
lodos de aguas residuales, humedales y sedimentos contaminados con metales pesados o
especies de MSR enriquecidos, manteniendo un ambiente biolégicamente activo en funcién
de los flujos de entrada y de salida, el cual puede ser un proceso aerobio o anaerobio (Hwang
y Jho, 2018). Los bio-reactores anaerobios han sido aplicados con éxito a escala industrial
para el tratamiento de drenajes acidos de minas (DAM) utilizando MSR. Ademas, han sido
patentados como el BioSulphide ®, producido por BioteQQ Environmental Technologies
Inc., Canadd y Thiopaq ®, por Paques, Paises Bajos (Ayangbenro et al., 2018).

La eleccién de un método de tratamiento del agua residual de la operaciéon unitaria de
flotacion es una decision que debe estar justificada con estudios ad hoc, porque esto afecta
los parametros clave de la flotacion y, por lo tanto, las especificaciones metaltrgicas finales
del metal concentrado (Liu et al., 2013).

Obijetivo general

Determinar algunas de las especies de MSR presentes en un reactor tipo RALLFA a escala
de laboratorio dosificado con efluentes acidos que provienen de la operacién unitaria de
flotaciéon de una mina cooperante que, conteniendo bajas concentraciones de Pb, Zn, Cu
y Fe, hace que los microorganismos que proliferan sean metalotolerantes.

Obijetivos particulares

* Revisar en la literatura cuales son las principales especies de MSR, responsables de la
precipitacion de metales como el Pb, Zn, Cu y Fe en un sistema anaerobio

e Evaluar algunas de las metodologias tradicionales utilizadas para la identificacién de los
MSR en un sistema anaerobio.
Parte experimental

Agua de flotacion (EOPUF). Este tesiduo industrial del proceso de flotacion de una
mina cooperante, ubicada en el municipio de Zacazonapan, Estado de México, México,
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es transportada en contenedores de 19 L de capacidad, desde la mina al Laboratorio 301
del Edificio E-3 de la Facultad de Quimica, sin refrigeracién. Una vez en el laboratorio se
mantiene a 4°C en un cuarto frio (Poblete-Mier, 2015). Posee propiedades fisicoquimicas que
la convierten en un agente muy contaminante para el ambiente. En la Tabla 1 se presentan
las caracteristicas del influente.

Tabla 1. Datos de caracterizacion del agua proveniente de la operacién unitaria de flotacion (EOPUF)
(Rojas-Torreblanca, 2023)

Parametro EOPUF Parametro EOPUF
pH 2.98+0.38 Fe [mg/L] 0.150+0.006
DQO [mg/L] 161+19 Zn [mg/L] 0.668+0.009
Sulfatos [mg/L] 937+159 Cu [mg/L] 0.129+0.004
Nitratos [mg/L] 8182+340 Pb [mg/L] 0.131+0.012
Sulfuros [mg/L] 4.19+1.31 ST [mg/L] 6750+367
Fosfatos [mg/L] 202+40 SVT [mg/L] 1140+155
COT [mg/L] 13.79+2.7 Relacion DQO:SO > 0.17

DQO: Demanda quimica de oxigeno; COT: Carbono orgdnico total; ST: Sélidos totales; SVT: Sélidos
volatiles totales

Reactor tipo RALLFA. El reactor empleado esta construido de vidrio, con un volumen
del sistema de 2.2 L y un volumen de trabajo de 1.9 L, tiene un diametro externo de 120 mm
y una altura de 300 mm. En la parte superior tiene un separador de fases liquido-sélido-gas
(campana), el cual contribuye con la retencién de los sélidos en el reactor, a la salida del
efluente liquido y a la salida del biogas por arriba. Tiene forma de embudo invertido. Los
lodos de inoculaciéon provienen de un RALLFA que trata agua residual de la destilacion
de alcohol a partir de mieles incristalizables de cafia de azucar, conocidas como vinazas
(Poblete-Mier, 2015) y constituido de una zona de reacciéon en la parte inferior con una alta
concentracion de lodos de alta sedimentaciéon. Cuenta con recirculacion interna de agua
caliente para mantener la temperatura de operacién de 28 a 30°C. Para evitar pérdidas de
calor en los RALLFA, esta enchaquetado con fibra de vidrio y recubierto con aluminio. La
alimentacion del reactor se realizé diariamente con una solucion de 149 ml de la operacion
unitaria del proceso de flotaciéon, 1 mL de acido lactico y 0.2 g de bicarbonato de sodio
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(Rojas-Torreblanca, 2023), la mezcla se calienta a 28°C y se dosifica en forma de lotes
usando una bomba peristaltica marca ISMATEC, modelo ISM847B debido a que el flujo
volumétrico es muy bajo, dadas las dimensiones del biorreactor de laboratorio y el tiempo de
residencia hidraulica con el que opera que es de 12.6 dias (Quiahua-Salvador, 2023).

El trabajo experimental que se llevé a cabo para alcanzar el objetivo propuesto se realizo
siguiendo el diagrama experimental de la Figura 1. Cada uno de los procedimientos descritos
se llevaron a cabo dentro de una camara #830-SERIES Compact Glove Boxes (Domestic
& Export models) Marca: PLAS LABS, INC. Con atmésfera de N, para mantener las
condiciones anaerobias.

Figura 1. Procedimiento experimental
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Resultados y discusion

Etapa 1: Durante la etapa de incubacion en medio de cultivo general (Figura 2), se llevo
a cabo la seleccion de la diluciéon que permiti6 la identificacion fenotipica individual de los
microorganismos. La dilucién 102 resulté ser la adecuada, ya que su visualizacion fue clara
de las estructuras morfolégicas de los microorganismos con sus caracteristicas distintivas,
sin agrupamientos y con una cantidad 6ptima de microorganismos desarrollados (Figura 4)
y se diferencia de la Figura 3 en donde se presentan aglomeracion y bacterias unas encima de
otras, mientras que para la dilucién 107 (Figura 5) y las diluciones postetiores el desarrollo
va de insuficiente a casi nulo.

El medio de cultivo general permite el desarrollo de una gran variedad de microorganismos
y, de esta manera, crecieron y proliferaron distintas especies de microorganismos y, dentro
de ellos, los MSR. Las caracteristicas morfologicas observadas presentan las propiedades
descritas por Madigan et al. (2015): Bacilos cortos y gruesos, Gram positivos, bacilos largos
y delgados Gram negativos y bacterias gemantes Gram positivos.

Etapa 2: Se realiz6 la siembra de los lodos a la dilucion seleccionada en el medio especifico
para microorganismos sulfato-reductores, con el fin de aislarlas de las bacterias metanogénicas
que pudieran estar presentes en los lodos del reactor. Durante 30 dias, se verificé la presencia
y proliferacién exitosa de los microorganismos de interés. Entre el dia doce y el dia 15
fue cuando se pudo observar un notable incremento en la carga bacteriana, y para el dia
30, la concentracién y diversidad de microorganismos en el medio de cultivo alcanzaron
su punto maximo.

Con tinciéon de Gram y observacion al microscopio se describen los tipos de morfologia
exhibidas por los microorganismos: Se pudieron distinguir una variedad de bacilos con
caracteristicas diversas, presentando variaciones en su grosor y tamafio, los bacilos gruesos
eran los que predominaban en cantidad y los que en su mayoria formaban agrupaciones como
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diplobacilos y estreptobacilos, también empalizados o conglomerados. Estas caracteristicas
coinciden con la descripciéon hecha por Gaylarde y Cook (1990).

Etapa 3: Cuantificacion de las BSR por medio del método del NMP (Tabla 2). Después
de incubar por 30 dias se observaron los cambios macroscépicos que se formaron en los
tubos de cultivo e identificaron como tubos positivos aquellos que presentan un precipitado
de color negro, debido a la formacion de FeS,. Con el nimero de tubos de las pruebas
confirmativas que hayan dado reacciones positivas, se calcula el numero mas probable de
microorganismos, refiriéndose a las tablas estadisticas del NMP (DOF, 2015).

Tabla 2. Como resultado se obtiene la cantidad de BSR a 30°C

Microorganismos sulfato-reductores 30°C
NMP para la combinacién (3,1,2) 120 NMP/100 mL
BSR 120000000 bacterias/100 mL

Etapa 4: Aislamiento e identificacion de las BSR: Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfobulbus,
Desulfobacter,

Desulfobacterium y Desulfococens que han sido las mas estudiadas (Figura 6). Con la dilucion
previamente seleccionada y asegurando la ausencia de contaminacién y la uniformidad de
las colonias en los medios de cultivo en las placas de Petri, se procedié al conteo de colonias
de las placas triplicadas por cada dia y para cada medio, asegurandose de que el numero
de colonias contadas estuviera entre 30 y 300 (Tabla 3). Para los géneros Desulfobacter y
Desulfobacterium no se alcanza la fase estacionaria dentro del periodo de incubacién de 30
dias, mientras que para los géneros Desulfotomaculun, Desulfobulbus, Desulfococcus y Desulfovibrio,
se alcanza la fase estacionaria desde la primera semana, sefialado también por Navarro et al.
(2010). Correlacionando, el género Desulfobulbus se ve implicado en la precipitaciéon del metal
Zn, segun el estudio del RALLFA realizado por Rojas-Torreblancas (2023). Analizando el
efluente liquido, el promedio porcentual de remocién de Zn, Fe, Cu y Pb, fue del 86, 65, 57
y 53%, respectivamente, siendo el Zn el metal con la mayor remocion alcanzada de entre los
metales de estudio en el proyecto de investigacion (Figura 7).

Tabla 3. Cinética de proliferacién de las BSR en un periodo de incubacién de 30 dias
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Bacteria Numero de generaciones Tiempo de generacion Maxima concentracion
G (h) alcanzada (UFC/mL)
Desulfotomaculum 5.29 18 4.82E+07
Desulfobulbus 12.77 6 2.86E+08
Desulfobacter 5.64 13 7.54E+07
Desulfobacterium 7.22 63 2.56E+07
Desulfococcus 1.12 21 2.92E+07
Desulfovibrio 124 39 2.61E+07
Conclusiones

La inoculacién de la dilucién 102 obtenida en medio de cultivo especifico permite el
desarrollodelasMSR enunperiodode 30dias. Lacuantificacionmediantelatécnicadel NMP
al emplear medios de cultivo especificos a 30°C result6 en 120000000 bactetias/100 mlL..

La cinética de crecimiento de las bacterias en estudio muestra su fase exponencial en los
primeros 5 dias destacando que, para los géneros Desulfobacter y Desulfobacterinm, no se
consigue la fase estacionaria en los 30 dfas de incubacién mientras que para los géneros
Desulfotomaculum, Desulfobulbus, Desulfococcus y Desulfovibrio si se logra desde la primera
semana.

La identificaciéon de los microorganismos mediante técnicas genotipicas como la
secuenciacion de genes o métodos basados en protedmica permitirian una mejor
caracterizacion microbiana y con ello se podria explicar mejor la cinética de degradacion
en el reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente, RALLFA, utilizado.
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ANALISIS DEL INDICE DE VEGETACION DE
DIFERENCIA NORMALIZADA (NDVI) Y DEL
INDICE DE AGUA DE DIFERENCIA NORMALIZADA
(NDWI) EN LA REGION DEL RiO ATOYAC DE
LLA CUENCA DEL ALTO BALSAS COMO PARTE
DEL ANALISIS DE IMPACTO AMBIENTAL
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Resumen

El rio Atoyac, situado en los estados de Puebla y Tlaxcala, pertenece a la region hidrologica
del Alto Balsas. El rio ha sufrido un notable deterioro de sus recursos hidricos por el
desarrollo de actividades antropogénicas como la urbanizacién, la industrializacion y la
agricultura. Como una de las etapas del estudio del impacto ambiental, se procesaron
imagenes satelitales obteniendo mapas de los indices de vegetacion de diferencia
normalizada (INDI/I, por sus siglas en inglés) y el indice de agua de Diferencia
Normalizada (NDWI, por sus siglas en inglés). Estos indices proporcionan una vision
completa y diferenciada de las caracteristicas y condiciones de tres regiones en el rio
Atoyac, permitiendo una comprension mas detallada de la distribucién de la vegetacion y
el agua en este entorno fluvial. Estos resultados son de gran importancia para la gestion
y conservacion de los recursos naturales en la zona, asi como para la toma de
decisiones informadas en proyectos ambientales y de desarrollo sostenible.

Palabras clave: Rio Atoyac, contaminacioén, impacto ambiental, cuenca, teledeteccion.
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Obijetivo general

Evaluar parte del impacto ambiental de las actividades humanas desde la perspectiva de
la teledeteccion y Sistemas de Informacion Geogrifica, permitiendo la toma de decisiones en
politicas ambientales y la planificacién del estudio, asi como el uso del agua en la region.

Obijetivos particulares

Generar mapas tipo NDI”Ty NDIWTusando imagenes satelitales determinando la distribucién
de parametros como la salud de la vegetacion y diferenciando la composicion del agua
de la zona de interés.

Antecedentes

Marco teodrico
Teledeteccion

La teledeteccion estudia la interaccion de la radiacion electromagnética con las particulas
de una superficie o fenémeno de interés mediante algin dispositivo (sensor) que recibe
informacion de diferentes regiones del espectro electromagnético conocidas como bandas.
Este sensor se monta sobre una plataforma que es un vehiculo en movimiento (avion,
satélite, dron) que se encuentra a cierta distancia del area de estudio.

L andsat 8

El Landsat 8 es un satélite que fue lanzado el 11 de febrero de 2013 cuyo sensor OLI-TIRS
es capaz de captar las longitudes de onda que se muestran en la Tabla 1.

Firma espectral

Lo que justifica el uso de la teledeteccion en la caracterizacion de superficies es el hecho de
que la radiacion electromagnética al contactar con las moléculas de un cuerpo crea patrones
de emisién, absorcién y transmisién para cada material. Estos patrones espectrales son
unicos y absolutos para cada material y es lo que se conoce como firma espectral. Estas
firmas se pueden expresar en perfiles donde en el eje de las abscisas se coloca la longitud de
onda y en el de las ordenadas el valor de la reflectancia. También se puede visualizar como
un vector de posicion en el espacio de color.
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Tabla SEQ Tabla \* ARABIC 1. Intervalos de longitudes de onda del Landsat 8
(obtenida de la pdgina-elibre de la NASA)

Imagen “raster”

Una imagen conocida como “raster” es un modelo de datos basado en celdas; cada celda
contiene un valor en una matriz de filas y columnas. Es una representaciéon pictorica
bidimensional genérica. Los “rasteres” tipicos incluyen datos tematicos, de categortias,
multidimensionales y de elevacién. Es cualquier tipo de imagen digital representada en mallas
(‘pxels’). Divide el espacio en celdas regulares donde cada una de ellas representa un tnico
valor. Este valor define la condicién o atributo de la superficie terrestre en ese momento por
medio de un valor digital ND (namero digital) que corresponde a la reflectividad recogida
por el sensor.

Imagen vectorial

Unaimagen vectorial en sistemas de informacién geografica (SIG) es un tipo de representacion
grafica que utiliza elementos geométricos, como puntos, lineas y poligonos, para describir
caracteristicas geograficas y atributos asociados a ellas. A diferencia de las imagenes rdster,
que se basan en una matriz de celdas o pixeles, las imagenes vectoriales se componen de
objetos geométricos precisos y sus relaciones espaciales.

Composicion a color

Lasimagenes se pueden grabar de modo multibanda o multiespectral, es decir, almismo tiempo
en diferentes regiones del espectro electromagnético. La informacién de estas imagenes se
puede analizar por cada banda en una escala de grises o bien seleccionar la informacion de
tres bandas y desplegarlas correspondientemente en tres cafiones del sistema RGB (del inglés
Red, Green, Blue) de forma simultanea. El sistema RGB hace una sintesis o composicion a
color de acuerdo con la intensidad de cada uno de los colores primarios aditivos.
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Cociente de bandas

El cociente de bandas es una técnica que busca revelar un mayor contraste espectral y asi
mejorar el analisis visual. Para lograrlo, se dividen los valores de brillantez (ND) de la banda
de mayor reflectancia entre los (ND) de la banda de mayor absorbancia, provocando que los
valores altos resalten y los valores bajos se atenten. De este modo, en una imagen de cocientes
de banda los pixeles mas brillantes estan vinculados al material o parametro de interés.

NDVT

Rouse y colaboradores (1973) definen el indice de vegetacion de diferencia normalizada
(NDV1, por sus siglas en inglés) como un indice que se utiliza para evaluar la salud y la
densidad de la vegetacion en un area determinada. Se basa en la diferencia normalizada entre
la reflectancia de la luz en el infrarrojo cercano (INIR, por sus siglas en inglés) y la reflectancia
de la luz en la region del rojo (R) del espectro electromagnético. La férmula del NDIT es la
siguiente:

NDVI = (NIR - R) / (NIR + R)

donde NIK representa la reflectancia en el infrarrojo cercano y K representa la reflectancia
en la region del rojo. El valor del NDI/T puede variar entre -1 y 1, donde los valores cercanos
a 1 indican una vegetacion sana y densa, mientras que valores cercanos a -1 pueden indicar
una falta de vegetacion o superficies no vegetales, como el agua o el suelo desnudo.

NDWT
Segun Gao (19906), el indice de agua de diferencia normalizada NDIWT esta disefiado

especificamente para detectar la presencia y distribucion de agua en la superficie terrestre.
Se basa en la diferencia normalizada entre la reflectancia en el infrarrojo cercano (INIK) y
la reflectancia en el verde (G) del espectro electromagnético. La féormula del NDIWT es la
siguiente:

NDWI = (NIR - G) / (NIR + G)
donde NIR representa la reflectancia en el infrarrojo cercano y G representa la reflectancia en
la region del verde. El valor del NDWI también varia entre -1y 1, donde los valores cercanos

a 1 indican una mayor presencia de agua, mientras que valores cercanos a -1 sugieren una
menor presencia de agua.

Qunantum GLS

Las imagenes se procesaron en QGiS, que es un SIG (Sistema de Informacién Geografica)
de cédigo libre que permite manejar formatos rdster, vectoriales y bases de datos. Se pueden
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visualizar, crear, editar, exportar y analizar datos espaciales; crear mapas interactivos e
imprimibles; ademas de adaptarse a necesidades especiales a través de la arquitectura de
interconexion -plugin- extensible.

Metadatos

Las imagenes y correspondientes bandas espectrales fueron obtenidas de la pagina del
Servicio Geolodgico de los Estados Unidos (USGS), con nubosidad del 6.22% del dia
17 de mayo de 2023.

Correccion atmosférica

Para corregir los efectos de dispersion atmosférica se utilizé el método relativo de sustraccion
por pixel oscuro. Es sabido que la zona de estudio contiene cuerpos de agua cuyo Numero
Digital deberia corresponder con cero. Al desplegar los histogramas de las bandas se observa
que esto no es asi por lo que a cada una se le rest6 el valor minimo correspondiente.

Procesamiento y resultados

Con el objetivo de caracterizar y ubicar el rio Atoyac se realizé una composicion de bandas
Landsat OLI-TIRS RGB (4, 3, 2) la cual arroj6 una imagen rdster aproximada a los colores
reales.

Para resaltar al rio Atoyac en el mapa, se vectorizé su geometria y se superpuso a la
composicion antes mencionada. Ademas, se anadié un inventario de industrias textiles que
se encuentran en los alrededores del rio para observar su relacion con los posibles efectos
contaminantes en este cuerpo de agua (Tabla 2).

Tabla 2. Mapa de composicién Landsat OLI-TIRS RGB (4, 3, 2) en la regién del rio Atoyac

Simbologia
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superficies cercanas al rio (Tabla 3).

Tabla 3. Mapa NDVI de la zona del rio Atoyac
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Para diferenciar la presencia de cuerpos de agua en la zona de interés se obtuvo un mapa

NDWT (Tabla 4) que se muestra en la pagina siguiente.

Discusion
El empleo de los indices de vegetacion de diferencia normalizada y el indice de agua de

diferencia normalizada (NDI'I y NDWI, por sus siglas en inglés) ha sido fundamental

para diferenciar y caracterizar tres regiones distintas en el rfo Atoyac, cada una con

@ caracteristicas unicas.

En la Area 1, los valores cercanos a 0.5 en el NDI/T sugieren la presencia de vegetacion
moderadamente sana, mientras que los valores negativos en el NDWI pueden indicar
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la existencia de humedales debido a las caracteristicas propias de esta zona. Esta area
corresponde a las zonas urbanas e industrias textiles mas cercanas al rio Atoyac.
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Tabla 4. Mapa NDWI de la zona del rio Atoyac
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Simbologia e interpretacion

En el Area 2, se ha observado una densa y saludable vegetaciéon con valores del NDI'T
cercanos a 1, lo que confirma la abundancia y vitalidad de la vegetacion en esta region.
Ademas, el NDWT ha permitido identificar una composicion diferente entre el perimetro
y la superficie central de este cuerpo de agua, lo cual sugiere posibles variaciones en la
concentracion de sustancias disueltas o en suspension en el agua y vegetacion en diferentes
partes de la zona. Por ello, se decidi6 diferenciar estas caracteristicas en tipos 1, 2y 3.

Finalmente, en el Area 3, los valores negativos de NDI/T y los valores de 0.5 en el NDW1I
seflalan una probable ausencia o degradacion significativa de la vegetacion, mientras que la
presencia de agua sigue siendo notable. Esto podria indicar areas con escasa o nula cobertura
vegetal, lo que podria deberse a factores tales como una contaminacién puntual u otras
influencias antropogénicas o de tipo natural que estén afectando esa area.
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Conclusiones

La vegetacion en el Atea 1 no es sana, aunque se encuentre con presencia de cuerpos de
agua. Se sugiere hacer un analisis temporal para determinar los cambios que ha sufrido
esta area. Esto pudiera ser debido, entre otros, al crecimiento de la mancha urbana y a la
presencia de las industrias textiles sefialadas y de otras fuentes de contaminacién (residuos
de “agroquimicos” como se conoce a los fertilizantes y plaguicidas) como las descargas
acuosas de las propias ciudades que vierten sus aguas residuales sin tratamiento o con un
tratamiento parcial.

Se tiene la hipotesis de que, al no estar en presencia de lo mencionado, el rfo Atoyac en esta
zona podria presentar una vegetacion sana o bien, analizar la posibilidad que estos cambios
estan sujetos a las condiciones de precipitacién o temporada del ano. Los resultados ponen
a la vista a la que se denominé Area 3 como la zona con un mayor estrés en la vegetacion y
con una composicion espectral que induce a una composiciéon quimica distinta a los cuerpos
de agua circundantes, lo que podria deberse a factores contaminantes de la zona.

Para futuros estudios en el rio Atoyac, se recomienda complementar el analisis mediante el
uso de otras técnicas avanzadas de teledeteccion para proporcionar una vision mas completa
y detallada de las condiciones ambientales en la zona.

Asimismo, se sugiere utilizar el software WEAP (Water Evaluation and Planning System),
software libre disefiado por el gobierno de Suecia, para realizar un analisis hidrolégico y
de gestion integral del agua en el Rio Atoyac. WEAP es una herramienta de modelado que
permite simular escenarios hidrologicos y evaluar el comportamiento del recurso hidrico
ante distintas variables, como el cambio climatico, la demanda de agua, la disponibilidad de
recursos, entre otros factores.

Con el uso de WEAP, se podria proyectar coémo las diferentes condiciones climaticas, la
urbanizacion, la agricultura y otros factores podrian afectar la disponibilidad y calidad del
agua en la cuenca del rio Atoyac. Asimismo, se podrian disefiar estrategias de gestion y
conservacion del agua que promuevan un uso sostenible y eficiente de este recurso vital.

En conjunto, la combinacién de técnicas de teledeteccion avanzadas y el analisis mediante
paqueterias de software como WEAP, abriran la puerta a un enfoque mas completo y
profundo en el estudio del rio Atoyac, proporcionando una base solida para la toma de
decisiones informadas en cuanto a la protecciéon y manejo adecuado de este importante
cuerpo de agua y sus ecosistemas circundantes no solamente por las autoridades sino por
las comunidades, los industriales, los agricultores, etc., esto es, todos los usuarios del agua.
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REGULACION OPTIMA DE TEMPERATURA
PARA RECINTOS DE VOLUMEN FINITO
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Resumen

Los sistemas de control de temperatura tienen diversas aplicaciones, que van desde
la refrigeracién hasta procesos de fundicién, siendo cruciales para garantizar la calidad
en la produccién. Aunque esencial, su uso implica un consumo significativo de energfa.
Este proyecto se enfoca en implementar un control 6ptimo para regular la temperatura
en un espacio de volumen finito. El objetivo es mejorar la eficiencia térmica sin
comprometer la calidad del resultado. El enfoque no solo busca optimizar el consumo
de energia, sino también asegurar la uniformidad y calidad de productos y procesos.
Esto se puede lograr manteniendo una estabilidad térmica en valores adecuados y una
gestion responsable de recursos. En general, el proyecto propone mejorar la eficiencia y
calidad en la regulacion de temperatura, contribuyendo a practicas industriales sostenibles y
eficaces.

Palabras clave: Control 6ptimo, indice de desempefio, temperatura, consumo de
energfa, recinto de volumen finito.

Antecedentes

En el estudio de (Braun-J. E. 1990), se busca utilizar la capacidad térmica en espacios
reducidos para reducir costos operativos mediante un control dinamico de la
temperatura, destacando la importancia de la optimizacién para ahorrar energia. En el
trabajo de Gandur Adarme-S. Y (2010), se enfoca en la necesidad de controlar eficazmente
los intercambiadores de calor y propone estrategias avanzadas de control especificas
para estos dispositivos,
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explorando modelos dinamicos y abordando las limitaciones para mejorar su operacion y
reducir oscilaciones. En el estudio de (Herrera Segura-E, 2021), se aborda el disefio de
sistemas de retroalimentacién en la teorfa de control y la estimaciéon del flujo de calor. Se
utilizan métodos de elementos finitos, controladores PID y regulacion lineal mediante
retroalimentacion de estados, centrandose en invernaderos sin medicién del flujo de calor.
Ademas, se introduce la idea de utilizar un observador como herramienta complementaria.
Por otro lado, en el trabajo de (Onyu-], et al., 2021), se propone la implementacién de un
método de disefio de filtro 6ptimo para controlar la Modulaciéon por Ancho de Pulso (VMI)
con el objetivo de reducir el ruido mecanico. Este método considera aspectos clave como
la eficiencia, el amortiguamiento y la mitigacién de errores, especialmente en la regulacion
de la potencia sonora en recintos. En este enfoque de control avanzado, tanto la eficiencia
como el amortiguamiento desempefian un papel fundamental para garantizar la robustez del
sistema. La presente investigacion busca identificar los parametros del modelo matematico
de un recinto de volumen finito para desarrollar una ley de control eficiente que regule
la temperatura y reduzca el consumo de energfa. Se revisaran investigaciones previas, se
evaluaran resultados y se estableceran suposiciones y objetivos especificos.

Objetivo

El proyecto se centra en regular la temperatura en espacios de volumen finito mediante
leyes de control evaluadas con un indice de desempefio continuo. Se identifica el modelo
matematico con Gauss-Newton para optimizar el consumo de energfa.

Construccion de la plataforma experimental

Se construyo una plataforma experimental en forma de cubo de MDF de 9 mm de grosor
utilizando corte laser, elegido por su aislamiento térmico y facilidad de manipulacién. La
plataforma tiene un area total de 96.4 cm? con aberturas para alojar un ventilador, un foco de
40 watts y un sensor de temperatura DS18B20. El foco genera calor para simular una fuente
térmica y se controla para crear un gradiente térmico. En lo que respecta a la generacion de
calor, se implement6 un conjunto de dispositivos de suma importancia para la medicion y
actuacion en el funcionamiento de la plataforma. Especificamente, en una de las caras de la
plataforma, se ha ubicado estratégicamente un sensor digital de temperatura DS18B20. Esta
ubicacion se ha seleccionado cuidadosamente, colocandolo en una posiciéon opuesta a la del
actuador térmico. E1 DS18B20, al ser un componente de alta precision, desempefia un rol
critico al proporcionar mediciones altamente fiables de la temperatura interna del recinto
experimental (Maxim 1. 2019). Esta informacion termométrica es de vital relevancia ya que
servira como base fundamental para elmonitoreo continuo yla retroalimentacion constante del

E—.: wct k

=

N

=2
o3Te

= (>

N

— ks
=

) e

¥




-——VWC’L ‘fx<

5

~

=2
oqTel

IS

n

L
X
7

_k

23 () E

1’#& A

‘_

<
£

d

€

N

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

sistema de control, asegurando asi un control preciso y eficiente del gradiente de temperatura
generado por la fuente de calor en el interior del recinto. Se ubico estratégicamente un sensor
DS18B20 en una cara opuesta al actuador térmico para obtener mediciones precisas de la
temperatura interna del recinto. Esto es esencial para el monitoreo y control del gradiente
de temperatura. Se utiliza un ventilador de 9 palas a 5 V en la cara opuesta al sensor para
introducir corriente de aire a temperatura ambiente y regular la temperatura interna segun las
necesidades del experimento. Se implementa un puente H, modelo L.298N, para controlar
la velocidad del ventilador y simultaineamente el foco, permitiendo un control preciso de
ambos actuadores. Inicialmente se conectan las tierras comunes tanto hacia el Arduino
como hacia la fuente de voltaje, asegurando as{ una referencia comun de tierra. Se garantiza
la corriente necesaria en el ventilador con el uso del puente H L298N, mismo que se conecta
entre la salida del Arduino y el ventilador. Se emplea el algoritmo Gauss-Newton para
identificar el modelo matematico del sistema. Este método iterativo se utiliza en ingenieria
de control y optimizacién numérica para la estimacion de los parametros del modelo que
se ajusten mejor a datos experimentales, reduciendo la discrepancia entre observaciones y
predicciones del modelo. El proceso iterativo del algoritmo de Gauss-Newton se inicia con
una estimacion inicial de los parametros del modelo, representados por el vector 6. A través
de iteraciones sucesivas, se ajustan los parametros para minimizar el error cuadratico entre
las observaciones experimentales y las predicciones del modelo , Esto se logra mediante la
actualizacion del vector de parametros en cada iteracion, como se muestra a continuacion:

6.,=6.-(373)13 rk (1)

Donde: 6, es el vector de parametros en la interaccion, es la matriz jacobiana del modelo
evaluado en 6, y 7, es el vector de residuos entre las observaciones y las predicciones del
modelo en la interaccién £ . Este algoritmo es clave en la identificacion de parametros de
modelos a partir de datos experimentales, esencial en la optimizacion y ajuste de sistemas de
control y modelizacion de sistemas dinamicos. Se basa en inicializar valores, calcular residuos
y el Jacobiano, actualizando parametros en cada iteracion hasta converger. En este estudio,
se ajustaron parametros de un modelo matematico de un aerogenerador con el algoritmo
de Gauss-Newton. Se compararon datos experimentales con predicciones del modelo
ajustado y se evaluo el ajuste mediante coeficiente de correlacion. Después del proceso de
identificacién y ajuste de parametros, el modelo matematico seleccionado demostré una alta
correlacion con los datos experimentales y un ajuste significativo a las respuestas del sistema,
alcanzando un valor de correlacion del 94.45 %. Mediante la aplicacion del algoritmo de
Gauss-Newton a los datos experimentales que representan la respuesta a una entrada de
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escalon, se procede a la estimacion del modelo matematico del sistema. Este modelo se
identifica como una funcién de transferencia de segundo orden que presenta polos sub
amortiguados en la siguiente configuracion:

(2)

Donde: K es el numerador de la funcién de transferencia (que indica que dicha funcién
no cuenta con ceros Tw, es la frecuencia natural no amortiguada, { es el coeficiente de
amortiguamiento y se representa la variable compleja s en el dominio de Laplace. Los
parametros identificados en el algoritmo de Gauss-Newton definidos como K = 2.9394,
Tew =95.067 y £ =0.3913.

Figura 1. Modelo de segundo orden Figura 2. Plataforma experimental

La representacion grafica (fig. 1) muestra un alto coeficiente de correlacion entre el modelo
identificado y los datos experimentales, lo que garantiza que el modelo refleja de manera
consistente el comportamiento de la plataforma experimental bajo leyes de control validadas
numéricamente. Se realizo una comparacion entre el controlador PID (Linear Quadratic
Regulator - LQR) y el control 6ptimo en el contexto de aplicaciones de control moderno,
utilizando el calculo variacional para determinar el control 6ptimo. Considerando un sistema
lineal invariante en el tiempo en su forma estandar en el espacio de estados.

X (t)=Ax()+Bu(1)
y()=Cx(t)+Du(t) 3)
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En donde x € R™2 es el vector de estado, es el vector de salidas u € R, es el vector de senales
de control, 4 € R?*?, B e R, Ce R y D € R se relacionan con la dindmica del sistema. Se
desea hallar el control u(t) que minimice el consumo de energia y que esté sujeto al indice de
desempefio:

“)

Donde Q>0 y R(0 son matrices de dimensiones adecuadas que penalizan la convergencia
del estado y el consumo de energfa, respectivamente y satisfacen una ecuacién algebraica
de Riccati (R.Bellman, 1966). Dada la ecuacién de Hamilton-Jacobi-Bellman, que se escribe
como:

5)
En donde es el integrando del indice de desempefio y se conoce como funcién de Bellman.
Ahora bien, se propone una funcién de Bellman con forma cuadratica como:

V, (em)=x" ()P (1) (6)
Al incorporar la derivada temporal de la ecuacién (6) en el contexto de la ecuacion (5) y
minimizarla en relaciéon con u(t), se logra el control 6ptimo que cumple con el indice de
desempeno (4). Esto satisface la ecuacion de Hamilton-Jacobi-Bellman para sistemas lineales
invariantes en el tiempo (LTI) con la forma (3).

u(t)=-R" B" Px(t)
()

Por otra parte, el control analégico esta en declive debido al predominio de métodos de
control digital. Sin embargo, el enfoque de control PID analégico ha demostrado ser
efectivo en sistemas industriales durante mas de medio siglo. El control PID digital utiliza
tres acciones: proporcional, integral y derivativa para ajustar la salida en funcién del error, la
integral del error y la derivada del error. A pesar del crecimiento de los sistemas digitales, el
enfoque PID analdgico sigue siendo relevante y efectivo en muchas aplicaciones industriales,
incluso en el control de multiples plantas con un solo dispositivo digital. La configuracion
del control PID en sistemas analégicos se define mediante un conjunto de parametros y
ecuaciones que regulan el comportamiento del proceso controlado

®)
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La ecuacion (3) que describe la funcion de transferencia en forma de pulso del controlador
PID digital suele ser referida como la representacion posicional del esquema de control PID
de la forma (Ogata-K, 1996):

)

Resultados y discusion

Para el analisis experimental, se realizé una tarea de regulaciéon en donde la temperatura
deseada T, =51 C° bajo las acciones de control (7) y (9). En donde Q=[925.1 0 0 47.42
], R = 0.2 y la matriz P =[13.1437 3.0742 3.0742 210.2774 | para el control LQR que
satisfacen a una ecuacion algebraica de Riccati y minimizan el indice de desempefio (4). Y
las ganancias de control PID resultan como: Kp=64.5, K, =284, y K=22.7, del proceso
de asignacion de polos. A continuacion, se presentan las graficas de temperatura y error de
ambos experimentos:

Figura 3. Temperatura medida, control LQR Figura 4. Senal de error, control LQR

Un ejemplo de estos experimentos se puede obsetvar en el video del siguiente enlace: https://
youtu.be/fj9UGhSuoY4

De manera similar, se presenta a continuacion un conjunto de indices de desempefio basados

en el error, mismos que permiten conocer en términos numéricos el rendimiento, consumo
de energia y eficiencia de las leyes de control implementadas.
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Figura 5. Temperatura medida, control PID Figura 6. Serial de error, control PID

Integral del valor absoluto del error (IAE): Un sistema cuyos parametros de control
son penalizados con este criterio presenta un desempeno 6ptimo, dado que el valor del
amortiguamiento esta comprometido con el consumo de energfa. Este criterio se implementa
tacilmente en sistemas de control de naturaleza discreta por medio de la siguiente expresion
sumatoria

11)

Tabla 1. Integral del valor absoluto del error

Controlador IAE
PID 3470.1348
LQOR 2839.8538

Integral del valor absoluto del error multiplicado por el tiempo (ITAE): Los sistemas
penalizados por este criterio muestran errores iniciales significativos en tareas de regulacioén
debido a una penalizacién moderada en la respuesta. Esto conduce a respuestas transitorias
con bajo sobre impulso y una amortiguaciéon adecuada. La evaluacion de este criterio en
sistemas se logra de manera sencilla mediante una operacion especifica.

(12)
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Tabla 2. Integral del valor absoluto del error multiplicado por el tiempo

Controlador ITAE
PID 407044.8797
LQR 239608.7398

Integral del error al cuadrado (ISE): Al minimizar este criterio se dice que el sistema es
optimo y minimiza el consumo de energia, pues el valor minimo de la integral se obtiene
para un valor en el amortiguamiento comprometido entre valores sobre amortiguados y
criticamente amortiguados. Aplicando la regla trapezoidal al absoluto del error se tienen la
siguiente expresion sumatoria para el caso discreto:

(13
Tabla 3. Integral del error al cuadrado
Controlador ISE
PID 54568.3212
LQR 47199.7094

Integral del error al cuadrado multiplicado por el tiempo (ITSE): Este criterio es
utilizado en parametros de controladores que son penalizados por medio de la respuesta a
una entrada escalén, donde el error inicia X (0), , puede tener criterio, mismo que aumenta
con el tiempo, y penalizar mas signiﬁcativa_mente al error. Para sistemas discretos, la integral
que define este criterio de costos se escribe en términos de la regla trapezoidal como:

(14)

Tabla 4. Integral del error al cuadrado multiplicado por el tiempo

Controlador ITSE

PID

3322158.655

LQR

2397825.648
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Conclusiones

Con un soélido conocimiento matematico y la aplicacién de la mecatronica, logramos
implementar tanto un controlador PID como un controlador 6ptimo. Al comparar
sus respuestas, se hizo evidente que el sistema controlado de manera optima alcanza la
temperatura deseada en un tiempo significativamente mas corto y muestra un consumo
de energfa mas eficiente en comparaciéon con el controlador PID. Este hallazgo resalta la
importancia de utilizar enfoques de control avanzados y ajustados especificamente para
lograr un rendimiento 6ptimo en sistemas mecatronicos.
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ESTUDIO CINETICO DE LA HIDROLISIS
ENZIMATICA DE LA UREA

Jorge E. Camargo-Contreras, Ana Maria Sixto Berrocal, Patricia Miranda-Castro,
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Resumen

En el presente trabajo se estudi6 la cinética enzimatica de la hidrolisis de la urea en presencia de
la ureasa para producir carbonato de amonio. El sistema experimental consistié en un reactor
intermitente (100 mL) enchaquetado. El estudio consistié en determinar los parametros
cinéticos a diferentes concentraciones de enzima (0.1 2 0.2 g/L) y de sustrato (2.0 mmol L
a 25 mmol L), asi como a diferentes temperaturas (15 a 50 °C) y valores de pH (4 2 9). Se
encontré que el modelo cinético no competitivo con inhibicién por producto aproxima de
forma satisfactoria los datos experimentales. El valor de las constantes encontradas K =3.252
mmol L, »  =0.01156 mmol L' min", K,=12.624 mmol L', Ea=35.3 k] mol", K, = 7.57
E-7y K, = 1.27E-8 concuerdan con los valores reportados en la literatura, cada variable de
estudio requiere un tiempo de experimentacién de 2a 3 h.

Palabras clave: ureasa, urea, cinética enzimatica, inhibicién por producto, modelo cinético.

Antecedentes

La ureasa es una enzima que esta ampliamente distribuida en la naturaleza, se encuentra en
diferentes organismos como lo son bacterias, algas, algunos invertebrados, plantas superiores
y como una enzima del suelo. Al catalizar la hidrolisis de la urea, la ureasa permite que los
organismos utilicen urea exdgena e internamente generada como fuente de nitrégeno. Las
ureasas llaman la atencion por el papel que desempefian en la agricultura, en la salud humana
y animal. En la agricultura, la actividad de la ureasa en el suelo es esencial para la liberacion
de amonfaco de los fertilizantes a base de urea. La ureasa se ha incorporado en dispositivos
médicos, por ejemplo, en el rinén artificial para eliminar la urea de la sangre o del dializado, en
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dispositivos analiticos, en biosensores para la determinacion de urea y para la determinacion
de sustancias que son inhibidores de la ureasa. Esta enzima que contiene niquel cataliza la
hidroélisis de la urea, la reaccién se realiza en dos pasos; en la primera se forma el carbonato
de amoniaco, seguida por una segunda reacciéon espontanea entre la molécula de amonfaco
y acido carbonico para formar amonio (Filadeo, 2003).

Las reacciones estequiométricas que catalizan la hidrolisis de la urea se presentan en las
siguientes ecuaciones (1-4). Los productos de la reaccién son amoniaco y carbamato (Ec.1),
este ultimo se descompone espontaneamente en amoniaco y acido carboénico (Ec.2):

H,N-CO-NH, + H,0 (wreasa)” NH, + H,N-CO-OH carbamato (1)
It L ATONIAC0 )
H2 N i CO B OH ) carbamato + H2 O - NH}\_VJamom'am + H2 C03 \ac.carbonico (2)

Los productos liberados: acido carbénico y amonfaco estan en equilibrio con sus iones
(Ecs. 3y 4), resultando en un aumento en el pH de la solucién de reaccion:

H,CO + H,0 <> H" +H,CO 3)

2 3 \wac.carbonico 3\ 0n ac.carbonico

2NH + 2H,0 <> 2NH,' + 20H (4)

3 amoniaco 4\ ion amonio

La formacién de amonio es un proceso de hidrélisis que depende del pH, si el pH es mayor
de 6.3 la urea se hidroliza en amonio y en ion bicarbonato, pero si es menor de 6.2 se
descompone en amoniaco, diéxido de carbono y agua (Filadeo, 2003). En el presente trabajo
se estudio la cinética enzimatica de la ureasa en presencia de la urea, como sustrato, para
producir carbonato de amonio. El objetivo del estudio es que el alumno desarrolle habilidades
tedricas y experimentales para determinar parametros cinéticos utilizando modelos diferentes
al de Michaellis-Menten.

Metodologia experimental

El estudio experimental se realiz6 en un reactor intermitente de 100 mL de fondo toriesférico
y con chaqueta de calentamiento de fondo plano, se utilizaron 50 mL de urea a diferentes
concentraciones (2.5, 5.0, 10, 15, 20, 30, 40 mM) y en cada ensayo se utilizé 50 mL de
solucion de ureasa con concentracion de 0.2 g L', ambas sustancias de la marca Sigma-
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Aldrich. En cada unidad experimental las concentraciones tanto de la urea como de la ureasa
de diluyen a la mitad. El reactor se mont6 en una parrilla de agitaciéon y para mantener la
temperatura constante de reaccion, se utilizé un bafio de recirculacion. En el reactor se
instal6 el electrodo de conductividad idnica, el electrodo de pH y un termopar, los tres
sensores se conectaron al medidor Conductronic PC18®. El sistema también cuenta con
un orificio para alimentar las soluciones a través de un embudo, las cuales previamente se
llevaron a la temperatura de reaccion (15 a 50 °C). El estudio cinético se realiz6 utilizando el
método de velocidades iniciales (7 ), por lo tanto, para cada ensayo experimental se tomaron
en cuenta los primeros 3 minutos de la reaccion, el registr6 de los cambios de conductividad
v pH se realizaron cada 5 segundos. En la Fig, 1 se muestra el dispositivo experimental. A
partir de una soluciéon madre de carbonato de amonio se prepararon diluciones para realizar
una curva de calibracién, con la cual se transformaron los datos de conductividad a valores

de concentracion de (NH,) CO, (producto).

Figura 1. Esquema experimental para el estudio de la cinética enzimdtica de la hidrdlisis de la urea.
Variables de monitoreo: conductividad, pHy T.

Metodologia para estimar los parametros del modelo cinético

En concordancia con la literatura (Filadeo, 2003), se ha reportado que la cinética enzimatica
de la hidrolisis de la urea se representa de forma satisfactoria con el modelo cinético no
competitivo por inhibicién por producto (Ec. 5), en donde se incorpora el efecto de la
temperatura y de pH.
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Para estimar los valores de los pardmetros cinéticos (K y» ), se utiliz6 el método Linevawer-
Burk. La estimacion de K, se realizé con un método iterativo. Posteriormente, se refinaron
los valores de los parametros a través de la regresion de datos con el método de Levenberg-
Marquardt, utilizando el software Polymath versiéon académica 5.1. Posteriormente, se
determiné el efecto de la temperatura sobre la tasa maxima de produccién del producto
a través de la »_, recordando que » = & [Eo], la constante de velocidad de reaccion
especifica (&) se determiné por medio de la expresion de Arrhenius en forma linealizada
a través del método de logaritmos. Por ultimo, se estudi6 el efecto del pH inicial sobre la
velocidad de formacion del producto encontrando las constantes K y K.
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Resultados y discusion

EnlaFig. 2(a) se presentalaevoluciondela formaciéon de producto a diferentes concentraciones
de sustrato, en la Fig. 2(b) se presenta la determinacién de las velocidades iniciales a través
de la regresion lineal de los primeros tiempos de reaccion (comportamiento lineal), en la Fig,
2(c) se reporta la tasa de produccién de producto en funcién de la concentracion de sustrato,
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as{ como la prediccion de los datos experimentales con los modelos de M-M y el modelo no
competitivo, en donde se observa que la prediccién del modelo no competitivo es mejor con
respecto al modelo de M-M.
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EnlaFig 2seobservaquealincrementarla concentracion de sustrato aumentala concentracion
de producto, después de una concentracion de urea de 10 mM la produccion (P) no aumenta
de forma considerable, efecto que se ve reflejado en la velocidad de formacién del producto
(yp), indicando que la acumulaciéon de producto en el medio de reacciéon tiene un efecto
inhibitorio. Por lo tanto, el modelo de inhibicién competitivo (Ec. 5) es mas adecuado para
modelar esta reaccion. El valor de los pardmetros encontrados son los siguientes: K =3.252
mmol L-1,» = 0.01156 mmol L' min, K, =10.624 mmol L, los cuales concuerdan con
los reportados en la literatura (Krajewska, 2003).

En la Fig. 3 se presentan los resultados obtenidos del estudio cinético en funcion de la
temperatura para obtener una expresion de la velocidad maxima en funcion de la temperatura,
las concentraciones de sustrato y de enzima iniciales fueron 25 mM y 0.1 g/ L, respectivamente.
En la Figs. 3(a) se observa que al incrementar la temperatura de reaccion la velocidad de
formacion de producto también aumenta, intervalo entre 25 y 45 °C, mientras que a 55 °C
la tasa de reaccion del producto disminuye drasticamente, indicando que a esa temperatura
la enzima se desnaturaliza (Fig. 3b). En la Figura 3(c) se muestra la regresion lineal de los
logaritmos de las constantes de velocidad de reaccion especificas versus el inverso de la
temperatura, el valor de la energfa de activacion (Ea) se obtiene de la pendiente (m = Ea/R).
Por ultimo, en la Fig. 3(a) también se muestra la prediccién del modelo cinético (Ec. 8) en
tuncién de la [Eo], [S] y T, se observa que el modelo es capaz de predecir el comportamiento
experimental de forma satisfactoria.

En la Figura 4 se observa que a un pH de 9.1 la enzima se inactiva y el pH 6ptimo de
la reaccion se encuentra en pH = 8.0 (Fig, 4b). En la Fig. 4(a) se presenta la prediccion
del modelo (Ec. 5), se observa que el modelo aproxima de forma satisfactoria los datos
experimentales en todo el intervalo de pH estudiado.
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En la Tabla 1 se reporta el valor de los parametros encontrados del modelo cinético no
competitivo con inhibicién por producto de la hidrélisis de la urea en funcién de la Eo, S,
Ty pH.

1’#& A

Tabla 1. Pardmetros del modelo cinético no competitivo con inhibicion por producto (Ec. 5).

\__
7. parametro valor unidades
f Vo 0.0116 min?
a- K, 3.252 [mM]
K, 12.624 [mM]
Ea 35.3 kJ/mol
Ke, 7.57E-7 [mM]
K, 1.27E-8 [mM]

Conclusiones

En el presente trabajo se estudio la cinética enzimatica de la hidrolisis de la urea en presencia
de la ureasa, se observé que los valores de los parametros del modelo cinético encontrados
concuerdan con los reportados en la literatura. La metodologia aqui implementada se
puede realizar en una practica de laboratorio utilizando material y equipo convencional de
bioquimica o quimica, cada variable de estudio (concentracion, T'y pH) requiere un tiempo
de experimentacion de 2 a 3 h. Los resultados experimentales permiten al alumno desarrollar
habilidades para determinar los parametros cinéticos tanto de M-M como aquellos que
involucran efecto de inhibicion.
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Resumen

El uso de vehiculos no tripulados ha revolucionado diversas areas, desde la exploracién
marina con submarinos hastala investigaciéon en Marte. Los vehiculos aéreos como los drones
también son populares en ingenieria civil, arquitectura e ingenieria ambiental. Este proyecto
busca construir un cuadricéptero para realizar levantamientos topograficos eficientes en
tiempo y costos, en comparaciéon con los métodos tradicionales como el uso de una estacion
total. Se propone el uso del vehiculo aéreo no tripulado tipo cuadricoptero para capturar
fotografias de zonas especificas, utilizando aplicaciones como Google Earth u otro software
que proporcione datos georreferenciados para marcar areas y realizar posteriormente
recorridos automaticos con el cuadricoptero aplicando fotogrametria, y obtener de esta
manera las fotografias suficientes que puedan ser procesatrlas y asi obtener modelos 3D.

Palabras clave: UAV’, topografia, fotogrametria, procesamiento, georreferencia.

Antecedentes

En los ultimos anos el uso de vehiculos aéreos no tripulados (UAV's por sus siglas en inglés)
mejor conocidos como drones, ha sido cada vez mas recurrente en aplicaciones de la
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actividad humana en distintos ramos. Por ejemplo, el potencial uso de drones para topogratia
aérea genera gran impacto al reducirse el costo y tiempo en la ejecucion de estas tareas
e incrementando la calidad y precision de dichos estudios. En (Acosta-Ochoa,
Jimenez-Delgado, 2013), se estudi6 el tema fotogrametria y topografia mediante
drones, desde la perspectiva de la arqueologia, planteando una serie de ventajas
respecto a los métodos tradicionales, entre las ventajas que menciona, enfatiza la
reduccion del costo y el tiempo en la ejecucion de estas tareas.

La topografia no ha presentado cambios drasticos en los ultimos afios, sin embargo, se ha
visto ampliamente modificadas las técnicas, métodos e instrumentos de medida con los cuales
se efectuan este tipo de tareas. En métodos tradicionales, los levantamientos topograficos se
realizan con cinta métrica, con teodolitos y finalmente con la estacion total (Del Rio-Santana,
et al, 2019). En el trabajo antes mencionado, también se abordan métodos recientes, como la
fotogrametria a partir de un dron, las imagenes captadas con el vehiculo aéreo no tripulado
se compararon con los métodos tradicionales antes mencionados. Por consiguiente, aborda
el error de medicion, los errores en los levantamientos topograficos son considerablemente
menores cuando se implementa la fotogrametria con drones que conla cinta métrica, siendo la
estacion total el método mas cercano a las medidas exactas. Por otra parte (Ferreira MR, Aira
VG, 2017), aborda el tema “Aplicaciones Topograficas de los Drones” menciona las tareas y
aplicaciones de la ingenieria civil que pueden realizarse aplicando la técnica de fotogrametria,
también aborda el tema desde el punto de vista de seguridad personal, debido a que, con
el uso de drones, es posible obtener y realizar estudios topograficos zonas peligrosas o de
dificil acceso, ademas de evitar poner en riesgo a operadores humanos.

Porotraparte (Rico-Quintero,F.1,2019) aborda el tema de los drones para fotogrametria, desde
la perspectiva ambiental, en donde se utilizan los vehiculos aéreos no tripulados para obtener
ortofotos que ayuden a identificar zonas afectadas por incendios haciendo implementaciéon de
sensores y mediante, dichos estudios ponen en practica nuevas tecnologias como el internet
de las cosas, y componentes en drones que permiten obtener fotograficas de alta calidad.
En dicha investigacion, los autores utilizaron una camara Canon de 20 megapixeles, con
una configuraciéon que permite tomar una gran cantidad de fotos por segundo. Ahora bien
(Marchamalo, et al, 2021) aborda el tema de fotogrametria desde la ingenierfa civil aplicado al
control deformacional de estructuras y terrenos, mediante la técnica Structure From Motion,
la cual permite generar ortofotos y modelos 3D sin necesidad de conocer posiciones y
angulos de incidencia. En dicha investigacion emplean sistemas RTK en los vehiculos aéreos
no tripulados dichos sistemas permiten obtener resultados con mas precision. Por otro
lado, en dicha investigacién menciona las tecnologias aplicadas al control deformacional,
las cuales estan limitadas en zonas de dificil acceso y limitada visibilidad. Por consiguiente,
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el autor llevo a cabo el estudio de una presa Arco-Gravedad, en el cual la precision en
deformaciones es de \pm2 mm para la estructura, de tal forma que el autor confirma que la
fotogrametria cuenta con grandes posibilidades a la monitorizacién de grandes estructuras
e infraestructuras. Por otra parte (Ibarra-Duarte, I.A, Ramos-Corella, M.A, 2021) aborda el
tema de integracion de fotogrametria para la elaboraciéon de modelos digitales, que con ayuda
de software especializados ha logrado incrementar su popularidad. Ademas de la perspectiva
general y especifica de los alcances con dicha practica para realizar tareas en el ambito de la
construccion. Consecuentemente el autor realizé una serie de experimentos con los cuales
obtuvo un modelo digital de la unidad centro de la Universidad de Sonora, mediante el
cual se obtuvieron resultados de diferentes visualizaciones con fechas actualizadas lo cual le
permiti6 realizar una comparativa de diversos factores entre ellos mediciones.

Objetivo

Construir un vehiculo aéreo no tripulado tipo cuadricéptero con la capacidad de realizar
la identificacién visual de superficies de manera autbnoma y precisa, para de optimizar los
levantamientos topograficos mediante el uso de la fotogrametria y utilizando software con
la precisién (cm/pixel) de tal manera que permita la elaboracién de modelos 3D mediante
totografias georreferenciadas tomando puntos en comun.

Plataforma experimental

En dicho proyecto de investigaciéon se construye un vehiculo aéreo no tripulado tipo
cuadricoptero con el objetivo de realizar tareas de identificacion visual en superficies. Buscando
analizar, estudiar y segmentar graficos topograficos. Por lo tanto, es necesario que el UAV
implementado cuente con una serie de caracteristicas de funcionamiento y componentes que
le permitan realizar las actividades propuestas. Por consiguiente, se presenta una lista con los
principales elementos constitutivos, que han sido seleccionados para la construccién de la
plataforma experimental de este proyecto de acuerdo con las actividades o tareas a realizar:

1. Chasis F450 genérico, comun en el mercado de facil acceso y precio accesible.

2. Hélices de polimero 0945 9”” pulgadas de extremo a extremo y 45° de angulo de inclinacién”
lo que permite una mayor propulsiéon y empuje.

3. Motores sin escobillas de 4 ejes F-450 F-550, modelo 2212 de 980 K.

4. Controladores electronicos de velocidad o variadores de velocidad ESC (Electronic Speed
Controller) a 20A tipo opto-aislado (sin circuito eliminador de baterifa), su funcién principal
es evitar el sobre calentamiento en casos de carga maxima.
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5. Central emisora Radio Master Zorro de 2.4 GHz con 16 canales, con interfaz OpenTx,

con un alcance aproximado de 1000 metros, con receptor de telemetria ELRS modelo EP1
y EP2 a 2.4 GHz.

6. Bateria LiPo (Litio polimérico) de 14.8 V, 4 celdas, 1550 mAh.
7. Radiolink-Control de vuelo Mini PIX amortiguacién de vibracion mecanico y por Software.

8. TS100 GPS, para obtener las coordenadas de posiciéon en tareas de seguimiento de
trayectorias y en modos de vuelo, incluyendo modos a prueba de fallo.

9. Camara digital modelo GoPro Hero 10 Black, video en 5.3K, fotografias de hasta 23MP,
Camara lenta 8X a 2.7K.

10. Médulo de telemetria, 3DR Radio de 915 MHz, compatible con Pixhawk, el cual permite
la transmisioén de datos de aire a tierra.

11. Soportes para dron Impresos en 3D en material PLA

Figura 1: Plataforma experimental tipo cuadricéptero con marco F450.

Como se menciono anteriormente, el UAV debe ser ligero y contar con la capacidad de
transportar una camara de alta definicion. Ademas, requiere estabilidad en vuelo estacionario
para mejorar la calidad de captura de la camara y obtener de esta manera una visualizacion
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correcta de las superficies que se desean analizar. Esto brinda la capacidad de ejecutar tareas
de levantamientos topograficos mediante la aplicacion de fotogrametria con precision.
Adicionalmente, el vehiculo aéreo no tripulado debe ser capaz de seguir trayectorias para
definir correctamente los puntos en los que se realizara la captura de imagenes, respetando en
todo momento los parametros dados mediante el software como la altura y la velocidad, de
tal manera que para controlar este tipo de parametros utilizaremos el médulo de telemetria.

La seleccion de los componentes se realiza teniendo en cuenta la relaciéon peso-potencia.
Esta caracteristica impacta en la seleccion del marco, los motores, las hélices y la camara. La
camara debe ser ligera, compacta y capaz de capturar fotografias de alta definicion.

En el proceso de ensamblaje de un cuadricoptero, se inicia instalando los componentes
electronicos, como la placa de alimentacién, que se conecta en la parte inferior de la estructura
del dron. Esto posibilita la alimentacion de ciertos elementos, tales como el controlador de
vuelo y los controladores electronicos de velocidad (conocidos como ESC por sus siglas en
inglés). Luego de soldar y ensamblar los elementos antes mencionados se procede a finalizar
el ensamble del marco del dron uniendo los brazos con la placa superior del dron, brindando
estabilidad y soporte estructural. La combinaciéon de estos elementos esencialmente da
forma y robustez al marco del dron, creando la plataforma basica sobre la cual se montaran
y conectaran los demas componentes.

Como controlador de vuelo, se utiliza un MiniPix con FMU V2 de la marca Radiolink. Se
instalan posteriormente los motores sin escobillas de 980 kv, particularmente seleccionados
debido a su compatibilidad con el modelo genérico de marco de dron F450. Dichos motores
desempefian un importante papel en el manejo y la propulsiéon del cuadricéptero. Estos
motores se conectan cuidadosamente a los controladores electronicos de velocidad (ESC)
Hobbywing Xrotor de 20A, permitiendo un control preciso del cuadricoptero durante el
vuelo. La conexion se realiza con precision a través de la placa inferior del dron, asegurando
una alimentacion efectiva y confiable de los motores. De igual manera se instala y solda un
modulo regulador de voltaje UBEC de 5A de la marca Hobbywing. El UBEC, junto con los
controladores electronicos de velocidad (ESC), se conectan al controlador de vuelo Mini Pix
para establecer una comunicacion entre el controlador de vuelo Mini Pix Hawk y los motores,
obteniendo un suministro de voltaje constante a un nivel de 5 volts, con la corriente eléctrica
necesaria. Garantizando el control estable y seguro del dron, manteniendo una tension
constante para el correcto funcionamiento de todos los componentes del sistema. Posterior
a la integracién de todos los elementos, que incluyen componentes fisicos, electrénicos,
sensores y actuadores, se procede a instalar el sistema de posicionamiento global (GPS).
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Por consiguiente, se procede a montar y conectar el receptor, el cual se configura y vincula
con la central emisora. Para avanzar con la configuracion y calibracion, se emplea el software
Mission Planner, que facilita la modificacion de los parametros y diversas propiedades
necesarias en el dron para su vuelo. Por otra parte, dentro de Mission Planner, se llevo
a cabo la programacion del firmware en el controlador de vuelo. Se realiza la calibracion
precisa del GPS; se afinan los ESC y se ajustan cuidadosamente los canales de la central
emisora, garantizando el alcance de sus valores maximos y minimos de manera exacta. La
interfaz principal del software Mission Planner es intuitiva, lo que permite su facil acceso y
manipulacion.

Figura 2: Interfaz Principal del Software Mission Planner.

Como se muestra en la Figura (2), se puede apreciar la interfaz del software en uso y mediante
las diferentes ventanas es posible realizar la configuracion de las propiedades y los parametros
de los componentes principales de la plataforma experimental.

Resultados y discusion

En esta seccion, se brinda una breve descripcion de los resultados obtenidos durante la fase
de construccién y las pruebas de vuelo, realizadas con la plataforma experimental. Estas
pruebas de vuelo se llevaron a cabo utilizando el controlador de vuelo mini Pix, que se
programaron a través de Mission Planner, utilizando tanto el firmware original como su
version actualizada. Es importante mencionar que todas las pruebas de vuelo arrojaron
resultados satisfactorios, destaca la robustez en vuelo lograda gracias a la correcta seleccion
de los componentes, asi como su construcciéon y puesta en marcha. Por otra parte, se
presentan los resultados obtenidos mediante la toma de fotografias y videos con la camara
implementada, visualizando las tomas con buena resolucién a una altura mayor a 30 metros.
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La evidencia de estos resultados se puede apreciar en los videos asociados con los siguientes
enlaces, mismos que permiten validar los objetivos propuestos para esta etapa del proyecto:

https://youtu.be/J7xb5UThKw8
https://youtu.be/TE_u29t60DA
https://youtu.be/LttHWyk5syA

https://youtu.be/Y9-SqRvhPFo

Lograr los objetivos propuestos de vuelo.

Implementar el uso de la camara para iniciar tomas fotograficas enfocadas en actividades
topograficas.

Conclusiones

La incorporacién de vehiculos aéreos no tripulados (UAV’) en la actualidad ha generado
una gran cantidad de aplicaciones. Gracias a la continua innovacion y desarrollo tecnologico,
el uso de dichos dispositivos ha experimentado una creciente demanda, especialmente en
el ambito militar, debido a sus caracteristicas y flexibilidad de software como de hardware.
Esta adaptabilidad permite la configuraciéon y modificaciéon de aspectos como la camara,
sensores, entre otros componentes.

Al construir el dron, resulta esencial considerar de manera especifica los materiales,
componentes y sistemas requeridos para alcanzar los objetivos establecidos. Desde la
selecciéon correcta de motores y hélices para una propulsion adecuada, hasta el tipo de
sistema de navegacion y camaras, cada etapa debe ser correctamente planificada y ejecutada.

Por otra parte, a medida que exploramos las diversas aplicaciones y ventajas de estos vehiculos,
es evidente que este tipo de vehiculos aéreos no tripulados se han convertido en herramientas
indispensables para la obtencién de datos precisos, la mejora y eficiencia de la seguridad en
topografia mediante la fotogrametria. Se han alcanzado finalmente los principales objetivos
del proyecto, los cuales comprendieron la construccion de la plataforma experimental (UAV),
as{ como las pruebas de vuelo para validar la construcciéon, poniendo en practica todos los
aspectos y caracteristicas mencionados, para garantizar el correcto funcionamiento del UAV.

Cabe mencionar que a la plataforma experimental se le ha montado la cimara, misma que se
encuentra funcional tomando fotografia y video de alta calidad. Dicho conjunto de fotografias
sera utilizado en la siguiente etapa para ser procesadas con técnicas de fotogrametria,
permitiendo generar un modelo 3D acerca de la superficie sobre la cual se obtuvieron las fotos.


https://youtu.be/J7xb5UIhKw8
https://youtu.be/IE_u29t60DA
https://youtu.be/LttHWyk5syA
https://youtu.be/Y9-SqRvhPFo

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

%

Agradecimientos

Queremos expresar nuestra gratitud a Universidad La Salle Pachuca por brindarnos la
oportunidad de trabajar en sus laboratorios y talleres para la construccion de la plataforma
experimental, asi como también espacios exteriores para realizar pruebas de vuelo. Estos
entornos proporcionaron el escenario perfecto para evaluar y perfeccionar el desempefio
de la plataforma, contribuyendo asi de manera significativa al éxito de este proyecto de
investigacion. Estamos sinceramente agradecidos por la oportunidad de utilizar estos
recursos y por el constante apoyo recibido por parte de la Universidad La Salle Pachuca.

Referencias

Del Rio-Santana, O., Espinoza-Fraire, T., Saenz-Esqueda, A. y Cortes-Martinez, F. (2019). Levantamientos
Topograficos con drones, Revista Ciencia, Ingenierfa y Desarrollo, Tec. Lerdo. Vol 1, p.p. 16-19.

Ochoa, G. A., & Delgado, G. J. (2013). La fotogrametria digital mediante drone como alternativa en el
registro topografico y 3D de sitios arqueoldgicos.

Rico-Quintero, F. 1. (2019). Redes de sensores inalambricos: ampliacion de red de sensores de monitoreo
ambiental del iteso. Drones para fotogrametria: utilizacion de vehiculos no tripulados para fotogrametria;
generacion de ortofoto.

Ferreira, M. R., & Aira, V. G. (2017). Aplicaciones topograficas de los drones. Obtenido de: http://www.

bibliotecacpa. org, ar/greenstone/collect/otragr/index/assoc/HASHO0159/314a3cb, 8(11).

Gomez-Zurdo, R. S., Martin, D. G., Gonzalez-Rodrigo, B., Sacristan, M. M., & Marin, R. M. (2021).
Aplicacion de la fotogrametria con drones al control deformacional de estructuras y terreno. Informes
de la Construccion, 73(561), €379-e379.

IBARRA DUARTE, I. A. (2021). Integracion de la fotogrametria aérea con drones para la elaboracion de
un modelo digital del Campus Hermosillo Centro de la Universidad de Sonora (Master’s thesis, IBARRA
DUARTE, IVAN ARTURO).

Q9OOP9OOO9OQY VOOOPOOOOY

E= wc* k

=

N

=2
o3Te

= (>

N

— ks
=

) e

¥


 http://www. bibliotecacpa. org. ar/greenstone/collect/otragr/index/assoc/HASH0159/314a3cb, 8(11). 
 http://www. bibliotecacpa. org. ar/greenstone/collect/otragr/index/assoc/HASH0159/314a3cb, 8(11). 

-——VWC’L ‘fxi

IS

24 () e

”J;% A

‘_

<
£

d

PancC)

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

VEHICULO AUTONOMO PARA LA
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Resumen

El proyecto se enfoca en desarrollar un vehiculo autébnomo para mejorar la seguridad en el
hogar al prevenir accidentes causados por objetos en el suelo. Utiliza la plataforma modular
SMARS, que incorpora sensores ultrasonicos e infrarrojos para detectar objetos peligrosos y
limites de seguridad. Los sensores ultrasonicos miden distancias con precisioén para evaluar la
proximidad de obstaculos, mientras que los sensores infrarrojos detectan cambios térmicos
y reconocen los limites de la zona a proteger. La combinacién de estos sensores permite
al vehiculo identificar la ubicacion de objetos y areas criticas de prevencion. Cuando se
detecta un objeto en la zona segura, el vehiculo se mueve de manera autbnoma para retiratlo,
reduciendo asi el riesgo de accidentes. ILa versatilidad de SMARS permite una construccion
personalizada para adaptarse a diferentes configuraciones domésticas, mejorando la capacidad
de deteccién y prevencion de accidentes.

Palabras clave: vehiculo auténomo, seguridad en el hogar, sensores, prevencién de
accidentes, SMARS

Antecedentes

Los sistemas roboéticos ensamblables modulares sin tornillos ofrecen varias mejoras
significativas en comparacién con los sistemas tradicionales que utilizan tornillos para el
ensamblaje. Estas mejoras incluyen la facilidad y rapidez de ensamblaje, ya que, al eliminar
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los tornillos, el proceso de unién de los moédulos roboéticos se vuelve mas rapido y sencillo.
Ademas, la flexibilidad y reconfigurabilidad se mejoran, ya que los médulos pueden ser
facilmente desmontados y reensamblados en diferentes configuraciones sin la necesidad
de herramientas adicionales. La eliminacién de los tornillos también reduce el riesgo
de cometer errores durante el ensamblaje, ya que no es necesario ajustar o apretar los
tornillos. Esto mejora la calidad y confiabilidad del robot resultante, evitando problemas
asociados con uniones mal ajustadas o sueltas (Bluino Electronics, 2020). Los sistemas
roboticos modulares sin tornillos fomentan un mayor modularidad en el disefio de robots,
ya que los médulos individuales pueden ser intercambiados o actualizados facilmente para
adaptarse a las necesidades especificas de la aplicacion (Kevin McAleer, 2017). Ademas,
el mantenimiento se simplifica, ya que los médulos defectuosos o dafiados pueden ser
reemplazados sin tener que desmontar todo el sistema. Esto reduce el tiempo y los costos
asociados con el mantenimiento y reparacion del robot. Por tltimo, los sistemas roboticos
ensamblables modulares sin tornillos mejoran la experiencia del usuario al hacer que la
construccion y reconfiguracion de robots sea mas accesible (Kevin McAleer, 2020). Al no
requerir herramientas adicionales y simplificar el proceso de ensamblaje, la robética modular
se vuelve mas intuitiva y facil de usar, lo que permite una adopcién mas amplia en diversos
entornos. Hs importante tener en cuenta que estos beneficios son tedricos y se basan en el
potencial de los sistemas robodticos ensamblables modulares sin tornillos (Kevin McAleer,
2021). La implementacion practica y el estado actual de esta tecnologia pueden variar y
requieren una evaluacién cuidadosa.

Objetivos

Desarrollar un vehiculo autbnomo basado en la plataforma SMARS, equipado con sensores
ultrasonicos e infrarrojos, con el proposito de prevenir accidentes en el hogar ocasionados
por objetos en el piso y establecer limites de seguridad en areas especificas, contribuyendo
asi a mejorar la seguridad y reducir el riesgo de lesiones en el entorno doméstico.

e Ensamblar el vehiculo auténomo utilizando la platatorma SMARS, asegurando la
modularidad y adaptabilidad necesarias para su funcionamiento en diferentes entornos
domésticos.

* Seleccionar los componentes mecanicos y electronicos necesarios para construir el robot,
considerando factores como la resistencia, durabilidad y costo.

¢ Programar el vehiculo para que, ante la detecciéon de objetos peligrosos en la zona a
asegurar, pueda moverse de manera auténoma hacia el objeto, retirarlo del area y
restablecer la seguridad en esa zona.
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* Realizar pruebas exhaustivas del vehiculo en diversos escenarios y hogares, ajustando su
funcionamiento para asegurar una deteccion y respuesta confiables.

* Evaluar la eficacia del vehiculo autébnomo en la prevencién de accidentes y en el
establecimiento de limites de seguridad, demostrando su utilidad en la mejora de la
seguridad en el hogar.

*  Documentar el proceso de disefio y construccion del robot, asi como su funcionamiento
y los resultados obtenidos en las pruebas realizadas.

Descripcion de la plataforma experimental

En el contexto dela seguridad en el hogar yla aplicacién de tecnologias robdticas, la plataforma
experimental del proyecto se destaca. Basada en la versatil plataforma modular SMARS, esta
plataforma ha sido equipada con sensores ultrasénicos e infrarrojos para abordar problemas
de seguridad causados por objetos en el piso. La seccion describe en detalle la composicion
de la plataforma, la funcionalidad de los sensores y como estos se combinan para detectar y
prevenir situaciones de riesgo. Ademas, se resalta cémo estos sensores establecen limites de
seguridad, brindando proteccion adicional en el hogar y demostrando el valor de la tecnologia
robdtica en la mejora de la seguridad en el entorno doméstico.

Disenno SMARS

La construccion y puesta en marcha del robot SMARS es un proceso complejo que requiere
una planificacién cuidadosa y el uso de herramientas especializadas.

e Elecciéon de Componentes: Seleccionar cuidadosamente los componentes que formaran
parte de la plataforma del vehiculo auténomo. Esto incluye los médulos de la plataforma
SMARS, los sensores ultrasonicos e infrarrojos, asi como cualquier otro componente
electronico necesario para el funcionamiento del sistema.

* Ensamble de la Plataforma y sus Modulos: Realizar el ensamblaje de los moédulos de la
plataforma SMARS siguiendo las indicaciones y el disefio modular de esta plataforma.
Hay que asegurar que los modulos se conecten correctamente y que el vehiculo tenga la
estructura adecuada para la movilidad y deteccién de obstaculos.

¢ Conexién de los Componentes Electronicos: Realizar las conexiones eléctricas entre
los componentes electronicos esenciales, como los sensores ultrasénicos e infrarrojos,
los motores y cualquier unidad de procesamiento. Establecer una conexiéon adecuada
garantiza la comunicacion y el funcionamiento sin problemas de los diversos elementos
del vehiculo.
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Estos puntos de disefio son fundamentales para la construccion exitosa de la plataforma
experimental del vehiculo auténomo, asegurando que los componentes se integren de
manera efectiva y que el sistema pueda operar de manera autbnoma para la prevencion de
accidentes en el hogar, tal como se ha planteado en el proyecto.

Eleccién de componentes

¢ Modulos delocomocion: Estos médulos son responsables de proporcionar el movimiento
al robot. Pueden incluir ruedas, orugas u otros mecanismos de locomocion.

* Sensores Ultrasonicos: Los sensores ultrasonicos son una eleccion esencial para detectar
objetos en el entorno. Utilizan ondas de sonido para medir distancias y determinar la
presencia de obstaculos. Al montar estos sensores en diferentes partes del vehiculo, se
logra una deteccién 360 grados alrededor del vehiculo, permitiendo una reaccién rapida
a la presencia de objetos en el piso.

e Sensores Infrarrojos: Los sensores infrarrojos complementan la deteccion al detectar
cambios en la temperatura y la emision de calor. Estos sensores son utilizados no solo
para identificar objetos, sino también para establecer limites de seguridad y detectar
bordes y limites de la zona a asegurar.

e Placa de Control y Procesamiento: Una placa de control y procesamiento es esencial
para gestionar los datos recopilados por los sensores, tomar decisiones auténomas y
coordinar los movimientos del vehiculo. Placas como Arduino o Raspberry Pi son
opciones populares y versatiles para esta funcion.

* FuentedeEnergfa: Unssistema de alimentacion confiable es esencial para el funcionamiento
continuo del vehiculo auténomo. La eleccion de baterias o fuentes de energia adecuadas
debe considerar la duracién de la baterfa y el consumo de energia durante el uso.

Es importante tener en cuenta que los componentes especificos pueden variar dependiendo
del disefio y las necesidades del robot que se desea construit.

Ensamblaje de la plataforma y sus moédulos

El ensamblaje de la plataforma y sus moédulos en el “Vehiculo Auténomo para la Prevencion
de Accidentes en Casa” se lleva a cabo siguiendo un proceso organizado y metddico,
aprovechando la versatilidad del Sistema Roboético Ensamblable Modular Sin Tornillos
(SMARS) y la integracion de sensores ultrasonicos e infrarrojos. A continuacion, se presentan
los pasos clave de este proceso (BDELWORLD, 2023):
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Preparar los Componentes: Reunir todos los componentes necesarios, incluyendo la
estructura modular SMARS, los sensores ultrasonicos e infrarrojos, las ruedas y otros
elementos electrénicos requeridos.

Ensamblar la Base: Comenzar ensamblando la base del vehiculo utilizando los médulos
y conectores SMARS. Asegurarse de que los modulos encajan correctamente y estén
asegurados sin tornillos.

Instalar los sensores: Integrar los sensores ultrasénicos e infrarrojos en las platatformas de
montaje designadas. Asegurarse de conectar los cables ordenadamente y que los sensores
estén orientados adecuadamente.

Conectar los componentes electronicos: Conectar los componentes electronicos
adicionales, como la placa de control y los motores, siguiendo el esquema eléctrico y las
instrucciones del proyecto.

Verificar las Conexiones: Revisar todas las conexiones para asegurarse de que estén
correctamente conectadas y ubicadas. Verificar la polaridad y asegurarse de que no haya
cables sueltos o conexiones erroneas.

Ajustar y Calibrar: Realizar ajustes en la orientacioén de los sensores y la configuracion de
los componentes electrénicos si es necesario, para asegurar un rendimiento éptimo.

Cerrar y Asegurar: Una vez completadas las pruebas y ajustes, cerrar la cubierta protectora
de manera segura, asegurandose de que los cables estén ordenados y acomodados
adecuadamente.

Figura 1. Sistema SMARS (Kevin N, 2017).
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El ensamblaje de la plataforma y sus moédulos en este vehiculo auténomo combina el
modularidad del sistema SMARS que se muestra en la Figura 1, con la precisiéon de los
sensores ultrasonicos e infrarrojos, creando una solucién integral para la prevencion de
accidentes en el hogar causados por objetos en el piso.

Conexion de los componentes electréonicos

La interconexién efectiva de los componentes electréonicos es fundamental para el
tuncionamiento fluido y auténomo del “vehiculo auténomo para la prevencion de accidentes
en casa”. A través de una cuidadosa disposicion y conexiones, se garantiza que los sensores
ultrasonicos, sensores infrarrojos y otros elementos clave trabajen en conjunto para lograr
una deteccioén precisa y una respuesta rapida a los objetos en el piso como se indica en la
Figura 2.

Figura 2. Componentes del robot modular SMARS.
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A continuacion, se describe la conexion de los componentes electréonicos en este
proyecto:

e Sensores Ultrasonicos y Sensores Infrarrojos: Los sensores ultrasonicos y los sensores
infrarrojos estan conectados a la placa de control y procesamiento (por ejemplo, Arduino
o Raspberry Pi) a través de pines digitales y/o analdgicos. Estos sensores propotcionan
informacién sobre la distancia a objetos y cambios en la temperatura, respectivamente.
Los datos recopilados por estos sensores se utilizan para tomar decisiones autbnomas y
coordinar los movimientos del vehiculo.

e Plataforma SMARS Modular: La plataforma SMARS actia como la base fisica para
los componentes electronicos. Los sensores se montan en puntos estratégicos de la
plataforma para asegurar una cobertura completa alrededor del vehiculo. Ademas, la
estructura proporciona soporte para el sistema de propulsion y otros componentes
esenciales.

¢ Placa de Control y Procesamiento: La placa de control y procesamiento juega un papel
crucial en la interconexiéon de los componentes. Recopila los datos de los sensores
ultrasonicos e infrarrojos, los procesa para determinar la presencia de objetos y la
ubicacién de los limites de seguridad. Luego, envia sefiales al sistema de propulsion para
mover el vehiculo de manera adecuada.

e Fuente de Energfa: La fuente de energfa, como baterfas o una fuente de alimentacion
externa, se conecta al sistema de propulsién y la placa de control. Asegura que todos
los componentes funcionen de manera continua y eficiente durante la operacién del
vehiculo.

* Laconexion efectiva de estos componentes electronicos permite que el vehiculo auténomo
detecte objetos en el piso, establezca limites de seguridad y responda de manera auténoma
para evitar colisiones. Esta armoniosa interaccion es esencial para lograr la funcionalidad
integral del vehiculo y su capacidad para prevenir accidentes en hogares y areas de juego.

Resultados y discusiéon

La fase de resultados experimentales representa el corazén de la evaluacion del “Vehiculo
auténomo para la prevencion de accidentes en casa”. Esta etapa crucial brinda una visién
detallada de coémo la plataforma desarrollada, basada en el proyecto SMARS con sensores
ultrasénicos e infrarrojos, logra su objetivo de prevenir accidentes causados por objetos
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en el piso y establecer limites de seguridad en el entorno doméstico. En esta seccion,
examinaremos los desafios enfrentados, la metodologia de prueba y los resultados obtenidos,
para comprender como el vehiculo auténomo demuestra su capacidad de mejorar la
seguridad en el hogar de manera efectiva y confiable. Se evaluaron los resultados de un
vehiculo auténomo basado en el proyecto SMARS, equipado con sensores ultrasénicos e
infrarrojos para prevenir accidentes domésticos. En experimentos, el vehiculo detecté con
precision objetos en su camino, evitando colisiones y manteniéndose dentro de los limites
de la zona predefinida. Los sensores mostraron una respuesta rapida y eficaz. Esto sugiere
que este enfoque podria ser prometedor para aumentar la seguridad en el hogar al evitar
accidentes causados por objetos en el piso.

La evaluacién exhaustiva de los resultados experimentales refleja de manera concluyente el
éxito y la efectividad del “Vehiculo auténomo para la prevencion de accidentes en casa”.
La combinacién de la plataforma SMARS, los sensores ultrasénicos e infrarrojos, y la
programacion autonoma ha demostrado ser una solucién sélida para abordar el desafio
de prevenir accidentes causados por objetos en el piso en entornos domésticos. Los
experimentos han demostrado que el vehiculo auténomo es capaz de detectar objetos de
manera precisa y reaccionar de manera oportuna para evitar colisiones. La capacidad del
vehiculo para establecer limites de seguridad en la zona a asegurar se ha validado con éxito,
lo que demuestra su versatilidad y adaptabilidad para diferentes configuraciones domésticas.
Los resultados también han confirmado la eficiencia en la deteccién y prevencién de
riesgos, lo que resalta el potencial del vehiculo autbnomo para contribuir significativamente
a la seguridad del hogar. Ademas, la combinacién de sensores ultrasonicos e infrarrojos
ha demostrado ser una elecciéon acertada para lograr una deteccidén precisa en diversas
condiciones. En conjunto, los resultados experimentales respaldan la viabilidad y el impacto
positivo del “Vehiculo auténomo para la prevencion de accidentes en casa”. Este proyecto
representa una innovadora aplicacion de la tecnologfa robética en el ambito de la seguridad
domeéstica, y sus resultados prometen una contribucion valiosa a la prevenciéon de accidentes
y al bienestar de los habitantes del hogar. Esta fase experimental no solo valida la eficacia del
vehiculo autébnomo, sino que también sefiala un horizonte prometedor de posibilidades para
su mejora y evolucion en busca de una seguridad ain mas completa en los hogares.

Conclusiones

El proyecto “vehiculo autbnomo para la prevencion de accidentes en casa” representa una
solucién ingeniosa y efectiva para abordar los riesgos relacionados con objetos en el piso en
entornos domésticos. La integracioén de tecnologias avanzadas como la plataforma SMARS,
sensores ultrasénicos e infrarrojos, y la programacién autonoma, demuestra como la robética
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puede marcar una diferencia tangible en la seguridad y bienestar en el hogar. Este proyecto
no solo introduce un enfoque proactivo para prevenir accidentes al detectar y retirar objetos
peligrosos, sino que también establece limites de seguridad en areas criticas. L.a adaptabilidad
de la plataforma SMARS garantiza que el vehiculo autébnomo pueda personalizarse para
diferentes configuraciones domésticas, asegurando una solucion aplicable a diversos entornos.

La utilizacién de sensores ultrasonicos e infrarrojos potencia la precision y confiabilidad
de la deteccién, permitiendo al vehiculo identificar objetos y establecer zonas seguras con
rapidez y eficacia. La respuesta auténoma del vehiculo a situaciones de riesgo resalta como
la tecnologia robdtica puede colaborar con los humanos para crear hogares mas seguros y
libres de peligros. En conclusion, el proyecto no solo muestra el potencial de la robética en
la vida cotidiana, sino que también ofrece una solucién concreta para prevenir accidentes
domésticos. Este proyecto demuestra como la innovacion tecnolégica puede marcar una
diferencia significativa al reducir riesgos y proporcionar tranquilidad a los habitantes del
hogar, reforzando asf la importancia de la seguridad en nuestros entornos mas cercanos.
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Resumen

Colombia es un pafs que se caracteriza por ser potencial en muchas fuentes de energias
renovables y sostenibles. En este pais el valor de crecimiento de la energia renovable (ER)
ain no ha alcanzado un punto de referencia, esto debido a la existencia de varias barreras
o limitaciones que han dificultado el camino de investigaciéon e implementacion. Resulta
dificil el poder identificar el impacto de estas barreras que en su mayoria obstaculizan el
crecimiento en la calidad de vida de alguna poblacién en especifico. De la misma forma, este
estudio tiene como objetivo reconocer y clasificar barreras segun su impacto en el desarrollo
de tecnologias de energfa renovable, asi mismo demostrar la no relaciéon que puede existir
entre un territorio rico en potencial energético y la buena calidad de vida de sus habitantes.
Por lo tanto, este estudio consta de cuatro fases vistas mas adelante.

Palabras clave: Métodos de decisién, logica difusa, energias renovables, limitantes de las
energias renovables, potencial energético.
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Antecedentes

Cuando se habla de barreras o limitantes en la investigacién e implementacion de las energfas
renovables, por lo general la literatura muestra solo algunos factores base los cuales se definen
de la siguiente manera (Haykir et al., 2023):

Escasez de recursos renovables:

Las fuentes de energfa renovables son intrinsecamente inestables, razén principal por la que
no se utilizan ampliamente, las redes de distribucion eléctrica renovable existentes compensan
esta situacion con instalaciones e implementacién a base de combustibles fésiles o de uranio
para asegurar y garantizar el suministro (Isah et al., 2023). Siempre que la participacion de
las energfas renovables en un mercado eléctrico represente alrededor del 20-30 % del total,
los costos adicionales del sistema para compensar el consumo son en general aceptables,
especialmente para evitar los recortes de energfa y asi favorecer la reducciéon de CO2 y
las importaciones de combustible se consideran no econémicos (Nasirov et al., 2023). Sin
embargo, si las renovables aportan la mayor parte de la energfa a la red, se necesitan otras
medidas para asegurar el suministro cuando no hay viento y en dias nublados cuando no hay
radiacién solar, por colocar estos dos ejemplos (Bax et al., 2023). Considerando la situacion
anterior, los paises de la Comunidad Europea suelen utilizar el intercambio de electricidad
entre paises para equilibrar la diferencia de recursos y generacion renovable entre localidades
o regiones; Por ejemplo, en el caso particular de Espafia, esta eleccion es muy limitada debido
al tamafio de sus vinculos energéticos con Francia, lo que la convierte en una verdadera isla
energética (Carolli et al., 2022).

Si se es aprovechado adecuadamente los recursos renovables no convencionales de este palis,
ademas que se logren mitigar las barreras que impiden la investigacién e implementacion
de tecnologias con fuentes renovables, se podria esperar para el 2050 se habria no solo
suplido la demanda nacional, sino que también la superarfamos en un 40% (Rosso Cerén
et al., 2017). Ante la idea anterior el estado colombiano ha empezado a darse cuenta de
este potencial, por lo que llevo a cabo en el ano 2014 con la implementacién de la Ley
1715 para impulso y desarrollo de energfas renovables no convencionales, como se expresé
anteriormente; lo que conllevaria aprovechar estos recursos por lo que se han trazado una
serie de proyectos alrededor de las diferentes regiones que conforman a este pafs. Todas las
estrategias ya generadas y las proximas que se logren generar, tiene la necesidad de explorar
nuevas vias para utilizar esta fuente de energia para apoyar la energfa limpia y asequible, y
la acciéon climatica, tal y como se indica en la Declaracion de las Naciones Unidas sobre el
Desarrollo Sostenible través de los Objetivos de Desarrollo Sostenible establecidos en el afio

2015 (Pereira et al., 2023).

E—.: wct k

=

N

=2
o3Te

= (>

N

— ks
=

) e

N




‘-—'—VWC’L ‘k

5

~

=2
oqTel

I

n

L
X
7

2 () rk

1%& A

\_

<
£

d

€

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

Este documento se basa en un proceso de investigacion, recoleccion e interpretacion con
base a la recopilacion de datos sobre el desarrollo de las tecnologias en una zona especifica
teniendo como punto de enfoque uno de los departamentos mas empobrecidos y con
mayor potencial como lo es La Guajira. Este trabajo pretende revisar las pruebas que
apoyan la generacion de energfa utilizando la radiacion solar, y su impacto a esta comunidad,
identificando y jerarquizando esas barreras y/o limitaciones que no permiten la sabia
explotacion e implementacion de fuentes de energfas renovables.

Tabla 1: Nuevos Proyectos de generacién edlica en La Guajira (SIEL, 2021) Elaboracién autor

Municipio Nombre Capacidad (MW) Entrada de operacion
Uribia Proyecto de generacioén de energia e6lica kappa 500 31/12/2024
Maicao Parque Eolico Guajira Il 414 1/06/2024
Uribia Andre Jusayu (antes cerrito) 378 30/06/2025
Maicao Proyecto de generacién de energia e6lica Omega 300 31/12/2023
Maicao Proyecto de generacidn de energia e6lica Elipse 200 31/12/2023
Uribia Proyecto edlico Wakuaipa 200 1/01/2024
Uribia Parque edlico Carrizal 195 28/02/2023
Manaure Parque e6lico Musichi 194 31/12/2022
Uribia Parque edlico Casa electrica 180 28/02/2023
Uribia Jouttalein SAS 150 1/07/2026
Fonseca San Juan edlico 103 31/07/2022
Uribia Parque edlico Irraipa 99 28/02/2023
Uribia Parque edlico Apotolorru 75 28/02/2023
Rioacha Parque edlico EI Ahumado 50 1/04/2022
Maicao Planta e6lica NOE 9,9 30/12/2023
Maicao Planta edlica Manita 9 31/12/2023
Maicao Planta edlica Jehova 9,9 1/01/2024
Uribia Parque edlico Jotomana - Apotolorru 11 99 28/02/2023
Maicao Beta 280 1/12/2022
Uribia Edlico Camelias 268 27/12/2023
Maicao Alpha 212 1/11/2022
Uribia EO200i 201 28/02/2023

Enla Tabla 1 se observan los proyectos a futuro de la generacion edlica en el departamento
de la Guajira, donde se puede apreciar la potencia de generacidon que se espera que para la
mitad del 2025 sea un total de 4126,8 MW, solo en energia edlica, mientras que en la tabla
2 se aprecia la capacidad de generacion de los futuros proyectos en generacion solar que se
estima que para a inicios del 2026 de posea una generacién total de 1225 MW, evidenciando
asi el alto potencial en fuentes renovable de la zona de estudio.
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Acorde alaliteratura consultada tales como, literatura cientifica, bases de datos como Dialnet,
Scielo, Google Scholar, Scopus, WOS, IEE, repositorio de universidades, libros, informes
de fundaciones e informes del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica de
Colombia “Dane”, se lograron establecer algunos criterios y subcriterios de gran relevancia
nacional e internacional actuantes como limitadores y/o barreras en la investigacion e
implementacién de las energias renovables, para mejor comprension ver tabla 3

Tabla 2. Nuevos Proyectos de generacién solar en La Guagjira (SIEL, 2021) Elaboracién autor

Municipio Nombre Capacidad (MW) | Entrada de operacion
El Molino Planta fotovoltaica solar Guardientera 181 6/03/2023
Uribia Parque e6lico Trupillo 100 31/12/2025
Maicao Parque Solar Cuestecitas 600 1/10/2024
San Juan del Cesar | San Juan Solar 100 31/12/2021
San Juan del Cesar Planta solar fotovoltaico WIMKE 76 31/12/2023
El Molino PSFV Potreritos 168 31/12/2023

Tabla 3 Clasificacidn de criterios acorde a sus subcriterios

Falta de conciencia social BSE1

Barreras sociales y Falta de aceptacion social BSE2
economicas (BSE) Alto costo de capital BSE3
Falta de acceso a créditos/fondos BSE4

Falta de un proceso de decision transparente BPP1
Falta de una politica de energia renovable BPP2
Corrupcién y nepotismo BPP3

Inestabilidad politica BPP4

Inseguridad y/o Terrorismo BPP5

Politica y barreras politicas
(BPP)

Falta de personal calificado BT1

Escasez de institutos de formacion BT2
Barreras técnicas (BT) Falta de instalaciones de investigacion BT3
Falta de emprendedores e innovaciones BT4

Uso te tecnologias no adecuadas y/o no actualizadas BT5
Falta de capacidad institucional BAM1
Falta de coordinacion entre instituciones BAM2

Barreras administrativas y

de mercado (BAM) Tamano insuficiente del mercado BAM3

Falta de competencia en el mercado BAM4
Falta de tratados y/o convenios internacionales BAM5

Disponibilidad de energia renovable BGA1

Condiciones geograficas climaticas BGA2

Barreras geograficas y

ambientales (BGA) Requerimiento de tierras BGA3

Necesidad de eliminacién de residuos BGA4
Ocupacion de tierras indigenas BGA5
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Por otro lado, esta investigaciéon busca aportar y simplificar en los procesos de tomas de
decisiones, convirtiéndose en una herramienta poderosa para las futuras investigaciones
donde se desee encontrar la mejor soluciéon u opcién frente a un grupo de alternativas
referentes a la mitigacioén o eliminacién de las barreras en la implementacion de fuentes de
energfas renovables. De manera inherente en esta investigaciéon se abordaron una serie de
preguntas, que fueron utilizadas para el plasmar los objetivos abordados, las inquietudes
fueron:

¢Cuales son los criterios mas adecuados para evaluarlas limitaciones enlainvestigacion
e implementacion de fuentes de energfas renovables en un territorio?

¢Qué criterios de sostenibilidad y cuales son relevantes para la estructura de
evaluacion? ¢Cual es la importancia relativa de los critetios y/o subcriterios que se
identifiquen?

¢Qué subcriterio cuenta con mas o menos importancia absoluta y relativa en cada criterio?

Estas preguntas fueron respondidas a través de un enfoque de estudio estadistico que
involucrd a expertos en el campo de las energfas renovables, para validar y consolidar los
criterios identificados para la identificacion y jerarquizaciéon, provenientes de la literatura
existente. Por ultimo, esta investigacién hace un doble tributo a la planificaciéon en la
investigacion e implementacién de las distintas fuentes de energfas renovables que podrian
utilizarse en alguna zona en especifico al abordar las preguntas de investigacion plasmadas
anteriormente, en primer lugar, proporciona una estructura de evaluaciéon para evaluar la
viabilidad de diferentes medidas, lo que permite a las zonas de estudios cualquier que sea el
poder identificar aspectos en los que se requieren cambios o seleccionar una medida 6ptima
en este caso para la implementaciéon de vehiculos eléctricos. En segundo lugar, presenta
criterios y subcriterios igualmente importantes que a menudo no se tienen en cuenta en la
planificacion de las medidas de la politica de las energfas renovables.

Metodologia

Esta seccion presenta los conceptos fundamentales que guiaron este estudio. La intencién no
es cubrir todos los temas, sino proporcionar informacion de apoyo esencial para comprender
de muy buena forma el objetivo de la investigacion, el contexto y los resultados, en esta
investigacion inicialmente se una caracterizaciéon de una poblacién en especifico, le busco
evidenciar la realidad social, econémica, ambiental y energética de esta. Para llevar a cabo
esta caracterizacion se procedié a consultar en las diferentes bases de datos gubernamentales
e investigativas existentes.
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Sucede que las caracterizaciones de naturaleza poblacional logra obtener como resultados
informacién sobre la estructura y gran cantidad de atributos identitarios de diversos
colectivos de personas con continuidad evolutiva en el tiempo, que segin sus diferencias
configuran formas particulares de ser y estar en un territorio, en esta investigacion se tomo al
departamento de la Guajira en el pais de Colombia, por ser esta zona un territorio muy rico
en recursos naturales, que la hacer ser un potencial en implementacion de fuentes de energfas
renovables, sin embargo pese a esta disposicion natural, esta zona de dicho pais, es una donde
sus habitantes padecen una mala calidad de vida (Christian Manuel Moreno Rocha etal., 2022)
among them the inadequate selection of criteria and sub-criteria for assessing the relevance
and credibility of the implemented projects, which is very important today, causing huge
losses from many points of view. It is proposed to implement a multicriteria methodology
(MMCM. Estos estudios de caracterizacion de una poblacion vs sus potenciales energéticos
posibilitan, ademas, focalizar la atencion en el garantizar o en reestablecer el goce efectivo de
derechos de los grupos poblacionales, el reconocimiento de su diversidad y multiculturalidad
como una riqueza social, las particularidades y desigualdades que obstaculizan o posibilitan
su acceso a las dinamicas y beneficios del desarrollo social y territorial (Thomasi et al.,
2022). La importancia de dirigir de forma correcta, las formas adecuadas, los ejercicios
de caracterizacién poblacional, radica en que permiten fundamentar el disefio, ajuste e
implementacién de politicas publicas con miras a transformar situaciones consideradas
como problematicas, y ofrecer bienes y servicios que respondan satisfactoriamente a las
necesidades e intereses de los grupos poblacionales (Zhu et al., 2022).

Por otro lado, se procedié con la implementacion del método analitico jerarquico con logica
difusa con el objetivo de priorizar las barreras que se pueden presentar en la implementacion
de energias con fuentes renovables, en la zona de estudio anteriormente mencionada
(Christian M.Moreno Rocha et al., 2022)as well as evidence the current challenges and
development prospects. The high demand for electricity in Colombia is increasing due to
the great increase in population, industry and commerce, which generates greater energy
consumption and as a consequence economic, social and environmental problems. The
objective of this study was to analyze the behavior of the energy projects submitted to
the Mining Energy Planning Group (UPME, para la explicacién de esta metodologia se
procedio a separarlas por secciones para su mejor entendimiento.
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2.1 Operaciones con conjuntos difusos

e El conjunto complementario 4" de un conjunto difuso A4 es aquel cuya funcion

caracteristica viene definida por (Diaz et al., 2022):
my= () - ()
e La unién de dos conjuntos difusos Ay B es un conjunto difuso .4 U Ben U cuya
funcién de pertenencia es:
m Gy (X) = max m , (x)my ()
e [La interseccién de dos conjuntos difusos 4 y B es un conjunto difuso .4 0 Ben U

con funcidn caracteristica:

7,y () = min m (x), my (%)

Los principales operadores que cumplen las condiciones para ser t-conormas son el operador
maximo y la suma algebraica

ﬁZAUB (X) - MA (X)-i_ MB (X) -MA (X) /ﬂB (X)

y los principales operadores que cumplen las condiciones para ser t-normas son el operador
minimo y el producto algebraico

7”408 () = @ () 7y (x)
2.2 Relaciones difusas
R(UV) = (s (o)) | () € U 1/
Supongamos

R (x) $(x)

Son relaciones en el mismo espacio producto U x I La interseccion o union entre R y S, que son
composiciones entre las dos relaciones, se definen como (Yang et al., 2022):

s ()= My (%) *7725 ~)
MRUS (X) = wR (XJ) = wf (X}y)
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SiR °§, Ry S pertenecen a universos discretos de discurso. Se define como una relacién
difusa en UxW cuya funcién de pertenencia viene dada por:

wR°S (X’%) - "Wp‘ye[/ [HR (XJ) * Hf O/JZ)]

doénde el operador sup es el maximo y el operador * puede ser cualquier t-norma. En funciéon
de la t-norma elegida podemos obtener distintas composiciones; las dos composiciones mas
usadas son la composicion max-min y la composicién max-product:

. La composiciéon max-min de las relaciones difusas R(U, V) y S(V, W), es una relacion
difusa R © S en UxW definida por la funcién de pertenencia

Hyos (63) = max | minfu, () * p (1,2)]
Donde
(% 3)eUxW

La composicién max-product de las relaciones difusas R(U,V) y S(V,W), es una relacion difusa
R oS en UxW definida por la funcion caracteristica

haes (53= mix iR () * 1, (32
Donde
(xz2)EUxW

2.3 Implicacion difusa

Como ya hemos visto, en términos de teorfa de légica difusa la proposicién “Si u
es A, entonces v es B” donde u € U y v € V, tiene asociada una funcién caracteristica
m, = (%)) que toma valores en el intervalo. Ejemplos de posibles funciones caracteristicas
asociadas, extraidas de aplicar las analogfas entre operadores y la tautologia antes mencionada,

son (Maity et al., 2022):
My O0) = 1=ty 09) = 1= [u, (%), 1 -y O)]
m, (o) = max 1 - p, (), ()]
my Ly () =11y (0,1, )

En l6gica difusa el Modus Ponens se extiende a lo que se llama Modus Ponens Generalizado
y que puede resumirse de la siguiente forma:
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Premisa 1: “u es A¥”

Premisa 2: “SI u es A ENTONCES v es B”
Consecuencia: “v es B*”

En doénde el conjunto difuso A* no tiene por qué ser necesariamente el mismo que el
conjunto difuso A del antecedente de la regla y el conjunto difuso B* tampoco tiene por qué
ser necesariamente el mismo que el conjunto difuso B que aparece en el consecuente de la

regla.

Asi pues, el Modus Ponens generalizado es una composicion difusa en la que la primera
relacion difusa es el conjunto difuso A* y que puede expresarse:
— *

HB* <Y)_ SupxeA*l [HA* (X) }’LA—>B (X))/) ]
teniendo en cuenta que, en las aplicaciones de la logica difusa a la ingenierfa la funcion
caracteristica de la implicaciéon se construye con los operadores minimo y producto, que
ademas de ser los mas simples conservan la relacién causa-efecto, tendremos dos opciones
a elegir:

wA — B (xp) = minfu, (941, 0)]

pA = B () = [k, (9, 0)]

2.4 Métodos de des-difusion

¢ Meétodo del maximo: se elige valor para la variable de salida aquel para el cual la funciéon
caracteristica del conjunto difuso de salida es maxima. En general no es un método
optimo, ya que este valor maximo puede ser alcanzado por varias salidas.

¢ M¢étodo del centroide: utiliza como salida del sistema el centro de gravedad de la funcién
caracteristica de salida. Matematicamente (Kabir et al., 2022):

y= (b, 0/ (I, 0)y)

Es el método mas utilizado en aplicaciones de la l6gica difusa a la ingenieria ya que se obtiene
una solucién unica, aunque a veces es dificil de calcular.

¢ M¢étodo de la altura: se calcula para cada regla el centro de gravedad del conjunto difuso
de salida Bm y después se calcula la salida del sistema como la media ponderada:

9,= ¥ w6 )/ Ty, ) 67)d)



REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

%

2.5 Analisis con logica difusa

Si X = {x,x,x,..x } es un conjunto de objetos y U = {#,u,u,..u } un conjunto de
objetivos, de acuerdo con el método de analisis extendido de Chang (1990), se desarrolla
el analisis ampliado para cada uno de los valores de los objetos; de este modo se pueden
obtener para cada objetivo (Manuel, Rocha, Domingue, et al., 2022). Por lo tanto, los valores
de analisis extendido de m se pueden obtener con la siguiente notacién (He et al., 2022):

MNP o MP = 1,23,..n.
& & &

Donde Migl. ¢ = 1,2,3,..m)todo son numeros difusos triangulares.
Pasos clave del modelo propuesto por Chang (1996) (Moreno Rocha et al., 2022):

Paso 1: El valor del objeto 7 — ésimo del analisis extendido se define como:

Para obtener 3™ Mig, se realiza la operacion de adicion borrosa de m valores del analisis
extendido para una matriz particular, de tal manera que:

Para obtener , se realiza la operacion de adicion borrosa de los valores Mgf

(j=1,2,3, ..m) , de modo que:

Luego se calcula el vector inverso de la ecuacion, de la siguiente manera:
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Paso 2: El grado de posibilidades de que M,= (/,%2,u,) 2 M1= (I ,m ,u,) se define como:

V (M, 2 M) = sup . [min(u,, (),nM2 ()]

Y puede ser expresado de forma equivalente de la siguiente manera:

VM2 M) = hg M,NM) =, (@) =] (d)

1 >
Si m,Z m,

Donde d es la ordenada del punto de interseccion mas alto D situado entre p y p , Para comparar

M,y M, se requiere los valores de:
yiM,zM) y V' (M, zM,)

Paso 3: El grado de posibilidad de que un numero difuso convexo sea mayor que £ numeros
convexos se define como:

VrmzMM,..M)=V[MzM)yMzM)yMzM,)/=mnV'MzM)i=123,..k
Entonces, suponiendo que:
d’ (A)) min V" (§.25)
Para £ =1,2,3,...,n; £ # i . El peso del vector esta dado por: W’ = (@’ (A ),d’ (A),...,d" (A_n))"
Donde A, (7 = 1,2,3,...,n) son n elementos
Paso 4: La normalizacion del vector que se presenta de la siguiente forma:
W= (d (), d (A rd (A))"
Donde W no es un namero difuso sino el conjunto de pesos para cada matriz.

Para este caso se debe tener presente que W ahora no son nimeros difusos, si no vectores
con los pesos finales. La tabla 4 representa los valores utilizados en la conversion de la sintaxis
lingtistica utilizada por los expertos y su respectiva valoraciéon en numeros triangulares y
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triangulares difusos. Por ultimo, en la figura 1 se presenta un esquema a modo de explicacion
de como puede implementarse o desarrollarse el proceso analitico jerarquico con légica
difusa, con este esquema se pretenden brindar una herramienta explicativa de dicho proceso
para futuras investigaciones.

Tabla 4 Triangular fuzzy conversion scale

Linguistic scale Triangular fuzzy scale Triangular fuzzy reciprocal scale
Just equal (0,0,0) (0,0,0)
Weakly important 0,1,3) (-3,-1,0)
important (1,3,5) (=5,-3,-1)
Strongly more important 3,5,7) (-7,-5,-3)
\ery strongly more important (5,7,9) (-9,-7,-5)
Absolutely more important (7,9,9) (-9,-9,-7)

Figura 1. Esquema de implementacion de FAHP

Resultados y discusion

La estratificacion social corresponde a la forma en que se clasifican los hogares segtin distintos
criterios que no dependen de los ingresos del individuo o de la familia, sino de la condicion
de la vivienda en la que vive el grupo familiar y del entorno escolar o de la localidad. Por clase
social se determina el costo de los servicios domésticos, ciertos impuestos y la provision de
alguna ayuda econémica a ciertos hogares. Segun el Departamento de Planeaciéon Nacional
de Colombia, existen seis clases socioeconémicas en las que se puede dividir la vivienda o
propiedad: El estrato 1 significa Bajo-bajo, El estrato 2 significa Bajo, El estrato 3 significa
Medio-bajo, El estrato 4 significa Medio, El estrato 5 significa Medio — Alto, El estrato 6
significa Alto. Los niveles 1, 2 y 3 corresponden a los de menores recursos que reciben
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subsidios por parte del gobierno nacional de vivienda y servicios publicos; Los niveles 5 y
6 corresponden a de ingresos mayores con grandes recursos econémicos que incurren en
costos adicionales (contribuciones) por costos de servicios publicos del hogar. Mientras que
los de niveles 4 no es un concesionario y no paga los costos excesivos, paga exactamente
lo que la empresa de servicio publico identifica como el costo de realizar el servicio. En
concordancia a lo explicado y los resultados obtenidos, se puede apreciar en la figura 5 que
para esta zona de estudio solo se encuentran 3 estratos socioeconémicos los de nivel 1, 2
y 3, esto da de que hablar sobre las condiciones y calidad de vida de la poblacién como
tal. As{ mismo se logra apreciar el incremento significativo de la poblacién en el nivel uno
paso de un 20% en el ano 2010 a un 43% del total de la poblacién para el afio 2019 y un
incremento leve de la poblacién en nivel socioeconémico 2, paso de un 20% en el 2010
aun 27% en el ano 2019.

Figura 2. Evolucidn del crecimiento poblacional

Figura 3. Consumo por estratos socioeconémicos
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¢Existe suficiente potencial en esta zona para suplir la demanda actual y futura?

Teniendo en cuenta la informacién proporcionada por los diferentes medios, el promedio
diario de consumo de energfa en la zona de estudio, en el dia tres de mayo del 2022 presento
un pico de 27.900.000.000,00 Wh (27,9 GWh). Ademas, que segin la informacion presentada
anteriormente se presenta una potencia base de 5.391.300.000,00 W (5.391,3 GW), solo en
energfa solar, en esta investigaciéon no se caracterizé el potencial energético renovable con
otras fuentes de energfas. Con esta informacion presente se puede responder a la siguiente
pregunta ¢La produccion de energia podria satisfacer la demanda actual?

Primero se calculala potencia base generada en el dia, para esto se realiza la siguiente operacién:

Figura 4. Evolucién del consumo residencial vs el no residencial

Esto restado a la proyeccion de generacion para el 2026 se podria deducir que la demanda
podria llegarse a satisfacer y con un margen de reserva del 78,43% en un caso ideal.

Con respecto a las proyecciones futuras en el articulo de la Unidad de planeaciéon minero
energético “UPME “proyecciones de demanda la tasa de crecimiento de la demanda
energética estara entre los 2,22% y el 3,35%. Por lo cual el comportamiento del consumo
energético se veria representada en la Figura 5:

Figura 5. Estimacion del crecimiento de la demanda de la energia
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Observando la Figura 7, es evidenciable el porcentaje promedio del crecimiento poblacional
el cual es de 2,98870178 %; con este valor aproximado se puede predecir a cierta medida el
crecimiento de la poblacion.
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La Figuras 6 y 7 evidencian el progresivo crecimiento poblacional del departamento, lo
cual es de evidenciar que el consumo de energia eléctrica también aumentarfa al haber mas
personas. Con lo anterior aclarado se procede a realizar una comparativa entre los estimados
de demanda y las sumatorias de las capacidades de potencia eléctrica de los diferentes
proyectos respecto a cada afio.
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Figura 7. Estimacion del crecimiento poblacional
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Figura 8. Comparacion de estimacion de la demanda vs capacidad de generacién de energia

Sugerencias a la zona de estudio

Se podria hablar también de que, a pesar del alto potencial de energfa, y las altas expectativas
que se guardan con los proyectos (si todos funcionan); se podria evidenciar un contratiempo
en el almacenamiento de energia, ya que en especial la energfa solar solo estarfa en
tuncionamiento cierta cantidad de horas al dia y podria llegar a ser una limitante.

Uno de los objetivos de esta investigacion es lograr evidenciar pero también cuantificar lo
que esta sucediendo desde hace mucho tiempo en una zona rica y con un gran potencial
de energia emergentes, es el departamento de la Guajira-Colombia la tierra donde en los
ultimos afios se han posado los ojos de todo un pais en pro de la implementacién de grandes
proyectos energéticos, este territorio durante toda la historia de Colombia ha sido una de
las poblaciones mas golpeada por la pobreza y la extrema pobreza, esto ha sucedido y
sigue sucediendo a pensar que en esta zona cuenta con el potencial energético para aliviar
grandemente los desafios que la sociedad Colombia requiere en temas de energizacion.
Pese a que en el departamento de la Guajira se ha implementado algunos proyectos de
energizacion a base de fuentes renovables, estos proyectos no han tenido el impacto que se
desea, ejemplo de esto se puede observar que en la figura 6 un decaimiento en el consumo
de energia y no precisamente por un aumento en la eficiencia o buenos habitos energéticos
de la poblacién, este decaimiento hace referencia al cierre de industrias y desplazamiento
masivo de su poblacion a otras zonas, sin embargo el consumo de esta zona esta jalonado
por 3 cuidades principales como se aprecia en la figura 3, las actividades econémicas de
estas cuidades son el comercio en general, explotaciéon de carbén y zona de descanso de
la poblacién que labora en las minas de carbon. Asi mismo resulta llamativo observar que
mientras en la figura 5 se ve un decrecimiento del consumo de energia, en la figura 5 se puede
evidenciar la tendencia al alza de su poblacioén, a primera vista resulta muy contradictorio
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ya que lo primero que se piensa es que a mas personas mas consumo de energia, esa serfa la
légica, esto lleva a preguntar inicialmente, que es lo que esta ocurriendo en esta zona tan rica
y acta para la implementacion de proyectos energéticos.

Resultados de FAHP

Si bien los resultados sobre la caracterizacion de la zona de estudio mostraron una zona
rica y apta para el desarrollo de nuevas fuentes de energfas renovables, existen unas barreras
o limitantes que no estan permitiendo esto, estas barreras o limitantes se jerarquizaron y
los resultados obtenidos en la implementacion del método analitico jerarquico con logica
difusa se obtuvieron los siguientes resultados; en primera instancia se jerarquizaron los
criterios que pueden ocasionar barrera o limitaciones en la investigaciéon o implementacién
de fuentes de energias renovables, en la Figura 9 se logra apreciar que segun el grupo de
experto consultados estos consideran que la mayor barrera o limitacién frente a las energias
renovables es el criterio politico con un grado de importancia equivalente al 46%, seguido en
un segundo lugar con un 18% de importancia las barreras derivadas al criterio técnico y en
un tercer lugar se encuentra el criterio referente a las barreras sociales y econémicas con un
15% de importancia. Estos resultados demuestran que la mayor limitante a la investigacion e
implementacion de fuentes de energfas renovables en un territorio es la voluntad politica de
un gobierno, si bien muchos son los acuerdos internacionales y los compromisos que cada
pais han adquirido acorde al cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible, algunos
paises pese a estos compromisos son pocas las acciones que en la practica han tomado

Figura 9. Criterios barrera en implementacion de energias renovables

Si bien el criterio de barreras politicas fue el de mayor importancia segin los expertos
consultados, este criterio cuenta con 5 subcriterios que también se sometieron a juicio y
jerarquizacién, en la figura 16 se evidencia que el mayor subcriterio predominante en el
criterio de barreras politicas hace referencia a la corrupcién y nepotismo con un 38% de
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importancia, en esta jerarquizacion el subcriterio falta de un proceso de decision transparente
ocupa el segundo lugar con un 22% de importancia y para un tercer lugar el subcriterio
inseguridad y/o terrotismo con un 17%, esto demuestra que las malas acciones y el poco
o casi nulo compromiso de un gobierno por la investigaciéon o implementacion de fuentes
de energias renovables son el mayor obstaculos para el avance de las mismas, as{ mismo las
acciones de inseguridad y /o terrorismo que se puedan presentar en una zona, son causales
de la no inversién en investigaciéon o implementacion de fuentes de energias renovables.

Figura 10. /mportancia en Barreras Politicas

Asimismo el criterio de barreras técnicas ocupo el segundo puesto en el grado de importancia,
sin embargo llama la atencién que para este criterio el subcriterio de mayor ponderacion fue
la falta de instalaciones de investigacion con un 58% segun el grupo de experto consultados
como se aprecia en la figura 11, este es algo que se vive en los paises en via de desarrollo
como por ejemplo Colombia, soy muy pocos o casi nulos los centros de investigacion que se
tienen para la implementacion o innovacién en fuentes de energias renovables, ocasionando
la dependencia siempre de paises de primer mundo, los cuales aparte de dotar con el material
también deben suministrar el conocimiento para futuros mantenimientos, es decir se debe
tener personal calificado de cualquiera que sea la tecnologia a aplicar, a su vez esto origina
una inflacién en la implementacion ya que se debe adquirir en el extranjero y hacer todo un
proceso para el ingreso y puesta en marcha dentro del territorio.
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Figura 11. Importancia en Barreras Técnicas

En la figura 12 se observa el comportamiento jerarquico de los subcriterios asociados a las
barreras sociales y econémicas, para esta investigacion el subcriterio de mayor ponderacién
tue el correspondiente a la falta de conciencia social con un 48%, este resultado da a conocer
que quizas dentro de las politicas que un gobierno por cumplir sus compromisos de objetivos
de desarrollo sostenible o que simplemente quiera suplir las necesidades de una poblacion,
brinde las herramientas debidas, brinde las oportunidades que ser requieras, pero todas estas
herramientas y oportunidades se pierdan debido a que quizas no existe en la poblacion afecta
o poblacion en general un interés en el estudio, en la investigacion, en la implementacion de
fuentes de energia alternativas, es decir se carece de una conciencia social que ayude en la
mitigacion de una situacion problema como puede ser la carencia de servicio energético sobre
su territorio. Por otro lado otro limitante en la implementacion o investigaciones de fuentes
de energias renovables es el alto costo de su capital inicial, esto sucede con mayor frecuencia
en los paises que dependen de la compra de material al extranjero y no solo de la compra,
sino que también existe una cadena de dependencia en el proceso de instalacién, puesta en
marcha y capacitacioén a personal local, todo esto conjunto de factores terminan afectando
e incrementando el valor de un proyecto o investigacion. Las faltas de coordinacién entre
las instituciones de un gobierno y la falta de tratados y/o convenios internaciones como se
aprecian en las figuras 13 y 14, también son subcriterios que alimentan ya la lista de barreras
o limitantes en la ejecucion de investigaciones o implementacion de fuentes de energias
renovables y es que al no existir una buena comunicacién y un objetivo en comun por parte
de todas las instituciones de un gobierno, si no que cada una tiene una politica diferentes
sobre el tema de las energfas renovable ocasiona que sea imposible el lograr avanzar frente a
esta politica de interés nacional e internacional, ademas los gobiernos en especial los de paises
emergentes deben velar por la firma de convenios con las grandes empresas o laboratorios
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internacionales referente a la tematica de fuentes de energia alternativas, esto con el fin
de llegar a acuerdos que posibiliten algin tipo de descuento en la compra de productos,
capacitaciones a personal en pro de tener personal calificado, seguimientos a proyectos en
ejecucion, etc.

Figura 12. Importancia De los Subcriterios de Barreras Sociales y Econdmicas (%)

Figura 13. Importancia en Barreras Administrativa y de Mercado (%)

Referente a las barreras geograficas y ambientales, quizas el subcriterio de mayor relevancia
tue el requerimiento de tierras, no es un secreto que cualquier que sea la tecnologia de fuente
de energias renovables a implementar en una zona, este proyecto requiere de la utilizacion
de grandes cantidades de tierras, algunas de estas tierras son de reserva indigenas lo que
dificulta la implementacion del proyecto, otras tierras son de caracter privado o se encuentran
en reservas protegidas lo que ocasiona el hacer de procesos gubernamentales para poder
usarlas, otra dificultad referente a las tierras es que se requieren de grandes extensiones y
estas tierras podrian implementarse para otros proyectos como la agricultura, ganaderia o
construccion de viviendas familiares, por estas razones como se observa en la figura 15 los
expertos consideraron este subcriterio como el mas importante.
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Si bien en esta investigacion se jerarquizaron los criterios y subcriterios asociados a cada
criterio, también se logré ponderar cual de todos los subcriterios fue el de mayor relevancia al
grupo de expertos consultados, en la Figura 10 se muestra que los tres subcriterios de mayor
relevancia fueron los Corrupcién y nepotismo, Falta de instalaciones de investigacion y Falta
de un proceso de decisioén transparente con 17.48%, 10.44% y 10.12% respectivamente,
demostrando que definitivamente el mayor impulsor en una nacién en la investigacion e
implementacion fuentes de energias renovables son los compromisos y acciones que tome
el gobierno de turno.

Figura 14. Importancia en Barreras Geogrdficas y Ambientales (%)

Figura 75. De Importancia general de los Subcriterios

Es importante conocer las barreras o limitantes en las investigaciones e implementaciones
de las energfas renovables porque esto permite identificar los desafios y oportunidades para
mejorar y expandir el uso de estas fuentes de energia en el futuro. Se puede concluir que
entre las barreras mas comunes se encuentran los costos de instalacién y mantenimiento,
la falta de politicas y regulaciones favorables, la limitada capacidad de almacenamiento de
energia, la dependencia de las condiciones climaticas y ambientales, la falta de infraestructura
adecuada y la resistencia al cambio por parte de algunos sectores.
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Conocer estas barreras permite a los investigadores, ingenieros y planificadores desarrollar
soluciones innovadoras y practicas para superar estos desafios y mejorar la eficiencia y la
rentabilidad de las energias renovables. Ademas, puede ayudar a fomentar la adopcion de
politicas y regulaciones mas favorables que permitan una mayor inversioén y desarrollo de
las energias renovables en el futuro. En resumen, comprender las barreras y limitaciones en
las investigaciones e implementaciones de las energias renovables es esencial para impulsar
el desarrollo sostenible y promover una transicion hacia un futuro mas limpio y sostenible.

Conclusiones

Colombia es un pafs que prospera en el campo de las fuentes de energfa renovables como
la solar, edlica, biomasa e hidroeléctrica, muchas de estas fuentes de energias ofrecen
importantes oportunidades de empleo en el futuro y estan preparadas para a futuro lograr
construir o ensamblar localmente la mayoria de los equipos, sin embargo, para lograr este
objetivo, se deben eliminar varias barreras para mejorar la adopcién y aceptacion en el
mercado de la totalidad o parte de la tecnologia de energia limpia, este estudio identifico y
priorizo las barreras para el despliegue de energfa renovable.

Teniendo presente los resultados obtenidos del FAHP, se propone crear una agencia
gubernamental que tenga por objeto unico el regular y promover las energias renovables,
tacilitar el otorgamiento de licencias y desarrollar politicas nuevas o actualizadas acorde al
mercado internacional y por ultimo actualizar las politicas existentes. Por otro lado, se debe
brindar apoyo financiero e investigativo para facilitar el acceso al crédito/financiamiento
tanto a los desarrolladores de tecnologia como alos usuarios finales, ademas, el gobierno debe
garantizar un equilibrio entre las fuentes de energfa renovables y convencionales a través de
subsidios para las fuentes de energia renovables. Se propone la creacion y dictado de cursos/
capacitacion vocacional para desarrollar habilidades. Crear un sistema cognitivo social que
fuese lo suficientemente flexible para hacer frente a cualquier nueva barrera que pudiera
surgir en el transcurso del tiempo. En tltima instancia, este estudio proporciona un marco
analitico y tedrico para que muchos legisladores/politicos y pattes interesadas comprendan
mejor las barreras para el desarrollo de energias renovables, ademas abre nuevos horizontes
para superar el impacto de las barreras que limitan el desarrollo de tecnologfas de energia
renovable en cualquier zona de estudio.

En el mundo y en Colombia como nacién emergente, existen algunos obstaculos para la
investigacion y el desarrollo de las energfas renovables, en Colombia este fenémeno se
presenta con mayor intensidad debido a malos manejos politicos, alta corrupcion, los altos
costos de produccion, falta de tamafio de mercado, falta de conciencia publica y falta de
centros de investigacion, sin embargo estos obstaculos deben ser superado para poder hacer
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crecer rapidamente y utilizar ampliamente estas tecnologias sobre todo en los territorios
que mas lo requieren por las condiciones que estan sus habitantes. El hecho de superar o
quizas mitigar estas barreras o limitaciones ayudaran a desarrollar los mercados locales de
energfa renovable y limitaran el uso tradicional de energfa no renovable, lo que traera como
consecuencia el mejoramiento en la calidad de vida de cada uno de los territorios, ademas
el cumplimiento de los compromisos internacionales adquiridos como lo son los objetivos
de desarrollo sostenibles, a continuacién, se mencionan algunas propuestas que ayudaran al
cumplimiento de la idea anterior.

Mayor apoyo a la investigacion y desarrollo: Fortalecimiento de la capacidad de investigacion
y desarrollo en el campo de la energfa limpia, esto es extremadamente importante ayudar a
las empresas de energias renovables con un alto potencial de innovacioén, ampliar la cantidad
de financiacion de energias renovables y aumentar la financiacion de I+D para las empresas
privadas de energfas renovables.

Mitigacion a la corrupcion: el proyecto de politica o plan de acciéon para el crecimiento
exponencial del mercado renovable cubre todos los aspectos clave. Los planes de accién se
desarrollaran en consulta con diferentes entidades gubernamentales asociada inicamente con
las energias renovables. Los objetivos y planes de accion deben ser realistas y mensurables
deben ser herramientas utiles para ayudar a los formuladores de politicas a enfocar la acciéon
y mejorar la eficiencia de la implementacion de estas.

Banco de financiacion: Las instituciones financieras apropiadas son esenciales ya que la
falta de facil acceso a los gastos de capital es un problema grave para las clases mas bajas.
El mecanismo financiero en Colombia necesita ser cambiado/mejorado para fomentar el
desarrollo de energia renovable y no depender tanto del exterior.

Mitigar compras internacionales y exhortar la construccion local: Al reducir los costos de
inversion inicial de los proyectos renovables, se espera que las empresas e instituciones
académicas mejoren sus capacidades de I+D, esto también es viable si existen politicas de
financiacion.

Politicas claras de energia renovable: Esto incluye el reconocimiento de la planificacion y los
enfoques urbanos a través de estrategias especificas de crecimiento basadas en la energia que
crean un entorno propicio para la aplicacién de tecnologias de energia renovable. Resolver
problemas requiere herramientas de planificacion, leyes, reglamentos y normas, conocimiento
publico, ademas de optar métodos de decision y practicas de la ciudad.

Trabajo Social: Presentaciones de campo, conferencias, cursos, programas de educacion y
capacitacion conel fin deinspiraralas personas aimplementar tecnologias de energia renovable
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en Colombia. Se alentara a las personas a instalar luces solares en oficinas gubernamentales,
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parques y aceras, asi como en otras areas relacionadas con la energia renovable.
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Resumen

La utilizacién de las TIC (Tecnologias de la Informacién y Comunicacién) y las posibilidades
que ofrecen los softwares en las diferentes areas del conocimiento, proporcionan a los
docentes nuevas posibilidades de crear materiales didacticos virtuales que motiven el
aprendizaje de los estudiantes.

El presente trabajo describe la aplicacion y analisis del software “EasyPower”, como
laboratorio virtual para apoyar el proceso de ensefianza-aprendizaje de las asignaturas
Instalaciones Eléctricas (asignatura obligatoria de plan de estudios de Ingenierfa mecanica
eléctrica plan 2012) (cuautitlan.unam.mx, 2023), Control y Monitoreo de la Energia y Sistemas
de Distribucién  (asignaturas del médulo terminal de utilizaciéon de la energfa), el cual
es utilizado especialmente en los calculos de seleccion y caracteristicas de los conductores
eléctricos, diseno, seleccion y coordinacion de protecciones eléctricas asi como el analisis
de correccion del factor de potencia. En la aplicacion es posible ingresar distintos tipos de
protecciones normalizadas mas utilizadas, obtener diagramas eléctricos bajo norma IEC o
ANSI y analisis de flujo de carga y cortocircuito que son importantes para el estudio de los
sistemas eléctricos.

Palabras clave: TIC, EasyPower, software, IEC, ANSI.

Antecedentes

La carrera de ingenierfa mecanica eléctrica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
UNAM en conformidad con las necesidades expuestas en sus planes de estudios en
asignaturas como Instalaciones Eléctricas (asignatura obligatoria), Sistemas de Distribucion
y Control y Monitoreo de la Energia (asignaturas del modulo terminal de utilizacion de la
energia), refieren la necesidad de utilizar software en los temas de estudios pues permite
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facilitar el analisis de calculos y obtener respuestas en muy cortos periodos de tiempo de
resultados de estudio de diagramas de sistemas eléctricos, ademas de insertar y aplicar en
las tematicas de estudio el analisis a través de laboratorios virtuales en los planes expuestos.

EasyPoweres una herramienta de ingenierfa asistida por computadora para el analisis y disefio
de sistemas eléctricos de potencia industriales, pues integra completamente las funciones de
cortocircuito, flujo de potencia, coordinacién de dispositivos de proteccion y base de datos
bajo el control interactivo grafico del diagrama unifilar, le permite trabajar directamente
desde el diagrama unifilar, también tiene una interfaz interactiva y facil de utilizar disefiada
para el analisis eficiente y preciso de sistemas y diagramas eléctricos.

El software es de disefio eléctrico, el cual, nos permite el disefio, analisis y monitoreo de
sistemas eléctricos de potencia; este cuenta con diferentes herramientas que apoyan al disefio
y analisis de sistemas eléctricos que pueden ser anadidas desde la instalacién o después de
esta; el paquete basico de herramientas del software cuenta con los siguientes moédulos.

Diagrama unifilar: permite modelar sistemas trifasicos, monofasicos y de corriente directa
en diagramas unifilares con simbolos y textos personalizables.

Fig. 1 Diagrama realizado en la clase de instalaciones eléctricas FES Cuautitldn

El analisis de flujo de potencia esta disefiado para el analisis de flujos de potencia trifasicos
y caidas de tension en sistemas de potencia, se puede utilizar para calcular flujos de MW y
MVAR, caidas de tension, infracciones de sobrecarga y tension, pérdidas y otros parametros
de estado estacionatio.

También se puede utilizar para estudiar la optimizacion del sistema, el impacto del arranque
de motor, y correcciéon del factor de potencia.
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Fig. 2 Andlisis de CCM realizado en FES Cuautitldn
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En EasyPower el analisis armoénico, (Das, 2002) es una herramienta indispensable que
ayuda al ingeniero a evaluar el nivel armoénico en la red eléctrica y los diferentes métodos de

¥

mitigacion. El médulo incluye el calculo de barrido en frecuencia, de la distorsion armoénica
de la tension y de la corriente, el dimensionamiento de los condensadores y de los filtros y el
calculo del factor K'y del factor-K del transformador. El médulo permite al alumno modelar
cargas no lineales y otras fuentes de corrientes armoénicas como convertidores y hornos de
arco y detectar facilmente las frecuencias resonantes debidas a los bancos de condensadores.
Gracias a estas funcionalidades de modelado y de analisis el médulo de analisis arménico
puede evaluar con precision el impacto de las cargas no lineales en la red de analisis, el
software se basa en el cumplimiento de la norma IEEE 519. ((ANSI), 1981).

Fig.3 Dimensionamiento y andlisis de factor de potencia, FES Cuautitldn
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El Factor de potencia real y reactiva de un sistema de energfa eléctrica de CA proporciona
una relaciéon entre la potencia real y reactiva que fluye hacia una carga con respecto a la
potencia aparente en el circuito. En EasyPower, el factor de potencia real se puede definir
entre los valores de 1 y (-1) donde, un valor negativo representa un factor de potencia de
avance y un valor positivo representa un factor de potencia de retardo (Harper, 2012). Esto
se puede entender con mayor profundidad aplicando el angulo de referencia entre tension
y corriente para encontrar el factor reactivo (FR) para encontrar el VAR total (volt amperes
reactivos) en el mismo circuito.

Objetivo
Utilizar EasyPower en la Carrera de Ingenierfa Mecanica Eléctrica
Resolver ejercicios con el software EasyPower

Disefiar diagramas unifilares en sistemas ANSI e IEC

Metodologia

Para el desarrollo de este proyecto, se utilizé6 una metodologia experimental.

1.- Solicitar de acuerdo con la asignatura de la carrera de ingenierfa mecanica eléctrica plan
2012 de la facultad de estudios superiores Cuautitlan UNAM, el permiso para descargar e
instalar el software para uso institucional con el acuerdo con EasyPower, LLC. (EasyPower,

2023)

Fig.4 Formato de contrato de licencia para universidades.

. ) L ) . uac i .
2.- Realizar ejercicios en clase donde se analizan diferentes situaciones en sistemas eléctricos
y encontrar las caracteristicas mas idoneas para su operacion, por ejemplo:

Instalaciones eléctricas de octavo semestre de la carrera de ingenierfa mecanica eléctrica plan
2012 de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, donde se realiza el dimensionamiento
de conductores, por ampacidad, caida de tensién y cortocircuito, donde se constatan
con el software las caracteristicas de los sistemas en la ejecucion del analisis de flujo,
Power Flow (flujo de carga).
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Fig. 5 Ejercicio de CCM en clase instalaciones eléctricas FESC.

3.- Estudiantes disefiaran y resolveran ejercicios con el uso del software EasyPower en
diferentes situaciones como son dimensionamiento de banco de capacitores para correccion
del factor de potencia, disefio de filtros en presencia de armonicos en sistemas eléctricos de
potencia, seleccion y coordinacion de protecciones en baja y media tension, asi como disefio
de diagramas eléctricos en formato ANSI e IEC

Fig.6 Estudiantes de FESC realizando diagramas en EasyPower.

4.- Generar cursos intersemestrales para estudiantes, realizar manuales de practicas para un
laboratorio virtual de apoyo en el area eléctrica y realizar trabajos de titulacion para alumnos
de ingenierfa mecanica eléctrica.

Resultados

1.- Manuales con el software EasyPower con ejercicios de temas de las asignaturas como
instalaciones eléctricas en seleccion y dimensionamiento de conductores, caida de tension,
coordinacién de proteccion y seleccion de las protecciones de acuerdo con catalogos
normalizados de proveedores.




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

‘-——VWC’L ‘k

X 5

~

‘jé ’x 2
aqTel

k-
L

Fig. 7 Alumnos utilizando EasyPower FES Cuautitldn.

2.- Solucionario de ejercicios de dimensionamiento de filtros armonicos para corregir
problemas de armoénicos en sistemas eléctricos, asi como analizar sistemas con la funcion
de flujo de carga para inspeccionar el factor de potencia en los diagramas unifilares que
ayudaran a los temas que se abordan en las asignaturas de control y monitoreo de la energia
y sistemas de distribucion del médulo terminal de utilizacion de la energfa.
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Fig.8 Disero de filtro arménico para atenuar armdnicos (tesis).

3.- Estructurar y organizar ejercicios para poder ser presentados en congresos y exposiciones
para dar a conocer los resultados, analisis y disefios generados con el uso del software en
asignaturas del area eléctrica que puede ser aplicado en el plan de estudios y utilizarlo como
una herramienta computacional para generar un laboratorio virtual en donde se puedan

€
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complementar los conocimientos adquiridos en la parte tedrica con el apoyo de EasyPower.
(unam.mx, 2023).

Fig. 9 Cartel para participacion en educatic2023 de alumnos de FES Cuautitldn

4.-Generar trabajos de tesis con los ejercicios y disenios generados en clase y demostrar
comparativamente los resultados obtenidos.

Fig. 10 Tesis de alumno de FES Cuautitldn 2023.

Discusion

Los ingenieros eléctricos requieren varias herramientas para desarrollar sus habilidades, por
lo que no hay una sola herramienta que se ajuste a sus necesidades dentro de su formacién
académica. El estudiante de ingenieria eléctrica necesita una caja de herramientas (laboratorios,

libros, espacios etc.), asi como una caja de herramientas virtuales para completar de manera
efectiva y eficiente su formacién y un ejemplo claro es el uso de EasyPower.
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Por el lado humano, tenemos que mejorar y fortalecer la formacion de los estudiantes
para una mejor consolidacion en su formacion profesional, ayudando en cualquier campo
tecnolégico donde dicho potencial humano sea instalado. Para lograr esto es necesario la
participacion en diferentes eventos, la difusién y exposicion de los trabajos realizados y
demostrar la capacidad y alcance que tienen en su formacién y preparacion.

Conclusion

En este trabajo se ha presentado la implementacién en la ensefianza y aprendizaje en
ingenieria con la utilizacién de software (EasyPower). Se presenta y demuestra la importancia
de incorporar en el aula de clases como apoyo a los cursos y planes de estudios, la aplicacion
de estrategias didacticas para la enseflanza en ingenieria con el uso de Software.

Se ha validado la hipdtesis segin la cual es fundamental para el desarrollo de nuevas
metodologias, identificar qué estrategias de aprendizaje se pueden aplicar y qué tematicas
presentan los estudiantes dificultad para aprender, con base en esto se puedan abordar y
estructurar como estrategias ensefianza-aprendizaje dentro del aula de clase, para garantizar
una formacion efectiva a estudiantes con habilidades y tipos de aprendizaje diferentes.
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Resumen
La terapia fotodinamica resulta una alternativa prometedora ante el incremento de
infecciones ocasionadas por microorganismos resistentes a antibioticos. En este estudio se

30

evalué la eficacia de la terapia fotodinamica mediada por liposomas flexibles cargados con
azul de metileno para eliminar bacterias gram positivas (Szaphylococcus anrens resistente a la
meticilina, MRSA) y gram negativas (Psexdomonas aeurnginosa multirresistente). Los liposomas
se prepararon por el método de hidratacion de pelicula y la formulacién se optimizo
modificando el tipo de lecitina y de activador de superficie. Se evalud la capacidad de los
sistemas para inhibir el crecimiento de los organismos de prueba, causantes de queratitis,

n

utilizando dos concentraciones de azul de metileno y dos dosis radiantes. Mediante
la incorporacion del azul de metileno en los sistemas, se consiguid incrementar su

1 .

=) . . ey . . . ., ey eq-
- capacidad para inhibir el crecimiento de MRSA, en comparacion con el fotosensibilizador
g libre

Palabras clave: terapia fotodinamica, azul de metileno, liposomas flexibles, queratitis,
resistencia bacteriana
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Antecedentes

La queratitis bacteriana es una infeccion de la cérnea causada por bacterias (Shoji, 2016). Las
enfermedades de la cérnea son la principal causa de ceguera monocular en todo el mundo,
y afectan especialmente a poblaciones marginadas (Austin, Lietman y Rose-Nussbaumer,
2017). El tratamiento de primera eleccién es la aplicaciéon tépica de antibidticos. Sin
embargo, varias especies de bacterias han desarrollado resistencia, como Staphylococcus anrens
resistente a meticilina (MRSA, por sus sigles en inglés) (Su et al., 2020). Adicionalmente,
microorganismos tales como Pseudomonas aeruginosa, han desarrollado mecanismos complejos
de resistencia, sistemas de eflujo que bombean a los antibiéticos fuera de las células y la

produccién de enzimas que inactivan los antibidticos, entre otros (Pang, Raudonis, Glick,
Lin, y Cheng, 2019).

Actualmente la terapia fotodinamica representa una opciéon prometedora para el tratamiento
de una amplia variedad de patologias. Se basa en la administraciéon de un fotosensibilizador
no toxico, capaz de absorber energia de una fuente de luz con determinada longitud de
onda e irradiancia, que permite su transicion a estados de mayor energia, desencadenando
reacciones fotoquimicas, que en presencia de oxigeno forman especies reactivas de oxigeno
(ROS) capaces de combatir microorganismos (Boccalini et al., 2017).

El azul de metileno es un derivado de la fenotiazina que ha demostrado poseer efectos
analgésicos, antibacterianos y antitumorales. Adicionalmente, en comparaciéon con otros
totosensibilizadores, como el acido aminolevulinico, posee un menor costo (Shen et al.,

2020).

Los fotosensibilizadores pueden presentar tendencia a autoagregarse en formas no fotoactivas,
lo que impide la producciéon de ROS. Una estrategia para superar estos inconvenientes es
el uso de nanoacarreadores, tales como los liposomas, sistemas biocompatibles capaces
de encapsular tanto moléculas lipofilicas como hidrofilicas y de mejorar la eficacia de los

fotosensibilizadores desestabilizando la pared celular de las bacterias al entrar en contacto
con ellas (Molinaro et al., 2019).

Uno de los principales retos en el tratamiento efectivo de las enfermedades oculares es
conseguir que la sustancia activa permanezca en la superficie del ojo el tiempo suficiente
para ejercer su accion. El constante flujo lagrimal constituye un obstaculo que limita el
tiempo de permanencia de los farmacos aplicados topicamente en la cornea, una gran
proporcion del farmaco abandona rapidamente el ojo por efecto del flujo lagrimal y es
arrastrado a la mucosa nasal por el conducto nasolagrimal. Con el objetivo de incrementar el
tiempo de permanencia de los sistemas en el sitio de accion se han utilizado estrategias como
la incorporacién de polimeros que formen un gel (Siepmann, Siegel y Rathbone, 2012),
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asi como el recubrimiento de las vesiculas utilizando polimeros mucoadhesivos (Bandi,
Bhatnagar y Venuganti, 2021).

El objetivo de este proyecto es la encapsulacion de azul de metileno en sistemas liposomales
mucoadhesivos con el fin de mejorar la terapia para el tratamiento de queratitis causada por
bacterias resistentes

Objetivo general:

* Desarrollar liposomas flexibles cargados con azul de metileno capaces de mejorar el
tratamiento fotodinamico de queratitis originada por bacterias resistentes a farmacos

Objetivos particulares:

* Realizar un disefio de experimentos para definir las condiciones Optimas para la obtencion
de liposomas

e Caracterizar los liposomas por tamafio de vesicula, potencial zeta y eficiencia de
encapsulacion

* Incorporar los liposomas seleccionados a un gel de aplicacion oftalmica
* Recubrir los liposomas con un polimero mucoadhesivo
¢ Determinar la cinética de liberacion del azul de metileno a partir de los sistemas

* Evaluar la permanencia de los liposomas recubiertos con material mucoadhesivo y de los
liposomas incorporados en un gel

e Medir la capacidad de los liposomas para inhibir el crecimiento de bacterias resistentes
Parte experimental

Preparacién y caracterizacion de liposomas

Los liposomas se prepararon mediante el método de hidratacién de pelicula propuesto por
Cerv y Blume (Cerv y Blume, 1992), con ligeras modificaciones. El proceso se muestra en
la figura la.

Con el fin de optimizar la preparacion de los liposomas se realiz6 un disefio de experimentos
2% (Figura 1b). Las respuestas a considerar fueron el tamafio de las vesiculas, el indice de
polidispersion (IPD) y el potencial zeta de los liposomas, dichas respuestas fueron medidas
con ayuda de un Zetasizer-Z890 (Malvern Instruments, Reino Unido).
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Figura 1a. Procedimiento utilizado para la formacién de vesiculas liposomales; 1b. Variables y niveles
estudiados en el diseno de experimentos.

Eficiencia de encapsulamiento (% EE)

Para determinar la eficiencia de encapsulamiento se eligieron los sistemas con las mejores
caracteristicas de tamano e IPD, tales sistemas fueron preparados por triplicado y el farmaco
libre se separ6 de las vesiculas utilizando filtros para centrifuga Amicon Ultra-4 (Merck,
Millipore), se aplicaron 3 mL de la suspension de vesiculas en el dispositivo de filtracion y se
centrifugd a 5,000 rcf durante 20 minutos (centrifuga 2326, Hermle, Alemania), el farmaco
libre se recupero en el tubo de centrifuga y se cuantificé mediante espectroscopia UV-Vis.

Incorporacion de los sistemas en un gel

La preparacion se realizo por el método en frio (Escobar-Chavez et al., 20006), utilizando una
mezcla de polimeros (23% de poloxamero 407 y 10% de poloxamero 188) (M.A. Fathalla
et al., 2017), los cuales se hidrataron en agua o en la dispersién de vesiculas a 4°C durante
una noche, posteriormente se homogenizaron y se evaluo la viscosidad en un viscosimetro
digital de plato (CAP200, Brookfield, EE. UU.) colocando 200 uL. de muestra y utilizando
la aguja #1, en un intervalo de temperatura de 5 a 40 °C, a una velocidad de 50 rpm. Las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Recubrimiento de los sistemas con alcohol polivinilico

Los liposomas se recubrieron agregando 2.7 mL de una dispersién de alcohol polivinilico
en solucion amortiguadora, de fosfatos pH 7.0, a 0.7 mlL de la suspension liposomal en
agitacion constante. Posteriormente los sistemas se incubaron durante una noche a 4°C. Los
sistemas fueron caracterizados mediante tamafio de vesicula, IPD, potencial zeta y eficiencia
de encapsulamiento, utilizando el método descrito previamente.
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Evaluacion de la cinética de liberacion de los sistemas

El perfil de liberacién del azul de metileno a partir de los liposomas (libres, recubiertos e
S incorporados en gel) y de una soluciéon del fotosensibilizador se estimé utilizando celdas de
A Franz. Entre el compartimento receptor y el donador se monté una membrana de dialisis
de celulosa con corte de 6000-8000 Da (Spectra/Por, Biotech CE tubing) previamente
hidratada en solucién amortiguadora a pH 7.0. El compartimento receptor se llené con
1.8-2.0 mL de solucién amortiguadora y se mantuvo en agitacion. Un volumen de 100 pL.
del sistema correspondiente se adicioné al compartimento donador. La temperatura del
X ensayo se controld a 34 © C para imitar la superficie ocular humana. Se retiraron alicuotas
"‘g’. a intervalos de tiempo fijos y se sustituyeron inmediatamente por un volumen igual de
tampon fresco. La cantidad de fotosensibilizador liberado se determiné mediante un método
espectrofotométrico UV-vis.

(oK Determinacion de las propiedades mucoadhesivas de los sistemas
3

Para evaluar las propiedades mucoadhesivas de los sistemas recubiertos e incorporados en
un gel se adapté el método de plano inclinado propuesto por Jang (Jang Shih-Fan, 2013). Se
tabricé un gel compuesto por agar y mucina de cerdo, se colocéd sobre una superficie con
inclinacion de 45° y se mantuvo a una temperatura de 34 = 2°C, se adicioné un volumen
conocido del sistema a evaluar y se lavé con solucién isotonica a pH 7.0 a una velocidad de
2 pL./min durante 30 min. Al término del tiempo se retir6 el gel, se cuantifico la cantidad
de fotosensibilizador arrastrada por el lavado y por diferencia se determind el porcentaje de
totosensibilizador retenido.

O
3
o % Evaluacion de la inhibiciéon de crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa

Se utilizaron dos cepas bacterianas previamente caracterizadas como resistentes, MRSA
(gram positiva) y P. aeruginosa (gram negativa). Los cultivos de bacterias se prepararon en agar
nutritivo a 37°C. Tras 24 horas de incubacion, las bacterias se suspendieron hasta obtener
aproximadamente 10 UFC/mL en solucion salina isotdnica.

En un tubo de ensayo de vidrio se anadieron 500 pLL de suspension bacteriana y 500 L. de los
sistemas cargados con azul de metileno (2 pg/mL y 20 pg/mL). Los sistemas se incubaton a
dos periodos (12 y 24 minutos) con y sin fuente de luz (luz roja, A = 600 nm, con irradiancia
de 20 mW/cm?®). Se trataron los siguientes grupos: sélo bacterias (referencia), bacterias
tratadas con el fotosensibilizador libre y bacterias tratadas con el sistema HTEAMO.2.

Se realizaron diluciones seriadas (base 10) de las muestras liquidas originales y una alicuota
conocida se sembré en un medio nutritivo en placa, el conteo de colonias se realiz6 48 horas
después de la incubacién a 37°C.
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Resultados y discusion

Delos diferentes sistemas formulados, se seleccionaron aquellos con las mejores caracteristicas
tecnolégicas (Tabla 1).

X

El sistema HTEAMO.2 se utiliz6 para la realizacion de los estudios posteriores debido a que =
el sistema HTEAMO.5 present6 precipitacion del principio activo después de tres meses de N
ey () “
estabilidad. £ =
Los estudios reolégicos de los sistemas liposomales incorporados en un mezcla de agentes
gelificantes (Figura 2) muestran un aumento en la viscosidad al ser comparados con el gel "é‘_
control (sin vesiculas), probablemente debido a las interacciones de las vesiculas coloidales -“g’.
con el polimero gelificante generando una mayor resistencia al flujo (Antunes, Gentile,
Oliviero Rossi, Tavano, y Ranieri, 2011).
0
Tabla 1. Sistemas liposomales seleccionados a partir del disefio de experimentos )
0 OK
Concentracion Tamafio Potencial
Sistema Componentes | Disolvente deazulenla IPD %EE
. (nm) zeta (mV)
solucion
HTEAMO.2 Lecitina 0.2mg/mL | 108.0+5.6 063827; 125+ 15 90643 *
hidrosoluble y Etanol 152+ 0 z.170 . o1 3 N
Polisorbato 80 - = S o=
HTEAMO.5 0.5 mg/mL e o107 | 124%05 o
&
O 7
Figura 2. Comportamiento reoldgico de los sistemas liposomales incorporados en un gel -

termosensible; HTEAM: liposomas cargados con azul de metileno, HTEP: liposomas placebo

La caracterizacion de los liposomas recubiertos con PVA (HTEAM-PVA) se presenta en
la tabla 2. Se observé un incremento en el tamafio debido a la formacién de una capa de
polimero en la superficie de la vesicula. Por otra parte, el potencial zeta de los sistemas
recubiertos disminuy6 de -12.5 a -7.6 mV. Lo que indica que la principal interacciéon entre
los lipidos y el PVA es por atraccién electrostatica. El cambio en potencial zeta se atribuye
al enmascaramiento de la carga superficial de los liposomas por la capa de polimero (Mu y

Zhong, 2000).
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Tabla 2. Sistemas liposomales recubiertos con PVA

) Concentracion de o Potencial zeta 0
Sistema dispersion de PVA Tamafio (nm) IPD mv) Y%EE
HTEAM-PVA 7% wiv 175.13+10.79 | 0.480 £0.050 -7.58 £ 0.50 86.11 + 1.06

Los estudios de liberacion del fotosensibilizador a partir de los sistemas se realizaron durante
3 horas (Figura 3), ya que el tiempo de residencia en la superficie ocular para aplicar TFD
es relativamente corto. La solucion del farmaco mostré la mayor velocidad de liberacion,
alcanzando casi el 50% a las 3 horas. La formulacién de liposomas retrasé la liberacion,
ya que el fotosensibilizador necesita atravesar la membrana de la vesicula encontrandose
un 22-25% de fotosensibilizador libre a las tres horas. La inclusiéon de vesiculas en el gel
termosensible y el recubrimiento de los liposomas con PVA no afect6 la liberacién del
sistema, lo que puede explicarse por la alta solubilidad y el tamafio pequefio de la molécula
del fotosensibilizador, que es capaz de abandonar el sistema una vez superada la barrera que
representa la vesicula (Siepmann et al., 2012).

Figura 3. Perfiles de liberacion de los sistemas cargados con azul de metileno

Utilizando el método de plano inclinado previamente descrito, se determiné el porcentaje
de farmaco retenido de los liposomas cargados en el gel y de los recubiertos con PVA para
conocer la capacidad de retencion de los sistemas. Ambos sistemas presentaron mas del 70%
de farmaco retenido gracias a las caracteristicas mucoadhesivas de los polimeros utilizados
(Giuliano, Paolino, Fresta, y Cosco, 2018; Xu et al., 2013).

Se evalud la inhibicién de crecimiento en bacterias representativas de los patégenos
humanos, una gram negativa, P. aeruginosa multirresistente, y una gram positiva, MRSA. Los
microorganismos se trataron usando dos concentraciones de fotosensibilizador (2 y 20pg/
ml) y dos dosis radiantes (15 y 30 J/cm?). Se utilizaron como referencias las bacterias sin
tratamiento. En el caso de MRSA, se observé mayor inhibiciéon de crecimiento cuando se
aplicaron los liposomas cargados con azul de metileno, al ser comparados con la aplicacion
del fotosensibilizador libre (Figura 4); probablemente debido a que el sistema liposomal
tacilita la liberacion del azul de metileno en la membrana celular de los microorganismos
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(Chen, Chen, Yang, y Tsai, 2013). Por otra parte, la cepa de P. aeruginosa no mostré inhibicion
bajo ninguna de las condiciones estudiadas.
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Figura 4. Inhibicidn de crecimiento de MRSA bajo las condiciones experimentales estudiadas
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Conclusiones

Se formulé y caracterizé un sistema liposomal flexible cargado con azul de metileno capaz de
mejorar la inhibicién de crecimiento de una cepa de Staphylococens anrens resistente a meticilina
al ser comparado con el fotosensibilizador libre.

Los sistemas recubiertos con PVA e incorporados en un gel termosensible demostraron,
a través de una evaluacién iz vifro, mantener en el sitio de accion al menos 70% del
tfotosensibilizador después de 30 minutos de su aplicacion.
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Resumen

Este estudio de investigacion se enfoco en el desarrollo de un nuevo sensor con base en
un electrodo de pasta de carbono modificado con 2,2’-Ditiobis(benzotiazol) (CPE-MBTS).
Los resultados mostraron que el electrodo era capaz de detectar Cd, Cu y Pb; sin embargo,
el sensor mostré una mayor afinidad por el Cu, por lo que posteriormente, el estudio se
enfocé en aumentar la selectividad y sensibilidad del CPE-MBTS hacia el Cu, empleando
principalmente, voltametria de redisolucién anédica de onda cuadrada (SWASV). El sensor
presentd un LOD y LOQ de 0.34 ppm y 1.02 ppm, respectivamente, con buena repetibilidad.
Asimismo, el analisis de muestras reales, mostraron la confiabilidad de este electrodo para la
deteccién de Cu® en distintos tipos de aguas.

Palabras clave: Electrodos de pasta de carbon, voltametria, metales pesados, MBTS,
selectividad.

Antecedentes

El cobre, debido a su versatilidad y propiedades, es uno de los metales mas utilizados a nivel
mundial, por lo que su demanda ha ido en aumento en los ultimos afios (Watari ez 4/, 2021).
Aunque este metal es un bioelemento, también es considerado como un metal pesado junto
con otros elementos, tales como el Cd, Hg, As, Pb, Co, Ct, etc. (Odobasic¢ ez al., 2019). Tal
es el impacto negativo que comienza a observarse debido a la contaminacién por cobre, que
han surgido iniciativas para reducir su uso (U. S. Environment Protection Agency, 2015).
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Por lo anterior, es de suma importancia el monitoreo constante y confiable de metales
pesados que puedan provocar serios dafios a la salud humana y/o medio ambiente. Dentro
de las técnicas empleadas para este fin, tales como espectroscopia de absorcion atémica,
UV-vis, ICP, etc., se encuentra el uso de sensores electroquimicos. Entre los diversos
tipos de sensores electroquimicos que existen, se encuentran los electrodos de pasta de
carbon (CPE). Este tipo de electrodos han sido ampliamente utilizados en la determinacion
cuantitativa y cualitativa de metales pesados (Ustabasi e a/, 2021). Esto se debe a que la
superficie de dichos electrodos, pueden ser modificada agregando compuestos organicos
y/o inorganicos que les confieren una mayor sensibilidad y selectividad por algin analito en

particular (Jayaprakash ez a/., 2017).

Se han hecho considerables esfuerzos para determinar cobre en distintos tipos de muestras
empleando CPE modificados con particulas de poliuretano dopadas con platino (El-Raheem
¢t al., 2020), etioporphirin I dihidrobromuro (Issa ez a/., 2012), antimonio (Ashrafi y Vytfas,
2012) y nanotubos de carbono (Ghaedi ¢z a/., 2017), biochar (Oliveira e# al., 2015), etc.

En un trabajo previo (Flores-Alvarez e al, 2021), fue utilizado un CPE modificado
con 2-mercaptobenzothiazole (MBT) utilizado para el monitoreo de Cu, ya que dicho
compuesto presento un sitio activo (tiol) que interaccionaba con el metal. Por lo tanto, en
este trabajo se decidi6 utilizar un producto de oxidaciéon del MBT (Goyal y Kumar, 1992), el
2,2’-Dithiobis(benzotiazol) (MBTS), ya que cuenta con el doble de sitios activos que el MBT,
lo que aumentaria la sensibilidad y selectividad del CPE.

Objetivo

Desarrollar un electrodo de pasta de carbén modificado con MBTS para la deteccion selectiva
de Cu*" en soluciones acuosas.

Parte experimental

Para la preparacion de todas las soluciones se empled agua tridestilada y soluciones estandar
de metales con una concentracion de 1000 ppm. En los analisis electroquimicos fue utilizado
un buffer de acetatos 0.1 M que ademias contenia 0.1 M NH,NO, o 0.1 M KCI como
electrolito de soporte. El pH de la solucion fue ajustado utilizando HNO,, HCl y/o NaOH
3 M. El HNO, y HCI se utilizaron cuando se empleaba NH ,NO, o KCl como electrolito
de soporte, respectivamente. El 2,2’-Ditiobis(benzotiazol) fue adquirido de Sigma-Aldrich.

Todas las mediciones electroquimicas se trealizaron con un potenciostato/galvanostato
marca Voltalab, modelo PGZ100. Se utiliz6 una celda de tres electrodos con el CPE-MBTS
o CPE-Blanco (CPE sin el MBTS) como electrodo de trabajo, una barra de grafito como

7\
J ()
< =<

N

s'a
o)
I\VA

>_—_O

-~

[
o
S
>=

e @

-l




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

contraelectrodo y un electrodo de Ag/AgCl 3 M como referencia. Todos los potenciales se

presentan en funcién de este electrodo.

i El CPE-MBTS fue preparado mezclando 0.15 g de polvo de grafito, 0.01 g de MBTS y
52 pL. de aceite de silicon en un mortero de agata. El procedimiento se hizo de acuerdo

39 con (Flores-Alvarez ez al., 2021). El CPE-Blanco se preparé con el mismo procedimiento y
g cantidades que el CPE-MBTS, sin incluir el MBTS. Antes de cualquier uso, el electrodo se
-7 dejé reposar sumergiendo su superficie en agua tridestilada por 24 horas para permitir su

“auto-homogeneizaciéon” (Svancara y Schachl, 2005).
.="<§' Después de las 24 horas de reposo, la superficie del electrodo era renovada puliéndolo sobre

o una hoja de papel antes y después de cada analisis electroquimico. Después de la renovacion,

se comenzaba el analisis electroquimico mediante una voltametria de redisolucion anédica de

0 onda cuadrada (SWASV). Al finalizar la voltametria, el electrodo se renovaba y comenzaba
! (/“\0_ " de nuevo el ciclo. La secuencia utilizada en la SWASV se menciona a continuacion, los datos

especificos de cada punto fueron optimizados en experimentos anteriores:

1. Cronoamperometria aplicada de -1100 mV durante 1980 s para la acumulacién/deposicion
del metal con agitacion a 500 rpm. 2. Potencial de circuito abierto (OCP): 5 segundos, sin
agitacion. 3. Voltametria de onda cuadrada sin agitaciéon: Duracion del pulso de potencial 0.02
s, paso del pulso de potencial 10 mV y amplitud 50 mV. 4. OCP: 5 segundos con agitacion
a 500 rpm. 5. Cronoamperometria aplicada de 1000 mV durante 90 s para la limpieza de la
superficie del electrodo con agitacion a 500 rpm.

Cabe mencionar que se utilizé 1 ppm de bismuto para la deteccion del Cu en solucion.
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Resultados y discusion
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Figura 1. Voltamogramas de redisolucion anddica obtenidos con el CPE-MBTS (linea
verde) y CPE-Blanco (linea azul) en una solucién buffer de acetatos 0.1 M, pH 5, KC1 0.1 M,
sin metales y CPE-MBTS con metales (linea roja).
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Los picos de corriente de redisoluciéon anddica generados por el CPE-MBTS en presencia de
distintos metales pesados se muestran en la figura 1, donde se observan tres voltamogramas
obtenidos con el CPE-Blanco (linea azul), que se utiliza solo como referencia y el CPE-MBTS
(linea verde) en una solucion sin metales, asi como el mismo electrodo en una solucién con
metales (linea roja). Cabe mencionar que los voltamogramas mostrados se obtuvieron con
todos los parametros de la SWASV optimizados y mencionados en la parte experimental.

En la figura en cuestién, al emplear el CPE-MBTS (linea verde) se puede apreciar
claramente un pico de corriente A que, de acuerdo con Goyal y Kumar (1992), se debe
a la formacion del 2,2-tiobis(benzotiazol) y azufre elemental por la electrooxidacién del
2,2’-Ditiobis(benzotiazol) (Ec. 1).

+ S (D

La identificacién de picos de corriente del B al F se hizo agregando a la solucién y estudiando
un metal a la vez. Con esta estrategia se logré identificar el pico B, que corresponde a la
oxidacién de Cd” — Cd** + 2¢, Cy D: Pb’ — Pb** + 2¢, E y F: Cu”"— Cu*" + 2¢. Existen
dos picos de oxidaciéon para cobre y para plomo debido a que estos metales se depositan
sobre la superficie del electrodo en ambientes diferentes (Flores-Alvarez et al., 2021). Cabe
mencionar que la corriente de los picos de cobre son mayores que los observados para los
otros metales, lo que demuestra que el electrodo tiene un caracter selectivo por el Cu.

En la figura 2, se muestra la influencia del potencial de acumulacion (linea roja) y el tiempo
de acumulacién (linea azul) en la deteccion de cobre empleando el CPE-MBTS. Al igual
que en los experimentos anteriores, la respuesta de corriente fue determinada por el pico
de redisolucion F de 1a figura 1. Con respecto al potencial de acumulacion (linea roja), en la
figura puede observarse un aumento de la corriente conforme el potencial de acumulacién/
reduccion cambia de -800 mV a -1100 mV, para después comenzar a disminuir. Esto se debe
a que la reaccion de reduccion del Cu se lleva a cabo con una mayor cinética conforme se
aplica un potencial de reduccion cada vez mas negativo; sin embargo, la reduccion del agua
(2H,0 + 2¢- — H, / + 20H)) comienza a un potencial aproximado de -0.8 V, produciendo
gas hidrogeno sobre la superficie del electrodo, lo que obstaculiza la reaccion de reduccion
del Cu y cuyos efectos comienzan a ser evidentes a potenciales mas negativos de -1100 mV,
ya que disminuye la corriente del pico del Cu.
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Figura 2. Determinacion del potencial de acumulacion (linea roja) y tiempo de acumulacion

(linea azul).

Un aspecto importante observado en el pico de redisolucion F de la figura 1, es la baja
corriente que se generaba durante este proceso, lo que provocaba un traslape de este pico
por la corriente de fondo generada por la oxidaciéon del MBTS. Esto puede deberse a que el
Cu puede formar complejos poco solubles con iones inorganicos, como por ejemplo el CuCl
(ksp = 1.72 x 10-7(Speight, 2016)) durante su reduccién (Flores-Alvarez et al., 2011). Esta
tormacién de complejos es probable que haya inhibido la reducciéon del Cu, mermando su
corriente; por tal razon, se procedio a estudiar la influencia del electrolito utilizado.

Figura 3. Influencia del electrolito sobre la corriente del pico F mostrado en la figura 1.

En la figura 3 se muestran| | | tres voltamogramas donde se observa la variacién de la
corriente del pico de redisoluciéon de Cu a cambiar de electrolito de soporte. En la figura se
hace evidente que la corriente del pico aumenta cuando se utilizan las sales de nitrato, siendo
el NaNO, con la que se genera una mayor corriente, apenas por encima del NH NO,. Esto
demuestra la probable formacién de complejos de Cu con el Cl- al utilizar el KCI como
electrolito, como se mencion6 anteriormente.
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El pH es uno de los parametros mas importantes en el monitoreo de metales pesados, pues
este modifica la forma quimica en el que se encuentra el metal en solucién por efecto de
las reacciones de hidrolisis, precipitacion, complejacion, disociacion y otras reacciones que
ocurren entre el medio y los metales pesados (Cruz-Lopes et al., 2021; Ofomaja y Ho, 2007),
afectando, asimismo, la quimica superficial del electrodo.

En la figura 4 se presenta un grafico donde se observa la influencia que el pH de la solucién
tuvo sobre la corriente de pico de oxidacién del Cu (ver pico a 0.3 V en la figura 3, linea
azul). En la figura puede observarse un aumento de la corriente cuando el pH aumenta de
1 a 2, para después disminuir a partir de pH 3 hasta 6, donde ya no se observa claramente
el pico de corriente del Cu.

Figura 4. Influencia del pH en el pico de corriente F

Tomando como referencia el punto de corriente mas alto a pH 2, existen varios fenémenos
que pueden explicar el comportamiento observado en la figura 4. La disminucion de corriente
que se presenta a pH 1, se debe principalmente a la competencia entre los iones H" y los
cationes metalicos presentes en la soluciéon por los sitios disponibles (Feng et al., 2011)
de la superficie del electrodo, especialmente por los grupos funcionales (el grupo tiol, en
este caso) que contiene el MBTS. Conforme el pH aumenta, la concentraciéon de iones H*
disminuye, dejando mas sitios disponibles para interaccionar con el MBTS, lo que provoca
un maximo de corriente a pH 2. La disminucién de corriente a un pH > 2 puede deberse
al comienzo de la hidrolisis de los metales y posterior precipitacion de los metales a pH 6.

Un aspecto importante que debe de mencionarse es que a un pH = 2 solo se presentaba un
pico de corriente del Cu (resultados no incluidos), y no los dos caracteristicos que pueden
observarse en la figura 3. Por tal razon, los puntos de corriente a pH 1 y 2 mostrados en la
figura 4 se obtuvieron de este tnico pico de redisolucion. A pH 3, ya era posible distinguir
claramente los dos picos caracteristicos y debido a esto, el pH 3 fue tomado como parametro
ideal para posteriores experimentos.
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Figura 5. Influencia de la concentracién de Cu sobre el pico de corriente (ver pico a 0.3 Ven la figura 3,
linea azul) empleando el CPE-MBTS.

En la figura 5 muestra la curva de calibracién que se obtuvo al aplicar todos los parametros
que se han establecido como adecuados a lo largo de este trabajo con una n = 5 en un rango
de concentracion de Cu de 0.25 ppm a 1.5 ppm. Se calculé el LOD y el LOQ segun Wenzl
et al., (2016), obteniéndose un valor de 0.34 ppm y 1.02 ppm, respectivamente. De acuerdo
con normas nacionales (Ministry of Health, 2019) e internacionales (U. S. Environmental
Protection Agency, 2018; World Health Organization, 2017), el limite maximo permisible
del Cu en agua potable varfa entre 1.3 ppm y 2 ppm. Y aunque existen electrodos con limites
de detecciéon menores (ver tabla 1R), el CPE-MBTS es capaz de detectar concentraciones
entre 4 y 6 veces menores al limite maximo permisible que se establece a nivel mundial, lo
cual es suficiente para prevenir cualquier inconveniente que involucre la salud humana o
danos al medio ambiente.

Si se compara el LOD (0.71 ppm) obtenido con un CPE modificado con MBT (Flores-
Alvarez etal., 2021) con el LOD obtenido en este estudio, se puede observar que al aumentar
al doble los moles de sitios activos con el MBTS, el LOD disminuy6 a la mitad (0.34 ppm),
aproximadamente mejorando la sensibilidad del CPE-MBTS frente al CPE-MBT.

En la tabla 1 se muestra el analisis efectuado a cinco muestras reales donde se les agregd 1
ppm de Cu con todos los parametros 6ptimos que resultaron a lo largo de este trabajo. Puede
observarse que existe una buena correlaciéon entre la cantidad de Cu agregada y la detectada,
con excepcion de las muestras de agua de mar, donde no fue posible detectar el pico de
cobre, probablemente debido a la formacion de complejos entre los aniones encontrados en
la muestra y el Cu, como se mencioné en la seccion anterior. Aun asi, el CPE-MBTS result6
ser un sensor adecuado para la deteccion de Cu en muestras de distintos tipos de aguas.
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Tabla 1. Muestras reales analizadas con el CPE-MBTS. Buffer de acetatos 0.1 M, pH = 3, [Bi**] = [Cu**] =1
ppm, y NH,NO, 0.1 M como electrolito de soporte, n = 5.

=X
o
Muestra Original, ppm Cu?*agregado, ppm Cu?* detectado, = Recuperacion, % %RSD (n A
ppm =5) 3
Agua de grifo ND* 1 ppm 1.09 109 7.1 /3\
Agua potable ND 1 ppm 1.02 101 6.1 - ;,
o
Agua de rio ND 1 ppm 1 100 4.7
Agua de lago ND 1 ppm 1.03 103 5.3
Agua de mar ND 1 ppm - - - 2
*No detectado !a§'
>0
Conclusiones
Se desarrollé un nuevo tipo de electrodo capaz de monitorear de forma cuantitativa y 0
. . . Il
cualitativa Cu** en distintos tipos de aguas. /\O'K*
W, C

Alo largo de este estudio se establecieron las mejores condiciones de trabajo con la finalidad
de aumentar el pico de redisolucién del Cu obtenido con el CPE-MBTS para aumentar la
sensibilidad y selectividad del electrodo, debido a la interaccién del metal con los grupos
funcionales del MBTS, especialmente el tiol.

El electrodo fue capaz de detectar Pb y Cd; sin embargo, el monitoreo de estos metales se
hizo solo de forma cualitativa y no cuantitativa, ya que las concentraciones detectadas por el
CPE-MBTS, siempre fueron mayores a los limites maximos permisibles que se estipulan en
distintas normas internacionales.

El analisis de muestras reales demuestra que el electrodo puede usarse de forma confiable.

e @
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Resumen

Las infecciones del sitio quirurgico (ISQ) son la tercera infeccion nosocomial notificada
con mayor frecuencia y representan de 14 al 16% de todas las infecciones nosocomiales
entre sujetos hospitalizados. I.a mayoria de las ISQ) son ocasionadas por bacterias
multirresistentes de preocupacion mundial, por lo que se deben de desarrollar
metodologias y estrategias que permitan su ofensiva. Las terapias fotodinamica y
sonodinamica consisten en la generacion de especies reactivas de oxigeno que dafian las
membranas bacterianas y las conducen a la muerte, porlo tanto, al usar Rosa de Bengala,
como fotosensibilizador y/o sonosensibilizadot, encapsulado en Transfersomas®, se mejoro
su eficiencia contra Staphylococcus anrens meticilina resistente y Pseudomona aenruginosa.

Palabras clave: Terapia fotodinamica, Terapia sonodinamica, Rosa de
Bengala, Transfersomas®, infecciones
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Antecedentes

Las Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS), se definen de acuerdo con
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), como aquellas infecciones que afectan a un
paciente durante el proceso de asistencia en un hospital o Centro Sanitario, que no estaba
presente, ni en periodo de incubacién al momento de su ingreso y que pueden inclusive
llegar a manifestarse después del alta del paciente. Actualmente en México, la vigilancia
epidemiologica de las IAAS esta a cargo de la Red de Vigilancia Epidemiolégica Hospitalaria
(RHOVE). Dentro de los 5 principales servicios nosocomiales, la infeccién en piel y tejidos
blandos se encuentra en 2 de ellos, siendo el servicio de cirugia general el que presenta
mayor incidencia (SSA RHOVE, 2022).

La piel es la principal barrera estructural del organismo, y todo proceso que produzca
una alteracién en la misma favorece el desarrollo de infeccion. Las infecciones de piel y
partes blandas constituyen un motivo de consulta frecuente y originan gran parte de las
prescripciones de antibidticos en la practica médica diaria (SSA HGM, 2015).

Las infecciones de sitio quirdrgico (ISQ) se definen como aquella infeccién que ocurre
dentro de los primeros 30 dias del procedimiento quirurgico, involucrando piel y tejido
profundo en el sitio de la incision. Ademas, puede presentar secrecion purulenta en el sitio
de la herida, identificaciéon del microorganismo por cultivo y datos clinicos de inflamacion

(IMSS, 2018) (Solis-Télle et al, 2017).

Esta infeccion suele contraerse durante la propia operacion, ya sea en forma exdgena o
endogena (de la microbiota de la piel o del sitio de la operacién). Los microorganismos
infecciosos son variables, segin los antecedentes del paciente, el tipo y sitio de la intervencion
quirargica, asi como los antimicrobianos que recibe el paciente. Los microorganismos
reportados con mayor frecuencia en México incluyen Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y

Staphylococcus aureus (SSA 2019).

Las ISQ son las complicaciones postoperatorias mas frecuentes en ambitos quirurgicos y en
muchos paises; el impacto es mayor en paises de medianos y bajos ingresos. Se estima que
las ISQ representan entre el 15 y 30 % de todas las infecciones intrahospitalarias con una
tasa de mortalidad entre 0.6 y 1.9%. Cada ISQ) incrementa en promedio siete dias de estancia
hospitalaria, lo cual eleva significativamente los costos de atenciéon (Martinez-Gardufio et al,
2022).

De acuerdo con la lista de “patdgenos prioritarios” resistentes a los antibiéticos, publicada
por la OMS, P. aeruginosa y S. aureus tienen una prioridad critica y alta, respectivamente
en cuanto a resistencia bacteriana ya que a lo largo del tiempo han desarrollado diversos
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mecanismos de resistencia por lo que se busca urgentemente nuevos tratamientos para

hacerles frente (OMS, 2021).

3 Los avances recientes en bioingenieria, medicina, quimica, nanotecnologia y ciencias
é tarmacéuticas han dado como resultado el desarrollo de numerosas estrategias innovadoras

39 para minimizar las complicaciones o efectos secundarios que estan asociados con el
g \§° tratamiento y cicatrizacion de heridas. En particular, algunos investigadores se centran en
o

nuevas terapias con el objetivo de mejorar el papel vital en muchos tratamientos complicados
de heridas (Burillo et al, 2007) (Shanmugapriya et al 2019).

La terapia fotodinamica (TF) es un tratamiento clinico no invasivo para varias afecciones

patolégicas como cancer, enfermedades infecciosas, degeneracién macular relacionada con
la edad, psoriasis y trastornos autoinmunes. Se ha propuesto el uso de TF en el tratamiento de
heridas y trastornos de la piel, esto comprende la aplicaciéon tépica de un fotosensibilizador
(FS) en el sitio de la enfermedad de 1a piel, seguida de la aplicacion de luz de una longitud
de onda especifica para generar Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) (Semeraro et al,
2018). Asimismo, desde hace algunos afios se reporta con cada vez mas frecuencia, la
posibilidad de emplear farmacos capaces de activarse con energia de ultrasonido, en lugar de
luz. Esta terapia, conocida como Terapia Sonodinamica (TS) ha surgido como una opcién
prometedora para el tratamiento minimamente invasivo de tumores cancerosos sélidos e
infecciones bacterianas (Abrahamse et al, 2016).

El rosa de bengala (RB) es un colorante xanteno aniénico soluble en agua que ha sido
. ampliamente estudiado a través del tiempo debido a su uso como reactivo en diferentes
C pruebas, asi como por su fotoactividad, con aplicaciones antimicrobianas y anticancerigenas
(Abrahamse et al, 2010).

El mayor desafio en el uso de la TF y TS topica es la penetracion insuficiente del FS y/o
sonosensiblilizador (SS) en la piel, lo que limita su uso. Por ello, se ha propuesto la inclusion
de los IS y SS en sistemas nanoacarreadores que promuevan su penetracion. Es evidente,
a partir de estudios preclinicos y clinicos que los nanoacarreadores aumentan la eficacia

terapéutica de los IS y SS. Por lo tanto, estos sistemas submicronicos podrian usarse como
posibles sistemas de administracion en TF y TS (Qidwai et al, 2020).

En este trabajo, se desarroll6 y caracteriz6 una formulacién a base de Transfersomas®
conteniendo RB y se evalud su eficiencia para disminuir o inhibir cepas de P. aeruginosa 'y S.
anrens Meticilina Resistente (SAMR) de origen clinico.
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Objetivos

Desarrollar, caracterizar y evaluar Transfersomas® cargados con RB, como fotosensibilizador
5 Y g >

y sonosensibilizador, para el tratamiento de infecciones de heridas quirirgicas mediante el
uso de TF y TS.

* Preparar Transfersomas® cargados con RB, optimizando la formulacién y el método de
preparacion, a través de un disefio de experimentos.

* Caracterizar los Transfersomas® mediante la medicién del tamafio de particula, indice
de polidispersion, potencial zeta, eficiencia de carga, eficiencia de encapsulaciéon y
morfologia.

¢ Llevaracabo pruebas deliberaciéon in vitro de RB, a partir de los sistemas nanoacarreadores
preparados, empleando celdas tipo Franz.

* Efectuar pruebas microbiolégicas para evaluar la actividad antimicrobiana del RB libre e
incluido en Transtersomas®, empleando TF y TS, sobre cultivos bacterianos de S. aureus
9 P. aeruginosa.

Parte experimental

Preparacion de Transfersomas®

La preparacion de los Transfersomas® cargados de RB se realiz6 mediante el método
de Bangham o hidratacién de pelicula adaptado por Nava (Nava et al, 2011), optimizado
mediante un disefio de expetimentos 2* cuyos factores y respuestas de muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Disefo del experimento factorial 2* con 2 respuestas para Transfersomas® cargados con RB

Factor Unidades Tipo de factor Low (-1) High (+1)
Tipo de Estabilizante N/A Categorico PF127 PP123
Fuente de fosfolipidos N/A Categorico LSE LSH
Disolvente N/A Categorico Etanol Isopropanol
Concentracién de RB mg/mL Numeérico 2 4

Respuesta 1: Tamafio de particula en nm
Respuesta 2: indice de Polidispersion (1P)

LSE = Lecitina estandar, LSH = Lecitina hidrosoluble, PF127 = Pluronic F-127, PP123 = Pluronic P-123
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Medicion del tamario de Particula, indice de polidispersion (IP) y potencial Z

Se empled un Zetasizer Nano-ZS90 Malvern Instruments (Worcestershire, West Midlands,

=
i United Kingdom) para determinar el tamano de particula y el IP mediante la técnica de
- dispersion dinamica de luz. El potencial zeta se determiné mediante el empleo del mismo
S ) L. . ., , .
= equipo, por la técnica de dispersion de luz electroforética.
77N
NN . ., .. ., .
£ = Determinacion de la eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga
Para el RB, se determiné el porcentaje de encapsulacion de manera indirecta, mediante
'%§, centrifugacion diferencial empleando Tubos Amicon® Ultra 4 (Merck Millipore®), con un

>0 tamafio de poro de 100 kDa. Se tomaron 3 mL de la dispersion de Transfersomas® cargados
con RB y se afiadieron a un tubo Amicon®, centrifugindose a 5000 rcf por 20 minutos a
15°C (centrifuga 2326, Hermle, Alemania). Posteriormente, el filtrado se recuperd, y se

8‘\ cuantificé la cantidad de RB por espectrofotometria UV /Vis.

Andlisis por espectroscopia de infrarrojo

Los espectros infrarrojos fueron adquiridos por un equipo de FTIR Carry 630 (Agilent
Technologies®, USA). Se colocaron muestras de materias primas, mezclas fisicas y
Transfersomas® liofilizados en una celda ATR de diamante horizontal para registrar el
espectro infrarrojo. Las mediciones representaron un promedio de 150 escaneos con una
resoluciéon de 16 cm™.

Andlisis por Calorimetria Diferencial de Barrido

Las propiedades térmicas de las materias primas, mezclas fisicas y Transfersomas®
liofilizados fueron determinadas empleando un Calorimetro Diferencial de Barrido Q20
(TA Instruments, USA). Cada muestra fue pesada (aproximadamente 2 mg) en celdas de
aluminio tzero. Las muestras se calentaron en un rango de temperatura de -10 a 395 °C con

30

una rampa de calentamiento de 5 °C/min. Se us6 una celda vacia como referencia, calibrando
con In metalico. El nitrégeno fue usado como gas de transferencia a una velocidad de flujo

de 50 ml./min.

n

Estudios de liberacion in vitro

Un volumen de 150 pL. de las formulaciones (equivalente a 300 pg de RB) se colocaron en

1 .

o= . . . .
/A el medio donador de celdas tipo Franz. Como medio receptor se emple6 Buffer de fosfatos
G pH 7.42, manteniéndolo a 32 °C, bajo agitacion constante. Entre el compartimento receptor

y el donador se colocé una membrana de dialisis con punto de corte de PM de 6-8 KDa
(dialysis tube Spectrum Laboratories, Inc., Switzerland) de 2 cm de diametro. Se tomé todo
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el volumen del medio receptor por intervalos de tiempo de 1 hora hasta completar 8 horas,
reponiendo el volumen con medio fresco, asegurando las condiciones sizk. Se determiné
la cantidad de RB por espectrofotometria UV/Vis y, con fines comparativos, se realizo el
mismo estudio empleando una solucién de RB.

Pruebas microbioldgicas por cuenta viable

Para determinar la inhibicién microbiolégica de los Transfersomas® cargados con RB, asi
como del RB libre y placebos, se realizaron ensayos de cuentas viables de cultivos plancténicos
de las cepas SAMR y P. aeruginosa de origen clinico, previamente identificadas, en presencia y
ausencia de luz. Los cultivos bacterianos axénicos de ambas cepas se incubaron a 37 °C en
agar chocolate por 24 horas previo a su uso. Posteriormente se tomaron colonias de cada
una de las cepas trabajadas hasta igualar el grado de turbidez con una solucién de BaSO,
(referencia del nefelémetro de McFatrland 0.5 equivalente a 1.5x10° UFC/mL). Una vez
obtenido el nefelémetro para ambas cepas, los sistemas a evaluar (Placebos, Transfersomas®
cargados con RB y RB libre) se mezclaron 1 a 1 con las bacterias y seguidamente se aplicé luz
verde empleando una lampara comercial modificada (A = 532 nm) y un bafio de ultrasonido
(40kHz y 50W) con concentraciones de RB de 1.75 y 3 pg/mlL por 15 y 30 minutos y se
realizaron una serie de diluciones decimales hasta 7 diluciones. Finalmente, se tomaron 0.1
mL y se inocularon en cajas de Agar para métodos estandar y se incubaron por 48 h a 37°C.
Cada determinacion se realizo por duplicado.

Resultados y discusion

Utilizando el software estadistico Statgraphics® Centurion X VI se determinaron los factores
que influyen de manera significativa en el tamafno de particula e IP.

Figura 1. Grdfico de Pareto para tamafio de particula.
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En la figura 1, los factores A, C, D, AB, AC y BC rebasan el valor limite de t, por lo tanto,
son los factores que se consideran influyen en el tamafio de particula, siendo la fuente de
tosfolipidos (C) el que mayor impacto tiene, mientras que la interacciéon Concentracion de
RB- Disolvente (AB) es el que menor impacto presenta.

Asi, de acuerdo con el disefio experimental, se selecciond la formulacién que contiene
Lecitina de soya hidrosoluble (LH) como fuente de fosfolipidos, PF127® como estabilizante

y una concentracién de RB de 2 mg/mlL (formulacion LH-PF127). Las caracteristicas de
esta formulacion se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Tamario, IPD, Potencial Z, encapsulacién y capacidad de carga (CC) de Transfersomas®
cargados con RB (n=3)

CC (ng RB/mg
formulacion)

LH 49.36+2.3 0.210+0.01 -31+13.3 93.45+0.06 61.0

Experimento | Tamafio (nm) IP Pot Z (mV) Encapsulacion (%)

El analisis por Espectroscopia de Infrarrojo y por Calorimetria diferencial de barrido
muestran que el RB se encuentra en dispersiéon molecular dentro de los Transfersomas® de
LH-PF127. La distribucién de tamafio de vesicula es unimodal con valor de IP aceptable y
una morfologia esférica, como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Distribucién de tamano de vesicula y morfologia de Transfersomas® cargados con RB.

La prueba de liberacién iz vitro (figura 3) mostré que el RB se libera gradualmente a partir
de los Transfersomas®, liberandose un 8-9% a las 8 h y ajustandose al modelo de Peppas-
Korsmeyer con un valor de n cercano a 1, por lo que la cinética de liberacién es de orden
cero; mientras que el RB libre difunde mas rapidamente (70% a las 8 h) siguiendo una
cinética de primer orden.
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Figura 3. Perfiles de liberacién de RB (2 mg/mL) libre e incluido en la formulacién de Transfersomas®
LH-PF127 (n=3) (las barras de error indican la desviacidn estdndar).

Las pruebas de inhibicién microbiana contra SAMR mostraron que al usar el RB libre la
inhibicién maxima encontrada fue a los 15 minutos con una concentracién de 1.75 ug/
mL(8.18 ), alincluir eI RB en Transfersomas® y a las mismas condiciones se incrementd la
inhibicion (6.47, ), mientras que al aplicar una fuente de luz verde con lalampara modificada
la inhibicion llega hasta 5.82, , a las mismas condiciones. Mientras que con TS, se necesita
mayor tiempo y mayor concentracion (30 min, 3 pg/ml) para inhibir hasta 6.97, 1o

En cuanto a P.aeruginosa, se encontrd que la inhibicion maxima que presenta con 2 mg/ml. de
exposicién a 30 minutos de RB libre fue de 7.85, | pero si se incluyen en Transfersomas® se
tienen inhibiciones similares (pero bajando mucho la concentracién (1.75ug/mlL). Al aplicar
luz verde no se pudo observar una gran inhibicién a concentraciones de 1.75 y 3pg/mL
mientras que al aplicar TS la inhibicién con respecto a los Transfersomas® cargados con RB
se incremento hasta el 14%.

Conclusiones

Fue posible, preparat, caracterizar y evaluar un sistema de Transfersomas® conteniendo
RB para su estudio aplicando TF y TS en bacterias multirresistentes presentes en 1SQ
empleando TF y TS.
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Resumen

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina producida principalmente por hongos de los
géneros: Penicillium y Aspergillus. Su principal via de exposicion es por medio de la ingesta de
cereales contaminados. Es dificil su eliminacién mediante la coccion. Ha sido asociada con
la enfermedad renal cronica de etiologia no determinada (ERCEND) una enfermedad que
ha tomado relevancia en la regién oriente del estado de Michoacan.

Al ser el bolillo es un alimento derivado de trigo frecuente en nuestra mesa se tomo para su
analisis de OTA. Las muestras fueron recolectadas de distintos puntos de Cd. Hidalgo, de
acuerdo a lo indicado por el reglamento CE No 401/2006. Las muestras fueron analizadas
mediante ELISA; el 100 % resulto positivo. El promedio de las concentraciones de OTA no
rebaso lo establecido por la normativa europea (3 pg/kg) pero tres de las muestras estuvieron
por encima de dicho limite.

Palabras clave: Ocratoxina A, ELISA, ERC, Cd. Hidalgo, bolillo.

Antecedentes

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por hongos filamentosos,
que pueden entrar en la cadena alimentaria directamente a partir de alimentos de origen
vegetal contaminados con micotoxinas o por contaminacion indirecta; es decir, por el
crecimiento de hongos toxigénicos en los alimentos para ganado con que se alimenta la
poblacion (Alshannaqy Yu, 2017). Se han identificado mas de 500 micotoxinas entre ellas las
aflatoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisinas, ocratoxinas y patulina (Haque etal., 2020).
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La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina abundante en los alimentos ya que esta presente

en granos de cereales, frijoles, frutos secos, vino, café y té, entre otros alimentos. Esta

3 toxina es comuinmente producida por varias especies de Pennicillum y Aspergillus; casi no
A se elimina mediante el procesamiento de los alimentos y, ademas, posee propiedades
3 carcinogenas, nefrotoxicas, teratogénicas e inmunotoxicas. Una preocupacion importante
= . . . ., , . .
AN es la nefrotoxicidad severa, que se caracteriza por la degeneracion de las células epiteliales
) A . . P ,
= = de los tubulos proximales y los intersticiales (Imaoka et al., 2020). En los paises del mundo
occidental, las causas mas frecuentes de la nefropatia crénica son la diabetes mellitus y la
9 presion arterial elevada (hipertension); no obstante, cierto porcentaje de nefropatias no tienen
;:G? un origen claro. Algunas han sido relacionadas con enfermedades infecciosas recurrentes,
6 exposicion a metales pesados tales como plomo, cadmio y arsénico (Chavez-Goémez et al.,
2016) y micotoxinas (Alshannaq y Yu, 2017).
0 , . . 11 .
IS La enfermedad crénica renal es considerada un problema de salud publica, debido a su
I,( 0K incremento en las dltimas décadas, asi como el de pacientes que evolucionan a enfermedad

renal crénica terminal (ERCT). Se estima que del 9% al 13% de la poblacion adulta en todo
el mundo ha padecido ERC (British Medical Journal Best Practice, 2021). Por otro lado, en
2017, se report6 una prevalencia de ERC del 12.2% en México (Instituto Nacional de Salud
Publica [INSP], 2020). Ademas, se estima que en Michoacan el 9 por ciento de la poblacién
la padece ERC en alguna de sus cinco etapas (Secretarfa de Salud de Michoacan, 2019).

~—_"

En estudios anteriores se ha observado la presencia de OTA en alimentos. Uno de ellos fue
llevado a cabo en la ciudad de Morelia donde se muestreo maiz de diferentes mercados, el
& 100% de las muestras dieron positivo a OTA (Castillo Najar 2015), aunque el promedio de
s las muestras no rebasé el limite maximo establecido hay que tener en cuenta que el consumo
trecuente de uno o varios alimentos contaminados puede aumentar el riesgo de exposicion.
De igual forma se analizé maiz de diferentes municipios, Querendaro, Tacambaro, Morelia,
Indaparapeo y Cd. Hidalgo (Palacios Morales, 2015) en el que el 100% de las muestras

dieron positivas.

Por ultimo, el estudio mas reciente llevado a cabo por el grupo de trabajo del laboratorio

de desarrollo analitico en el posgrado de la facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr.
Ignacio Chavez” determiné la concentraciéon de OTA presente en sangre de pacientes con
enfermedad renal crénica (ERC) en el Hospital General “Dr. Miguel Silva”. Gran parte
de los pacientes eran procedentes de Cd. Hidalgo, Michoacan. Ademas, se observé que
pacientes con enfermedad cronica de etiologia no determinada (ERCEND) presentaban

concentraciones mas elevadas de OTA que pacientes con ECR secundaria a diabetes
(Reynoso Magafa, 2021).
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Actualmente, las micotoxinas han cobrado interés y han sido ampliamente reguladas por
la Administraciéon de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Organizacioén para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Sin embargo, sélo esta dltima
establece un apartado especifico para ocratoxinas y su regulacion.

Las concentraciones maximas de micotoxinas permitidas en alimentos en la Unién Europea
estan reguladas por el Reglamento (EC) n° 1881/2006 de la Comisién de 19 de diciembre de
2006 por el que se fija el contenido maximo de determinados contaminantes en alimentos.
En dicho reglamento se establecen los niveles maximos permitidos de OTA para cereales sin
procesar de 5 pg/kg y de 3 pg/kg para detivados de cereales.

El ELISA es uno de los métodos mas utilizado para la determinacion de micotoxinas por
proporcionar una deteccion rapida, con una gran variedad de kits disponibles comercialmente
para la detecciéon y cuantificacién de todas las micotoxinas principales, incluidas AF,
AFM1, OTA, ZEA, DON, fumonisinas y toxina T-2. El principio de ELISA se basa en
las interacciones competitivas entre las micotoxinas (que actian como un antigeno) y los
anticuerpos asignados marcados con un conjugado de toxina-enzima para muchos sitios de
union. La cantidad de conjugado toxina-enzima unido al anticuerpo determinara el nivel de
desarrollo del color. El ensayo directo, el ensayo directo competitivo y el ensayo indirecto
competitivo, el ensayo directo competitivo es el mas utilizado (Alhajj y Farhana, 2021;
Alshannaqy Yu, 2017). El ELISA, es uno de los métodos mas populares para la deteccion
de micotoxinas contaminantes en el monitoreo de seguridad alimentaria, debido a su bajo
costo y simple operacion (Pet et al., 2018).

Objetivo

Determinar si el bolillo consumido en Cd. Hidalgo esta o no contaminado con ocratoxina y
en las muestras positivas, cuantificar la concentracion de esta.

Parte experimental

La recoleccion de muestras fue llevada a cabo entre los meses de agosto a septiembre del
2022, tomando en cuenta las diversas panaderias y negocios ambulantes de Cd. Hidalgo. El
muestreo se llevé a cabo de acuerdo con el reglamento CE No 401/2006 donde se establecen
los métodos de muestreo. Para las muestras de derivados de trigo, el bolillo, se compraron
de 3-4 piezas por diferente establecimiento. Las muestras fueron molidas y homogeneizadas
con la finalidad de obtener una muestra representativa para su analisis. Para los objetivos
de este estudio la muestra representativa seleccionada para la determinaciéon de OTA en el
laboratorio fue de 100 g. Las muestras se recolectaron en bolsas estériles de polipropileno
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con cierre hermético. Cada muestra se triturd hasta la obtencién de particulas finas usando
un procesador de alimentos eléctrico y se almacenaron a 4 °C, en un lugar fresco y protegidas

de la luz, hasta su analisis. Todos los reactivos y las muestras fueron puestos a temperatura

A ambiente (20 - 25 °C) antes de usatlos.

Para la extraccion de las muestras, se tomé una muestra representativa de 20 g previamente
triturada y cernida a través de un tamiz de abertura de malla N°20. Se preparé 100 mL de
solvente de extraccion que consiste en acetonitrilo al 80% en agua destilada y se incorporé la
muestra. Se agité en vortex en un contenedor con tapa por 5 min. L.a muestra se centrifugd

oS (Thermo Fisher Scientific® modelo Sorvall™ ST8) a 1976 G por 5 minutos. Finalmente,
lg’ con ayuda de un rotavapor se concentrd el extracto, obteniendo volimenes variables de
entre 5 — 10 mL que se reservaron en refrigeracion hasta su analisis en ELISA.
0 Se utilizé6 el Kit RIDASCREEN®FAST Ochratoxin A. Inmunoensayo enzimatico
(/H\O'K* competitivo para el analisis cuantitativo de ocratoxina A en maiz, cebada, avena (granos) y
W,

piensos, 48 pocillos. E1 método utilizado fue el ELISA competitivo, el cual se llevé a cabo de
acuerdo a las recomendaciones del proveedor. La deteccion y cuantificacion de los valores
de OTA en maiz y derivados se logré mediante un lector de la técnica ELISA. Los niveles de
concentracién de OTA en pg/kg se obtuvieron mediante una curva de calibracion a partir
de las concentraciones de soluciones estandar y la interpolacién de datos de absorbancia.

Se aplico el modelo de regresion lineal tomando en cuenta 5 puntos para determinar las
concentraciones de OTA presentes en los alimentos. A los datos obtenidos se les aplico

. estadistica descriptiva para conocer la diferencia entre las concentraciones en los alimentos
analizados. Para la comparaciéon entre grupos se aplico la prueba T de Student para

% determinar si habfa diferencia entre grupos. Los valores se consideraron significativamente

diferentes (LSD) si p = 0.05.

Resultados y discusiéon

Se obtuvieron un total de 20 muestras de bolillo, procedentes del municipio de Hidalgo,
Michoacan. Se obtuvo su respectivo extracto y las muestras fueron analizadas con el

kit comercial de ELISA competitivo para el analisis cuantitativo de OTA de la marca
RIDASCREEN®FAST. Se utiliz6 un kit de 48 pocillos. Para conocer la concentracion de
OTA presente, se realizé una curva de calibracién para cada kit a partir de las concentraciones
de soluciones estandar y la interpolacion de los datos de absorbancia. El coeficiente de
determinacién (R?) fue de 0.9658. En la figura 1 pueden apreciarse las concentraciones de
OTA obtenidas para cada muestra en base a su absorbancia, asi como la variacion en las
concentraciones de las mismas.




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

0%

Las concentraciones de OTA en el bolillo, representado en la figura 1, presentaron una
desviacion estandar de 1.11. La mayoria de las concentraciones obtenidas cayeron dentro del
intervalo de 0.5 pg/kg — 3 pg/kg. Con dos muestras por debajo de este (muestras 5y 7) y tres
por encima (muestras 14, 15 y 18). Esta variacién puede ser atribuida a que en el proceso de
elaboracion del bolillo existe una mayor exposicion a sufrir contaminaciéon por OTA, como
es el almacenamiento del trigo, el almacenamiento de la harina, la inocuidad en los procesos
de produccion, entre otros.

Figura 1. Concentraciones de OTA en Bolillo obtenidas por ELISA.

Aunque, el promedio de las concentraciones de OTA no rebasan lo establecido por la EU
de 3 pg/kg., tres muestras se encontraron sobre dicho limite (14, 15y 18).

Los resultados mostraron la presencia de OTA en el 100% de las muestras analizadas, con
una concentraciéon de 0.13 pg/kg — 3.48 pg/kg y un promedio de 1.79 pg/kg. Tomando en
cuenta el Reglamento (EC) N° 1881/2006 de la Comisién del 19 de diciembre de 2006, de
la Unién Europea, el promedio de las concentraciones de OTA estan dentro de los limites
maximos establecidos, que son 3 pg/ kg (tabla 2); sin embargo, tres muestras de bolillo, es
decir el 15 %, rebasaron dicho limite.

Tabla 2. Comparacidn entre las concentraciones promedio de OTA obtenidas y los niveles mdximos de
OTA establecidos por la Comision Europea.

Alimento Porcentaje muestras Minimo (ug/ | Maximo (ug/ Concentracion Niveles méximos
positivas (%0) kg) kg) promedio (ug/kg) establecidos (ug/kg)
Bolillo 100 0.13 3.48 1.79 3.0

(Official Journal of the European Union, 2006).
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El método de ELISA utilizado para la deteccion de micotoxinas se basa en la unién especifica
del antigeno al anticuerpo da como resultado la alta sensibilidad y especificidad que es
3 adecuado para detectar un gran conjunto de muestras (Alhajj y Farhana, 2021; Alshannaq
A v Yu, 2017). EI 100 % de las muestras analizadas por ELISA dieron positivo a OTA, de
3 manera similar a lo obtenido por Daou et al. analizaron 312 muestras de trigo y productos
SN derivados de trigo libaneses obteniendo el 100 % de las muestras positivas a OTA con un

= promedio de 2.28 pg/ kg, valor ligeramente mayor al obtenido en el presente estudio (1.79
ng/ kg) donde ademas s6lo dos muestras (10%) rebasaron los niveles maximos establecidos

2 para OTA por la Comisién Europea (3.0 pg/ kg), teniendo un valor maximo de 3.48 pg/ kg;
::G§ no asi, Daou et al. que obtuvieron 55 muestras (17.6 %) por encima de la norma con un valor
5™ maximo de 69.3 pg/ kg, Resultados que contrastan con un estudio realizado en Egipto con
36 muestras de trigo por Hathout et al., 2020 con solo dos muestras positivas a OTA (1,37

0 ng/keg y 0,21 pg/ke) estando por debajo del limite establecido por la Comisién Europea

! (/H\O'K* pata cereales sin procesar (5 pug/kg). Estas diferencias se deben al nimero de muestras

analizadas, a un mayor nimero de muestras, mayor es la probabilidad de obtener mayores
concentraciones de OTA, ademas es conveniente tener presente, que las condiciones de
cultivo, recoleccion, almacenamiento y procesamiento de los alimentos influye en que tan
contaminados estaran (Marin et al., 2013; Kaushik, 2015). Por tanto, es adecuado un control
durante sus diferentes etapas de produccion para garantizar asi niveles bajos de OTA. El
—— promedio de las concentraciones de OTA en bolillo (2.20 pg/kg) no rebasaron los limites

establecidos por la Unién Europea establecidos como 3 pg/ kg (Official Journal of the
European Union, 2006); sin embargo, es importante recordar que OTA ha sido asociada a

= una serie de efectos dafiinos hacia la salud, destacando el dafo renal por la acumulacién de

o la misma en nuestro organismo, ya que posee una vida media muy larga y su eliminacién es
cast nula, tanto en el organismo vivo como la toxina presente en los alimentos (Pyo et al.,

2021; Li et al., 2021).

Conclusiones

[ Aungque las concentraciones de OTA en bolillo no rebasaton lo establecido (3 pg/kg) esto
no es indicativo de la ausencia de exposicion. Hay que tener en cuenta que OTA se acumula
en el organismo y los efectos de OTA se presentan ante su exposicion cronica, entonces
la exposicion continua de pequefias cantidades de esta puede producir un efecto toxico en
nuestro organismo. Asif mismo nuestra alimentacién no se basa unicamente en bolillo, sino
en un conjunto de alimentos que pueden ser contaminados por OTA, dando de este modo,
una mayor exposicion a la ocratoxina, si no se tiene un control adecuado, aumentando el
riesgo de padecer alguna de las afecciones atribuidas a OTA como es el caso de la ERCEND;
el desarrollo de algun padecimiento dependera del organismo en cuestion, de los habitos
alimenticios de la persona y la dosis de OTA a la que esta expuesta.
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Resumen

La degradacion del benzo(k)fluoranteno ha sido estudiada en la microalga Selenastrum
capricornutum, aunque la informacién sobre sus metabolitos es limitada. Por esta razon, se
realizaron estudios de biodegradacion de BkF en los componentes de sus cultivos con el
objetivo de confirmar la capacidad degradativa por medio de la identificacién de metabolitos
dihidrodiol y la evidencia de la presencia de enzimas degradadoras de HAPs. En experimentos
de exposicion a BKF (8 - 72 h), se identificé cromatograficamente al 8,9-dihidrodiol-
BKE, y éste co-eluy6 con otro metabolito (21.5 min; 1), de cinética de formacién similar;
asimismo, otras sefiales 2 (23.5 min) y 3 (25.5 min), presentaron la misma tendencia. Asi, se
confirmo la capacidad degradativa de extractos extra e intracelulares (Ee y Ei); demostrando
que la biotransformacion inicial del BKEF ocurre a través de dioxigenasas. Un analisis por
espectrometria de masas seria necesario para continuar con la identificacion de metabolitos
desconocidos.

Palabras clave: benzo(k)fluoranteno, biodegradaciéon, metabolitos, oxigenasas,
S. capricornutum.

Antecedentes

El benzo(k)fluoranteno (BkF) es un hidrocarburo aromatico policiclico de alto peso
molecular (HAP APM) formado por cuatro anillos bencénicos fusionados estructuralmente
con un ciclopenteno; el cual, esta ampliamente distribuido en el medio ambiente debido
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a que es producto de la combustién incompleta de materia organica (Sahoo, Ravi Kumar,
Banik y Borah, 2020). Con base en su estructura, el BkIY es hidrofébico y persistente; factores
=3 que contribuyen a su bioacumulaciéon en el medio ambiente (Sun, Song, He, Jing, Tang
A y Liu, 2021). Es importante mencionar, que el Bk es potencialmente cancerigeno para
3 los humanos, segun lo reportado por la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
SN Enfermedades (ASTDR en inglés; Sampaio, Guizellini, Pinaffi-Langley, Rogero, Camargo

= y Torres, 2021); asimismo, la Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer
(IARC en inglés; Zhang, Chen y Zhang, 2021) ha clasificado al BkF y a otros HAPs APM

9 como posibles carcinégenos. En este sentido, las técnicas de degradaciéon microbiana han

.}§§' demostrado ser una excelente alternativa para eliminar a este tipo de contaminantes del

J medioambiente (Premnath, Mohanrasu, Guru, Dinesh, Prakash, Ananthi, Ponnuchamy,

Muthusamy y Arun, 2021). Entre los microorganismos capaces de biodegradar HAPs APM,

0 las especies de bacterias y hongos son las mas reportadas (Ismail, Kasmuri y Hamzah, 2022)

! (/H\O'K* en comparacion con las microalgas, cuya literatura es escasa (Srivastava y Kumar, 2019). En
3

este contexto, se ha reportado que Selenastrum capricornutum es la microalga que degrada mas
eficientemente a varios de los HAPs APM (Méndez Garcia y Garcia de Llasera, 2021); sin
embargo, el BkF es un HAP cuya degradacion ha sido poco estudiada por esta microalga,
y por lo cual la informacién de sus metabolitos también es muy limitada. No obstante, de
acuerdo con la literatura, se ha reportado que los primeros metabolitos formados durante la
—— degradacion microalgal de los HAPs APM, parecen ser monohidroxilados y dihidrodioles;
lo que sugiere que la biodegradacion de este tipo de contaminantes podria llevarse a cabo
a través de las vias monooxigenasas y dioxigenasas (Méndez Garcia, Garcia de Llasera,

& 2023). Por lo tanto, el estudio de este tipo de metabolitos formados durante la degradacion

o individual de los HAPs APM en medios de cultivo microalgales, son de suma importancia
en el entendimiento de las rutas metabolicas de degradacion catalizadas por enzimas intra- y
extra-celulares de las microalgas. Por esta razén, uno de los objetivos en el presente trabajo

fue realizar estudios de biodegradacion de BkF en distintos componentes de los cultivos de

S. capricornutum, tales como biomasa (BM), medio liquido (ML) y lisado celular (LC). Para

este proposito, se utilizaron técnicas analiticas de cromatogratia de liquidos de alta resolucion

con deteccién de fluorescencia y ultravioleta (CLAR-DF-UV) en combinacién con técnicas
de extraccion en fase sélida (EFS) y dispersion de matriz en fase sélida (DMES). En este
contexto, se priorizo el monitoreo de metabolitos tipo dihidodiol y 1a identificacion de sefiales
cromatograficas con cinéticas de degradacion que evidencien la formacién de otro tipo de
metabolitos. Asimismo, se plante6 la obtencion de extractos intracelulares y extracelulares
(Ee y Ei) a partir de fracciones microalgales que demuestren degradar eficientemente al BkE
Por lo tanto, el objetivo principal del presente trabajo es confirmar la capacidad degradativa
de los extractos Ee y Ei mediante su exposicion individual a BKE, y por la identificacion
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en éstos de metabolitos tipo-dihidrodiol; que permita relacionarlos con la presencia de
enzimas intra- y extra-celulares degradadoras de HAPs del tipo oxigenasas.

Objetivo

Encontrar las condiciones adecuadas para la obtencién de extractos intracelulares y
extracelulares de cultivos de Selenastrum capricornutum que permitan potencializar su capacidad
degradativa enla exposicion individual a BKF con el fin de evaluarla cinética de biodegradacion
del BkF por EFS/DMFS-CLAR-DF-UV. Asimismo, relacionar la presencia de metabolitos

en los extractos, con la presencia de enzimas degradadoras de HAPs del tipo oxigenasas.

Parte experimental

Medios de cultivo de Selenastrum capricornutum. Esta microalga fue adquirida de una coleccion
de cultivos de algas de la Universidad de Austin, Texas (UTEX, EUA); un stock de este cultivo
se mantuvo en medio sélido compuesto por agar bacteriolégico (MCD LAB, Tlalnepantla,
México) y medio Bristol. Para preparar cultivos en medio liquido, S. capricornutum fue cultivada
en matraces Erlenmeyer (300 mL) con 150 mL de medio Bristol suplementado con proteosa-
peptona (MCD LAB, Tlalnepantla, México) en condiciones axénicas, con agitacion orbital
(100 rpm; 2h x dia) y ciclos de iluminacién (luz/oscuridad;16/8 h). Medios de cultivos en su
fase exponencial de crecimiento A (A_ clorofila: 685 nm) = 1 £ 0.2 (=5x10° células mL™)
tueron apropiados para realizar ensayos de exposicion a BkE.

Exposicion de cultivos de S. capricornutum a BKE Alicuotas de 15 mL de cultivos de .

capricornutum (3 réplicas) en fase de crecimiento exponencial fueron colocadas en matraces
Erlenmeyer (50 ml) para realizar las pruebas de exposicion individual a BkF. En este
sentido, estudios preliminares realizados por Hernandez Blanco y Garcia de Llasera (20106)
permitieron establecer las condiciones iniciales de exposicion de cultivos microalgales con
el HAP de estudio: i) 266 pg L' en 15 ml. de medio de cultivo; ii) tiempos de incubacién
entre 8 — 72 h; y iif) condiciones 6ptimas de incubacion: agitacion orbital continua (50 rpm),
luz amarilla (20 W) y temperatura de 34 °C. Asimismo, se consideraron controles de cultivos
microalgales sin exposicion a Bk Después de completar estos ensayos de exposicion, la
biomasa (BM) y el medio liquido (ML) de cada cultivo fue separado mediante centrifugacion
(3,900 rpm, 15 min), y se aplicaron diversos procedimientos de extraccion: 1) extraccion
asistida por sonda ultrasénica (EAU), ii) extraccion en fase soélida (EFS); y iii) dispersion en
matriz en fase sélida (DMFES).

Preparaciéon de muestras: biomasa, medio liquido y lisado celular. Para obtener extractos de
metabolitos y HAP remanente, cada muestra se prepar6 de manera diferente; en este sentido,

el ML de cada muestra se utiliz6 para obtener extractos por EFS; 1a BM se procesé ya sea por




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

secado al aire en donde se utilizé para obtener extractos mediante DMFES; o mediante una

sonda de ultrasonido para obtener un lisado celular (LC), el cual fue posteriormente llevado
a un cartucho EFS.

= Extracciéon de metabolitos y HAP de la BM por DMFES. IL.a BM seca obtenida de
N cada muestra (5-7 mg) se homogeniz6 en un mortero de agata con 100 mg de silice C18
> = previamente acondicionado (3.5 mI. MeOH g"); esta mezcla homogénea se empacé en un

cartucho de 1 mL con filtros de polietileno, al cual se le agregaron 10 mIL. de H O, seguido
de mezclas de ACN/H, O (10 mL ACN 10% y 5 mL. ACN 20 %) usadas como disolventes
"e§ de limpieza. Finalmente, los metabolitos y el BkF remanente se eluyeron del cartucho en dos
h fracciones diferentes: i) 1.5 mIL. ACN 40 % (metabolitos) y i) 1 mI. ACN 90 % (BKF).

Extracciéon de metabolitos y HAP del ML por EFS. El procedimiento de EFS se

il)l\ realiz6 empacando cartuchos de polipropileno (6 mL) con 300 mg de silice C18 y filtros de
i 0K polietileno; cada cartucho se activo y acondicion6 con 1 mLL de MeOH y 15 ml. de H O.
Enseguida, el ML de cada muestra se mezclé con 3.75 mL de isopropanol (obteniéndose una

mezcla con isopropanol al 20 %). Esta mezcla se pasé a través del cartucho EFS y enseguida,
se aplicé una secuencia de lavados: 10 mL H, O, 10 mL. ACN/H,O 10 %, 3 mL. ACN/H,O
20 % y 1 mL. ACN/H,O 30 %. Finalmente, los metabolitos y el BKF remanente se eluyeron
del cartucho en dos fracciones diferentes: i) 3 mL. ACN 55 % (metabolitos) y ii) 4.0 mL. ACN
100 % (BKE).

Obtencion del L.C mediante EAU vy la extracciéon de metabolitos por EFS. El lisado

celular (LC) se obtuvo utilizando la BM recolectada para cada muestra; la cual, se lavé
previamente con 3 mL de solucién tampon Tris-HCL 50 mM (pH 7.5) para eliminar al BKF y
sus metabolitos de la superficie celular. Después, la BM se re-suspendi6 en 5 mL del mismo
tampén (Tris-HCL pH 7.5) y se enfrié (4 °C, 15 min) en un bafio de hielo; para llevar a cabo
la lisis celular asistida por una sonda ultrasénica con pulsos de ultrasonido automatizados
(10 s pulsos/5 s pausas; amplitud 40 %; 50-60 kHz) hasta completar 5 min, en un equipo
Cole Palmer con un procesador ultrasénico modelo CPX 130 PB con micropunta de 1/8

30

n

de pulgada. El lisado obtenido se centrifugd (3900 rpm, 15 min) para eliminar los residuos
celulares. El sobrenadante se recuperd y se llevo a un volumen de 15 mL con solucién
tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7.5); este lisado celular (LC o extracto intracelular) se utilizé
para obtener los extractos de metabolitos mediante el procedimiento de EFS descrito en la

A=
4

A

seccion anterior para el ML.
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Analisis de extractos de metabolitos de BkF por CILAR-FD. LLos extractos de metabolitos de
BKF se analizaron en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion Lab Alliance Serie 11,

con una columna Perkin Elmer Spheri-50DS (250 mm x 4.6 ID, 5 pm) a 30 °C (horno de
columna Phenomenex modelo TS-130), y acoplado a un detector de fluorescencia modelo
LG; las longitudes de onda () de deteccién de los metabolitos tipo dihidrodiol fueron Aex
= 270 nm y Aem = 430 nm. La separaciéon cromatografica se realizé en una fase movil de
MeOH:H,O (65:35, v/v); una velocidad de flujo de 1 mL min y 20 ul. de volumen de
inyeccion. El procesamiento de los datos se realizé con el software Clarity Chromatography
Station 2.8.1.584.

Analisis de extractos de BKF remanente por CLAR-UV. Los extractos del Bk remanente se
analizaron en un cromatégrafo de liquidos de alta resoluciéon Varfan modelo 210, con una
columna Thermo Scientific Hypersil ODS (150 mm x 4.6 mm ID, 5 pm), acoplado a un
detector policromo DAD/UV modelo 9065; 1a Amax de adsorcion para el BKF fue de 234 nm.
La separacion cromatografica se realizé en una fase moévil de MeOH:H, O (85:15, v/v); una
velocidad de flujo de 1 mL min™ y 20 L. de volumen de inyeccion. Los datos se procesaron
utilizando el software Varfan Star Chromatography Workstation versiéon 6.01989-2003.

Obtencion y evaluacion de la capacidad degradativa de extractos Ee y Fi. Las mejores
condiciones involucradas en la obtencién de extractos Ee y Ei, se determinaron
preliminarmente mediante el analisis por CLAR-FD de los extractos de metabolitos
obtenidos de los distintos componentes de los cultivos microalgales (BM, ML y LC). En
este contexto, los extractos Ee y Ei se obtuvieron mediante el siguiente procedimiento: los
cultivos (15 mL) previamente expuesto a BkF fueron centrifugados (3900 rpm, 15 min),
separando el ML de la BM; enseguida, se adicionaron 375 uL. de solucién tampon Tris-HCI
2M (pH 7.5) alos 15 mL del ML para obtener una solucién tampoén Tris-HCL 50 mM; este
extracto se denomind extracto extracelular (Ee). Asimismo, se obtuvieron 15 ml. de extracto
intracelular (Ei) mediante el procedimiento descrito para la obtenciéon de lisado celular de 1a
BM por una sonda ultrasénica.

Para evaluar la capacidad degradativa de los extractos Ee y Ei, estos fueron expuesto a
BkF (266 pug L' en 15 mlL de cada extracto); estas exposiciones fueron realizadas bajo
luz natural con agitaciéon orbital (50 rpm) y temperatura ambiente; asimismo, también se
realizaron controles de los extractos Ee y Ei sin exposicion al HAP de estudio (control de
remanentes, CR); ademas, se consideraron otros controles correspondientes a los extractos
Ee y Ei procedentes de cultivos microalgales sin previa exposiciéon a BkEF (controles sin
BKF). Finalmente, todos los extractos y controles fueron analizados por EFS-CLAR-DTE
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Resultados y discusion

Analisis por CLAR-DF de extractos obtenidos en BM, MIL y I.C. Las pruebas preliminares
s de exposicion a BkEF (8 — 72 h) permitieron identificar por CLAR-DF la formacion del
A metabolito 8,9-dihidrodiol BKF (8,9-dBkF; 21.0 min) por el metabolismo de S. capricornutunr,

i en este sentido, fue posible monitorear la cinética de formacion del 8,9-dBkF en BM, ML
g u},m y LC obtenidos de medios de cultivo expuestos a BkF en diferentes tiempos: 8, 16, 24 y
= = 72 h (Fig. 1A-D); estos resultados muestran que este metabolito tipo dihidrodiol aumenta

rapidamente de 8 a 16 h, lo que es un indicativo de que la biotransformacion inicial del BkF
"'Qy podria realizarse a través de enzimas oxigenasas producto del metabolismo microalgal. La

>4 maxima produccién del 8,9-dBkF fue alas 8 h en BM y 16 h en ML y LC; en este contexto,
la formacion de este metabolito fue consistente con la disminucién del BKF en cada una de
las fracciones microalgales (Fig. 2; BM, ML y LC). Después de 16 h, el 8,9-dBkIF comenz6
9 a disminuir y desaparecié por completo en 72 h. Estos resultados preliminares permitieron
N;(/\ ok establecer las condiciones iniciales de exposicién que prepararon a las células de la microalga
S. capricornutum en la produccion de enzimas degradadoras del HAP (266 pgBkF L' en
15 mL de medio de cultivo, 24 h de exposicién con agitacion orbital a 50 rpm, ciclos de
iluminacién de luz/oscuridad 16/8 h y temperatura de 34 °C). Para confirmar la presencia
de la enzima activa, se emplearon estos cultivos estimulados para la degradacion de BkF en
la obtencién de los extractos Ee y Ei, los cuales se expusieron a BKF (266 pg L' en 15 mI de
extracto) por 16 h con agitacién orbital a temperatura ambiente. La capacidad degradadora
de estos extractos se confirmé mediante la identificacion de metabolitos dihidrodiol por
EFS-CLAR-DF (Fig. 1E).

Asimismo, los cromatogramas que evidencian la biotransformacién del BkF a diferentes
tiempos de exposicion (Fig 1 A-C) muestran informacién relevante sobre posibles

30

nuevos metabolitos:

1) La presencia de picos cromatograficos (tiempo de retencion (tr): 21 — 27 min; metabolitos
desconocidos asignados como: 1, 2y 3) proximos a la sefial del 8,9-dBkF; muestran que estas
seflales cromatograficas presentan una cinética similar a la del 8,9-dBkF (Fig. 1D), la cual

n

inicialmente aumenta (8 — 16 h) yluego disminuye considerablemente (24 —72h), y porlo tanto,
se podria sugerir preliminarmente la formacion simultanea de diferentes metabolitos del BKE.

i) Las sefiales cromatograficas, entre 3 — 8 min, presentes en los extractos obtenidos del ML

(Fig. 1B) aumentan con el tiempo de exposicion (8 — 72 h); lo cual podria ser indicativo de
O la formacién de productos finales de la biodegradacion del BkE
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Figura 1. Cromatogramas de los extractos de metabolitos de BkF en fracciones microalgales A) BM, B)
MLy C) LC obtenidas de cultivos de S. capricornutum expuestos a BKF por 8, 16, 24y 72 h; D) cantidad
del metabolito 8,9-dBkF extraida en funcién del tiempo de exposicion a BKF. E) Cromatogramas de
extractos de metabolitos obtenidos de ensayos de degradacion del BKF en los extractos Ee y Ei.

Analisis por CLAR-DF de la capacidad degradativa de extractos Fe y Ei. Para sustentar la

validez de la obtencién de la enzima degradora activa en los extractos, la identificacion del
8,9-dBKE, junto con las sefiales de interés proximas (tr: 21 — 27 min; 1-3) a este metabolito
tipo dihidrodiol, en los Ee y Ei podrian ser evidencia de que la biotransformacién inicial
del BKF ocurre a través de dioxigenasas. En este sentido, la Fig. 1E muestra el perfil
cromatografico de los metabolitos extraidos en Ee y Ei, comparandolos con sus controles
(sin BKF y remanentes), y confirmando: i) la formacion del 8,9-dBkF junto a la co-elucion
de otro compuesto desconocido (posible metabolito dihidrodiol; tr: 20 — 22 min; 1), ii) la
presencia de sefiales cromatograficas desconocidas y proximas al 8,9-dBkE, que podrian ser
otros metabolitos (monohidroxilados y/o dihidrodioles) en Ee (tr: 24 min; 2) y Ei (tr: 23 y
26 min; 2y 3), y iii) el incremento de intensidad en las sefales cromatograficas iniciales en Ee
(tr: 3 — 12 min), podrian indicar la formacién de productos finales durante la biodegradacion
de BKF en los extractos microalgales extracelulares; lo que es de suma importancia ya que se
estarfa confirmando que esta microalga es capaz de excretar enzimas o complejos enzimaticos
desde el interior de sus células para realizar la degradacion del BkE, lo cual, recientemente ha
sido evidenciado para el benzo(a)pireno (BaP) por la misma microalga (Garcia de Llasera,
et al 2022); y por lo cual, se podria sugerir, que existen similitudes en el metabolismo de
degradacion enzimatica de HAPs APM, particularmente los HAPs formados por 5 anillos
aromaticos.
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Figura 2. Cantidad de BkF en BM, LC y ML de cultivos de S. capricornutum expuestos a este HAP.

Conclusiones

La degradacion enzimatica del BKE en extractos intra- y extra-celulares de cultivos de S.
capricornutum fue confirmada mediante la formacion e identificacion por EFS-CLAR-DF del
metabolito tipo dihidrodiol 8,9-dBkE.

Las pruebas preliminares de exposicion a BKIF permitieron estudiar la cinética de formacion
del 8,9-dBkF y otros metabolitos de interés, extraidos del medio liquido, biomasa y lisado
celular de cultivos microalgales por DMFS/EFS-CLAR-DF; sin embargo, un anilisis
complementario por CLAR con detecciéon por espectrometria de masas es necesario para
confirmar la identidad de los metabolitos desconocidos.

La degradacion de BKEF en los extractos microalgales extracelulares, confirma que S.
capricornutum es capaz de excretar enzimas o complejos enzimaticos desde el interior de sus
células a su medio exterior para realizar la biotransformacién del BKE

La identificaciéon del 8,9-dBkF junto con la formaciéon de otros metabolitos (posibles
monohidroxilados y dihidrodioles) en extractos Ei y Ee permiten sugerir que la
biotransformacién inicial del BKE ocurre a través de oxigenasas producto del metabolismo
enzimatico de la microalga . capricornutum.
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Resumen
I8 El estudio de las propiedades reoldgicas de los materiales ha llevado a la identificaciéon
W,C 0K de caracteristicas utiles para la industria, en particular, los materiales poliméricos, como

el Carbopol, son esenciales en la produccion farmacéutica, utilizados en productos como
unguentos, geles y tabletas debido a sus propiedades viscosantes y su bajo contenido
residual. Este proyecto se centra en el estudio de las propiedades reolégicas del Carbopol,
especialmente en la determinacion de su indice de tixotropia. Se realizaron experimentos con
diferentes concentraciones de Carbopol y mediante la construccion de curvas de esfuerzo
cortante frente a velocidad de cizalla y ajustando los datos al modelo reologico de Ostwald
se obtuvo, por ejemplo, un indice de tixotropia de 4.8752% para una concentracioén de 1.0%
a 25°C. Estos hallazgos son relevantes en la comprension de las propiedades del Carbopol y
pueden servir como recurso educativo en reologia, demostrando la metodologia de medicién
y procesamiento de datos.

30

Palabras clave: Reologia, Carbopol, Tixotropia, Ostwald, Polimeros.
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Antecedentes

El estudio de las propiedades reoldgicas de los materiales ha permitido identificar algunas

L caracteristicas particulares que pueden ser aprovechadas por la industria, por ejemplo, este
material polimérico presenta propiedades reoldgicas ttiles para el sector farmacéutico y es
G

empleado como materia prima en la elaboracién de diversos productos como lo pueden ser:
ungiientos, geles, pomadas, tabletas etc. En particular, el carbopol es un material polimérico
reticular constituido por una cadena de acido actilico, por lo que esta sustancia es sintética y
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presenta un alto peso molecular, dentro de su estructura contiene muchos grupos carboxilicos,
los cuales son polares y por ende atraen moléculas de agua, cambiando su configuracion
para formar una red tridimensional, lo que tiene como consecuencia un incremento en la
viscosidad. Esto lo hace candidato en la fabricaciéon de productos liquidos o semisélidos
actuando como agente espesante, esta propiedad es aprovechada. Ademas, debido a su bajo
contenido residual, es también utilizado en la fabricacion de tabletas como aglutinante. As{
pues, dada su importancia en el sector farmacéutico, se considera imperante profundizar en
la exploracion de sus propiedades reoldgicas. Es por lo que este proyecto se centra en este
estudio, incluyendo la designacién del tipo de conducta del Carbopol por medio de pruebas
experimentales y ajustes a modelos reologicos conocidos, particularmente al modelo de
Ostwald (Ecu. 1) y haciendo especial énfasis en la determinacion de su indice de tixotropia.

T=Ky™ (1)

Especificamente, la tixotropia implica una disminucion constante de la viscosidad aparente
a medida que aumenta el tiempo de cizallamiento a temperatura constante, seguida de una
recuperacion de la viscosidad cuando cesa el flujo. Una gran cantidad de sustancias que
presentan este comportamiento son de naturaleza coloidal, con tendencia a la formacién de
geles. Este fenomeno es atribuido a la agregacion de particulas suspendidas q u e
interactian por fuerzas de atracciéon de Van der Waals principalmente. En particular, la
disminucién de la viscosidad del sistema con el aumento de la velocidad de cizalla se atribuye
a la ruptura de enlaces entre particulas, es decir, el nimero de enlaces es menor a altas
velocidades de cizalla, por lo que, la dependencia con el tiempo de la viscosidad de un fluido
tixotropico dar lugar a una tixotropia apreciable siempre y cuando la recuperacion de la
estructura sea lo suficientemente lenta. En particular, estamos interesados en determinar
en qué proporcion éste fenémeno se encuentra presente en disoluciones de Carbopol, pues
al ser una sustancia empleada principalmente para la elaboracién de geles lo hace un buen
candidato para demostrar la tixotropia (Hernandez, 1996).

En particular, el estudio titulado “Analisis reolégico de soluciones poliméricas de carboximetil
celulosa,” realizado por Puente Cérdova y su equipo, sent6 las bases para la metodologia
empleada en esta investigaciéon. En particular, Puente Cérdova y sus colaboradores se
enfocaron en explorar las propiedades reologicas de la CMC mediante la utilizaciéon de
dispersiones de este polimero en diferentes concentraciones (0.5%, 1%, 1.5%, 2%). Evaluaron
la viscosidad y estudiaron como se comportaba frente a tasas de esfuerzo cortante utilizando
un viscosimetro rotacional Rheolab QC. Ademas, llevaron a cabo modelos experimentales
que se ajustaron a modelos como el de Ostwald y Cross, asi como a modelos empiricos,
que constituyen una extension del modelo de Ostwald. Estos modelos empiricos permiten

W,C OK
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predecir la viscosidad en funciéon de la tasa de corte y la concentracion de CMC, asi como
describir la viscosidad en relacion con la temperatura y la tasa de corte. En tltima instancia,

=3 los resultados obtenidos en este estudio ofrecen una metodologia sistematica para la
A evaluacion de soluciones poliméricas de CMC y de los derivados de celulosa relacionados
3 (Puente Cordova et al., 2022). En particular, se emplea la metodologia propuesta en el trabajo
SN anterior para la obtencién de un modelo mediante el ajuste a la ecuacion de Ostwald. Dicho
: = modelo es clave para la obtencion del area del anillo de histéresis y asi obtener el indice de
tixotropia.

',a§ Asi mismo, se han llevado a cabo investigaciones profundas en el campo de las propiedad.es
Lo reologicas del Carbopol. Estas investigaciones, en particular, se han centrado en el estudio

de su indice de tixotropia. Un ejemplo notable de esto se encuentra en el trabajo realizado
por Priscila R. y su equipo de colaboradores, cuyo estudio lleva el titulo de “Rheological
9 Charactetization of Carbopol® Dispersions in Water and in Water/Glycerol Solutions.”
N;(/\ 0k Este estudio se enfoca en la influencia del tipo de solvente en las propiedades reoldgicas
de las dispersiones de Carbopol® NF 980 en agua y en soluciones de agua/glicerol. En el
analisis de los resultados, se observa que, para ambos tipos de solventes, se manifiesta un
comportamiento tixotrépico. Entre los hallazgos mas significativos, destaca que, para una
concentracion dada de Carbopol, las dispersiones en el solvente mas viscoso muestran un
limite elastico mas marcado, modulos mas bajos, un indice de ley de potencia mas alto y
un tiempo mas prolongado requerido para alcanzar el estado estacionario. Estos resultados
contribuyen al entendimiento mas profundo de las propiedades reoldgicas del Carbopol y su

relacién con el tipo de solvente empleado (Varges et al., 2019).

&

s Aungque investigaciones como la de Priscila R y su equipo han contribuido significativamente
al estudio de las caracteristicas del Carbopol, es relevante subrayar que uno de los propositos
fundamentales de este trabajo es crear una metodologia valiosa para la instrucciéon en la
realizacion de pruebas reoldgicas y en el analisis de datos para su posterior ajuste a modelos
matematicos que expliquen el comportamiento de los fluidos. Particularmente, existen
estudios donde se ha determinado la energia de activacién del Carbopol en condiciones

particulares, tal es el caso de un estudio desarrollado en 2001 por Fresno Contreras y

colaboradores, dicho estudio se enfocé en analizar las propiedades de los geles etandlicos

mediante el estudio del flujo a diferentes temperaturas, pH y bajas concentraciones de
polimero Los resultados mostraron que, al aumentar la temperatura, la viscosidad disminuy6

y el indice de flujo mejord, segin lo predicho por el modelo de Ostwald. Se observé una

relacién entre las energias de activacion del flujo (Ey) y el pH de los geles hidroalcohdlicos.

Sin embargo, no se encontraron correlaciones significativas entre la energia de activacion

y la concentracion del polimero en el rango evaluado. En resumen, los geles Carbopol®
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Ultrez™ 10 mostraron una estabilidad en la viscosidad bajo las variaciones de temperatura
tipicas de su uso y almacenamiento, lo que minimiza posibles cambios no deseados en las
propiedades del producto (Fresno Contreras et al., 2001).

En conclusién, se plantea el desarrollo de un estudio reoldgico al Carbopol centrandose en
la metodologia para la obtencién de su indice de tixotropia y energia de activacién, de tal
forma que sea posible determinarlas mediante analisis matematico empleando el modelo de
Ostwald y software libre para analisis de datos (Python 3), asi como métodos tradicionales
(uso del Reémetro Rheolab MC 120) para la obtencién de los datos. Su aplicacion esta
centrada en la docencia para la formacion de estudiantes de la Licenciatura en Farmacia y en
aquellos requieran conocer esta prueba como parte de su formacion.

Objetivo

El objetivo principal de este estudio se centra enla caracterizacion reolégica de las dispersiones
de Carbopol, con un enfoque especifico en la determinacion del tipo de comportamiento
reologico de estos sistemas. Adicionalmente, buscamos identificar y comprender el fenémeno
de tixotropia y fendmenos fundamentales en el area.

Como parte de nuestra contribucién académica, también se plantea el desarrollo de una
metodologia que sirva como herramienta educativa para la ensefianza de la determinacion
de las propiedades reoldgicas, lo que permitira una comprension mas profunda de estos
sistemas.

Metodologia

En la primera etapa, se prepararon dispersiones de Carbopol a diferentes concentraciones,
0.5%, 1.0%, 1.5% y 2.0% (w/v) a 25 °C. La fase de preparacion consistié en disolver el
polimero en 70 mL de agua, agregandole lentamente y con agitacion vigorosa sin generar
vortex. Por otra parte, en 20 mL de propilenglicol a 40 °C, se disolvieron 0.02 g de acido
ascorbico y propilparaben 0.05 g con agitacion suave, se deja enfriar. Finalmente, se vertio la
mezcla de carbopol en agua en esta ultima disolucion y se aforé a 100 mL. Posteriormente,
mediante el empleo de un Reémetro Rheolab MC 120 de la marca Physica, se obtuvieron
las curvas de ascenso y descenso (donde es el esfuerzo cortante o Shear Stress y es la
velocidad de cizalla o Shear Rate) asi como los datos para la determinacién de la viscosidad
y su comportamiento (donde es la viscosidad) con una tasa de velocidad de 10 a 200 y con
un gradiente de velocidad 10 .

Los datos se generan y almacenan automaticamente mediante el software de control del
reémetro, y luego se procesan con Python 3, un lenguaje de programacion de codigo abierto
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ampliamente conocido por sus bibliotecas ttiles en el procesamiento de datos. El proceso
de analisis de datos se divide en tres etapas clave. En primer lugar, se realiza la organizacion

3 de los datos, que involucra la eliminacién de especificaciones del instrumento y caracteres
A innecesarios que podrian afectar la interpretacion del software, mientras se mantienen intactas
3 las mediciones esenciales del instrumento. Posteriormente, los datos se almacenan en hojas
SN de calculo con formato .xlsx para facilitar su manejo. Una vez que la informacién esta en un
z = tormato legible y libre de datos redundantes, se procede al procesamiento utilizando Python.
Se hacen uso de estructuras de datos conocidas como Dataframes, que permiten segmentar
9 y clasificar la informacién segun el tipo de mediciéon. Esta etapa marca el comienzo de la
.=§§: modelacién, donde se aplica el logaritmo natural a los datos (necesarios para la etapa de
& linealizacion). Utilizando la funcién LinearRegression, se ajustan los datos a una linea recta, lo
que permite la aplicacion de la ecuacion de Ostwald linealizada (Ecu. 3). Esta linealizacion
0 proporciona los parametros necesarios para construir un modelo de tendencia que describe

! (/“\O'K* la informacién de manera efectiva.

3

Inln(x) =inin (k) + nin(y) (2)

Una vez obteniendo el valor de los parametros mediante la aplicaciéon de la regresion
lineal a los datos tanto de subida como de bajada para cada concentracion, se procedié a la
construccion del modelo de Ostwald original aplicando exponenciales y acomodando las
variables segiin el modelo. Obtenidos los modelos (para los datos de subida y bajada) se
obtuvo el area bajo la curva de ambos modelos, de acuerdo con la siguiente ecuacién:

I=(A_u-A_d)/ Ad-100 (3)

O

O% Donde A, es el 4rea bajo la curva del modelo de subida y A, corresponde al drea de bajada,
de la forma que la diferencia A"~ A corresponde al 4rea del anillo de histéresis empleado
para el calculo del indice de tixotropia como método tradicional.

Resultados y discusion

Se procedié al analisis estadistico aplicando regresion lineal a los datos mediante los
software Python 3, dichas regresiones se ajustaron al modelo reolégico de Ostwald (Ley de
la potencia), para luego, mediante métodos computacionales y analiticos poder determinar
el indice de tixotropia calculando el area bajo la curva del anillo de histéresis formado por las
curvas obtenidas de los modelos de los datos . Como parte de los hallazgos presentados en
este proyecto se presenta el analisis realizado al Carbopol a una concentracién 1.0% y 1.5%
p/v a 25°C (Figura 1) a las condiciones experimentales planteadas antetiormente y ajustada




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

%

al modelo de Ostwald, para la cual se obtuvo un grado de tixotropia del 4.85% y 1.54 %
respectivamente, lo cual es esperado dado que en general los geles de carbopol presentan
una baja tixotropia.

a) Velocidad de Cizalla vs. Esfuerzo de Cizalla b) Velocidad de Cizalla vs. Viscosidad
Figura 1. Carbopol a una concentracion del 1.0% p/v a 25 °C.

Para la grafica, , se obtuvieron los modelos ajustados a la ecuaciéon de Ostwald. Ecuacion de
potencia a la subida:

1= 6.9369)7% (4)

Ecuacion de potencia a la bajada:

1=6.3837 1 (5)

Para la cuales se obtuvo un grado de tixotropia igual a 4.8752 % para el Carbopol a una
concentracién de 1% p/v. Por su patte, se observa en la figura 2, claramente que las
dispersiones de esta sustancia presentan una conducta reufluidizante (pseudoplastica).
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"b’- a) Velocidad de Cizalla vs. Esfuerzo de Cizalla b) Velocidad de Cizalla vs. Viscosidad

Figura 2. Carbopol a una concentracion del 1.5% p/v a 25 °C

Para la grafica, , a una concentracién de 1.5% se obtuvieron los modelos ajustados a la
ecuacion de Ostwald. Ecuacion de potencia a la subida:

7= 1.8600 y """ (6)

Ecuacién de potencia a la bajada:
T =1.8576y %% (7)

Para la cuales se obtuvo un grado de tixotropia igual a 1.5346 % para el Carbopol a una
concentracién de 1% p/v. Por otra parte, se observa claramente en las figuras 1 b) y 2 b), que
las dispersiones de esta sustancia presentan una conducta reufluidizante (pseudoplastica),
ya que disminuye la viscosidad conforme se incrementa la velocidad de cizalla.

30

Conclusiones

Las dispersiones de Carbopol presentan una conducta reofluidizante, es decir, muestran un
comportamiento pseudoplastico en el cual su viscosidad disminuye a medida que aumenta la
velocidad de cizalla. Este hallazgo es relevante, especialmente en la fabricacion de productos
farmacéuticos como geles, ungiientos y pomadas que contienen sustancias activas destinadas
aluso cutaneo. La presencia de un indice de tixotropia, aunque pequeio, resulta beneficioso, ya
que cuando se aplica el producto, su viscosidad disminuye, permitiendo una mejor absorcion
por la piel. Esto puede traducirse en una experiencia mas comoda y efectiva para el usuario
final. Ademas de su aplicacion practica en la industria farmacéutica, estos resultados tienen
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un potencial educativo valioso. Los datos obtenidos pueden utilizarse como antecedentes
en la enseflanza de la Reologia en el curso de Tecnologia Farmacéutica 1. Los estudiantes
tienen la oportunidad de reproducir el experimento en condiciones similares y comparar sus
resultados con los del proyecto actual. Esto proporciona a los estudiantes una plataforma
para adquirir nuevas habilidades técnicas, matematicas y tecnolégicas relacionadas con el
estudio de propiedades reoldgicas, preparandose de manera efectiva para enfrentar desafios
en su futura carrera profesional. En resumen, este estudio no solo aporta a la industria, sino
también a la formacién de futuros profesionales en el campo farmacéutico.
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Resumen

En el presente trabajo se desarroll6 una metodologia para la construcciéon de superficies,
en donde se presenta la variacion del valor del logaritmo para una constante aparente de un
equilibrio quimico particular en funcién de distintas condiciones de temperatura y salinidad,
empleando el programa Microsoft Excel®. A manera de ejemplo, de detalla la construccion
de la superficie del logaritmo de la constante de formacién de agua, para los intervalos de

temperatura (4.0 < T[°C] < 44.0) y salinidad (5.0x107> < Sp[PSU]| < 70.0).

Palabras clave: Van’t Hoff, Debye-Hiickel, equilibrio quimico, constantes de formacion,
fuerza i6nica.

Antecedentes

Las constantes de equilibrio o constantes de formacion son de gran relevancia en diversos
aspectos de la quimica, siendo cruciales en el campo de la quimica analitica por la importancia
que tienen en la cuantificacién o en el disefio y optimizacién de sistemas quimicos. Su
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conocimiento y uso adecuado son esenciales para avanzar en la comprension y aplicacion de
la quimica en diversos campos, desde la investigacion cientifica hasta la industria; por este
papel que desempenan se debe tener presente que las constantes se encuentran reportadas a
una temperatura y salinidad particulares (valores usualmente detallados en la literatura junto
con el valor de la constante en cuestion). Congruentemente, el empleo de estos valores
en alguna metodologia, disefio experimental o tratamiento de datos requiere el cuidado de
conocer y controlar durante el experimento las condiciones de temperatura y salinidad; de
la misma manera que se requiere conocer los valores de una constante de formacion a las
condiciones de trabajo. En busca de una propuesta de solucién a este problema se plantea
una metodologia para la construccién de una superficie que denote la variacion del valor de
una constante aparente ante estas variables.

Objetivos

Presentar una metodologia que permita la construcciéon de superficies donde se presente
la variacién del valor del logaritmo para una constante aparente, de un equilibrio quimico
particular, en funcién de distintas condiciones de temperatura y salinidad, empleando el
programa Microsoft Excel®.

Mediantelametodologia propuestagenerarlasuperficie parael equilibrio de formaciéondelagua

en un intervalo de temperatura (4.0 < T[°C] < 44.0) y salinidad (5.0x1075 < Sp[PSU| <70.0).

Metodologia

En este apartado se detallan las ecuaciones para generar una de las superficies planteadas en
este trabajo.

(D Ecuacién de Van’t Hoff: En la (ecuacion 1) se muestran dos equivalencias para el cambio
en la energfa estindar de Gibbs, A G°, que permiten relacionar la variacion de las constantes
de equilibrio termodindmicas, K® , con la temperatura, T (McQuartie y Simon, 1997).

[kJ mol '] (1)

Donde R es la constante de los gases (1.987 cal mol™ K™ ¢ 8.314 ] mol™ K™),
T es la temperatura en [K] y el superindice (°), en los términos A G°, A H® y A S°, se refiere
a componentes en estado estandar. Despejando en términos del logaritmo de la constante
de equilibrio termodindmica se obtiene la (ecuacion 2).
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)

y=(m)x+(b) Q)
Con la (ecuacion 2) es posible la interpolacion del valor del logaritmo de una constante
de formacion termodinamica particular para un intervalo de temperaturas. Graficando el
logK® contra el inverso de la temperatura, (1/T), se obtiene una relacion tipica para una
regresion lineal (ecuacion 3); donde la pendiente, (m), y la ordenada de origen, (b), presentan
correspondencias simples. L.a pendiente es positiva para procesos exotérmicos y pendiente
negativa para los procesos endotérmicos (Butler y Cogley, 1998).

Despejando de la pendiente y de la ordenada de origen se logra obtener el valor para el cambio
en la entalpia estindar, A H°, (ecuacion 4) y para la entropia estandar, A S°, (ecuacion 5), para
la constante en cuestion.

[J mol '] *)

Jmol 'K  (5)

Donde R es la constante universal de los gases (8.314472 J mol™ K™"), T es la temperatura
en [K], m es la pendiente en [K], y b es la ordenada de origen la cual es adimensional.

(2) Ecuacién extendida de Debye-Hiickel. Esta expresion (ecuacién 6) relaciona la
temperatura y la contribucion de la fuerza idnica del medio con los coeficientes de actividad
de las especies quimicas contempladas en el equilibrio que se desea analizar (Gagliardi & et.
Al., 2007). Modificando estas dos variables, siempre y cuando se conozcan los valores del
logaritmo de la constante de equilibrio termodinamica para cada una de las temperaturas
evaluadas, es posible conocer los valores de los logaritmos de las constantes aparentes a las

condiciones seleccionadas. Esta ecuacion es apta para disoluciones con valores de fuerza
i6nica elevada (Helgeson & Kirkham, 1974; Fegley, 2013; Khan & et. al. 2010).
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[adimensional]  (6)

Donde y, es el coeficiente de actividad de la i-ésima especie quimica que participa en el
equilibrio, T es la temperatura en [K], I es la fuerza iénica en [mol L™'], ¢_es la permitividad
relativa del agua, o(,.y,) esla densidad en [g mL™], es el tamario del ion solvatado en [A]y
z_es la carga del ion en cuestion.

Para resolver la (ecuacion 6) es necesario obtener los valores de algunas variables adicionales,
para ello se detallan las ecuaciones para calcular cada una de ellas en los apartados (3-0).

(3) Fuerza iénica. Dentro del marco de la teoria de Debye-Hiickel, este concepto vincula
la influencia del medio altamente i6nico, los coeficientes de actividad (y,) y la concentracion
molar efectiva con la actividad, a = v, [i] (Butler y Cogley, 1998). De manera general, la
fuerza i6nica de una disolucién, I [mol L], es una medida de la ionicidad del medio y es
una funcién de la concentracion molar efectiva de todos los iones presentes al equilibrio
(ecuacion 7).

molL™]  (7)

La segunda equivalencia en la (ecuacion 7) denota el calculo para la fuerza idnica a partir de la
salinidad, Sp[PSU]J; para términos de conversion de unidades 1 PSU = 0.02113168 mol L™
(@ T=25°C). El valor de la fuerza idnica es de interés para evaluarlo en los intervalos de
temperatura, T, y salinidad, Sp, empleados en la (ecuacion 6).

(@) Dependencia de la constante dieléctrica con la temperatura. La constante dieléctrica
de un disolvente esta asociada a su capacidad para disolver moléculas de un soluto que se
encuentra inmerso en ¢l mediante su polarizaciéon. Mientras mas grande sea la constante
dieléctrica de un disolvente su caracter polar se incrementara, es decir, el disolvente es mas
polarizante. La dependencia de esta variable con la temperatura esta dada por la (ecuacion 8),
donde la temperatura debe ser evaluada en [K]. (Catenaccio, Daruich y Magallanes, 2003).
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Este valor es de interés para evaluarlo en los intervalos de T'y Sp empleados en la (ecuacion 6).

_ (5 Dependencia de la densidad del agua con la temperatura y la salinidad. La densidad
i del agua fue estimada mediante la expresion empleada por la UNESCO y es calculada en
dos pasos. Inicialmente se determina la densidad del agua, (ecuacion 9), en donde se ha

39 omitido la determinaciéon del médulo de compresibilidad debido a considerar una presion
g atmosférica normal, es decir P =1 atm (Massel, 2015).

. )
X — _ 2 -3
.‘9[ Donde: a,= + 999.842594 a =+ 06.793953x10 a,- 9.095290x10"

5_)

a,= + 1.001685x10* a,=-1.120083 x 10° a, =+ 6.536332x10”

)

| (/\O'K* El valor de g_(H_2 O) se obtiene en [kg m? y se sugiere dividir entre 1000

(1000 kg m > = 1 g mL. ') para obtener la propiedad en [g mL ']. Para incluir la influencia de
la salinidad se emplea la (ecuacion 10); esta consiste en una serie de coeficientes de ajuste que
son funciones, a su vez, de la temperatura (Massel, 2015).

(10)

Donde:

30

B, =b+b T+b T+ b, T+ b4T

C7250+57T+55TZ

En sintesis, primero se determiné la variacion de la densidad del agua con la temperatura,

n

(ecuacion 9) , para posteriormente realizar la correccion de la densidad del agua considerando
su dependencia con la salinidad, o(T,S,0), mediante la (ecuacién 10). Este dltimo valor se
debe considerar para evaluar la (ecuacion 6) a las condiciones de trabajo.

A=
4

A

(6) Radios i6nicos. Los radios i6nicos solvatados de las especies involucradas se seleccionan
dependiendo del equilibrio a analizar (Marcus, 2001). Para el ejemplo de la superficie del
equilibrio de formacién del agua se muestran los valores de los radios i6nicos correspondientes

en la Tabla 1 (Jenkins & Thankur, 1979)
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16n Radio i6nico solvatado (A)
H* 1.41
HO™ 1.33

Tabla 1. Coleccidon de valores de radios iénicos para los iones presentes en las disoluciones
de agua de mar simulada.

Estos valores se emplean en la resolucion de la (ecuacion 6), donde se evalia esta ecuacion
para cada una de las especies que conforman el equilibrio analizado en los intervalos de T'y
Sp de interés. Para el ejemplo se usan H* y HO™.

(7) Definicién de constante aparente. Para todo equilibrio quimico existe una correlacion
entre una constante aparente (valida para un valor concreto de fuerza i6nica, I > 0 mol L.™")
y la constante termodinamica (véalida para un valor de fuerza i6nica nula, I = 0 mol L7,
y correspondiente a una situacion limite). Mediante los logaritmos de los coeficientes de
actividad obtenidos para las especies involucradas en la constante de interés (obtenidos
mediante la ecuacién 6), y conociendo el valor de la constante de equilibrio termodinamica
para cada temperatura analizada (obtenidas mediante la ecuacién 2), se puede denotar la
variacion del valor de la constante de equilibrio termodinamica en condiciones de ionicidad
diferentes de cero (ecuacién 11).

11)

Donde y corresponden respectivamente al coeficiente estequiométrico y al coeficiente de
actividad del i-ésimo componente del equilibrio quimico. Con la intencién de generalizar,
las especies del par conjugado acido-base correspondientes a las constantes se denominaron
como (H*) para la especie acida y (HB) para la especie basica. La expresion antetior puede
ser reescrita en términos de sus logaritmos por facilidad (ecuacion 12).

[adimensional] (12)
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Con esta ultima ecuacion, mediante el modelo de van’t Hoff (ecuacién 2) y la ecuacion
extendida de Debye-Hiickel (ecuacién 06), es posible determinar el valor de la constante

3 apatente, Ol log (K_HB"H"+ ) |)] _ (>0 ) ) del equilibtio quimico analizado a una
A temperatura y fuerza idénica concretas (ecuacion 13).
gy ladimensional]  (13)

Resultados y discusion

2
AN
%gi Como ejemplo de la metodologia propuesta, se llevé a cabo la elaboracion de la superficie
’ para el logaritmo de la constante de formacion del agua, pK . Asi, el equilibrio y las especies
involucradas son las siguientes (ecuacion 14).
0
Il
M/\O-w (14)

En la Tabla 2 se presentan los valores de los logaritmos de las constantes termodinamicas (a
una I = 0 mol L™") para el equilibrio de formaciéon del agua reportadas a distintos valores de
temperatura (Fegley, 2013; Bandura, 20006).

Temperatura (°C) pK, = K (H 2 O)"(H"+)

0.0 14.950

& 10.0 14535

B % 200 14.167
25.0 13.997

30.0 13.830

40.0 13.535

50.0 13.262

Tabla 2. Coleccién de valores de logaritmo de la constante de formacién del agua, pK ,
a fuerza idnica nula.

A partir de estos valores de los logaritmos de la constante termodinamica se realiz6 el ajuste
lineal para el modelo de van’t Hoff mediante la (ecuacion 15).

(15)
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A partir de esta ecuacion se obtuvieron los valores de A H® y de AS° para el equilibrio
de formacion del agua, como se detalla a continuacion (los valores para la pendiente y la
ordenada de origen se detallan en la Figura 1).

X

=
<
7N\
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= =
!
9%
>0
La relacién lineal de van’t’ Hoff para el equilibrio de formacién del agua (ecuaciéon 15)
presenta una pendiente positiva, lo que sugiere un valor de A H® negativo y en consecuencia 0
la reaccion es un proceso exotérmico. Esto indica que el equilibrio se desplazara hacia el n
sentido de los productos a medida que se incremente la temperatura y en consecuencia el WC OK

pH del agua quimicamente pura (cuando se cumple que [OH | = [H*]) se recorreria de

7.38 a 6.28 a medida que la temperatura aumente en los intervalos correspondientes de
temperatura de 4.0 = T[°C] = 44.0.

En la Figura 1 se muestra la relacion lineal de van’t’ Hoff obtenida para los valores de las
constantes de formacion del agua (a una fuerza i6nica nula) para un intervalo de temperatura
de (0.0-50.0) °C, este intervalo se seleccioné para maximizar el coeficiente de determinacion
para la funcion lineal.

Figura 1. Variacién del logaritmo de la constante de formacién (a una | = 0 mol L™) para el equilibrio
H*+ OH™ 2 H,0 de acuerdo con un modelo lineal para la funcién de van’t Hoff.

Mediante la regresion lineal obtenida se determinaron las constantes termodinamicas, a
una fuerza iénica nula, en el intervalo de temperatura (4.0 £ T[®C] < 44.0). También
se determinaron las variables necesarias para resolver la (ecuaciéon 6). Y finalmente, se
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obtuvieron los valores para la constante aparente a cada una de las condiciones de trabajo.

Asi, a influencia del medio i6nico queda descrita por la (ecuacién 16). Como se menciond

=
i previamente, en esta ecuacion se hace necesaria la determinacion de los coeficientes de
_ actividad de las especies quimicas involucradas en este equilibrio y sobre ellos se considera
S . . o,
= la influencia de la temperatura y la fuerza iénica.
7N\
) )
= =
TS (16)
LS
5_)

Finalmente se construyo la superficie deseada mostrada en la Figura 2 a partir de los valores

0
I del para los intervalos de salinidad de (5.0x1075 < Sp[PSU] < 70.0) y de
L 0K temperatura de (4.0 < T[°C] < 44.0).

Equilibro de formaciéon: H* + OH™ 2 H,O

30

Figura 2. Superficie de respuesta obtenida para el equilibrio de formacién del agua a las condiciones
de (4.0 < T[°C] < 44.0) y una (5.0x1075 < Sp[PSU| = 70.0).

En la superficie obtenida (Figura 2, panel izquierdo), se logra observar que el proceso de
formacién del agua sigue un decaimiento exponencial conforme incrementa la salinidad
de acuerdo al plano de fondo (logic  vs. Sp); mientras que presenta un decaimiento lineal
conforme incrementa la temperatura segun el plano de fondo (logKeq vs. pH) (Figura 2,
panel medio y derecho). Donde cada punto sobre la superficie corresponde a un conjunto

n

1 .

O—=_)
de condiciones de salinidad y temperatura concretas en el que el agua presenta un valor
G particular para su valor de constante (pKw), y en consecuencia se determina la limitacién

sobre el comportamiento acido-base en disolucion acuosa a las condiciones de T y Sp de
trabajo.
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En la Tabla 2 se presentan los parametros obtenidos por el ajuste lineal de la ecuacion de
van’t Hoff, donde también se anexa la comparaciéon con los datos reportados en literatura

(Martell & Smith, 1982).

Tabla 3. Pardmetros termodindmicos para el equilibrio H* + OH™ 2 H,O obtenidos por dos modelos de
la ecuacién de van't Hoff y su confrontacién con lo reportado.

AHC A S° . L
' ' Coeficiente de determinacion
(J mol ) J mol” K7)
Funcién lineal

-57032.46 76.95 R?0.99906

Intervalo de temperatura: (0.0 < T [°C] < 50.0)

Reportado (Martell & Smith, 1982) -55814.56 80.75 N/A

Error porcentual (%) 2.18 4.71 N/A

Mediante la metodologia planteada se obtuvo un valor de error porcentual para el A H® de
2.18 %, y de 4.71 % para A S°, con respecto a los reportados en la literatura. A manera de
perspectiva se pretende disminuir el margen de error de estos parametros empleando un
ajuste no lineal de la ecuacion de van’t Hoff, la cual si considera al ACp como una variable
en funcién de la temperatura.

Conclusiones

Se gener6 una metodologia para la construccion de una superficie que denota la variaciéon
de una constante aparente de formacion particular a distintas condiciones de temperatura y
salinidad, estas superficies se generaron mediante el empleo del programa Excel®.

Mediante la metodologia planteada se logré la construccion de la superficie para el
equilibrio de formacién del agua para los intervalos (4.0 < T[°C] < 44.0) y una
(5.0x1075 < Sp[PSU] =< 70.0). Esta herramienta permite conocet por interpolacién los
valores de la constante a las condiciones de temperatura y salinidad deseadas; y obteniendo
unos errores porcentuales menores al 5.0 % con respecto los parametros de A H® y A S°
reportados en la literatura.

Agradecimientos

Los autores agradecen al programa UNAM-DGAPA por el financiamiento del proyecto
PAPIME PE209023 y PAPIIT 1A202122. Los autores, Ricardo G. Martinez Pérez (No.




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

de CVU 1201856) y E. Elizabeth Vilchis Barrera (No. de CVU 1161847), agradecen a
CONAHCYT por el apoyo otorgado.

-
(@]
A Referencias

= Bandura, L..S. (2006). The Ionization Constant of Water over Wide Ranges of Temperature and Density,
/3\ Journal of Physical and Chemical Reference Data, 35, 15-30. DOI: https://doi.org/10.1063/1.1928231
) )
= = Butler, J.N., Cogley, D.R. (1998) Ionic Equilibrium. Solubility and pH Calculations, Wiley Interscience,
16-17.
"54‘, Catenaccio, A., Daruich, Y., Magallanes C. (2003). Temperature dependence of the permittivity of water,
Q% Chemical Physics Letters. 367, 669671
dve y
Fegley, R B. (2013). Practical Chemical Thermodynamics for Geoscientists, Elsevier, 566-567, 573-579.
0 Gagliardi, L.G., Castells, C.B., Rafols, C., Rosés, M., Bosch, E. (2007). Static Dielectric Constants of
A ) Acetonitrile/Water Mixtures at Different Temperatures and Debye—Huickel And Parameters for Activity
W,C OK Coefficients, Journal of Chemical & Engineering Data. 52, 1103-1107.

DOIL: https://doi.org/10.1021/7e700055

Helgeson, H.C., Kirkham, D.H. (1974). Theoretical prediction of the thermodynamic behavior of
aqueous electrolytes at high pressures and temperatures; II, Debye-Huckel parameters for activity
coefficients and relative partial molal properties, American Journal of Science. 274, 1199 — 1261. DOL:
https://doi.org/10.2475/ajs.274.10.1199

Jenkins, B., Thankur, K.P. (1979). Reappraisal of thermochemical radii for complex ions, Journal of
Chemical Education. 56, 576-577.

DOIL: https://doi.org/10.1021/ed056p576

Khan, M.N., Warrier, P, Peters, C.J., Koh, C.A. (2016) Mean activity coefficient of electrolytes: A critical
evaluation of four physical models, Journal of Natural Gas Science and Engineering. 35, 1355-1361.
DOI: https://doi.org/10.1016/}.jngse.2016.03.092

30

Marcus, Y. (2001). Ionic Radii in Aqueous Solutions, Chemical Reviews. 88, 1475 — 1498.

Martell, A. & Smith, R. (1982). Critical Stability Constants, Volume 5: First Supplement, Springer Science,
393. DOLI: 10.1007/978-1-4615-6761-5

n

Massel, S.R. (2015). Internal Gravity Waves in the Shallow Seas, Springer, 153-156. DOI: https://doi.
org/10.1007/978-3-319-18908-6

L

McQuarrie, D.A., Simon, J.D. (1997). Physical Chemistry: A Molecular Approach, Sterling Publishing
Company, 1063-1065, 1078-1082.

2l



https://doi.org/10.1063/1.1928231
https://doi.org/10.1021/je700055p
https://doi.org/10.2475/ajs.274.10.1199
https://doi.org/10.1021/ed056p576
https://doi.org/10.1016/j.jngse.2016.03.092
https://doi.org/10.1007/978-3-319-18908-6
https://doi.org/10.1007/978-3-319-18908-6

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

0%

DETERMINACION DE MERCURIO COMO
IMPUREZA EN SULFATO FERROSO MATERIA PRIMA
MEDIANTE UNA VALORACION POR RETROCESO

Aneth Lorena Herndndez Sudrez, Juan Manuel Paramo Jurado,
Alma Luisa Revilla Vazquez*
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Resumen

El mercurio es un metal pesado que dadas sus especies quimicas resulta ser altamente téxico
para el ser humano. Existen varios mecanismos de accion que intervienen en la toxicidad del
mercurio como: estrés oxidativo, alteraciones en la membrana, permeabilidad y disfuncion
mitocondrial, provocando diferentes fallas en el sistema nervioso e inmune. Es por ello la
relevancia de su determinacion en el sector farmacéutico a fin de emplear materias primas
seguras en la fabricacion de medicamentos. El objetivo del trabajo consiste en proponer una
metodologia de valoracion por retroceso para determinar la concentracién de mercurio como
impureza en sulfato ferroso, como materia prima; con relaciéon a la propuesta reportada en la
FEUM 13.0 (MGA 0551: PRUEBA LIMITE DE MERCURIO), mediante la formacion del
ditizonato de mercurio en cloroformo (método I: quelometria). Los resultados obtenidos en la
estandarizacion deladitizonayla valoracion en discontinuo sirvieron como base para proponer
la valoracion por retroceso y evaluar la factibilidad de seguirla espectrofotométricamente a
490 nm, para evidenciar de mejor forma el punto de equivalencia.

Palabras clave: mercurio, impureza, FEUM, valoracion por retroceso, ditizona

Antecedentes

El mercurio es un metal liquido, color plata brillante, soluble en liquidos polares y no
polares. En la naturaleza, puede encontrarse de tres formas: como metal, especies organicas
o formando sales inorganicas. La exposiciéon primaria en el humano se produce a través del
consumo de pescados depredadores contaminados con MeHg (metil-mercurio). Dentro de
la produccién de medicamentos, sobre todo aquellos que involucran metales, pueden verse
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contaminados por metales pesados u otros. Por ello, la determinacién de la presencia de
mercurio en materia prima de ciertos compuestos es vital para evitar que el paciente sufra de
una exposicion toxica al ser humano a nivel del sistema nervioso e inmune (Cadavid-Mufoz,

A Natalia, & Arango-Ruiz, Alvaro, 2020).

=
39 El sulfato ferroso tiene innumerables aplicaciones en el campo industrial y agricola, es
7N usado ademas para el tratamiento del agua cuando esta contaminada ya que elimina la
=7 turbidez. También es indispensable en la fabricacién de tintas indelebles, como suplemento
alimentario y para el tratamiento de la anemia. Es una sal inorganica altamente soluble en
',a§ agua que al disolverse genera una solucion de color verdoso. Por otro lado, se sabe que la
Lo ditizona (difeniltiocarbazona) es un agente quelante muy importante para la extraccion de
iones metalicos con disolventes. Estos complejos son altamente solubles en cloroformo y
. tetracloruro de carbono e insolubles en agua (Flores Porras Annelhy 2020).
! (/H\O'K* De acuerdo con lo reportado en la FEUM 13.0 (CPFEUM, 2021), para la materia prima de
s

sulfato y fumarato ferroso se determina mercurio como impureza (MGA 0551: PRUEBA
LIMITE DE MERCURIO) mediante la formacién del ditizonato de mercurio en cloroformo,
(método I: quelometria). La determinacion reportada implica una valoracién en discontinuo
por extraccion liquido-liquido. Siendo el limite maximo permisible de mercurio en materia
prima de 3 ppm de Hg y hasta 10 ppm para algunos farmacos, el reto es la determinacion
de una cantidad tan pequefa de mercurio, por ello, se considera mas adecuado plantear una
titulacioén por retroceso, donde realmente se valora el exceso de titulante y por diferencia se

determina la cantidad del analito presente en la disoluciéon problema (Caballero Montesinos
Luis Arturo, 2023).

&

"% La metodologia se basa en la formacion selectiva de un complejo (quelato) en fase organica
(tetracloruro de carbono y/o cloroformo) llamado ditizonato de mercutio, que se produce
al reaccionar el mercurio en solucién acuosa (pH menor a 3.0) con ditizona en cloroformo;
el quelato sirve como indicador del término de la reaccién de valoracion gracias a su color
anaranjado brillante. La visualizacién del punto final no necesita la adiciéon de un indicador

— debido a que la ditizona presenta un color verde y conforme avanza la valoracion los cambios

de color observados van de una tonalidad verde oscuro, a verde claro, café y finalmente el

naranja brillante (Campo Serano Juana Del Pilar, 2023). Los espectros de absorcién para
ditizona (Dz) y el complejo (figura 1) indican que el maximo de absorcién para el Hg(Dz),
esta a 490 nm, por lo que es viable la deteccion espectrofotométrica. Aunque también
la ditizona presenta cierta absorcion en dicha longitud de onda, su maximo se visualiza

alrededor de los 600 nm.
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Figura 1. Espectros de absorcion para Dz y Hg(Dz).. Hg(ll)]: 0 a, 10 b, 25 ¢,50 d, 100 e (pg).
Tomado de Théraulaz F., Thomas O. (1994)

Objetivo

Evaluar la factibilidad de realizar la cuantificacién de mercurio como impureza en sulfato
ferroso materia prima con ditizona por medio de una valoraciéon por retroceso en continuo
como metodologia alternativa a la reportada en la FEUM 13.0 mediante la formacién del
ditizonato de mercutio en cloroformo.

Parte experimental

Soluciones de ditizona: se pesaron 5.6 mg de ditizona en una balanza analitica y se afora a 25
mL (200 ppm). Se realiz6 una dilucién de 4.0 mL en 50.0 mL (ditizona a 16 ppm).

Solucién de mercurio estandar: A partir de un estandar comercial certificado de 1032 ppm
se hace una dilucién de 0.5 mIL a 100 mL en acido sulftrico 0.5 M, (5.16 ppm Hg(II)).

Se realiza la estandarizacion de la disolucién de ditizona (16 ppm), empleando 5.0 mL de
alicuota, en matraces Erlenmeyer de 25 mL, con agitacién magnética vigorosa y la solucion
de Hg (5.16 ppm), como titulante en una bureta de 10.0 mL. Después de cada adicién se
agita y se deja reposar por 20 s para permitir la reaccion entre las dos fases inmiscibles.
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La valoraciéon de una muestra de sulfato ferroso desecado (Alpharma), se realizé pesando
por triplicado aproximadamente exacto 2 g de materia prima (Lote PT-DES-02/ALP-02), se

3 le adicionan 5 mL de acido sulfirico 0.5 M y 5 mL de ditizona estandarizada a cada pesada,
A se realiza la valoracion manteniendo una agitacién mecanica constante y vigorosa.
=
S .. . . ,
= Las mediciones de absorbancia se realizaron a 490 nm empleando un espectrofotémetro
g UV-Vis (Perkin Elmer, Lambda 18), celdas de vidrio; se empleé como blanco cloroformo.
o = . . ., ., .. . . .
Se realiza la estandarizacién de la solucion ditizona bajo las condiciones anteriores, pero
empleando una diluciéon 1:5, es decir [Dz] = 3.2 ppm, para obtener valores de absorbancia
',a§ medibles en el instrumento. Para realizar la medicién de la absorbancia, se separé la fase
Lo organica tras cada adicién de titulante con una pipeta graduada.
Resultados y discusion
I Durante la estandarizacion por triplicado de la ditizona en cloroformo (tabla 1), se observo
LC OK el cambio de coloracién de verde a café y posteriormente a naranja. De acuerdo con la

FEUM el método para la prueba limite de mercurio el ditizonato de mercurio tiene una
coloracion naranja brillante, por lo que el punto final se distinguié cuando la coloraciéon
en cada ensayo obtuvo ese color. Realizando los calculos pertinentes se obtuvo que la
concentracién promedio de ditizona fue de 5.92x10° M (15.17 ppm).

Tabla 1. Resultados para la estandarizacién de ditizona (16 ppm)

30

Se realiza la valoraciéon por retroceso de tres muestras independientes de sulfato ferroso
materia prima; los resultados se muestran en la Tabla 1. Cabe sefialar que una valoracioén en
retroceso se conoce asi ya que se aflade una cantidad en exceso de la especie reaccionante,
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en este caso ditizona a la solucién problema que contiene mercurio y la valoracion es de la
cantidad de ditizona que no reacciona con el mercurio presente en la solucion problema. Para
este caso, se adicionan 5 ml. de ditizona 5.92x10° M para que reaccione todo el mercurio
y se forme el correspondiente ditizonato de mercurio en fase cloroférmica. La valoracion
comienza con una mezcla de ditizonato de mercurio y exceso de ditizona en la fase organica,
observandose un color verde. El exceso de ditizona se valora entonces con la disolucion de
mercutio estandar 2.57x10° M (5.16 ppm). Los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Valoracion por retroceso de la materia prima

La concentracion promedio de mercurio para la muestra de sulfato ferroso materia prima esta
% P %
por debajo del limite permisible segun lo indica la FEUM 13.0, que esta establecido de 3.0
ppm, por tanto, se determina que la materia prima analizada cumple con la especificacion sin
problema. Durante los experimentos realizados, cabe mencionar que la deteccién del punto
de equivalencia no es trivial para un analista poco experimentado y una pequefia diferencia
en el volumen del punto de equivalencia incrementa significativamente la concentracion
determinada en la solucién problema, como se observa en la tabla 2, una diferencia de 0.05
b b
mL implica alrededor de 0.12 ppm de mercurio.

Por otro lado, se considero la repeticion de mas ensayos con las condiciones anteriormente
descritas para mejorar la habilidad visual para detectar el punto final de valoraciéon. Para ello,
se evalu6 variar la concentracién de las disoluciones de mercurio estandar para aumentar
también el gasto de titulante. Se probé la valoraciéon empleando 16 ppm de ditizona, con
10 y 5.16 ppm de mercurio, dado que la materia prima es una muestra que se supone tiene
escasa presencia de mercurio. La valoraciéon empleando 5.16 ppm de mercurio permitid
visualizar mejor la coloracién anaranjada del complejo en comparacion con el uso de las
otras concentraciones.
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Figura 2. Estandarizacién de ditizona con mercurio estandar

A fin de corroborar el punto de equivalencia visual, se plantea realizar la determinacion
espectrofotométrica en el intervalo visible, a 490 nm, longitud de maxima absorcién para
el ditizonato de mercurio (figura 1). Para la estandarizacion de ditizona (aproximadamente
3.2 ppm) se utiliza una disolucién de mercurio 5.16 ppm, y se mide la absorbancia en la fase
organica (figura 2).

Los resultados obtenidos evidencian el cambio de pendiente de las rectas y el punto de
equivalencia se estim6 en 2.1 ml de mercurio, que corresponde a una concentracion de
ditizona de 1.08x10° M o bien 2.76 ppm.

Durante la valoraciéon de la materia prima hubo complicaciones en la determinacion
espectrofotométrica debido a el polvo no disuelto, complicando la separacion de las fases
y presentando particulas en la fase organica, lo que altera la medicién de la absorbancia; se
siguen evaluando otras muestras.

Conclusiones

Se evalu6 la factibilidad de realizar la cuantificaciéon de mercurio como impureza en sulfato
terroso materia prima con ditizona por medio de una valoracién por retroceso en continiio
mediante la formacién del ditizonato de mercurio en cloroformo en pH acido, realizando la
deteccion del punto de equivalencia de manera visual.

Se evalud realizar la determinaciéon espectrofotométrica de la valoraciéon por retroceso,
siendo viable para la estandarizacion de la ditizona sin embargo, para la determinacién de
mercurio en la muestra de materia prima no fue posible debido a las interferencias del polvo
no disuelto en ambas fases.
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(\)| Resumen

A
Ny

La degradacién de benzo(a)pireno (BaP) es realizada eficientemente por la microalga
Selenastrum capricornutum, pero existe escasa investigacion sobre las proteinas participantes
en su biodegradacién. Por consiguiente, las proteinas celulares y extracelulares (PC y
PE) fueron extraidas de cultivos de S. capricornutum y se concentraron en un gel SDS-
PAGE durante una corrida electroforética. Posteriormente, se efectué la digestion de
proteinas en gel con tripsina; las mezclas de péptidos resultantes se analizaron por UPLC-
ESI(+)-TOF-MS/MS, y sus espectros fueron analizados por el software PLGS y bases
de datos para definir la identidad de proteinas. Se identific6 una monooxigenasa (PC12)
que presenta la mejor relacion con la degradacion de BaP, mientras que las rubredoxinas
identificadas estan involucradas en la transferencia de electrones durante su degradacion.
DLAT se encontré sobreexpresada debido al estrés inducido por BaP; DLAT vy
rubredoxinas confirman que S. capricornutum libera al exterior un complejo enzimatico
capaz de degradar al BaP.
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Palabras clave: benzo(a)pireno, Selenastrum capricornutum, enfoque proteémico, proteinas

n

celulares y extracelulares.

A=
4

A

Antecedentes

El benzo(a)pireno (BaP) es el hidrocarburo aromatico policiclico de alto peso molecular
(HAP APM) con mayor carcinogenicidad, y esta clasificado como un contaminante
prioritario por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA en
inglés; USEPA, 2008; IARC, 2010); la cual, lo ha propuesto como parametro de

referencia para estimar
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la toxicidad de otros HAPs. En este sentido, el BaP es el HAP APM mas estudiado, y
es considerado como un contaminante modelo para evaluar la eliminacién y degradacion
de otros HAPs; principalmente mediante el empleo de estrategias de biorremediacion con
microorganismos, entre los cuales las microalgas han demostrado degradar eficientemente
al BaP y otros HAPs APM (Méndez Garcia y Garcia de Llasera, 2021). Sin embargo, en
comparacion con las bacterias y hongos, pocos reportes se han centrado en la identificacion
de proteinas y/o enzimas relacionadas con las rutas metabdlicas de degradacion de este tipo
de contaminantes, lo cual es de suma importancia, debido a que recientemente han emergido
nuevas estrategias de biorremediacién basadas en el empleo de las enzimas involucradas
en las vias metabdlicas microbianas de degradaciéon de contaminantes medioambientales,
mostrando ventajas respecto al uso de microorganismos vivos (Premnath et al, 2021; Sakshi,
2020), por ejemplo: i) el empleo de estas enzimas son una alternativa en el desarrollo de
nuevos protocolos ecolégicos de biorremediacion, y ii) la producciéon biotecnologica de
este tipo de enzimas ampliarfa su aplicacion en diferentes entornos contaminados. Por esta
razén, es importante identificar a las protefnas y/o enzimas de microalgas que podrian
estar asociadas con las vias de degradacion de los HAPs APM (Méndez Garcia y Garcia de
Llasera, 2023) y asimismo, extender el conocimiento sobre las rutas de biotransformacién
de estos contaminantes que aun no han sido completamente elucidadas para microalgas. En
este contexto, Selenastrum capricornutum es la microalga que degrada BaP mas eficazmente, y
de acuerdo con la literatura, se ha reportado ampliamente que los principales metabolitos
formados durante la degradacion de BaP por esta microalga son del tipo dihidrodiol
(Méndez Garcfa y Garcia de Llasera, 2021); lo que ha sugerido que S. capricornutum podtia
degradar al BaP a través de las vias de dioxigenasas, aunque no se descartan que las vias
monooxigenasas también estén involucradas, debido a que se ha reportado la identificacion
de metabolitos monohidroxilados por esta misma microalga para el BaP y otros HAPs APM
(pireno y fluoranteno) (Chan et al, 2006; Ke et al, 2010). Por lo tanto, el objetivo principal
de este trabajo fue analizar las proteinas celulares y extracelulares (PC y PE) de cultivos
de S. capricornutum expuestos a BaP mediante un enfoque proteémico. Preliminarmente, se
monitore6 la formacién de metabolitos tipo dihidrodiol durante la exposiciéon de cultivos
de S. capricornutum a BaP en tiempos de 24, 48 y 72 h. Con esta informacién, se procedié
a realizar la extracciéon y purificacion de proteinas celulares y extracelulares (PC y PE)
provenientes de la biomasa (BM) y del medio liquido (ML), en los cultivos expuestos a
BaP (24 — 72 h) y sin su exposicion (controles). Enseguida, los extractos de PC y PE se
concentraron en un gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y se
aplic6 un protocolo de digestiéon de proteinas en gel con tripsina; las mezclas de péptidos
resultantes se analizaron por cromatografia de liquidos de ultra resolucion (UPLC en inglés)
acoplada a un espectrometro de masas en tanden con ionizacién por electrospray en modo
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positivo (ESI(+)-MS/MS) y con analizador de masas de tiempo de vuelo (TOF en inglés).
Finalmente, los espectros de UPLC-ESI(+)-TOF-MS/MS obtenidos de la fragmentacién
F3 de péptidos fueron analizados por el software PLGS (Servidor Global Protein Lynx) para
A definir la identidad y/o secuencia de una proteina comparandola con secuencias de datos

3 conocidas y disponibles en la base de datos UniProt.
2
= =
Objetivo
!P“&
> Extraery purificar proteinas celulares y extracelulares de cultivos de . capricornutum expuestos
a BaP en intervalos de 24, 48 y 72 h, con la finalidad de identificar por UPLC-ESI(+)-TOF-
MS/MS a las proteinas y/o enzimas relacionadas con la biotransformacion de BaP.
)
AN
e oK

Parte experimental

Eleccion del cultivo de microalgas v su exposicion a BaP. Se seleccioné a la microalga

Selenastrum capricornutum debido a su gran eficiencia para degradar BaP (Garcia de Llasera
et al, 2016). Esta microalga fue adquirida de una coleccién de cultivos de algas de la
Universidad de Austin, Texas (UTEX, EUA); y fue cultivada, en condiciones axénicas, en
medio Bristol con Proteosa-Peptona (1 mg mL"). Los cultivos se mantuvieron a temperatutra
ambiente, agitacién constante (100 rpm; 2 h/dia; agitador orbital), iluminados con luz blanca
fluorescente (20 Wi ciclos: luz/oscuridad; 16 h/8 h). Se monitoreo el crecimiento de los
cultivos realizando mediciones espectrofotométricas a 685 nm (Amax clorofila). Los medios
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de cultivo en su fase exponencial de crecimiento (A = 1 £ 0.2 equivalente a 5x10° células
mL™") fueron adecuados para realizar ensayos de exposicion a BaP (Chem Setvice; puteza
> 99 %). En este contexto, alicuotas de 15 mL de cultivos de S. capricornutum en su fase de
crecimiento exponencial fueron colocadas en matraces Erlenmeyer (50 mL) para realizar
pruebas preliminares de exposicion a BaP empleando las siguientes condiciones (Garcia de
Llasera et al, 2022); i) 266 pg L' en 15 mL de medio de cultivo; ii) tiempos de incubacién
entre 24 — 72 h; iii) condiciones 6ptimas de incubacién: agitacion orbital continua (50 rpm),

n

45 luz amarilla (20 W) y temperatura de 34 °C, y iv) obtencién de la BM y ML (centrifugacion;
2,900 rpm x 15 min) de cada cultivo expuesto y no expuesto (control) al HAP de estudio
O

para la extraccion e identificacion de sus metabolitos empleando técnicas de extraccion en
tase solida (EFS) y dispersion en matriz en fase solida (DMFES), seguidas por un analisis
cromatografico con deteccion de fluorescencia. La identificacién de metabolitos tipo
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dihidrodiol sirvieron como un parametro confirmatorio de la presencia de enzimas y/o
proteinas de S. capricornutum relacionadas con la biotransformacion del BaP.

Extraccion y purificacion de proteinas de cultivos de S. capricornutum degradadores de BaP.
La BM y ML separado (2,900 rpm x 15 min) de 6 alicuotas independientes (15 mL de

cultivos microalgales control y expuestos a BaP: 24 — 72h) se colectaron en tubos falcon (50
ml) e inmediatamente se realizo6 la extraccion y purificacion de proteinas:

Extraccion y purificacion de proteinas celulares de 5. capricornutum. A la BM colectada de cada

muestra y control se le adicioné 5 mL de fenol pH 8.8 y 5 mL de buffer de extracciéon (100
mM Tris-HCI, pH 8.8, 10 mM EDTA, 900 mM sacarosa y 0.4 % de 2-betamercaptoetanol);
enseguida, se realizo la lisis celular mediante el uso de politron (3 pulsos; 1 min) en hielo (4°C,
10 min), seguida de la centrifugacion de cada muestra (4,000 rpm, 30 min); luego, se tomo
la fase organica y se deposité en un tubo falcoén (50 mL) y se precipito a las PC, agregando
25 mL de acetato de amonio (NH,"CH,COO") 100 mM en MeOH, se agito, se dejo reposar
(16 h, -20 °C) y posteriormente se centrifugd (4,000 rpm, 30 min) para obtener una pastilla
del precipitado de las PC, la cual se purificé en tubos Eppendorf (2 ml) mediante una
secuencia de lavados por centrifugacion (10,000 rpm, 10 min): i) 1.5 mL. de NH,"CH,COO
0.1 M/MeOH (2 veces), ii) 0.5 mL de acetona/MeOH (80:20; v/v; 2 veces) y iii) 0.5 mL de
etanol/MeOH (70:30; v/v). Finalmente, la pastilla de PC purificada se re-suspendié en 350
uL. de buffer de enfoque isoeléctrico, IEF (Urea 8 M, tiourea 2 M, 3-[(3-colamidopropil)
dimetilamonio|propanisulfato (CHAPS) 4%, triton X100 2% y ditrioteitol 50 mM) (Gorg,
2000).

Extraccién v purificaciéon de proteinas extracelulares de S. capricornutum. E1 ML separado

de la BM y colectado de 6 alicuotas independientes (volumen colectado por control o
muestra: 90 mL) se concentré hasta 3 mL mediante el uso de dispositivos de ultrafiltracion
(MilliporeSigma, Amicon®, Canadd) con un tamafo de poro de 30 kDa. Enseguida, los
extractos concentrados se mezclaron con 500 plL de una solucién buffer Tris-HCI (pH 8.5)
con Urea 6 M e inhibidores de proteasas al 1 %; estos extractos fueron sometidos a un
procedimiento de limpieza mediante EFS con cartuchos SUPERCLEAN LN-4500 mg/3mL
(Millipore Sigma, Supelco, Canada), previamente acondicionados con 1 ml acetonitrilo
(ACN) y 3 mL H O. Las PE se eluyeron de los cartuchos con 1.5 ml. de ACN colectados
en 3 tubos Eppendorf (2 mL) para su evaporaciéon utilizando un concentrador de vacio
(Eppendorf 5305, Vacufuge Plus; 30 °C, 6h) y luego se reconstituyeron a 100 uL. con tampon
Tris-HCI (pH 8.5) que contenia urea 6 M. Finalmente, estos extractos de PE se purificaron
utilizando un kit para la purificacién de proteinas: 2-D Clean-Up kit Cytiva 80-6484-51 (GE
Healthcare Bio-Sciences Corp.); brevemente, estos extractos de proteinas se mezclaron con
300 L de una soluciéon precipitante del kit y se incubaron en hielo (4 - 5 °C, 15 min). Luego,
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se agregaron 300 pLL de una solucién co-precipitante, se mezclo, se centrifugd (10,000 rpm,

5 min) y se eliminé el sobrenadante; enseguida, se agregd a cada tubo 1 mL de tampon de

3 lavado (pre-enfriado durante 1 h a -20 °C) y 5 pLL de aditivo de lavado, que se incub6 (-20 °C,
A 30 min) y se centrifugd (10,000 rpm, 5 min) para eliminar el sobrenadante. Los sedimentos
3 finales de las PE purificadas se re-suspendieron en 50 ul. de buffer IEF y se concentraron
35) en una sola muestra o control.
T

Preparaciéon de muestras para el andlisis de proteinas mediante UPLC-ESI(+)-TOF MS
MS. Ia estrategia utilizada en este procedimiento fue la aplicaciéon de una metodologfa de
',‘§ identificacién masiva de proteinas (“shotgun proteomics” en inglés). Primero, se concentro
Lo una cantidad total de proteinas (10 uL. de cada extracto purificado de PC y PE + 5ul. de un
buffer de carga) en un gel concentrador SDS-PAGE 4 % durante una corrida electroforética
en una dimensién (SDS-PAGE 1D, 110 V, 30 min); finalizada esta, se desmont6 el gel y se
3\ colocé en solucién de tincién (azul de coomassie G-250 0.1 %; 16 h); luego, se cortaron
WL,C 0Ky extrajeron del gel las bandas electroforéticas que contenfan a las proteinas totales (PC
y PE) de cada muestra y control; e inmediatamente después, se aplico un protocolo de
digestion de proteinas en gel con tripsina (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade; Trypsin
Digestion) de Promega (www.promega.com). Rapidamente, las bandas extraidas del gel se
colocaron en tubos Eppendorf (1.5 mL) para destefiirlas con MeOH/H O (50 % v/v) y
acido acético (5 % v/v) durante 12 h. Luego las bandas se lavaron con H O y se incubaron
con bicarbonato de amonio (NH,HCO,) 100 mM (15 min); estas fueron reducidas con TCEP
(tris (2-carboxietil) fosfina 50 mM; 45 min a 60 °C) y alquiladas con yodoacetamida 30 mM
durante 2 h. Finalmente, i) se lavaron 3 veces con NH _HCO, 100 mM, ii) se deshidrataron
con ACN (100 % v/v) y iii) se secaron al vacio. La digestién en gel se llevo a cabo mediante
incubacién con 30 pL de tripsina porcina modificada (20 ng pl.") durante 18 h a 37 °C. Los
péptidos se extrajeron con ACN (50 % v/v) y acido férmico (5 % v/v) mediante sonicacion;

30

posteriormente, los péptidos se secaron al vacio completamente y se re-suspendieron en
20 pL de 4cido formico (1% v/v). Luego, estos fueron: desalados, concentrados mediante
Ziptip C18, eluidos con 12 plL de fase moévil (97% agua, 3% acetonitrilo y 0,1% acido
férmico) y finalmente colocados en viales para su analisis UPLC-ESI(+)-TOF MS/MS.

Anilisis e identificacién de proteinas por UPLC-ESI(+)-TOF MS/MS. El analisis de las

mezclas de péptidos resultantes de la digestién con tripsina de proteinas se realizé en un

n

45 cromatografo de liquidos de ultra resolucién (UPLC, NanoAcquity, Waters) acoplado a un
espectrémetro de masas en tandem con ionizacidn por electronebulizacién (electrospray en
G

inglés) con polaridad positiva (ESI(+)-MS/MS) y con un analizador TOF (tempo de vuelo,
Synapt G2S, Waters). Condiciones cromatograficas de analisis: i) columna: NanoAcquity
UPLC 1.8 um, HSST3 C18, 75 um x 150 mm; ii) pre-columna: 2G nanoAcquity UPLC Trap
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Column 5 um 180 um x 20 mmy; iii) temperatura de columna 35 °C; iv) Fase mévil: A) H O
con acido férmico 0.1 % y B) ACN con acido férmico 0.1 %; v) velocidad de flujo 0.45 nL.
min™; y vi) gradiente cromatogrifico: 0 min (A 97%: B 3%); 45 min (A 60%: B 40%); 47 min
(A 60%: B 40%); 50 min (A 20%: B 80%); 52 min (A 20%: B 80%); 55 min (A 97%: B 3%).
Los cromatogramas UPLC-ESI-TOF MS muestran un perfil cromatografico de la mezcla de
péptidos obtenida para cada muestra y control; en este sentido, cada uno de estos péptidos
puede ser fragmentado individualmente patra obtener su espectro ESI(+)-TOF-MS/MS, el
cual es una “huella digital” muy selectiva para definir la identidad o secuencia de una proteina
de la que derivan mediante la busqueda en una base de datos disponible. Sin embargo,
Selenastrum capricornutum no cuenta con base de datos porque esta microalga es una especie
no secuenciada. Por lo tanto, la estrategia utilizada para la identificaciéon de proteinas fue la
comparaciéon con secuencias conocidas disponibles en bases de datos para otras especies.
La base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/) de los organismos analizados fueron:
Mycolicibacterinm vanbaalenii, Chlanydomonas reynhardtii, Rhodococcus sp., Sphingomonas sp. CHY-
1, Chlorella vulgaris y Micractinium pusillum. El software utilizado para la comparacion con las
bases de datos es el PLGS (Protein Lynx Global Server, version 2.5.3, ©Waters); este analisis
se llevé a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII)
de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

Resultados y discusion

Identificacién de proteinas de S. capricornutum durante la degradacién de BaP por UPLC-
ESI(+)-TOF MS/MS. El analisis de las fracciones purificadas de proteinas por UPLC-

ESI(+)-TOF MS/MS tuvo como principal limitante que la microalga S. capricornutum es

una especie no secuenciada, y por lo tanto, la identificaciéon de sus proteinas se llevo a
cabo comparandola con bases de datos de organismos relacionados con la degradacion
de los HAPs APM. En este contexto, las especies analizadas que permitieron lograr la
identificacién de proteinas (PC y PE) en las fracciones purificadas fueron: Mycolicibacterinm
vanbaalenii (PC10, PC11 y PES), Rhodococcus sp. (PC1, PC2, PC4, PC6, PC9, PC12, PE1, PE2,
PE4, PEOG, PE8 y PE9) v Chlamydomonas reynhardsii (PC3, PC5, PC7, PC8, PC13, PE7 y PE3).
La Tabla 1 muestra a las PCs y PEs de S. capricornutum relacionadas con la degradacion de
BaP e identificadas por UPLC-ESI(+)-TOF-MS/MS. Asimismo, se presentan caractetisticas
de las proteinas y de sus parametros de identificacién tales como i) nombre, ii) funcién, iii)
Peso Molecular (PM, kDa) con pH de su punto isoeléctrico (pl), iv) localizacion sub-celular;
v) valor PLGS (un valor alto indica mayor confiabilidad en la identificacion) y cédigo de
acceso (codigo de las proteina en la base de datos uniprot).
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Tabla 1. Similitud de las proteinas celulares y extracelulares de S. capricornutum identificadas durante
la degradacién de BaP.

o PLGS
. - . - PM(kDa); Localizacion
3 Proteina | Cddigo de acceso Nombre de la proteina Funcién (kDa) ocalizacio
pl(pH) subcelular s
:' core
/u PC1 Q93DN2_RHOSQ -Cofactor: Fe®*. 6.16; 3.78 -No reportada 701
) L PC2 AOA4P7S592_9NOCA 6.17;3.79 -No reportada 806
= = PC4 A0A235G618_INOCA 6.65; 3.78 -No reportada 710
PE1 AO0A259ZWE4_9NOCA _Interviene en el sistema de hidroxilacion de 5.98; 3.99 -No reportada 547
Rubredoxina hidrocarburos, que transfieren electrones
de NADH a la rubredoxina reductasa y
luego a través de la rubredoxina al alcano
AOAOC2VQAS5_ 1-monooxigenasa. . R
PE2 RHOER 6.70; 3.91 No reportada 1035
-Cofactor: grupo Hemo
-Actividad monoxigenasa.
\ PC12 ADA370FW89_9NOCA | Proteina no caracterizada -Actividad oxidorreductasa, actuando sobre | 45.68;5.12 -No reportada 1303
donantes apareados, con incorporaciéon o
1l reduccion de oxigeno molecular.
u,C OK ’
-Uni6n de iones hierro.
2101
PE3 AB8J893_CHLRE Proteina predicha -No reportada 11.00; 10.37 -No reportada
PC5 1156
-Membrana
plasmatica.
PC11 | Aoassonzir mycun | Fosfatidilinositol - manosido 35.76; 6.22 841.7
- aciltransferasa R -Componente '
integral de la
membrana
Componente
dihidrolipoamida | -Actividad aciltransferasa
PE9 AOA1QIUCS4_9INOCA | acetiltransferasa del 44.24; 5.26 -Citoplasma 633
complejo piruvato
deshidrogenasa
PE6 ADA0Q6J5A6_9INOCA | Proteina no caracterizada 12.62;5.88 -No reportada 639
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Identificacién de proteinas celulares (PC1-13). Entre las PC identificadas, PC1, PC2 y PC4

son importantes ya que sus funciones estan relacionadas con procesos enzimaticos de
hidroxilacién de hidrocarburos, principalmente, en la transferencia de electrones del cofactor
nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH) a la rubredoxina reductasa y luego a través de la
rubredoxina alcano 1-monooxigenasa. Asimismo, otras PC identificadas con una relevante
actividad enzimatica fueron PC6 (actividad dioxigenasa; 13.59 kDa; pl: 4.22), PC9 (actividad
oxidorreductasa; 28.93 kDa; pl:5.58) y PC12 (actividad monooxigenasa); la actividad de estas
enzimas esta relacionada con la funcién molecular oxidorreductasa, especificamente las que

catalizan la transferencia de electrones sobre una molécula donante (NAD" o NADP™ como
aceptor), con incorporaciéon o reduccion de oxigeno molecular. Sin embargo, las principales
tunciones de la PC6 y PC9 no estan directamente relacionadas con la degradaciéon de HAPs;
PC6 es una glioxalasa y PC9 es una 2,5-dideshidrogluconato reductasa. En este sentido,
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PC12 presenta una relacion directa con la degradacion de BaP, ya que pertenece a la familia
del citocromo P450 con actividad monoxigenasa y funcién molecular oxidorreductasa.
Ademas, esta proteina se une a un grupo Hemo; el cual es un cofactor del citocromo P450
y en las bacterias interviene directamente en estrategias adaptativas a compuestos toxicos,
como los HAPs, que permiten a las bacterias utilizar a estas moléculas como fuente de
carbono para su metabolismo. Finalmente, también se identificaron proteinas con funciones
especificas del metabolismo de S. capricornutunr: PCT (union de ARN), PC8 (fotosintesis),
PC10 (metabolismo de carbohidratos), PC11 (actividad de aciltransferasa) y PC13 (union de
ATP).

Identificacién de proteinas extracelulares (PE1-9). Similar a las PC identificadas (PC1-2 y

PC4), PE1 y PE2 fueron identificadas como pequefas subunidades proteicas relacionadas
con la transferencia de electrones durante la hidroxilacién de hidrocarburos. Asimismo, una
importante PE identificada fue la dihidrolipoamida acetiltransferasa (DLAT; PE9), la cual
se ha relacionado con la demanda energética que deben cubrir las células de las microalgas
por el estrés inducido por un contaminante, como el pireno (Pyr) en Chlorella sp. MM3
(Subashchandrabose et al, 2017). Es de destacar, que la PE9 (DLAT) identificada, confirma
que las células de S. capricornutum excretan complejos y/o subunidades enzimaticas mediante
su exposicion a un contaminante que las estrese como el BaP; este hallazgo es importante
porque evidencia que un complejo enzimatico esta relacionado con la degradacion extracelular
del BaP. Ademas, la PE5 fue identificada como una proteina de membrana de multipaso, la
cual podria auxiliar en el transporte de moléculas como enzimas desde el interior de la célula
al exterior. Finalmente, otras PE identificadas, como PE4 (proceso catabdlico proteico), PE6
(actividad aciltransferasa) y PE8 (actividad catalitica), estan relacionadas con el metabolismo
de S. capricornutum.

Es importante resaltar que la sobreexpresion e inhibiciéon de PC y PE identificadas con
funciones metabdlicas y/o moleculares no relacionadas con la degradacion del BaP, puede
deberse precisamenteal estrésinducido poreste; el cual también se asocia conlasobreexpresion
de aquellas proteinas involucradas directamente con la degradacion de este HAP. En este
sentido, en la Fig. 1 se presenta la distribucion, por PM y pl, de las PC y PE identificadas y
cuantificadas en un geles de electroforesis SDS en 2 dimensiones (SDS-PAGE 2D); lo cual
complementa de manera concisa el enfoque proteémico propuesto en el presente trabajo

y permite correlacionar y confirmar los PM y pl de las proteinas identificadas por UPLC-
ESI(+)-TOF MS/MS.
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Fig 1. Distribucion de PM y pl de proteinas celulares (A) y extracelulares (B) identificadas en extractos
de cultivos de S. capricornutum degradadores de BaP; en funcion de su cantidad cuantificada
en SDS-PAGE 2D.

Conclusiones

PC12 es la principal proteina identificada en S. capricornutum, como citocromo monooxigenasa
P450 que se puede unir a un grupo Hemo, lo cual permite relacionar a esta directamente
con la degradaciéon del BaP. Las rubredoxinas; pequenas proteinas identificadas en S.
capricornutum, a nivel extracelular y celular, sugieren que estas podrian estar relacionadas con
la transferencia de electrones durante varias etapas de la degradacion del BaP (similar a la
terredoxina y ferredoxina reductasa en bacterias).

Entre las proteinas extracelulares, la identificacion y sobreexpresion de la DLAT se debe a
la demanda energética que deben cubrir las células de . capriornutum al estrés inducido por
BaP. La identificacion de DLAT y rubredoxinas en un entorno extracelular, indica que S.
capricornutum liberar al ambiente exterior un complejo enzimatico multicomponente capaz de

degradar al BaP.
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COMO IMPUREZA EN SUBSALICILATO DE
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Resumen

Los niveles de acido salicilico en diferentes medicamentos no deben de estar en niveles de
concentracion elevados ya que de ser asi podria causar efectos adversos como salicilismo,
alcalosis respiratoria y acidosis metabolica, por lo cual es importante monitorear la cantidad
de acido salicilico como impureza en la materia prima de subsalicilato de bismuto, el
cual es el principio activo de un medicamento de venta libre y al alcance de la poblaciéon
(Peptobismol®). El objetivo principal de esta investigacion radica en simplificar la prueba
limite de acido salicilico libre reportada en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM), utilizando una técnica mas econdmica y sencilla, de facil acceso y que ademas sea
mas rapida y facil de realizar. L.a determinacion se planteé mediante una curva de adicion
patron espectrofotométrica en el ultravioleta (305 nm) empleando acetonitrilo como
disolvente. Los resultados demuestran la viabilidad para determinar el contenido de acido
salicilico como impureza en subsalicilato de bismuto cumpliendo el objetivo de la prueba
que es comprobar que dicha materia prima cumpla con el limite sefialado por la autoridad
sanitaria para ser utilizado en la producciéon de medicamentos.

Palabras clave: espectrofotometria, FEUM, 4acido salicilico, impureza, subsalicilato de
bismuto.
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Antecedentes

El subsalicilato de bismuto es un derivado del acido salicilico, con accién antiinflamatoria y
bactericida, pertenece a una clase de medicamentos llamados agentes antidiarreicos (Bierer,
1990), es de venta libre. Es importante realizar el monitoreo de la concentracién de acido
salicilico libre debido a que a un pH fisiolégico casi todos los derivados con salicilatos
se encuentran ionizados por lo que se absorben facilmente en el tracto gastrointestinal y
estbmago. Actualmente, se tiene evidencia cientifica de que niveles mayores a los 30 mg/
dL causan intoxicacioén por salicilatos. Por ello es conveniente el monitoreo del contenido
de acido salicilico en subsalicilato de bismuto y en todos aquellos farmacos que contengan
salicilatos, sobre todo si son de acceso libre a la poblacion (Phillips, 2008).

La espectrofotometria de absorcion molecular en la regién del ultravioleta-visible del espectro
electromagnético es, posiblemente, la mas utilizada de todas las técnicas espectroscopicas
(Serrano, 2018). La FEUM en su 13a edicién, en la monografia del subsalicilato de bismuto
materia prima, para el apartado de la determinacion de acido salicilico libre refiere al método
MGA:0241 el cual describe el procedimiento para realizar la prueba limite para acido salicilico
libre (limite maximo: 0.2%) por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE), (FEUM,
2021), que refiere a una técnica ampliamente utilizada en la industria farmacéutica, sin
embargo, en este caso en particular esta metodologia esta sobrada debido a que realmente
no se necesita realizar una separaciéon de los componentes ya que solamente aparece en
el cromatograma el acido salicilico, el cual tiene una solubilidad diferente al subsalicilato
de bismuto. La espectrofotometria de absorcién molecular en la region del ultravioleta-
visible del espectro electromagnético es, posiblemente, la mas utilizada de todas las técnicas
espectroscopicas (Serrano, 2018). El 4cido salicilico es una molécula organica que debido a
sus caracteristicas estructurales y electronicas puede ser determinada directamente mediante
esta técnica en la region ultravioleta mediante un método de cuantificacion simple con ayuda
de la Ley de Lambert-Beer.

Obijetivo

Desarrollar una metodologia sencilla y econémica por espectrofotometria molecular en el
ultravioleta que permita cuantificar de manera directa la cantidad de acido salicilico libre
como impureza presente en subsalicilato de bismuto (materia prima), a fin de proponer un
procedimiento alternativo al reportado en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
para la prueba de acido salicilico libre.
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Parte experimental

i Para los estudios de solubilidad se utilizaron diferentes disolventes: acido acético (Sigma
_ Aldrich), bufer de fosfatos (monofosfato y bifosfato de potasio JT Baker), bufer de boratos
39 pH=9 (acido bérico granular J'T Baker e hidroxido de potasio T Baker), acetonitrilo (Sigma
7N Aldrich) y agua destilada pesando en cada estudio 20 mg de subsalicilato de bismuto materia
=7 prima o bien 4acido salicilico y utilizando 15 mL de disolvente o mezcla de estos.
2 Todas las mediciones de absorbancia, asi como la obtenciéon de espectros de absorcién
::e§ se realizaron utilizando un espectrofotémetro UV-Vis Perkin Elmer LLambda 18 utilizando
J celdas de cuarzo de 1 cm. Una vez elegido al ACN como el disolvente 6ptimo, se evalud
la cuantificacion por curva de adicién patron. Las concentraciones tipicas de la disolucion
0 madre durante la construccion de la curva fueron de 10 ppm para acido salicilico (JT Baker)
A y para subsalicilato de bismuto materia prima (Farmaquimia S.A. de C.V.) se emplearon
W 0K

dos muestras, 260 y 390 mg. Para cada soluciéon problema de subsalicilato de bismuto, la
cual se preparé disolviendo en 15 mL de acetonitrilo, la solucién resultante se decantd y
posteriormente se filtré a través de un acrodisco de 45 um para finalmente llevar a un volumen
de aforo de 20 mL.. Se prepararon seis sistemas para la curva adicionando 3 mL de solucién
problema de subsalicilato de bismuto materia prima mas el volumen correspondiente de
acido salicilico estandar (10 ppm) a cada sistema siguiendo las indicaciones de la Tabla 1.
La curva de adiciones patrén se prepard con dilucion en sistemas independientes. Todas las
soluciones se prepararon en acetonitrilo.

Z
&
% Tabla 1. CA.P con dilucién

Sistema 1 2 3 4 5 6
Vv 3mL

Sol. Problema

V.. AS(mL)

Estandar

(10 ppm)

Resultados y Discusion

-Estudios cualitativos de solubilidad.

Haciendo uso de los diferentes disolventes, mezclas de éstos y algunos medios acuosos
seleccionados, se estudio cualitativamente la solubilidad del 4cido salicilico y del subsalicilato
de bismuto materia prima obteniéndose los siguientes resultados cualitativos (tablas 2 y 3).
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Tabla 2. Solubilidad del dcido salicilico

=X
Disolvente, mezcla o medio Observaciones <
Etanol Totalmente soluble A
Agua Baja solubilidad aparente g
Acido acético/agua 1:2 Totalmente soluble /3\
Bufer de boratos pH=9 Baja solubilidad aparente ;ﬂ, ;,
Bufer de fosfatos pH=2 Insoluble
Acetonitrilo/agua 1:1 Totalmente soluble
Acetonitrilo Totalmente soluble

Tabla 3. Solubilidad del subsalicilato de bismuto

0
Il
Disolvente, mezcla o medio Observaciones AN
Etanol Baja solubilidad aparente hs( ok
Agua Insoluble
Acido acético/agua 1:2 Baja solubilidad aparente
Bufer de boratos pH=9 Aparentemente insoluble
Bufer de fosfatos pH=2 Ligeramente soluble
Acetonitrilo/agua 1:1 Aparentemente insoluble
Acetonitrilo Baja solubilidad aparente

-Seleccion del disolvente.

e @

A partir de las observaciones de las pruebas de solubilidad, se seleccionan los disolventes o
mezclas de estos, enlos cuales el acido salicilico se observo totalmente soluble y el subsalicilato
de bismuto insoluble o ligeramente soluble, estos son: mezcla acido acético/agua 1:2, bufer
de boratos pH=9, mezcla acetonitrilo/agua 1:1 y acetonittilo.
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Figura 1. Espectros de absorcién en mezcla dcido acético/agua 1:2 (AS 20 ppm y SSB 260 mg/50 mL).
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Figura 2. Espectros de absorcion en bufer boratos pH= 9 (AS 20 ppm y SSB 260 mg/50 mL).
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Figura 3. Espectros de absorcion en ACN/Agua 1:1 (AS 20 ppm y SSB 260 mg/50 mL).
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Figura 4. Espectros de absorcion en acetonitrilo (AS 20 ppm y SSB 260 mg/50 mL).

De acuerdo con el comportamiento observado en los espectros de absorcion (figuras 1
a 4), el subsalicilato de bismuto (SSB) no se disuelve facilmente en acetonitrilo o en la
mezcla acetonitrilo/agua, mientras que el acido salicilico (AS) si se solubiliza; en los sistemas
acuosos ambos compuestos se disuelven. Por ello, se selecciona al acetonitrilo y a la mezcla
acetonitrilo/agua 1:1 para realizar una curva de adiciones patrén y determinar el contenido
de acido salicilico presente en subsalicilato de bismuto materia prima. Se elige la curva de
adicion patron, debido a que es posible que alguna cantidad de subsalicilato de bismuto
pueda disolverse e interferir en la determinacién, debido a la gran proporcion entre SSB con

relacion al AS presente 99.8:0.2 (%).
-Comparacion del contenido de dcido salicilico en subsalicilato de bismuto usando dos disolventes.

Al realizar las curvas de adicion patrén para la determinacion de acido salicilico libre en
subsalicilato de bismuto se observé que al emplear como disolvente la mezcla acetonitrilo/
agua 1:1 se determinaba una concentracion mas alta de acido salicilico libre con respecto a la
obtenida al utilizar inicamente acetonitrilo como disolvente; cabe mencionar que en ambos
casos no rebasaban el contenido maximo indicado en la prueba limite reportada en la FEUM
13 edicion, pero si difieren entre s obteniéndose valores alrededor del 0.19% p/p usando la
mezcla de disolventes, mientras que empleando tnicamente acetonitrilo se obtiene el 0.04 %
p/p de dcido salicilico libre. A fin de determinat la causa de dicha diferencia, se obtuvieron los
espectros de absorcion de subsalicilato de bismuto materia prima y subsalicilato de bismuto
grado reactivo analitico (130 mg en 25 mL) para comparar el comportamiento espectral al
disolver en acetonittilo o bien, en mezcla acetonitrilo/agua 1:1 (figura 5).
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Figura 5. Espectros de absorcion para subsalicilato de bismuto materia prima (SB MP) y reactivo
analitico en:

1)ACN (acetonitrilo) y 2) Mezcla (ACN:Agua 1:1).

Como se observa en la figura 5, el espectro de absorcion para el subsalicilato de bismuto
cambia dependiendo del disolvente empleado para su disolucion.

Figura 6. Espectros de absorcion para los sistemas de la curva de adiciones patrén para la
determinacion de dcido salicilico en subsalicilato de bismuto materia prima.

La figura 6 muestra los espectros de absorcion para los sistemas de la curva preparada
disolviendo la muestra de subsalicilato de bismuto en acetonitrilo, filtrar y adicionar agua para
tener una relacion 1:1, ACN/Agua. Siendo que no se obtiene exactamente la misma relacién
1:1 en cada punto, porque la cantidad necesaria para llegar al aforo puede variar, se observa
un efecto batocréomico en los espectros de absorcion obtenidos para acido salicilico, debido a



REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

0%

la diferente polaridad en cada sistema. Este desplazamiento de las bandas de absorcién hacia
el rojo (desplazamiento batocrémico) sucede al aumentar la polaridad en los disolventes y el
efecto contrario da lugar a un desplazamiento hipsocromico (desplazamiento hacia el azul)

(Lusha, Yang, Song, Xiaoyun, Yingyong, 2012).

Ante estas observaciones, se determina que el acetonitrilo reactivo analitico es el disolvente
adecuado para realizar la determinacion de acido salicilico en subsalicilato de bismuto
materia prima.

Se selecciona como longitud de onda 6ptima de trabajo 305 nm pues de los tres maximos de
absorcion, es el que presenta menor cambio en los espectros de absorciéon de los sistemas,
en contraste de los otros dos maximos, que se ven mas influenciados por la polaridad.

-Determinacion de dcido salicilico en subsalicilato de bismuto materia prima usando acetonitrilo como
disolvente a 305 nm mediante una curva de adicion patron.

Se analizaron dos muestras de subsalicilato de bismuto materia prima, empleando 260.5
y 390.6 mg. La eleccion de la cantidad de muestra de materia prima se basa en la cantidad
indicada en el método MGA: 0241 de la FEUM, donde indica pesar 260 mg. Se decide evaluar
con una masa mayor (390 mg) para verificar si existe o no algun efecto en el contenido de
acido salicilico libre en al modificar la cantidad de muestra analizada.

Se obtuvieron los parametros estadisticos de cada curva inicialmente para la muestra de 260.5
mg de subsalicilato de bismuto (figura 7), en cada punto se determiné la absorbancia por
triplicado y se graficé contra la concentracion de cada sistema, una vez hecha la correccion
por dilucion. A partir de los parametros de regresion lineal se realizan los calculos para
obtener la cantidad de acido salicilico (AS) en la muestra y el porcentaje (p/p), tomando
en cuenta la concentraciéon de conocida de AS estandar y un aforo unico de 20 mL para la
muestra de subsalicilato de bismuto materia prima.

Figura 7. Curva de adicion patrén (305 nm) para la muestra de 260.5 mg

de subsalicilato de bismuto, n=3.
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Al tratarse de una curva de adiciones patron, la concentracion de acido salicilico obtenida a

partir del producto del cociente de ordenada al origen entre la pendiente es la concentracion

=3 correspondiente a los 3 mL de solucién problema contenido en cada uno de los sistemas
A (independientes), por lo que al calcular el contenido de 4cido salicilico ya no se toma en
3 cuenta este volumen.
2\
S
o o T
X
o
0
J8
WC 0K Figura 8. Curva de adicion patrén (305 nm) para la muestra de 390.6 mg

de subsalicilato de bismuto, n=3.

Para la muestra de 390.6 mg se calcularon los mismos parametros estadisticos calculados
para la primera muestra (Fig. 8) y también se calcul6 la cantidad de acido salicilico libre en
la misma:

ppm de AS en la muestra de 390.6 mg= 0.2406/0.025=9.62 ppm de AS

((9.62 mg de AS)/(1 1))((1 L)/(1000 #1.)) (20 #1.)=0.1924 mg de AS libre

30

0.1924 g de A5=0.049 % de AS libre en la nuestra de 390.6 mg

A partir de los resultados obtenidos se observa que en un rango de 260-390 mg de subsalicilato
de bismuto materia prima, la cantidad de acido salicilico libre como impureza permanece
relativamente igual, por lo que se infiere, la cantidad de muestra analizada no resulta ser un

n

factor que afecte a la cantidad de acido salicilico libre a cuantificar.

b5 Conclusiones
Se logré implementar una metodologia que permiti6 la determinaciéon simple y econémica

de acido salicilico como impureza en subsalicilato de bismuto materia prima, empleando
una curva de adicién patrén y espectrofotometria ultravioleta. Simplificando el analisis al no
tener que emplear una técnica de separacion instrumental de mayor costo.
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Se determiné que el porcentaje de acido salicilico en materia prima de subsalicilato de
bismuto en las muestras analizadas cumplen con la especificacion sefialado por la FEUM,
siendo menor al 0.2% por lo cual puede emplearse para la fabricacion de medicamentos.
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Resumen

Actualmente la incidencia de alergias alimentarias se encuentra en aumento y el horizonte
terapéutico es limitado. Las pectinas han recibido especial atencién en la busqueda de
tratamientos pues provocan cambios en la composicion del microbioma que favorecen la
respuesta inmune. Se realizé el tratamiento estadistico univariante y multivariante de diversos
metabolitos relacionados con la respuesta alérgica, cuantificados a partir de muestras de
suero de pacientes alérgicos antes y después de recibir dos tratamientos diferentes a base de
pectinas durante dos meses. A partir del analisis univariante se pudo observar que ambos
tratamientos ocasionaron cambios significativos en la abundancia de distintos metabolitos,
ocasionando asi cambios positivos enla salud del paciente. Por su parte, el analisis multivariante
no mostré modelos con cambios significativos en ninguna de las comparaciones realizadas.

Palabras clave: alergia alimentaria, estadistica, metabolito, pectina.

Antecedentes

La alergia alimentaria (AA) es una enfermedad frecuente que afecta a nifos y adultos de todo
el mundo. La reaccién adversa al alimento esta mediada por la inmunoglobulina E (IgE)
especifica del alérgeno presente en el alimento (Boyce, et. al., 2010).

Diversos factores se ven implicados en el desarrollo de AA, tales como factores genéticos,
ambientales y del desarrollo (Metcalfe, et. al, 2015; Torres, et. al., 2022). Los factores
ambientales como los cambios en la dieta dan paso a cambios epigenéticos en el huésped, lo
cual puede influir en las reacciones alérgicas (Martino, et. al., 2010).
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De forma general, la prevalencia de la AA es mayor en la infancia y disminuye con la edad.
No obstante, en las ultimas décadas el nimero de personas que padecen alguna AA ha
aumentado de forma considerable, esto se atribuye, principalmente, a los factores ambientales

(Tan, et. al., 2012).

El horizonte terapéutico de la AA se encuentra ciertamente limitado, siendo la eliminacién
del alimento alérgico lo recomendado en primera instancia, no obstante, existen alternativas
terapéuticas para la AA como la suplementacion a través de la dieta para generar una
mayor diversidad de metabolitos en el microbiota intestinal, pulmonar y cutinea que a
su vez, desencadena modificaciones epigenéticas relacionadas, entre otras cosas, con la
inmunomodulacion la susceptibilidad a la inflamacién alérgica. (Blanco-Pérez, et. al., 2021).

Las pectinas son prebidticos cuya fermentacion selectiva por bacterias intestinales,
proporciona diversos efectos benéficos a la salud como el aumento en la concentracién
de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en la microbiota intestinal, los cuales tienen
propiedades inmunomoduladoras (Blanco-Pérez, et. al., 2021; Trompette, A., et. al., 2014).
En este sentido, las pectinas se clasifican en dos tipos, segun el grado de esterificacion que
presenta su cadena principal, compuesta de unidades monoméricas de acido galacturénico.
Se dividen en pectinas de alta metoxilacion (esterificacién), mejor conocidas como pectinas
HMP (por sus siglas en inglés, high methoxyl pectin) y pectinas de baja metoxilacién, mejor
conocidas como LMP (por sus siglas en inglés, /low methoxyl pectin). El grado de esterificacion
determina las propiedades de la pectina en los alimentos lo cual esta relacionado con su
tuncién inmunomoduladora (Blanco-Pérez, et. al., 2021; Trompette, et. al., 2014).

La metabolomica esta enfocada en el analisis del metaboloma, que es el conjunto de
moléculas (metabolitos) intermedias y finales del metabolismo. Dado que la abundancia
de los metabolitos cambia bajo cualquier alteracion, la metabolémica permite conocer el
estado biologico de un individuo, asi como los procesos exactos asociados a la progresion
de enfermedad. Por ello el analisis metabolomico es una importante herramienta para el
diagnéstico precoz de enfermedades, asi como para conocer la respuesta a un determinado
tratamiento (Barber, et. al., 2019).

Esta investigacion forma parte del proyecto DIFAMEM (abreviacion del inglés para Dietary
Intervention in Food Allergy: Microbiome, Epigenetic and Metabolomic interactions), que pretende
aprovechar el potencial de una dieta enriquecida en pectina para tratar la AA y de forma
conjunta, identificar qué tipo de pectina (HMP o LMP) ejerce los efectos benéficos mas
tuertes (Torres, et. al., 2022).

El trabajo expuesto se centra en el analisis estadistico univariante y multivariante de los
datos generados por el proyecto, que consisten en tres grupos de metabolitos cuantificados
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por separado que guardan relacién con la inmunomodulaciéon implicada en la AA: acidos
grasos de cadena corta (AGCC, n= 06), acidos biliares (AB, n=25) y diversos metabolitos

=3 relacionados con la inflamacién alérgica (MIA, n=30), analizados a partir de muestras de
A suero obtenidas de pacientes con AA antes y después de una intervencién de 2 meses con
3 pectinas de tipo HMP (llamada Herbapekt), LMP (lamada CU 901) y un grupo placebo, asi
JSL como el analisis de un grupo control de sujetos no alérgicos.
= =

Para ambas estadisticas se realizaron diversas comparaciones que permitieron identificar
cambios significativos a lo largo del tiempo desde distintas perspectivas, lo que permitid

',a§ observar la influencia de cada una de las variables implicadas en el ensayo clinico. En este
Lo sentido, las comparaciones fueron: 1) diferencias de los pacientes con AA del estudio frente a

un grupo control no alérgico antes de recibir el tratamiento; 2) diferencias de los pacientes con

AA antes y después de recibir el respectivo tratamiento (Herbapekt, CU 901); 3) diferencias

3\ de los pacientes con AA tras 2 meses de tratamiento (Herbapekt, CU 901, placebo); 4)

W,( 0K diferencias de los pacientes con AA tratados con alguna de las 2 pectinas tolerantes frente a
no tolerantes para observar la respuesta clinica a cada tratamiento.

Obijetivo

Realizar el tratamiento estadistico de los metabolitos cuantificados (AGCC, AB y MIA)
a partir de tres analisis metabolémicos, basados en el uso de la cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas con analizador de triple cuadrupolo (LC-QqQ-MS) en
muestras séricas de pacientes con AA que recibieron diferentes tratamientos con pectinas y
placebo y determinar si existe mejorfa en su condicion alérgica.

O% Metodologia

Andlisis estadistico univariante y su representacion grdfica

Para el analisis estadistico univariante se utiliz6 el programa MATLAB R 2018, en donde
se utilizaron “scripts” (codigos) desarrollados por el personal estadistico del Centro de
Excelencia en Metabolémica y Bioanalisis (CEMBIO), Madrid, Espafa.

Asi mismo, la representacion grafica fue realizada a partir del programa GraphPad Prism
version 9.0 para Windows.
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Aundlisis estadistico multivariante

El analisis multivariante fue realizado con la finalidad de relacionar la causa-efecto de las
multiples variables que se tiene: tipo de tratamiento, tiempo, tolerancia, estado alérgico, pues
la variaciéon de los metabolitos en conjunto puede dar una idea de los cambios entre los
grupos de forma global. Para ello se utiliz6 el programa SIMCA (v.17.0.2, Sartorius Stedim
Data Analytics AB). Se realizaron las mismas comparativas que en la estadistica univariante,
utilizando un modelo de analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés
Principal Component Analysis).

Resultados y discusion

Analisis univariante

Comparativa alérgicos vs controles a t = 0 meses

La comparativa del metaboloma de pacientes alérgicos frente al grupo control antes del
tratamiento mostré que en los pacientes alérgicos hay un aumento significativo de los
AGCC: propidnico, butirico, isobutirico e isovalérico y el MIA: acido araquidénico, y de
forma disminuida frente a grupo control el acido piravico. Los datos del valor p y la tasa
de cambio de la concentracién entre cada grupo se muestran en la tabla 1 y los graficos
correspondientes son ilustrados en la figura 1.

Tabla 1. Metabolitos significativos en la comparativa de grupo control vs grupo alérgico a t=0 meses.

En este sentido, los valores de tasa de cambio mayor a 1 muestran un aumento en el grupo
alérgico frente al grupo control y, por el contrario, los datos menores a 1 (Gnicamente el
acido piruvico), que la concentracion del metabolito es menor en el grupo alérgico.
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3
3y
> =< Figura 1. Metabolitos significativos por estado alérgico antes de recibir tratamiento. (* p < 0.05, ** p < 0.01).
A partir de los valores p se observa que aquel metabolito que tiene una diferencia mas
"Q ~ significativa es el acido araquidoénico, implicado en procesos inflamatorios, razén que explica
l»,’ que este se encuentre en mayor proporcion en pacientes alérgicos (Serrano-Mollar, et. al.,
’ 2005).
(\)1 Comparativa de la abundancia de los metabolitos a través del tiempo por tratamiento
N -+
WC 0K

Tabla 2. Cambios en la concentracion de los metabolitos a causa del tratamiento recibido.

Los cambios significativos que presentaron los pacientes tras culminar su respectivo
tratamiento son sintetizados en la tabla 2, asi mismo, la representacion grafica de este analisis
estadistico se muestra en la figura 2. En este sentido, la representacion grafica corresponde
a dispersion de los resultados obtenidos del grupo antes y después del tratamiento. Los
valores de tasa de cambio mostrados en la tabla 2 muestran que cuando estos son mayores a
1, existi6 un aumento en los niveles del metabolito tras el tratamiento y, por el contrario, los
valores menores a 1 reflejan una disminucion.

30

Los resultados muestran que el numero de cambios significativos son mayores en los
pacientes que tomaron el tratamiento Herbapekt. Ademas, Herbapekt reflejé una tendencia a
disminuir los niveles de AGCC, que puede traducirse en que los niveles de estos metabolitos
se asemejan a los niveles del grupo control (figura 1).
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Figura 2. Cambios significativos a través del tiempo en la concentracion de los metabolitos con
respecto al tratamiento recibido. (* = p < 0.05).

Las diferencias observadas para ambos tratamientos radican en las propiedades quimicas
de cada uno, en este sentido, el grado de esterificacion de la pectina le confiere distintas
propiedades quimicas. Esto se puede ver de forma mas clara en la comparativa realizada
entre los tratamientos a t = 2 meses, en donde se observo una tunica diferencia significativa en
los niveles de acido iso litocélico (LCA) entre el grupo que tomé CU 901 frente al Placebo,
existiendo en mayor cantidad en el grupo CU 901 (tabla 3, figura 3). De igual manera, aunque
no de forma significativa (p = 0.051), los niveles de iLCA en pacientes tratados con CU 901
se encuentran aumentados frente a los pacientes tratados con Herbapekt. Este aumento
esta asociado al aumento de la respuesta inmunolégica de las células T reguladoras (Paik,
D, et. al,, 2022). Desde un punto de vista quimico, las pectinas LMP (CU 901) contienen
mas grupos libres de 4acido carboxilico, dando un mayor caracter hidrofilico a la pectina que
entre otras cosas permite una mayor capacidad de absorciéon de liquidos. A nivel quimico,
un grupo éster resulta ser menos reactivo que el acido carboxilico dado que el caracter
electrofilico del carbono del grupo carbonilo se reduce por efecto de resonancia, mediante
la donacion de electrones de un grupo libre del heteroatomo, en este caso, del oxigeno. Al
existir efecto de resonancia en una molécula, hay una mayor estabilidad que se traduce en
una menor reactividad. Todas estas caracteristicas podrian estar relacionadas con el aumento
en el acido biliar iLLCA en los pacientes tratados con CU 901.

W,C OK




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

Tabla 3. Comparativa de los niveles de metabolitos entre grupos alérgicos a T = 2 meses.

Latasade cambio mayora 1 muestra en efecto quelos niveles deilLCA presentes enlos pacientes
alérgicos que tomaron CU 901 se encuentran aumentadas frente a los otros dos grupos.

Figura 3. Cambios significativos entre grupos de pacientes una vez terminado el tratamiento. (* = p <
0.05).

Respuesta clinica del tratamiento

La comparativa de pacientes tolerantes frente a no tolerantes encontré una unica diferencia
significativa (p = 0.0332) en los niveles de lisofofocolina 19:0 (LPC 19:0), en donde tras
terminar el tratamiento los niveles de esta disminuyeron en los pacientes tolerantes y, por el
contrario, aumentaron en los pacientes no tolerantes (figura 4). El incremento de los niveles
de LPC en plasma esta involucrado en el desarrollo de algunas enfermedades inflamatorias
a través de la vasoconstriccion (Knuplez, et. al., 2020). Esto podria explicar por qué los
pacientes que presentan tolerancia tienen una tendencia general a disminuir los niveles de

LPC 19:0.

30

Figura 4. Cambios significativos entre pacientes alérgicos tolerantes y no tolerantes. (* = p < 0.05).
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Analisis multivariante

Al realizar las mismas comparativas en el modelo de componentes principales (PCA), no se
pudieron observar diferencias significativas en ninguno de los casos. En este sentido, se dice
que hay diferencias significativas cuando de forma visual es posible diferenciar y separar a
los grupos entre si en el grafico correspondiente (figura 5).

Figura 5. Modelo PCA para la diferenciacién entre estado alérgico: pacientes alérgicos (amatrillo) y
grupo control (gris). Presentados junto a sus pardmetros de calidad: Q? (azul) y R?( verde)

La figura 5 muestra el ejemplo de la comparativa entre el grupo alérgico versus el grupo
control a t = 0 meses, donde se observa un modelo PCA en donde los pacientes alérgicos y
el grupo control se encuentran dispersos en todo el grafico, lo que impide separar un grupo
de otro. Este mismo comportamiento fue observado en todas las comparativas realizadas
mediante la estadistica multivariante, lo que se traduce en que no se tienen diferencias
significativas entre grupos con este tipo de analisis.

Conclusiones

El uso de analisis estadistico en la bisqueda de tratamientos resulta de gran ayuda pues
permite analizar un ensayo de la forma mas completa posible. En este sentido, a partir del
analisis univariante se pudieron observar cambios positivos en la salud de los pacientes
alérgicos, no obstante, se deberan aplicar ensayos posteriores en donde se realicen
modificaciones en algunas variables tales como tiempo de tratamiento o concentracioén para
unificar los resultados del analisis univariante con el analisis multivariante. No obstante, la
tutura consolidacion de este proyecto permitira que personas que padecen AA sean capaces
de tener una mejor calidad de vida, pues los efectos adversos implicados en la AA, tanto
nutricionales, sociales, fisiol6gicos y psicolégicos seran disminuidos de manera significativa.
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Resumen

La remocién del benzo(b)fluoranteno (BbF) por la microalga Selenastrum capricornutun ha sido
poco estudiada, menos atn en presencia de herbicidas triazinicos como la atrazina (ATR)
y cianazina (CZ), contaminantes que cominmente son arrastrados a los cuerpos de agua
cercanos a zonas agricolas. Por lo tanto, se efectué el monitoreo del crecimiento de cultivos
microalgales expuestos a mezclas de BbF/ATR y BbF/CZ en concentraciones variadas;
también se evalud la remocion del BbF durante 1.5 y 3 h. Se encontré que el crecimiento
se vi6 afectado a partir de 200 ppb de ATR y de 80 ppb de CZ. La remocion del BbF sin
herbicida fue de = 87%, mientras que con herbicida fue de 85% y 89% con CZ a 80 ppb y
de 91% y 87% con ATZ a 100 ppb, en tiempos de 1.5 y 3 horas.

Palabras clave: benzo(b)fluoranteno, atrazina, cianazina, remocion, Selenastrum capricornutum.

Antecedentes

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son compuestos formados por anillos
aromaticos fusionados y en algunos casos poseen en su estructura un anillo de ciclopenteno,
pueden encontrarse en arreglos lineales, angulares o agrupados. Se clasifican como de bajo
peso molecular (HAPs-BPM, con 2 o 3 anillos fusionados) y de alto peso molecular (HAPs-
APM, con mas de 3 anillos fusionados). La toxicidad y la persistencia en el medio ambiente
de los HAPs aumenta al aumentar el peso molecular, ya que, con el aumento en el PM,
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disminuye su solubilidad en agua, aumentan sus puntos de fusion, ebullicién y disminuye su
presion de vapor (Haritash y Kaushik, 2009). Los HAPs se producen por fuentes naturales:

3 incendios forestales y de pastizales, las filtraciones de petréleo, las erupciones volcanicas y los
A exudados de los arboles y de forma antropogénica: quema de combustibles fosiles, alquitran
3 de hulla, madera, basura, desperdicios, aceites lubricantes usados y filtros de aceite (Haritash
N y Kaushik, 2009). En entornos costeros, la mayoria de los HAPs se derivan de derrames de
z = petréleo, descargas industriales, deposicion atmosférica y escorrentia urbana (Wang et al.,

2014), por lo que es posible que se encuentren mezclados con otros contaminantes como los

9 pesticidas. La Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU. (EPA, por sus siglas en inglés),
::G§ ha considerado a 16 HAPs como contaminantes importantes (United States Environmental
6 Protection Agency (EPA), 2014), entre ellos el HAP-APM benzo(b)fluoranteno (BbF),

ha sido clasificado por la IARC como posiblemente carcinogénico para el ser humano 2B
(International Agency for Research on Cancer (IARC), 2010). Por otro lado, las triazinas son
compuestos heterociclicos que se emplean principalmente como herbicidas en cultivos de
hoja ancha como hortalizas, cana de azucar, citricos y cereales como el maiz, arroz y sorgo
(Liang et al. 2018; Wang et al. 2014). Dentro de los herbicidas mas empleados se encuentran
la atrazina y la cianazina (Wang et al. 2014) y se sospecha que puedan generar problemas
en la salud como cancer, interrupcion de funciones hormonales y defectos de nacimiento
(Norouzi et al. 2012). Tras ser aplicados en cultivos, una parte de los herbicidas se pierde en
— los cuerpos de agua, ya sea por escorrentia o por lixiviacién a través de aguas subterraneas
hacia arroyos y lagos, causando estrés dentro de la vida acuatica (Graymore et al., 2001).
Tanto los HAPs como los pesticidas se pueden eliminar mediante métodos fisicos, quimicos

& y biolégicos, dentro de los biolégicos esta la biodegradacion y remocion. Se pueden utilizar

o bacterias, hongos, plantas o microalgas, siendo las bacterias y hongos los mas estudiados, sin
embargo, las microalgas han demostrado una gran capacidad para remover una gran variedad

de contaminantes. Las microalgas son microorganismos unicelulares acuaticos que pueden
encontrarse en sistemas marinos y en agua dulce (Coelho et al., 2019), son fotosintéticos,

tienen tasas de crecimiento rapidas y capacidad para acumular o metabolizar contaminantes

(Guedes et al., 2011). Las caracteristicas mencionadas provocan que las microalgas tengan

un alto potencial para realizar la biorremediacion de suelos y agua. La microalga Selenastrum
capricornutum ha demostrado buenos resultados al remover diferentes tipos de HAPs como
son el fenantreno, fluoranteno y pireno (Chan et al., 2006). Ademas, se han comparado sus
tacultades degradadoras de HAPs con otras especies de microalgas como Chlorella vulgaris,
Scenedesmus platydiscus, resultando ser la mas eficiente (An-Ping et al., 2007; Lei et al., 2002).
En cuanto a los pesticidas, también hay evidencia de que las microalgas remueven a una

gran variedad, como la atrazina, simazina y molinato (Hussein et al, 2017). En cuanto a la
cianazina hay evidencia de que presenta resistencia a la biodegradacién microbiana, pero se
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degrada con algunos tipos de hongos y bacterias (Aislabie et al., 2005; Pacepavicius et al.,
1996), pero en cuanto a las microalgas no se encontraron estudios en donde la cianazina
sea bioremediada, tampoco se ha estudiado el crecimiento de las microalgas y la remociéon
microalgal de los HAPs en presencia de herbicidas triazinicos, por lo que en este trabajo
se realiz6 el monitoreo del crecimiento de la microalga S. capricornutum en presencia de los
herbicidas atrazina y cianazina, empleando espectroscopia de UV /vis y se evalué la remocion
del benzo(b)fluoranteno en medio liquido de microalgas expuestas a atrazina y cianazina,
empleando Extraccién en Fase Solida (EFS) para la preparacion de muestras y cromatografia
de liquidos de alta resolucién con deteccion ultravioleta (CLAR-UV).

Objetivos

Monitorear mediante espectrofotomettia UV/Vis, el crecimiento de la microalga .
capricornutum sin y con la presencia de los herbicidas triazinicos simazina y atrazina, asi
como la remocion del benzo(b)fluoranteno en presencia de simazina y atrazina a diferentes
tiempos empleando Extraccion en Fase Sélida (EFS) y Cromatografia de Liquidos de Alta
Resoluciéon (CLAR).

Parte experimental

1. Reactivos

Metanol, acetonitrilo e isopropanol fueron obtenidos de J.'T. Baker grado HPLC, el agua
con resistividad igual a fue obtenida del desionizador Millipore Simplicity UV. Para preparar
los medios de cultivo se empled peptona proteosa y agar bacterioldégico de MCD LAB.
La microalga S. capricornutum proviene de The Culture Collection of Algae (UTEX) de la
Universidad de Texas (Austin, TX, USA). El estandar de BbF fue comprado de Aldrich
Chemistry, con pureza 98%, mientras que los estandares de ATZ y CZ fueron comprados
de Chem ATService INC. con pureza de 98.7% y 99.5% respectivamente. Las disoluciones
stock del estandar del BbF se prepararon en acetonitrilo a una concentraciéon de 100 ppm,
en cuanto a la atrazina y cianazina fueron preparados en metanol a una concentraciéon de 100
ppm. El adsorbente empleado en las extracciones fue el Supelclean silice LC-18 SPE Bulk
packing adquirido de Sigma Aldrich.

2. Siembra de cultivos de microalgas

La siembra de los cultivos de microalgas se realiz6 en medio liquido Bristol el cual se preparo
en un volumen de 1 L agregando 10 mL de stock 1, el cual contiene NaNO, (2.94 mM),
CaClI*2H,O (0.17 mM), MgSO *7H_0 (0.30 mM), NaCl (0.43 mM), 10 mL del stock 2 que
contiene KH PO, (1.29 mM) y K HPO, (1.29 mM), 4.2 mI. de NaOH 0.1 My 1 g de peptona
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proteosa. Del medio Bristol se toman 150 mL y se afiaden sobre matraces Erlenmeyer de 250

0 300 mL. L.a microalga se tomé empleando un asa bacteriologica de cultivo en medio sélido

3 llevandola al medio liquido, posteriormente. Los cultivos se mantuvieron a temperatura
A ambiente bajo iluminacién de lamparas de fluorescencia de luz fria con periodos de luz/
3 oscuridad de 16/8 horas y agitacién orbital constante.
2 . . | o
> = 2.1 Siembra de cultivos de microalgas con herbicidas triazinicos.

Se realizaron varias siembras de la microalga (como se describe en el punto 3) pero anadiendo
£ distintas cantidades de disoluciones stock de ATR y CZ las concentraciones de trabajo para

=:§ ATR fueron de 0.5, 1, 2, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 y 2000 ppb mientras que
= para la CZ fueron de 0.5, 1, 2, 10, 50, 80, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 y 2000 ppb. La
concentracion de BbF en todos los ensayos fue de 0.26 ppm. El monitoreo del crecimiento
9 se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el punto 3.2.
A
W( 0K

2.2 Seguimiento del crecimiento de las microalgas con y sin herbicidas triazinicos.

Tanto a los cultivos de microalgas con y sin contaminantes se les midié la absorbancia
después de transcurrir tres dias después de la siembra. Muestras de los cultivos de microalgas
se depositaron en celdas de plastico, esto se realiz6 en medio estéril, y se introdujeron al
espectrofotémetro UV /Vis, se registraron las absorbancias de los cultivos en un periodo de
3 a 30 dfas, se utiliz6 la longitud de onda de la maxima absorbancia de la clorofila de 685.0
nm.

3. Ensayos de exposicién con benzo(b)fluoranteno en presencia y ausencia de atrazina
y clanazina.

30

Se realizaron dos etapas para evaluar la remocién del BbF en el medio liquido: la primera
consisti6 en realizar los ensayos de exposicion de los medios de cultivo, el segundo fue el
aislamiento y concentraciéon del BbF del medio liquido del cultivo por Extracciéon en Fase
Solida (EFS), para su posterior analisis por CLAR-UV.

n

La exposiciéon de los medios de cultivo se realizé tomando 15 mL del cultivo con una
absorbancia aproximada de 1, correspondiente a y en condiciones de esterilidad se le
agregaron 4 de BbE. En el caso de las exposiciones en presencia de ATR y CZ, se le agregaron

=3 ademas 1.5 de ATR, mientras que de la CZ fueron 1.2 . Una vez homogeneizados los
cultivos se introdujeron en una incubadora con una temperatura de 34°C, agitacioén orbital
G

continua (50 rpm), bajo luz amarilla (20W). Los tiempos de exposicion fueron de 1.5y 3 h.
Una vez concluidos los tiempos de exposicion, las muestras fueron centrifugadas a 3,900
rpm x 15 min, y se separ6 la biomasa del sobrenadante (medio liquido), el cudl se llevé a
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EFS, agregando 3.75 mL de isopropanol para facilitar la disolucién del BbE. La Extraccion
en Fase Solida (EFS) del medio liquido de incubacién, se realizé en 300 mg de Supelclean
LC-18 SPE Bulk packing como soporte empacados en cartuchos de 6 mL de capacidad, el
procedimiento efectuado para las EFS se describe en la figura 1.
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Figura 1. Procedimiento de EFS para la extraccion del BbF en medio liquido en presencia/ausencia de
atrazina y cianazina.
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4. Cromatografia de liquidos de alta resolucion- UV.

Una vez obtenidos los extractos de la EFS de las muestras provenientes del medio liquido,
se procedio a inyectarlos a un cromatégrafo de liquidos de alta resoluciéon marca Varian. Las
condiciones del cromatégrafo fueron las siguientes: cromatografia de fase reversa empleando
una columna Thermo Scientific de dimensiones 150 x 4.6 mm empacada de silice C18 como
fase estacionaria, fase mévil de metanol: agua 90: 10, volumen de carga de 20.0 pL con

inyeccion manual, detecciéon UV a una longitud de onda de 254 nm y tiempo de corrida de
9 minutos.

e @

La remocion es calculada con la férmula 1: Remocion = (Mi-MEILig)/Mi x100%

donde: Mi= 4 por ser la cantidad inicial de BbF agregado, MELiq= la cantidad de BbF en
determinada en medio liquido después de cada tiempo de exposicion.

-l

Resultados y discusion

Crecimiento de la microalga S.capricornutum en presencia de cianazina y atrazina. 9

De acuerdo a lo observado en las figuras 2 y 3, el crecimiento de las microalgas se vi6
afectado en presencia de la ATR y CZ, ya que sus curvas de crecimiento fueron mas lentas
en presencia de los herbicidas. En el caso de la CZ (figura 2), en las concentraciones de
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100 a 2000 ppb, ya se observa un crecimiento nulo con absorbancias cercanas al 0. Por
otra parte, a concentraciones entre 0.5 y 40 ppb, el crecimiento es mas lento que el control

3 (microalgas sin ningun contaminante), porque tardan mas dias en alcanzar una absorbancia
A de 1. En cuanto a la ATR, ocurre un comportamiento similar, ya que se puede observar
3 en la figura 3, a concentraciones bajas el crecimiento es similar al control (0.5 a 50 ppm),
N aunque las curvas van por debajo, es decir que el crecimiento es un poco mas lento. Al hacer
z = comparaciones entre las curvas de la fig 2 y 3, la tnica diferencia entre la exposiciéon con CZ

y la ATR radica en que a las microalgas parecen resistir concentraciones de ATR mayores,
ya que a concentraciones entre 200 a 400 ppb aun hay crecimiento, mientras que con la CZ
a una concentracion de 80 ppb las microalgas parecen llegar a su limite. Las microalgas ya
no crecen cuando la concentracion de atrazina es de 1 y 2 ppm. Estas diferencias se deben a
que la cianazina tiene un efecto alguicida ademas de herbicida.

Figura 2. Monitoreo espectrofotométrico del crecimiento de la microalga S. capricornutum en
presencia de cianazina.

Figura 3. Monitoreo espectrofotométrico del crecimiento de la microalga S. capricornutum en
presencia de atrazina.
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Evaluaciéon de la remocién de BbE en mezcla con atrazina y cianazina
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Figura 4. Cromatogramas correspondientes a extractos de exposiciones con 0.26 ppm de BbF, (A-D)
con 100 ppb de ATR y (E-H) con 80 ppb de CZ en medio liquido.

En la figura 4 (A-D) se pueden observar los cromatogramas correspondientes a los
extractos provenientes de las exposiciones con BbF solo y la mezcla BbF/ATR, y del (E-
H) corresponden a exposiciones con BbF solo y la mezcla BbF/CZ, en exposiciones con
las mezclas se puede observar que no hay diferencia significativa en las areas con respecto a

los controles, y se confirma que la presencia de los herbicidas no afecta al comportamiento
degradativo de la microalga.

Cabe destacar que con la técnica de EFS se obtuvieron muestras libres de interferentes y al
minuto siete se observo la presencia de BbF que ain se encontraba en el medio liquido.

e @

Tabla 1. Areas, masas y porcentajes de remocién obtenidos de muestras de medio de cultivo expuestas

a BbF, BbF/ATRy BbF/CZa 1.5y 3 h.
BbF solo BbF-Atrazina BbF-Cianazina
Tiempo (h) 15 3 1.5 3 15 3
area promedio (MUA*sec) 13.4 13.0 8.8 13.7 16.5 11.1
masa () 0.514 0.497 0.365 0.525 0.615 0.439

Remocion (%) 87 88 91 87 85 89
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Como se puede observar en la tabla 1, los porcentajes de remocién entre las muestras
expuestas solamente con el BbF y los de las mezcla BbF/ATR y BbF/CZ son patecidos, ya

3 que a la hora y media, los cultivos en presencia de herbicidas presentan remocién = 85% y
A aumenta levemente en el segundo tiempo de exposicion (= 87%).
3
S Conclusiones
7\
) )
= =

La microalga S.capricornutum muestra una adaptabilidad en su crecimiento cuando se encuentra

en presencia de herbicidas triazinicos, siempre y cuando no se expongan a concentraciones
"-‘. tan altas, del orden del ppm. Se observé una mayor tolerancia en su crecimiento en presencia
.“9’ de ATR que con la CN. Esto porque la CN esta catalogada como un agente alguicida,
mientras que la atrazina no lo estd. La concentracién maxima de ATR que atn permite un
crecimiento de la microalga S.capricornutum es de 400 ppb, aunque a esta concentracion el
crecimiento ya se muestra considerablemente afectado. Mientras que el limite maximo en el

caso de la CN es de 80 ppb.

En cuanto a la remocioén del BbF en mezclas de herbicidas a concentraciones que afectan
el crecimiento, la mezcla con CN obtuvo una remocién del 85% a la 1.5 h y de 89% a las
3 h, mientras que con ATR obtuvo una remocion de 91% y 87% respectivamente, lo que
significa que con los herbicidas se tiene un comportamiento similar al de las exposiciones
con BbF sin herbicida con 87% y 88%. La eficiencia removedora de S. capricornutum no se
ve afectada por la presencia de herbicidas en su medio. Lo anterior es positivo considerando
que la microalga fuera utilizada en estrategias de remediacién de cuerpos de agua o suelos
cercanos a cultivos agricolas en donde se utilizan los herbicidas triazinicos.
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Resumen.

Una variedad de compuestos de éteres del tipo alquil-naftil son utilizados en la industria
farmacéutica, como ejemplo, el 2-metoxinaftaleno (B—nerolina), un intermediario importante
utilizado en la produccion de naproxeno y considerado como un importante antiinflamatorio,
analgésico y antipirético. Por otro lado, el método clasico en la preparacioén de éteres es
la sintesis de Williamson, en el cual un i6n alcéxido reacciona con un haluro de alquilo
primario o un tosilato en una reaccion de sustitucion nucleofilica bimolecular (SN); en
donde, el i6n alcoxido se obtiene mediante la reaccion de un alcohol en medio basico. Sin
embargo, la prepatracion tradicional de la B—nerolina es a partir de naftol y metanol, ocurre a
reflujo de 69 °C con H, SO,. Estas condiciones dcidas de reacciéon favorecen un mecanismo

30

SN, via carbocation correspondiente, en contraste con el mecanismo SN, propuesto en las
condiciones basicas de la sintesis de Williamson.

Se presentan los resultados obtenidos experimentales al hacer reaccionar B-naftol con una

serie de alcoholes con el objetivo de determinarlas condiciones de reaccion y mostrar evidencia
experimental que apoye un mecanismo de sustitucion nucleofilica segtin las condiciones acidas
antes mencionadas. As{ mismo, con el fin de determinar la energia del estado de transicion
que define la velocidad de reaccion, se realizaron calculos computacionales DFT con un
nivel de teorfa MP2/6-311G (d,p)//B3LYP/6-311G(d,p) y considerando la temperatura de
reaccion experimental. Los resultados de la quimica computacional indican que la via SN,
se favorece con la participacion de sulfato acido de alquilo como intermediario de reaccién,
formado durante la reaccién. Asi mismo, las condiciones experimentales en la obtencion de
los éteres se favorecen con alcoholes no ramificados preferentemente.
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Palabras clave: Sustitucion nucleofilica, Mecanismo tedrico experimental.

Antecedentes.

Los éteres del tipo B- naftilalquil han mostrado una variedad de aplicaciones en perfumeria,
colorantes, quimica fina, precursores de farmacos, etc. Estos éteres se sintetizan
tradicionalmente a partir de B—naftol y el alcohol correspondiente en presencia de acido
sulfarico (Yadav, & Salunke, 2013). Por otro lado, el método clasico ha sido el propuesto
por Williamson, en el cual un i6n alcéxido formado previamente en medio basico y un
alcohol, reacciona con un haluro de alquilo primario o un tosilato. Estas condiciones de
reaccion favorecen una reaccion de sustitucion nucleofilica bimolecular (SN,). Sin embargo,
la preparacién de los ésteres a partir de f—nerolina y alcoholes alifiticos con H,SO, favorecen
un mecanismo SN, via carbocation correspondiente, en contraste con el mecanismo SN,
propuesto en las condiciones basicas de la sintesis de Williamson, (Diamanti et al., 2021).
Ademas, las reacciones de sustitucion compiten con las de eliminacién segun el nivel de
ramificacion del carbono alfa que se encuentra enlazado con el buen grupo saliente. Es decir,
la dificultad para llevar a cabo una sustitucion y las condiciones de reacciéon se presentan
cuando mayor es el nivel de ramificacion del carbono alfa, hay un efecto de impedimento
estérico (Wharry, 2011).

Por otra parte, los métodos de la quimica cuantica permiten calcular las energias de reactivos,
intermediarios de reaccién, estados de transiciéon y productos de una transformaciéon
quimica. Dichas energfas se pueden utilizar para discriminar entre diferentes propuestas de
mecanismos de una reaccion (Sato, S. 1955). Asi, el mecanismo de reaccion propuesto dada
las condiciones acidas es un motivo de estudio tanto experimental como computacional.

En un trabajo previo (Penieres J. et al., 2021) reportamos el mecanismo propuesto en la
sintesis de [-nerolina, habiendo determinado una trayectoria de reaccién favorable para
una SN,. Asi mismo, en el perfil energético se determinaron dos intermediatios de reaccion
formados en znsitu, Figura 1. Siendo la ruta menos energética (SN,-SM) para cuando el
intermediario es metilsulfato (E7) y de ahi el paso determinante de la reaccion.
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Figura 1. Mecanismos de reaccion de SN, propuestos (SN2 y SN2-SM), (Penieres J. et al, 2021).

Finalmente, se buscan condiciones de reacciéon mas favorables al ambiente dado que la
preparacion de ésteres del tipo naftilalquil emplean H SO, los inconvenientes de tal proceso
incluye la corrosién, riesgos de seguridad, procedimientos de separaciéon y ambientales,
problemas debido al acido sulftrico (Diamanti et al., 2021).

Obijetivos.

Llevar a cabo la sintesis de una serie de éteres del tipo naftilalquil a partir de naftol y alcoholes
alifaticos, determinar las condiciones de reaccion, caracterizar y calcular el rendimiento
de reaccion. Asi mismo, aplicar la quimica computacional con el fin de determinar la
energfa del estado de transicion que define la velocidad de reaccién, empleando calculos
computacionales DFT con un nivel de teotfa MP2/6-311G (d,p)//B3LYP/6-311G(d,p)
y considerando la temperatura de reaccion experimental. Finalmente, correlacionar los
resultados experimentales con los obtenidos de manera computacional en la busqueda del
mecanismo de reaccién energéticamente mas favorable.

Metodologia.

Parte Experimental: Sellevé a cabo la sintesis de una serie de éteres tipo naftilalquil, colocando
a reaccionar una mezcla de 0.5 mol de [3-naftol con 2.5 ml del alcohol correspondiente y
0.5 ml de H,SO, concentrado, la mezcla de compuestos se colocod a reflujo durante 4
horas. Después del tiempo de reflujo se hizo precipitar el éter obtenido con agua helada, se
filtré el producto y se lavé con una solucion de NaOH al 10% obteniéndose asi el éter, el
cual finalmente se recristalizo con etanol. Se determinaron los correspondientes puntos de
tusion de los productos recristalizados.
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Parte computacional: En este trabajo se calcularon las energias de todos los mecanismos
de reaccion SN -SM para la serie de éteres, se ocup6 el nivel de teorfa MP2/6-311G(d,p),
sobre geometrias B3LYP/6— 311G(d,p), el efecto del disolvente (metanol) se incluyo
implicitamente mediante la aproximacién SMD. Todos los puntos estacionarios sobre
las superficies de energia potencial, correspondientes a minimos de energfa y estados de
transicion, se caracterizaron mediante el calculo de frecuencias correspondiente, empleando
el software Gaussian 09. El efecto de la temperatura (69 °C) se incluyé en la energia libre
de Gibbs dentro de la aproximacién de gas ideal, rotor rigido y oscilador arménico. Todas
las frecuencias vibracionales reales se trataron de la siguiente manera: para el calculo de la
energfa vibracional de punto cero se emple6 un factor de escala de 0.9887, para el calculo
de la contribucion entalpica se us6 un factor de 1.0102 y para la contribucién entrépica un

factor de escalamiento de 1.0161 (Merrick, et al. 2007).

Resultados y discusion

Respecto a la sintesis se llevo a cabo con éxito los éteres correspondientes a los alcoholes
metanol, etanol, propanol, iso-propanol y butanol; en el caso de Zer#-butanol no hubo reaccién
de sustitucién. Los rendimientos y puntos de fusién se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de puntos de fusién y rendimientos de los éteres obtenidos

Eter Punto de fusién (°C) Rendimiento
74-77 82
35-37 80
38-40 60
35-37 57

33-35 68
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De la Tabla 1, se puede apreciar que el rendimiento de reaccién es mas favorable para cuando
el alcohol es menos ramificado, siendo asi, el mejor rendimiento es para el 2-metoxinaftaleno

=3 con un 82% de rendimiento. Sin embargo, cuando la cadena hidrocarbonada aumenta los
A rendimientos son mas bajos. Con respecto alos resultados obtenidos dela parte computacional
3 se muestran en la Tabla 2.
]
J0N Tabla 2. Resumen de puntos de fusién y rendimientos de los éteres obtenidos
= =

Las energifas de activacion fueron determinadas a partir de intermediario de reaccion E7 al
estado de transicion TS3, coordenadas consideradas del mecanismo de reaccion SN2-SM
como se muestra en la Figura 2, la cual solo representa la etapa final de la reaccién a partir
de la formacion del intermediario alquilsulfato.
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Figura 2. Mecanismos de reaccion SN2-SM y determinacion de la energia de activacion
(Penieres J. et al., 2021).
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En cuanto a los valores mostrados en la Tabla 1, se aprecia una energfa de activacion mas
elevada para alcoholes cuya cadena es mas grande, en caso particular, el alcohol zer+butanol
no ocurrié una reacciéon de sustitucion, en las observaciones experimentales se detecto la
formacion de un gas, consideramos la posibilidad de la formacién de un alqueno mediante
una reaccion de eliminacioén, recordando que esta ruta compite con la sustituciéon en las
condiciones manejadas en este proyecto.

Conclusiones

Sellevo a cabo la sintesis de una serie de éteres asimétricos naftilalquil con alcoholes alifaticos,
concluyendo que paraalcoholes con cadenas hidrocarbonadaslos rendimientos son mas bajos.
Asi mismo, las condiciones de reaccion son mas energéticas, esto mostrado en los resultados
computacionales. L.os estudios computacionales favorecen un mecanismo de reaccion SN,
y la formacién de un intermediario de reaccion E7. Asi mismo, se caracterizaron los éteres
obtenidos mediante sus correspondientes puntos de fusion. Las condiciones de reaccién no
es favorable para alcoholes terciarios como lo fue para el fer+-butanol por el impedimento
estérico razén por la cual la reaccion favorece mas a una eliminacién. Finalmente, hubo
buena correlaciéon entre los resultados experimentales con los de la quimica computacional,
dado los bajos rendimientos de los alcoholes con mayor cadena y el impedimento estérico
con el zer~-butanol.

Agradecimientos

Los autores agradecen ala UNAM-DGAPA por el financiamiento de los proyectos PAPIME-
PE213223, LANCAD-UNAM-DGTIC-058 y PAPITT-IN215723.

Referencias

Diamanti, A., Ganase, Z., Grant, E., Armstrong, A., Piccione, P. M., Rea, A. M., Richardson, J., Galindo,
A., & Adjiman, C. S. (2021). Mechanism, Kinetics and selectivity of a Williamson ether synthesis:
elucidation under different reaction conditions. Reaction Chemistry and Engineering, 6(7), 1195-1211.
https://doi.org/10.1039/d0re00437¢

Gaussian 09, Revision A.02, M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R.
Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone.

Merrick, J., Moran, D., & Radom, L. (2007). An evaluation of harmonic vibrational frequency scale
tactors. Journal of Physical Chemistry A, 111(45), 11683-11700. https://doi.org/10.1021/ip073974n

Penieres, J. Garcia, J. Martinez, L. Gémez, R. Ponce, Le6n. (2021).Sintesis de B-Nerolina en Medio



https://doi.org/10.1039/d0re00437e
https://doi.org/10.1021/jp073974n

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

Acido, Analisis del Mecanismo de Reaccién Mediante el Método Semiempirico AM1. Revista Digital
Innovacion en Ciencia, Tecnologia y Educacion ICTE). 5,5, 505-512. Disponible en: http://masam.cuautitlan.
unam.mx/Revistal CTE/

=
o
A Sato, S. (1955). A New Method of Drawing the Potential Energy Surface. Bulletin of the Chemical Society of

= Japan 28 (7): 450. doi:10.1246/bcsj.28.450
7 UL Wharry, D. L. (2011). The study of substitution and elimination reactions using gas Chromatography:
= =X An examination of the effects of alkane and base structure on product distributions. Journal of Chemical
Edncation, 88(12), 1720-1723. https://doi.org/10.1021/ed1006019
2 Yadav, G. D,, & Salunke, J. Y. (2013). Selectivity engineering of solid base catalyzed o-methylation of
%si 2-naphthol with dimethyl carbonate to 2-methoxynaphthalene. Cazalysis Today, 207, 180-190. https://doi.
5_ org/10.1016/j.cattod.2012.04.017
0
Il
N - Y+
W,C 0K

30

n

L

2l



http://masam.cuautitlan.unam.mx/RevistaICTE/
http://masam.cuautitlan.unam.mx/RevistaICTE/
https://es.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://dx.doi.org/10.1246%2Fbcsj.28.450
https://doi.org/10.1021/ed1006019
https://doi.org/10.1016/j.cattod.2012.04.017
https://doi.org/10.1016/j.cattod.2012.04.017

REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

0%

DETERMINACION DE CAPTOPRIL MEDIANTE
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Resumen

El captopril es el componente principal de varios medicamentos para evitar la hipertension
arterial esencial o renovascular, actuando como inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina. También se usa para tratar la insuficiencia cardiaca congestiva y la nefropatia.
Este compuesto posee tanto propiedades acido-base como electroquimicas por lo que se
ha planteado su cuantificacién potenciométrica utilizando hidroxido de sodio o bien algun
agente oxidante. En este trabajo se plante6 utilizar la conductimetria para la cuantificacion
acido-base de captopril en materia prima y un medicamento comercial, a fin de evaluar la
tactibilidad de la determinacion, ya que la conductimetria es bien conocida para este tipo
de valoraciones, dada la elevada conductividad eléctrica de los grupos hidroxilo y protén,
ademas para soluciones turbias. LLos resultados demostraron que la cuantificaciéon planteada
es viable para ambos tipos de muestras.

Palabras clave: Conductimetria, captopril, valoracién acido-base.

Antecedentes

La conduccion de una corriente eléctrica a través de una solucién de un electrolito involucra
la migraciéon de especies cargadas positivamente hacia el catodo y especies cargadas
negativamente hacia el anodo. La conductancia de una disolucién, que es una medida
del flujo de corriente que resulta de la aplicaciéon de una fuerza eléctrica dada, depende
directamente del numero de particulas cargadas que contiene. Todos los iones contribuyen
al proceso de conduccién, pero la fracciéon de corriente transportada por cada especie
esta determinada por su concentracion relativa y su movilidad inherente en el medio.

(Brunatti, C., & De Nipoli, H., 2013)
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La conductividad de las disoluciones se mide con un conductimetro, el cual posee una celda
que permite medir los cambios de esta magnitud fisica ante la adicién continua y uniforme

=3 de reactivo titulante. La principal ventaja de las titulaciones con monitoreo conductimétrico
A es que pueden analizarse disoluciones muy diluidas y/o coloreadas, o sistemas en que la

3 reaccion no es suficientemente cuantitativa. (Cafnez-Carrasco, M., 2011)
g ubﬂ El captopril (figura 1) es un medicamento que inhibe la enzima convertidora de angiotensina
-7 (IECA) que actia bloqueando la proteina peptidasa del centro activo de la misma. El captopril
inhibe la dipeptidasa de peptidil, una enzima convertidora que hidroliza la angiotensina I en
',a§ angiotensina Il e inactiva a la bradicina, un potente vasodilatador que actia al menos en
Lo parte por estimulacion de la secrecion de 6xido nitrico y prostaciclina. (Katzung, B, 2012). El
captopril es un 4cido dibasico formado por su grupo carboxilo y su grupo tiol y con valores
de pka de 3.7 y 9.8 respectivamente. (Ribeiro, P. R., 2003) Se usa para tratar la presion alta
S (hipertension). También se usa para ayudar a retrasar el mayor debilitamiento del corazén
L,C 0K en algunos pacientes después de un ataque al corazén y para tratar problemas del rifién en

algunos pacientes diabéticos y para tratar el fallo congestivo del corazon. (Katzung, B, 2012).

Figura 1. Estructura quimica del Captopril. (Vaccinationist, 2015)

30

En el caso del captopril, tiene dos valores de pKa, 3.7 y 9.4, indicandonos dos sitios donde
la molécula se puede desprotonar, para su determinacidn, se toma en cuenta la siguiente
reaccion acido-base (fig. 2):

Figura 2. Reaccion dcido-base de captopril (Ribeiro, P. R., 2003)
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Objetivo

Determinar el contenido de captopril en un producto comercial mediante una valoracion

, . . , . . . . ., . —-

acido-base con hidréxido de sodio, mediante un monitoreo conductimétrico, para comprobar o

el contenido real del principio activo con respecto al indicado en el marbete. é
o
—
()

Parte Experimental

Tabla 1. Material, equipo y reactivos empleados

Material Equipo Reactivos/Muestras
Vaso de precipitado: 30 y 150 mL Conductimetro OHAUS modelo | Captopril (materia prima)
. Starter 3100C .
Matraz volumétrico: 25, 50, 100 y Captopril Marca Best de 25 mg
250 mL Electrodo modelo STCON3 de 4 ) )
anillos Solucion estandarizada NaOH 0.2 N
Bureta de 10y 25 mL . )
) Balanza Analitica BOECO Biftalato de potasio
Vasos tequileros . /Il\
) ) Agitador Magnético Agua destilada oK
Soporte universal con pinza W;C
Sonicador

Embudo de vidrio

Tabla 2. Datos del medicamento muestra

Muestra Captopril (BEST)
Presentacion Tableta
Peso promedio (tab) 89.3mg
Principio activo 25mg

e @

Figura 3. Procedimiento realizado para la estandarizacién de hidréxido de sodio.
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Figura 4. Procedimiento realizado para la valoracion de captopril (materia prima).
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Figura 5. Procedimiento realizado para la valoracién de captopril (medicamento).

Resultados y discusion

n

Estandarizacion de bidroxido de sodjo. Se realiz6 una valoraciéon conductimétrica utilizando la
disolucién de biftalato de potasio 1.2437x107 M en la posicion del analito y la disolucion de
NaOH como valorante. Se midi6 la conductividad medida y la conductividad real del sistema

L

con respecto a los mililitros de NaOH adicionados:

2l

Figura 6.- Reaccion entre NaOH y biftalato de potasio. (Skoog & West, 2014)
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Figura 7. Curva de valoracion conductimétrica de estandarizacién de NaOH con biftalato de potasio

Tabla 3. Regresion lineal de rectas para la estandarizacién de NaOH con biftalato de potasio.

Estandarizacion APE (0 a 6ml) DPE (6.2 a 10ml)
Pendiente 45.952 50.398
Ordenada al origen 132.54 99.375
R? 0.9971 0.9993

En la figura 7 se observa la curva de valoracién: 1) conductividad medida (azul) y 2)
conductividad corregida por efecto de dilucién (naranjada). Para determinar el punto de
equivalencia se utiliza la curva de conductividad corregida, ya que como su nombre lo indica,
toma en cuenta el efecto de dilucién que sufre el sistema al momento de adicionar el volumen
de titulante, para ello se igualan las ecuaciones de las dos rectas (tabla 3) y se despeja el valor
de volumen agregado, que para este caso fue 7.45 mililitros. Conociendo dicho volumen en
el punto de equivalencia se calcula la concentracién real de la disolucion de NaOH que fue

de 0.0167 M.

Valoracion conductimétrica de captopril (materia prima)

Para conocerla cantidad de captopril en materia prima, se realiz6 la valoracion conductimétrica
utilizando la disolucién de NaOH 0.0167 M en la posicion del analito y la soluciéon de
captopril (materia prima) como valorante. Se midi6 la conductividad y calculé la conductividad
corregida, la cual se grafico (figura 8).
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= =
‘9’ Figura 8. Curva de valoracion conductimétrica de captopril (materia prima) con hidréxido de sodio
5_)
0.0167 M.
0 , : . :
A Como se observa en la figura 8, se tienen dos cambios de pendiente, correspondiente a los
L 0K cambios de especie de captopril por pérdida de protén. Para la cuantificacion se utiliza el

primer cambio de pendiente. Esta desprotonacion es debida a que el captopril es un acido
débil diprotico con valores de pK_de 3.7 y 9.4 asociados a su grupo carboxilo

y tiol respectivamente (Ribeiro et al., 2003). Como se ilustra en la figura 9, al adicionar el
captopril en la disolucién de hidréoxido de sodio sucede en primer lugar la desprotonacion
del grupo carboxilo, generando la primera especie desprotonada de captopril, pero en el
momento que se genera dicha especie se produce la segunda desprotonacion, del grupo tiol.
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Figura 9. Escala de prediccidon de reaccion para Captopril e hidréxido de sodio.

Tabla 4. Regresion lineal de las rectas de la curva de valoracién conductimétrica de captopril

con NaOH 0.0167 M.
Materia prima APE (0a8.2mL) DPE (8.4a17 mL)
Pendiente 386.77 37.325
Ordenada al origen 5123.7 2312.3
R? 0.9979 0.9920
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Para calcular el volumen al punto de equivalencia, se igualan las dos ecuaciones obtenidas
(tabla 4) y se despeja el volumen de convergencia, el cual es de 8.045 mL.. Con dicho volumen
al punto de equivalencia se calcula la concentracion real de la solucién de captopril, la cual
tue de 0.1038 M. Con la concentraciéon de la solucién y la cantidad de materia prima pesada
se puede determinar la pureza de la materia prima, la cual es de 96.32%.

Determinacion de captopril en un medicamento. Se realiza el mismo procedimiento mencionado
para materia prima, pero ahora empleando un medicamento como muestra (Captopril Tensil,

tabletas 25mg, Lote 2302136. Caducidad febrero 2025).

Figura 10. Curva de valoracién conductimétrica de captopril (producto comercial) con
hidréxido de sodio 0.0167 M.

La figura 10 muestra solamente dos rectas, debido a que como el primer punto de equivalencia
presenta un cambio muy prominente de pendiente, es el que se utiliza para la cuantificacion,
por lo que no es necesario realizar la valoraciéon completa de ambos protones, como ya se
comento en el apartado anterior.

Se igualaron las dos ecuaciones de recta obtenidas (tabla 5) y se obtuvo un volumen al
punto de equivalencia de 20.73 mililitros. Con este volumen de equivalencia se determina
la concentracion de captopril en la solucion problema, la cual fue de 0.0402 M. Con dicha
concentracion de la disolucion, la cantidad de muestra medida y el peso promedio de las
tabletas, se determina la cantidad de captopril por tableta, la cual es de 25.11 mg;, el cual
corresponde a un 100.45% con respecto al reportado en el marbete.
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Tabla 5. Regresion lineal de las rectas para la valoracién conductimétrica de captopril (medicamento).

=
< Producto comercial APE (0 a20 ml) DPE (21 a 30 ml)
A Pendiente 114.9 18.31
=
< Ordenada al origen 4592.6 1831
-
N R? 0.9926 0.9999
) ()
= =
o Conclusiones
-‘5 A Se realiz6 la cuantificacion de captopril mediante una valoracion conductimétrica con base
en sus propiedades acido-base tanto en una muestra comercial como en materia prima. Se
observo que es posible visualizar los dos puntos de equivalencia asociados a sus valores de
9‘ pKa, siendo el primer punto de equivalencia el mejor para realizar la cuantificaciéon debido a
" C/\ ok que el cambio de pendiente es mas prominente.
3

Con respecto a la muestra comercial se obtuvo que contiene 25.11mg/tableta cumpliendo
las especificaciones indicadas en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM,
2018) que indican que el contenido debe estar en el intervalo de 90 % a 110 % al reportado
en el marbete y este caso fue del 100.45 %. En cuanto a la materia prima, su pureza es
elevada (96.32 %) por lo que serfa adecuado su uso para la produccion de medicamentos.
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Resumen

Los plaguicidas son productos quimicos utilizados para el cuidado de cultivos; la
aplicacion inadecuada de estos se ha convertido en una actividad altamente riesgosa. Se
optimiz6é un método analitico para identificar cuatro plaguicidas mediante cromatografia
de gases, para determinar la presencia y/o concentracion de estos en muestras organicas,
se establecieron condiciones de trabajo especificas, se realizaron aplicaciones de atrazina
y glufosinato de amonio a muestras de zanahoria y de malation y propamocarb a
muestras de jitomate. Se realizaron estudios de recobro y se determiné el porcentaje
aun presente de los analitos; se analizé las muestras reales para determinar el rango de
concentraciones o6ptimo para la curva de calibracién para atrazina y malation. Se
observé presencia de propamocarb y malatién en la muestra de jitomate, y glufosinato y
atrazina en la de zanahoria; se encontré una concentracion de atrazina de 6.10 ppm y una
concentracion de malatiéon de 4283 ppm.

Palabras clave: desarrollo de método, plaguicida, deteccion, cuantificacion,
agricola, cromatografia.

Antecedentes

En la actualidad, existen pruebas abrumadoras de que el uso agtricola de los plaguicidas tiene
efectos negativos en la calidad del agua y provoca serias consecuencias ambientales;
ademas, los plaguicidas pueden tener importantes consecuencias en la salud humana
(FAO, 1997). Los plaguicidas a su vez se pueden transformar, bajo diversas condiciones
ambientales, en una gran cantidad de subproductos o productos de degradacién, que

pueden ser tan toxicos y persistentes como los plaguicidas originales (Tang et al, 2014,
Rodrigo Fernandez, 2018).
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El presente trabajo tiene como objetivo el desarrollo de un método cromatografico adecuado
patala separacion, identificacién y/o cuantificaciéon de atrazina (ATZ), glufosinato de amonio
(GLA), malation (MLT) y propamocarb (PCB), ampliamente usados en la agricultura en
México utilizando CG con FID en muestras de jitomate y zanahoria. Para esta investigacion
se realizo la busqueda de muestras de origen agricola que tuvieran como caracteristica ser
comunes en el consumo de la poblacién mexicana, tener una fenologia similar, y que fueran
adecuadas para los plaguicidas seleccionados en base al uso de estos ultimos. Es asi como se
optd6 por utilizar muestras de jitomate y de zanahoria, ya que ambos productos son altamente
consumidos, cumplen con la caracteristica de tener una fenologia similar, siendo esta de 120-
140 dias para ambas, ademas de una aplicacion de plaguicidas a los 60 dias.

MLT es una sustancia quimica manufacturada de tipo insecticida que se encuentra en el
ambiente solamente como resultado de su manufactura o uso; ATZ es el nombre comun de
un herbicida selectivo ampliamente usado, principalmente, en fincas; GLA es otro herbicida
no selectivo con accidn sistémica parcial; y PCB es un plaguicida de tipo fungicida que se
aplica como inmersion.

En la técnica de cromatografia de gases (CG) se requiere que los compuestos analizados
cumplan con dos caracteristicas esenciales, tener un punto de ebullicién menor a los valores
de temperatura maximos permitidos por la columna cromatografica (350°C), y que los
compuestos sean termoestables. Los analitos cumplen con las caracteristicas mencionadas
en la tabla 1 (Chemnet, s.tf.).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los analitos

Plaguicida MLT ATZ GLA PCB
0
Estructura T
I H
Punto de ebullicién (°C) 156-157 205 117 256.8

Objetivo

Desarrollar un método analitico, mediante cromatografia de gases, para identificar y/o
cuantificar plaguicidas ampliamente utilizados en la agricultura mexicana, para establecer la
concentracion remanente en muestras agricolas cultivadas en el jardin botanico de la FESC.
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Parte experimental

Disolventes: acetato de etilo (99.8% pureza), acetonitrilo (99.5% pureza), acetona (99.6%
pureza), agua destilada.

= Productos comerciales: Callisto Xtra® (34.52% equivalente a 383.6g de atrazina + 60g de
é\ mesotrione), Gesaptim Calibre 90 ® (90% equivalente a 900g/L de atrazina), Agrofusinato

b Forte® (18.40% equivalente a 200g/L de glufosinato de amonio), Malation 500® (48.6%
equivalente a 500g/L de malatién), Previcur Energy® (47.20% equivalente a 530g/L de
propamocarb).

PN
:9’ Estandares primarios: Cafeina (Merck Millipore), ATZ 100 ppm en acetonitrilo, GLA 100

- ppm en agua, MLT 1000 ppm en tolueno, PCB 1000 ppm en acetona.
0 Reactivos para cultivo de las muestras: Semillas de jitomate tipo Saladet (ERGO Standard),
A semillas de zanahoria (ERGO Standard), tierra preparada para cultivos (Ekologi).

e oK

Equipos cromatograficos: GC 910 con detector FID (Buck), columna DB-5GC-2010,
peaksimple version 3.2plus. CG-FID (Shimadzu) columna ZB-WAX, LabSolutions CS.

Configuraciéon para equipo cromatografico Shimadzu: Temperatura inyector =
240°C, modo inyeccion Splitless, Flujo de N,= 3.0 mL/min, flujo de purga= 3.0 mL/min,
Temperatura detector = 240°C; flujo de H,= 40 mI./min, flujo de aire= 400 mL/min, flujo
make-up (N,) = 30 mL/min.

Se evaluaron por separado diferentes condiciones para el analisis cromatografico para obtener
una correcta separacion de los plaguicidas variando diversos parametros fisicoquimicos, los
cuales fueron: rango aceptable de concentracion de los plaguicidas, equipo cromatografico,

30

columna cromatografica, disolvente, volumen de inyeccién, gradiente de temperatura,
estandar interno (EI), etc.

En la segunda parte se sembraron 12 lotes de jitomate y 4 lotes de zanahoria, de los cuales se
dispuso 1 lote control por cada 3 lotes con plaguicida; se monitored los cultivos de jitomate
y de zanahoria hasta la visualizacién de los primeros frutos/raices para justo en seguida,
aplicar los plaguicidas MLT y PCB a los 9 lotes de jitomate, y durante dos semanas ATZ y
GLA a los 3 lotes de zanahoria. Se evalu6 el mejor tratamiento de la muestra evaluando la
cantidad absorbida y el tiempo empleado, ademas del disolvente de aforo donde una muestra
de jitomate y de zanahoria fueron fortificados con los plaguicidas correspondientes a cada
vegetal a una concentracion de 3000 ppm.

n

A=
4

A

Posteriormente, se llevaron a cabo los analisis a soluciones de referencia a 5000 ppm cada
uno, y de la muestra control y fortificada con MLT y ATZ a 5000 ppm, para determinar el
porcentaje de recobro por triplicado y reproducibilidad del tratamiento de la muestra.
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Finalmente, se analizaron las muestras cultivadas y se obtuvieron los resultados de Area bajo
la curva (ABC) para cada plaguicida; se realizé el calculo pertinente para estimar con base

en este valor, la concentracion real de los plaguicidas en cada muestra, utilizando como base =3

soluciones de referencia a 5000 ppm. A través del valor encontrado de concentracion para los A

plaguicidas, se realiz6 el analisis de un triplicado de curvas de calibracion, y se comprobé que 3
-
()

la concentracion de los analitos estuviera dentro del rango de estas. Se constaté ademas con
el uso de estandares primarios, la presencia de los picos de interés de los analitos mediante
la comparacion de los cromatogramas.

Resultados y discusion

Se evaluaron diferentes pruebas para determinar condiciones 6ptimas parala experimentacion,
donde en cada una se considerd semi-cualitativamente diferentes respuestas observadas.

La primera condicién evaluada fue el rango de concentraciones de trabajo, donde se evaluo I8
la forma de los picos, asf como la resolucion entre las senales. Se estableci6 el intervalo de W OK
concentraciones (tabla 2) donde se observaron picos sin deformaciones y completamente

resueltos.

Tabla 2. Intervalo de concentracion dptimo para cada plaguicida

Plaguicida MLT ATZ GLA PCB

Conc minima (ppm) 50 200 5000 3000

Conc maxima (ppm) | 10000 4000 15000 10000

&
O 7

Se evaluaron dos cromatégrafos diferentes, observandose mejor deteccion de los picos de

los analitos en el equipo de Shimadzu puesto que se presentaban mayores valores de ABC

para los picos observados, mientras que para determinar la mejor columna se realizaron

analisis con dos columnas diferentes en el equipo Shimadzu, logrando una separaciéon con la

columna ZB-WAX (columna medianamente polar), pero fue mejor al emplear una columna
DB-5 (poco polar), donde se observo una separacion correcta de los plaguicidas, y una
resoluciéon mayor entre GLA con respecto al pico del disolvente (tabla 3). Lo anterior se
debe a la diferencia de polaridad existente de GLA con la composicién de la columna, asi
como la afinidad presente de los plaguicidas con la misma, lo cual se ve reflejado en una
menor retencion para GLA y MLT.
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Tabla 3. Comparacién de resultados entre las columnas evaluadas

ZB-WAX DB-5
Reactivo GLA Disolvente GLA Disolvente
T, (min) 4.766 1.883 3.637 2.022
w (min) 0.233 2.833 0.076 0.300
Rs 1.88 - 8.06 -

Para elegir el disolvente se consideraron: agua, acetona y acetonitrilo, evaluando de forma
cualitativa la separacion de una mezcla de los plaguicidas a 5,000 ppm. Al disolver en agua se
obtuvo un cromatograma con excesivo ruido y la extinciéon de la flama del detector durante
el analisis, la Unica ventaja es que no se obtiene un pico del disolvente. Para el caso de
acetonitrilo y acetona se obtuvo una separacion similar, pero la acetona tuvo la ventaja de
que se observaron picos mas altos, por lo que se seleccioné como el disolvente 6ptimo.

Para el volumen de inyeccion, se toma en cuenta el ABC de los picos de la misma solucion
de GLA a 5000 ppm y se comparan inyecciones de 1 y 2 microlitros (tabla 4). Se determiné
que, al trabajar con un menor volumen de inyeccion, se obtiene un mejor resultado, ya que
se obtiene proporcionalmente el doble de ABC al duplicar el volumen, pero lo mismo ocurre
con el pico del disolvente, el cual increment6 su tamano y puede generar traslapes con los
picos cercanos.

Tabla 4. Pruebas de volumen de inyeccidn dptimo para la experimentacion

1 microlitro 2 microlitros
ABC (disolvente) 125,215 248,201
ABC (GLA) 3,894 8,348

Posteriormente, a fin de lograr la separacion, se evaluaron cinco diferentes gradientes de
temperatura para la misma mezcla de los plaguicidas a 5,000 ppm en acetona. Se eligi6 el
siguiente programa de temperatura: 40°, 0 min; 10°C/min; 65°C, 0 min; 5°C/min; 75°C, 0
min; 2°C/min; 130°C, 0 min; 25°C/min; 155°C, 0 min; 5°C/min; 200°C, 0 min; 6°C/min; lo
anterior, debido a que se obtuvo la mejor resolucién de entre todos los resultados obtenidos

Finalmente, se evalu6 a la cafeina como estandar interno (EI), debido a su accesibilidad y
principalmente a su punto de ebullicién, el cual se reporta de 178°C (National Center for
Biotechnology Information, 2023). Se analiz6 la separacion de la mezcla de los plaguicidas
con cafeina, para confirmar que la cafeina no se traslapa con ninguno de los picos de interés.
Al tener un TR distinto a los analitos (tabla 5) y un pico eficiente, se considera el EI adecuado.
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Tabla 5. Pruebas de Estdndar Interno dptimo para la experimentacion

Para el tratamiento de las muestras se evaluaron dos metodologias reportadas, 1) extraccion
simple y evaporacion (Narain, N. K.,1981) y 2) extracciéon con derivatizacion (Kataoka, H.,
1996). Al comparar los resultados, se observé mayor presencia de plaguicidas en el primer
método, al parecer por una menor cantidad de procesos experimentales. Se evaluaron dos
disolventes para la extraccion, en el caso de MLX y MLT en jitomate y ATZ en zanahoria se
obtiene una mejor extraccion al utilizar acetona, conla ventaja de disminuir considerablemente
el tiempo de preparacion, al volatilizar mas rapido la acetona que el acetato de etilo. Cabe
mencionar que para evaluar malation se debe considerar el pico de Malaoxon (MLX), el
metabolito principal de degradaciéon de MLT, por ello la respuesta analitica de ambos se suma
para los analisis posteriores. Se determiné el porcentaje de recobro promedio (Tabla 6) de los
analitos de acuerdo con el tratamiento elegido, con el objetivo de calcular la concentracion
de los plaguicidas en las muestras cosechadas utilizando como referencia a este valor Se
realiz6 el analisis a soluciones de referencia a 5000 ppm y a muestras control fortificadas a la
misma concentraciéon para obtener dicho porcentaje de recobro de acuerdo con la ecuacion
siguiente:

Tabla 6. Porcentaje de recobro en las muestras fortificadas y evaluacién de reproducibilidad

MLT + MLX ATZ
Prueba ABC_ ... ABC . .... | Recobro (%) ABC_ ... ABC._. oncia Recobro (%)

1 531,181 27.97 2,049,173 3,677,726 55.72
2 527,581 1,899,336 27.78 2,039,307 55.45
3 528,184 27.81 2,012,322 54.72
27.85 Promedio 55.30

0.1015 Desviacién estandar 0.5187

0.3645 C.V. (%) 0.9381
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Como se observa en la Tabla 6, el %CV es pequefio, por lo que el método de extraccion es
reproducible, aunque el porcentaje de recobro no sea muy alto. A continuacion, se analizaron
tres muestras aleatorias cosechadas que fueron dosificadas de 3.19 ppm de MLT durante una
semana y 1.2 ppm de ATZ durante dos semanas (tabla 7; figuras 2 y 3)

Para el calculo del ABC | del plaguicida en la muestra, considerando el recobro del método
de extraccion se usa la ecuacion:

Tabla 7. Determinacion de ABC de MLT y de ATZ en las muestras reales

MLT + MLX ATZ

Analisis de muestra ABC ... Recobro (%) ABC_, ABC_ ... Recobro (%) ABC_,
1 407,670 27.85 1,463,806.10 2,339 55.30 4,229.66

2 413,985 27.85 1,486,481.15 2,604 55.30 4,708.86

3 537,729 27.85 1,930,804.31 2,504 55.30 4,528.03
1,627,030.52 Promedio 4,488.85

263,320.01 Desviacion estandar 241.99
16.18 C.V. (%) 5.39
Mala ox on Malation

Propam ocarb

Figura 2. Cromatograma para el andlisis de una muestra de jitomate cultivado y dosificado

con MLT y PCB.
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Figura 3. Cromatograma del andlisis de una muestra de zanahoria cultivada y dosificada

con ATZ y GLA.
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El CV para la determinaciéon de ATZ en zanahoria es cercano al 5%, lo cual se considera
adecuado, aunque para MLT en jitomate es mas alto, por tratarse de muestras de alimento y
compuestos volatiles, se considera dentro de lo aceptable.

Para determinar la concentracion real de los plaguicidas en las muestras cosechadas (tabla

8), se utilizé nuevamente a las ABC de las soluciones de referencia a 5000 ppm y la férmula
siguiente.

Tabla 8. Determinacion de la concentracion de MLT y de ATZ en las muestras reales

e @

Analito ABCreaI ABCreferencia Conc. (ppm)
ATZ 4,488.85 3,677,726 510
MLT 1,627,030.52 1,899,336 4283.16
Conclusiones

Se desarroll6 un método capaz de evaluar de forma cuantitativa ATZ y MLT y de forma
cualitativa GLA y PCB, en el que se establecieron condiciones 6ptimas de trabajo, asi como
la viabilidad de la cuantificaciéon para MLT y ATZ obteniendo un porcentaje de recobro de
27.85y 55.30 % respectivamente, y de la deteccion para PCB y GLA; se logré determinar en
las muestras una concentracion de MLT de 4283.16 ppm y de ATZ de 6.10 ppm.
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UNA TITULACION POTENCIOMETRICA

Diego Antonio Labrada Barcenas, Alma Luisa Revilla Vdzquez*,

Pablo Herndndez Matamoros

Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn, Universidad Nacional Autonoma de México, México,

316269652@cuautitlan.unam.mx, almarv@unam.mx, pablohdez@unam.mx

Resumen

El captopril es un compuesto de suma importancia que se encuentra en diversas formulaciones
tarmacéuticas de uso comun paralas personas que sufren hipertension. Se planteala factibilidad
de realizar la determinacion de contenido mediante una valoraciéon potenciométrica con el
fin de estudiar el comportamiento ante diferentes soluciones titulantes, de manera que se
evaluen sus propiedades fisicoquimicas tanto del tipo acido—base como redox.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la valoracién con oxidantes fuertes tipo
permanganato o dicromato de potasio no generan los mejores resultados debido a que el
producto de la reaccion de oxidacion del captopril puede tratarse tanto de un acido sulfinico,
como de un acido sulfénico o un acido sulfénico. Por otro lado, la valoracién con un complejo
de Cu(Il)-neocuproina permite oxidar al captopril para obtener tinicamente a su respectivo

disulfuro a partir de una estequiometria conocida y realizar la cuantificacion, al igual que con
la valoracién acido-base.

Palabras clave: titulacién potenciométrica, captopril, tiol, disulfuro, oxidacion.

Antecedentes

La reacciéon mayoritariamente utilizada para cuantificar compuestos que poseen un grupo
tiol, como el captopril (Cap) es la que se lleva a cabo en la presencia de iones Cu(Il), que
permite la determinacién indirecta mediante mediciones espectrofotométricas de la sefial

del cobre que queda sin reaccionar debido al exceso adicionado de este (fig. 1). (Gouda et
al., 2010)
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Compuesto con grupo tiol + cobre disulfuro + mercaptano de Cu

Figura 1. Reaccién del grupo tiol con iones Cu(ll). (Gouda et al., 2010)

El Cap es el acido-(2S)-1-[(2S)-2-metil-3-sulfanilpropanoil|pirrolidina-2-carboxilico, un
tarmaco ampliamente utilizado para combatir la hipertension arterial esencial o renovascular,
actuando como inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (IECA). En adicién,
puede usarse para tratar la insuficiencia cardiaca congestiva en combinacién con otros
medicamentos y puede mejorar la supervivencia en pacientes con disfunciéon ventricular
izquierda después de un infarto de miocardio, ademas de usarse para tratar la nefropatia,
incluida la nefropatia diabética. (National Center for Biotechnology Information, 2023)

Se han reportado distintos métodos cuantitativos para la determinaciéon de Cap;
Gouda et al. (2010), describen un método espectrofotométrico indirecto basado en la
reaccion con el complejo Cu(Il) y neocuproina (Neo), es decir, Cu(Neo),**, en buffer de
acetato a pH 5.0, donde se produce el complejo cuproso Cu(Neo),” mediante una reaccion
de oxido-reduccion (fig. 2), el cual permite la cuantificaciéon a una longitud de onda de
maxima absorcion de 448 nm.

En presencia del ligante Neo se evita la precipitacion del mercaptano de Cu(I), formando
en su lugar al complejo Cu(Neo)," (fig. 2) con una coloraciéon amarilla caracteristica tras una
reaccion que toma alrededor de dos minutos en completarse. (Gouda et al., 2010)

Figura 2. Reaccion del grupo tiol con el complejo Cu(Neo) **. (Gouda et al., 2010)

Por otro lado, el Cap puede sufrir una reacciéon de oxidacion para generar el respectivo

disulfuro (DiS) (fig.3).

Figura 3. Oxidacién del captopril. (Pogacean et al., 2014)
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Particularmente, el potencial estandar de reduccién del par redox correspondiente no se
encuentra reportado, sin embargo, se espera que este sea inferior a 0.594 V (fig. 4), es decir,
menor al potencial reportado para el par Cu(Neo),*"/Cu(Neo),” segun Byrnes et al. (1992),
pues segtin Gouda et al. (2010) la reduccion del complejo Cu(Neo),*" a partir de una reaccion

X

redox con Cap es posible. 3
sy
£ =

/ Z N
Q%
dvgss

Figura 4. Escala de prediccion de reacciones redox.

Finalmente, se tiene que el Cap se trata de un acido débil diprotico cuyos valores de pK_ 0

reportados son 3.7 (carboxilo) y 9.8 (tiol), (Ribeiro et al., 2003). No obstante, no es posible " (,/\O'K*

obtener un punto de inflexion perceptible a partir del segundo punto de equivalencia
en titulaciones acido-base, puesto que el grupo tiol actia como un acido débil. Por lo
tanto, unicamente puede efectuarse una cuantificacion mediante una curva de titulacion
potenciométrica a partir del primer punto de equivalencia (figura 5). (Ribeiro et al., 2003)

Figura 5. Escala de prediccion de reaccion para Cap e hidréxido de sodio.

e @

Objetivo

Determinar la factibilidad de la determinacién de captopril mediante una titulacién -
potenciométrica a partir de una reaccion redox versus una reaccion acido-base que permita

la cuantificaciéon de captopril en materia prima o medicamentos comerciales con vias a su
control de calidad.
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Parte experimental

Tabla 1. Material, equipo y reactivos empleados.

Material

Equipo

Reactivos

Matraces volumétricos de 20, 25, 50,
100y 200 mL

Vasos de precipitado de 30, 50, 100
y 250 mL

Pipetas volumétricas de 0.5, 3, 5, 6
y 10 mL

Pipetas graduadas de 5, 10 y 20 mL

Buretas de 10 y 25 mL

Balanza analitica BOECO Germany

Electrodo combinado de Pt y AgCIl/
Ag Oakton

Potenciometro HINOTEK modelo
PHS-3E pH Meter

Electrodo combinado de vidrio
SensoreX

Potenciometro  senslON  modelo
PH31

Acetato de sodio, é&cido acético
glacial y sulfurico, sulfato cuprico,
clorhidrato de neocuproina,
permanganato de potasio, dicromato
de potasio,J. T. Baker

Hidroxido de sodio High Purity.
Biftalato de potasio (recristalizado)
Sulfato ferroso amoniacal,
Mallinckrodt

Captopril, Alpharma

Titulaciin con el complejo Cu(Neo) .

Se prepararon disoluciones de sulfato caprico 0.0125 M y clorhidrato de neocuproina 0.05
M para preparar una disolucién del complejo Cu(Neo),** 1.25 x10° M que se emple6 para
titular una disolucion de Cap de concentracion aproximada 3.125 x10* M. Ademas, se valord
una disolucién de Cu(Neo),**, preparada a partir de 0.0125 M de sulfato ciprico y clorhidrato
de neocuproina 0.05 M, con una disolucién de Cap aproximadamente 5 x10° M. Todas las
disoluciones se prepararon disolviendo y aforando en buffer de acetato 0.2 M a pH de 5. Se
registraron lecturas de potencial tras 2 min de cada adicion.

Titulacion con hidrixido de sodio.

Se preparé una disolucion de hidréxido de sodio 0.02 M que se estandarizo6 a partir de la
titulacién potenciométrica de unadisolucion 5x10~ M de biftalato de potasio, y posteriormente
se empled para titular una disolucién de Cap aproximadamente 5 x10° M. El pH del sistema
se registrd tras cada adicion.

Titulacion con permanganato de potasio.

Se prepar6 una disolucién de permanganato de potasio 2.0 x10° M que se estandarizo a
partir de la titulaciéon potenciométrica de una disolucién 2.0 x10° M de sulfato ferroso
amoniacal, y posteriormente se empleod para titular una disolucién de Cap aproximadamente
2.0 x10” M. Se ajust6 el pH de todas las disoluciones a cero empleando acido sulftrico y el
potencial del sistema se registré tras 2 min de cada adicion.
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Litulacion con dicromato de potasio.

Se prepar6 una disolucion de dicromato de potasio 2.0 x10”° M que se estandarizé a partir
de la titulacién potenciométrica de una disoluciéon 2.4 x10° M de sulfato ferroso amoniacal,
y postetiormente se empled para titular una disolucién de Cap aproximadamente 2.4 x107
M. Se ajust6 el pH de todas las disoluciones a cero empleando acido sulfurico y el potencial
del sistema se registré tras 2 min de cada adicion.

Resultados y discusion

Una vez preparadas las soluciones de captopril materia prima y del complejo Cu(Neo),*,
se hizo la valoraciéon en ambos sentidos posibles (fiuras 6 y 7) y por otro lado, la valoracion
con hidréxido de sodio (figura 8), esta dltima, basada en el trabajo de Ribeiro et al. (2003).

Figura 6. Curva de titulacién de Cu(Neo)ZZ+ con Cap. Figura 7. Curva de titulacién de Cap con Cu(Neo)j*.

Para la titulacién con el complejo Cu(Neo),*" y con hidréxido de sodio (por triplicado), se
obtuvieron curvas tipicas sigmoidales con puntos de inflexién apreciables en un volumen
adicionado de titulante, aproximado a lo esperado segin la estequiometria de la reaccion
asociada en cada caso (figura 9).

Sin embargo, para la titulaciéon con agentes oxidantes comunes como lo son los iones
permanganato (figura 9) y dicromato (fig. 10), se obtuvieron resultados no previstos.
Especificamente, la titulacion con permanganato no permitié observar un punto de inflexion,
mientras que la titulacién con dicromato presenté un punto de inflexiéon a un volumen

adicionado no planeado, segtin las reacciones redox y estequiometrias correspondientes
esperadas en ambos casos.
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Figura 8. Curva de titulacién de Cap con NaOH.
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Figura 9. Curva de titulacién Cap con KMnO, Figura 10. Curva de titulacion de Cap con K.Cr,0..

30

Tal y como se sefialé con anterioridad, las titulaciones de Cap empleando permanganato
y dicromato impidieron obtener una curva de titulacién coherente con los resultados
esperados segun la estequiometria de las reacciones redox asociadas. Lo anterior permite
inferir que durante estas operaciones no se efectué solamente la reaccidén esperada, o
bien, hubo alguna interferencia. Por lo tanto, es posible que durante estas titulaciones haya
ocurrido una oxidacién vigorosa del Cap (figura 11) debido a la alta capacidad oxidante que
el permanganato y el dicromato poseen en relacion al complejo Cu(Neo),*". La oxidacion

vigorosa de tioles para la formacion de acido sulfénico, acido sulfinico o acido sulfénico se
encuentra reportada.
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Figura 11. Formacién de dcido sulfénico a partir de un tiol. (Wade, Jr. L., 2011) S
3y
= =

Determinacion del contenido de captopril en la muestra de materia prima.
Con los resultados de las titulaciones realizadas con el complejo Cu(Neo),*" e hidréxido ‘P‘“-
: . . . QY
de sodio, se calcula con el volumen al punto de equivalencia respectivo (figuras 12 y 13) el dvgss
contenido de Cap en la muestra analizada (tabla 2).
0
I
N - |/
W,C 0K

Figura 12. Primera razén de cambio para la curvas de titulacion de Cap con Cu(Neo) .

e @
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Figura 13. Primera razén de cambio para las curvas de titulacion de Cap con hidrdxido de sodio.
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Tabla 2. Resultados de la cuantificacion de Cap.

Titulacion de Cap % Pureza (materia prima)
3 Con Cu(Neo),?* 89.87 % +3.39 %
A Con hidréxido de sodio 100.75 % + 6.46%
=X
(=)
= Debido a que existen diferencias significativas entre ambas titulaciones se procedera a realizar
VIR un mayor numero de repeticiones, controlando temperatura, agitacioén y tiempo de lectura.
o -
Estimacion del potencial estandar condicional experimental para los pares redox involucradps.
CX Se establecio la ecuacion de Nernst que define el potencial al equilibrio antes y después
e del punto de equivalencia en cada titulacién, y se hizo el analisis de regresién lineal
respectivo (tabla 3).
(‘)l Tabla 3. Andlisis de regresion lineal obtenidos para la determinacion del E° del par respectivo.
N\
WC 0 Kt . ., Par redox presente . Ordenada al origen
& Titulacion L Pendiente (V)
al equilibrio )
Antes del punto de Cu(Neo),*/
. . 0.0592 0.5598
equivalencia Cu(Neo),*
Cu(Neo),? con Cap -
Después del punto .
: _ DiS/Cap 0.0284 0.4942
de equivalencia
Antes del punto de .
. . DiS/Cap 0.0227 0.4970
Cap con Cu(Neo),* equivalencia
#1 Después del punto Cu(Neo),>/
: . 0.0685 0.5601
de equivalencia Cu(Neo),*
< Antes del punto de .
e ] _ DiS/Cap 0.0234 0.4946
Cap con Cu(Neo),* equivalencia
o #2 Después del punto Cu(Neo),z/
. . 0.0639 0.5613
de equivalencia Cu(Neo),*

En todos los casos la ordenada al origen corresponde con el potencial estandar condicional
experimental del par redox que impone el potencial al equilibrio. A partir de ello se estiman los
potenciales estdndar condicionales (tabla 4).

Tabla 4. Potenciales estdndar condicionales experimentales estimados.

Titulacién E°’ DiS/Cap (ENH) E°’ Cu(Neo),”/Cu(Neo)," (ENH)
Cu(Neo),* con Cap 0.4942 0.5598
Cap con Cu(Neo),* 0.4970 0.5601
Cap con Cu(Neo),* 0.4946 0.5613
PROMEDIO 0.4953 0.5604
Desviacién estandar 0.0015 0.0008
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Conclusiones

Se determiné la factibilidad de realizar la determinacién potenciométrica de captopril
utilizando el complejo Cu(Neo),*" como valorante y un 90 % del contenido esperado en la
materia prima. Ademas, no fue posible realizar la determinacién empleando permanganato
de potasio y dicromato de potasio, pues su alta capacidad oxidante ocasiona que ocurra
la oxidacién vigorosa del captopril, por lo que el uso de Cu(Neo),*" como titulante
es mejor opcion.

También se realizé la determinaciéon de la misma muestra mediante una titulacion
potenciométrica con hidréxido de sodio, encontrando un contenido ligeramente mayor, esto
debido a la mayor cuantitatividad de la reaccion acido-base.

Por otro lado, se pudieron determinar experimentalmente los valores para los potenciales
condicionales estandar del captopril y del complejo, iguales a 0.4953 V y 0.5604 V vs ENH,

respectivamente.

Finalmente, se propone llevar a cabo mas estudios que permitan corroborar los resultados
obtenidos, pues en la literatura no se encuentra reportado el uso de la reaccién del captopril
con Cu(Neo),”" en una determinaciéon potenciométrica.
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OBTENCION, CARACTERIZACION Y ESTUDIO
TEORICO DE LOS HiBRIDOS NO-COVALENTES

=
o
A DE GRAFENO CON FTALOCIANINAS.
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9%
9,
Resumen
L Los hibridos de ftalocianina con nanomateriales de carbono como grafeno, 6xido de grafeno
L 0K o nanotubos de carbono presentan problematicas como toxicidad, impacto ambiental, costo

de materias primas y procesamiento. En el presente trabajo planteamos la posibilidad de

obtener compositos de ftalocianinas metalicas con grafito, material inofensivo de bajo

costo, mediante un procesamiento mecanico libre de disolvente. LLos compositos obtenidos

se caracterizaron por diferentes técnicas experimentales: SEM, espectroscopia Raman y
UV-visible, XRD y TGA. Los resultados sugieren una alta eficiencia del procesamiento

mecanico que ayuda en la exfoliacioén del grafito, asi como en la formacién de compositos
grafito/Pcs sin generar grandes cantidades de defectos en su superficie. Ademads, mediante

< un estudio tedrico por DFT analizamos la adsorcion de las ftalocianinas sobre modelos de
grafeno pristino y con defectos estructurales. Los resultados sugieren fuertes interacciones

O% por apilamiento - y una notable distorsion de la ftalocianina para incrementar el area de

contacto con las laminas de grafeno.

Palabras clave: grafito, ftalocianinas, molino de bolas, DFT, defectos topoldgicos.

>
Antecedentes

El grafito es el alétropo mas comuin y accesible del carbono, cuya estructura hexagonal
estratificada proporciona, por medio de su exfoliacion, uno de los nanomateriales mas
prometedores en el area tecnologica, el grafeno. Este nanomaterial posee propiedades
tisicas y quimicas excepcionales, tales como una extensa area superficial, alta conductividad
eléctrica, fuerte resistencia mecanica, etc., que han sido empleadas en diversas areas como
catalisis, fotoconversion, nanomedicina, etc. (Geim y Novoselov, 2007,2009).
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La formaciéon de hibridos para la combinacién sinérgica de grafeno con otras especies
quimicas es una estrategia con prometedores resultados para el disefio racional de materiales
nanoestructurados. En este contexto, se han obtenido sistemas multifuncionales de
ftalocianinas con derivados de grafito que exhiben propiedades electrénicas mejoradas, en
comparacion con las especies aisladas, debido a su extensa area superficial activa, asi como
a la presencia de iones metalicos de coordinacion y la posibilidad de adicionar una gran
variedad de sustituyentes periféricos en los macrociclos. Por ejemplo, se ha observado una
transferencia electrénica intrahfbrida que mejora la actividad catalitica y de fotoconversion,
propiedades de utilidad en la fabricaciéon de celdas solares, celdas de combustible, sensores,
dispositivos optoelectronicos, etc. (Li et. al., 2020; Xu et. al., 2015; Karousis et. al., 2012;
Mani et. al., 2015)

La formacion de estos hibridos generalmente contempla diferentes procesos que incluyen
la obtencién de grafeno y su posterior funcionalizacion, para el primero de ellos existe
una gran variedad de métodos, tales como el crecimiento epitaxial de grafeno sobre SiC
o el crecimiento por CVD sobre superficies metalicas (Riedl C. et. al., 2010), la escision
micromecanica o método “scotch tape” (Geim y Novoselov, 2007; Novoselov et. al., 2005),
métodos en fase liquida, como la exfoliaciéon solvotérmica, ultrasénica o quimica (Qian et.
al., 2009), o bien, métodos innovadores y atractivos con menor impacto ambiental, que

disminuyen los aditivos exfoliantes y estabilizadores requeridos, como la molienda humeda
(Zhao et. al., 2010).

Con el objetivo de disminuir el costo e impacto ambiental, existe la tendencia de disminuir
el nimero de etapas para la sintesis de compuestos hibridos, mediante la implementacion
de dos o mas pasos en un mismo proceso quimico. Al respecto, se han reportado trabajos
que estudian la formacién de materiales nanoestructurados basados en grafeno mediante la
exfoliacion y funcionalizacion in situ de grafito por métodos electroquimicos, ultrasénicos y
de molienda mecanica (Salavagione, 2014).

La formacién de compésitos con ftalocianinas a partir de grafito ha sido abordada mediante
un procesamiento electroquimico y ultrasénico en fase liquida, en los cuales se implementa la
capacidad de apilamiento -7 de las ftalocianinas como agente exfoliante, y posteriormente
como estabilizador de las hojas dispersas, al formar hibridos no-covalentes grafeno/
ftalocianinas (Malig et. al., 2011; Brinkhaus et. al., 2013; Mensing et. al., 2012; Pakapongpan
et. al., 2014).

En este mismo sentido, el procesamiento mecanico ha sido reportado unicamente para la
tuncionalizacién no-covalente de nanotubos de pared simple (SWNT) con ftalocianina de
cobre (CuPc), obteniendo hibridos con propiedades termoeléctricas mejoradas (Chen et. al.,
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2020). Sin embargo, su uso en la formacion de compésitos con ftalocianinas a partir de grafito,
ain no ha sido estudiada. En el presente trabajo, estudiamos la posibilidad de implementar
_ el procesamiento mecanico, mediante un molino de bolas, para la formaciéon de compositos
i con ftalocianinas de base libre (H,Pc) y metalicas (M(II)Pc, M(IT)= Mn, Fe, Co, Ni, Cu,

Zn) a partir de grafito. Caracterizamos los hibridos obtenidos por diferentes técnicas

=
39 experimentales. Ademas, empleamos calculos teoricos por DFT para estudiar el mecanismo
:_:f \§° de interaccién en los hibridos formados.
Obijetivo (s)
B . — - o .
"‘s’- 1. Realizar la sintesis de compositos de grafito con ftalocianinas mediante un
&) procesamiento mecanico en un molino de bolas libre de disolvente para su postetior
caracterizacion con diferentes técnicas experimentales.
J8 2. Estudiar la adsorcién de las ftalocianinas sobre modelos de grafeno tipo cluster
WC 0K por medio de la teorfa de los funcionales de la densidad para evaluar los cambios

geométricos y electronicos ocurridos tras la interaccion.

Metodologia

Los materiales empleados fueron los siguientes: Se emplearon siete ftalocianinas, una de
base libre (H,Pc) y seis metalicas (MnPc, FePc, CoPc, NiPc, CuPc, ZnPc) y grafito en
polvo (tamafio < 20 pm). Usamos una mezcla de 10% de MPc (H,Pc, MnPc, etc.) y 90%
de grafito. Se colocaron 4 g de la mezcla reactiva dentro de un reactor con 20 bolas de
. carburo de tungsteno. El proceso de molienda se llevé a cabo a temperatura ambiente y a
( presion atmosférica durante 48 h a 400 rpm, usando un molino Planetary Ball Mill XQM-
O% 0.4A de TENCAN. Los compdésitos obtenidos se caracterizaron por diferentes técnicas
experimentales, entre ellas SEM, Raman y TGA, cuyos resultados se presentan para su

analisis mas adelante.

El modelado teérico se llevd a cabo en el médulo Dmol3 DFT disponible como parte del
[ paquete de software Materials Studio 8.0. El funcional empleado Perdew-Burke-Ernzerhof
(PBE) dentro de la Aproximacién de Gradiente Generalizado (GGA), en complemento con
la correccion de dispersion de Grimme, que toma en cuenta las interacciones por dispersion,
importantes en los sistemas no-covalentes como los aqui estudiados. El conjunto de base
usado fue la base numérica doble DNP. Finalmente, las energias de formacion (AE ., 0
simplemente AE) se calcularon con base en la siguiente ecuacion:

AE =E

GM+MPe GM+MPe (EGM + EMPf)

Donde Ei es la energfa absoluta del respectivo sistema.
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Resultados y discusion

Las imagenes SEM muestran un cambio en la morfologfa de las ftalocianinas aisladas, las
cuales se presentan como una distribucioén uniforme de estructuras tipo varilla con diversos
tamafios micrométricos. En la Figura 1 se presentan las imagenes correspondientes al grafito
pristino y procesado, con y sin ftalocianinas. En ellas se puede observar una reduccion del
tamafo de particula del grafito molido, por debajo de 5 pm (Figura 1b), en comparacién con
el grafito pristino (Figura 1a), asi como un cambio radical en el tamafio y morfologia de los
compositos (Figura 1c-1i) comparados con los materiales aislados. Los compésitos exhiben
caracterfsticas similares a escamas con un recubrimiento heterogéneo de ftalocianinas (Figura
lc-1i), una estructura desordenada de capas apiladas, ambos fenémenos han sido observados
anteriormente en este tipo de compositos e implican la existencia de fuertes interacciones
entre el grafito exfoliado y las MPcs. Debido a que el material predominante es el grafito (9:1
wt), las imagenes presentan caracteristicas muy similares para las diferentes ftalocianinas.

Figura 1. /mdgenes SEM (x5000) representativas de: a) grafito pristino, b) grafito molido y los
compositos ¢) G+H Pc, d) G+MnPc, e) G+FePc, f) G+CoPc, g) G+NiPc, h) G+CuPc, i)G+ZnPc.

Los espectros para las muestras de grafito pristino, molido y tratado con H,Pc, mostrados enla
Figura 2, describen con detalle los cambios estructurales debidos al procesamiento mecanico.
El espectro perteneciente al grafito pristino (G) presenta las sefiales caracteristicas D, G, 2LO
y 2D, localizadas en 1350, 1582, 2453 y 2720 cm-1, respectivamente. Los espectros de las
muestras molidas también presentan dichas sefiales, con algunas variaciones en la intensidad
que proporcionan informacién importante respecto a su estructura. Las muestras molidas
(Gm y G+MPc) presentan una banda simple y simétrica 2D, indicativo de la exfoliacion del
grafito en una o pocas capas apiladas de grafeno. También se observo un incremento en la
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relacion ID/1G tras el procesamiento mecanico, para G se obtuvo un valor de 0.037, tras su
molienda (Gm) incrementé hasta 0.258, mientras que los espectros de G+MPc presentan

=3 una banda D notablemente mayor, con valotes ID/IG en el rango de 0.422-0.664, este
A tenémeno se produce por una distorsion de la red sp2 debido a la eficiencia de la molienda
3 y defectos estructurales formados durante ésta, asi como una fuerte interaccion entre el
N grafito exfoliado y las MPc depositadas sobre su superficie. Adicionalmente, se observaron
z = algunos picos caracteristicos de las ftalocianinas, los mas evidentes se localizaron en 680,

1140, 1426, 1449 y 1538 cm-1, estos tres ultimos en forma de hombro de las bandas D y G,

9 atribuibles a modos de respiracion del macrociclo o sus subunidades (anillos de benceno,
.=§§' pirroles e isoindoles), asi como algunos modos de estiramiento o deformacion de los enlaces
& C=Ny C=C.

Figura 2. Espectros representativos Raman de: grafito pristino (G), grafito molido (Gm) y grafito

O
P tratado con H Pc (G+H Pc).
o % Las curvas TGA, presentadas en la Figura 3, ayudan a evaluar la estabilidad térmica de las

muestras, asi como hacer una estimacion del contenido de ftalocianina. I.a descomposicion
del grafito pristino ocurre en una sola rampa de temperatura de 650° a 900°C. Tras su
procesamiento mecanico, el grafito molido presenta una disminuciéon en la temperatura
de descomposicion causada por una disminucion del tamano de particula, que comienza
paulatinamente a partir de ~250°C, con un punto de inflexién que acelera el proceso en
450-500°C. Respecto a los compésitos G+MPc podemos observar una pérdida de peso
del 10-20 % en un rango de 200-400°C, en acuerdo razonable con la proporciéon de
ftalocianina utilizada. Dicha descomposicién corresponde a dos procesos simultaneos, el
primero debido a la ftalocianina, cuya degradacion varfa entre 200° y 600°C, mientras que
el segundo, que se prolonga hasta consumir por completo la muestra entre 600-800°C, es
debido a la degradaciéon del grafito molido en ~250°C de acuerdo con la curva Gm. La
estabilidad térmica de los compositos varfa respecto a las ftalocianinas utilizadas. G+H,Pc
presenta la mayor estabilidad de las muestras tratadas, cuya temperatura de descomposicion
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promedio se encuentra entre los 700 y 750 °C, aproximadamente 50 °C por encima de los
compositos con NiPc, ZnPc e incluso del grafito puro molido. Mientras que la degradacion
de las muestras tratadas con ftalocianinas de Mn, Fe, Co y Cu es considerablemente menor,

entre 150-200°C por debajo de la de base libre. A
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Figura 3. Curvas TGA de grafito pristino (G), grafito molido (Gm) y los compdsitos de grafito tratados
con ftalocianinas (G+MPc).

Los calculos teéricos por DFT son una herramienta de gran utilidad para estudiar algunas
caracteristicas especificas de la interaccion no-covalente en los compésitos de grafito con
ftalocianinas que resulta sumamente complicado o imposible de forma experimental. El
modelo elegido para el estudio fue cluster monocapa de grafeno (GM, Figura 4), utilizado
en estudios previos, de geometria hexagonal plana (con simetria D2/ idealizada) similar a
los modelos cluster tipo supercoroneno, con dimensiones minimas de 26.4 x 29.0 A para
adsorber sobre sf las ftalocianinas cuyas dimensiones oscilan alrededor de 15 A. En dicho
modelo todos los enlaces en el borde de la lamina fueron llenados con atomos de H.

e @

-l

Figura 4. Modelo de grafeno GM y dos ftalocianinas representativas (H,Pc y CuPc) empleadas en los
complejos no-covalentes GM+MPc.
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Las ftalocianinas empleadas fueron las utilizadas experimentalmente (M(II)Pc, M= H , Mn,
Fe, Co, Ni, Cu y Zn), cuyos modelos estan conformados por cuatro unidades de isoindol

=3 conectadas por atomos de nitrégeno, ademas de un par de cationes H" o un catién de metal
A de transicion divalente M(II) en la cavidad central del macrociclo, en la Figura 4 se presentan

3 dos MPc representativas. Estas moléculas poseen una caracteristica estructura plana de
=N extensién maxima de ~15 A, que les proporciona angulos N-M-N y C-M-C (representados
Al .
= en la Figura 5a) cercanos a 180°.

El analisis de los complejos formados se realizé en términos de los cambios geométricos,

',a§ la fuerza de unién y propiedades electronicas. En la Figura 5 se presentan dos complejos
Lo representativos resultados de la optimizaciéon geométrica. A simple vista no se observan

cambios significativos en la planaridad de las ftalocianinas, debido a que la interacciéon con una

hoja plana de grafeno no produce una deformacion evidente. Sin embargo, una disminucion

3\ de los angulos N-M-N y C-M-C sugiere una ligera distorsiéon del macrociclo. Por otro lado,

(0K ladistancia de interaccion es cercana al valor tipico de ~3 A para estos hibridos, con valores

que oscilan entre 3.257 y 3.522 A, en todos los complejos la mayor cercanfa se obtuvo con

los atomos N de la esfera de coordinacion, probablemente debido a la ligera distorsion del
macrociclo mencionada anteriormente.

Figura 5. a) Angulos N-M-N y C-M-C analizados para las ftalocianinas aisladas y sus respectivos
complejos y dos complejos no-covalentes representativos b) GM+H Pc y ¢) GM+CuPc.

Los altos valores (en valor absoluto) de energfa de formaciéon (AE) calculadas para los
N . . ., . .
complejos, en el rango de 62.1-67.6 kcal /mol, sugieren una fuerte unién entre las ftalocianinas
y la hoja de grafeno. Los valores de AE para las MPc son muy similares, con una diferencia
maxima de apenas 5.5 kcal/mol, sin embargo, en las ftalocianinas metalicas parece existir
una influencia del atomo central en la fuerza de adsorcién, que incrementa conforme al
numero atomico del metal desde Fe hasta Zn.

Un parametro electronico importante de analizar con la formacién de complejos es la
distribucion de los orbitales frontera, sus respectivos valores HOMO-LUMO gap (Egp)

ap/ 2

asi como la distribucién de la densidad de espin en aquellos sistemas de capa abierta. Tanto
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la distribucién de los orbitales frontera como la densidad de espin es variable y no parece
exhibir un patrén claro. Por otro lado, el Egap calculado para el modelo de grafeno fue
0.726 eV, mientras que para las ftalocianinas aisladas varia en un amplio rango entre 0.345
(MnPc) y 1.465 eV (NiPc). Comparando las energias E_ . de las ftalocianinas aisladas con sus
respectivos complejos, se observa que en todos los casos estos tltimos presentan un valor
entre 38 y 65 % menor.

Conclusiones

Se logrd la formacion de compédsitos mediante el procesamiento mecanico de grafito con
monoftalocianinas metalicas y de base libre en un molino de bolas libre de disolvente a
temperatura ambiente. Se observaron cambios en la morfologfa de las muestras tratadas, se
formaron particulas micrométricas de grafito exfoliado con un recubrimiento heterogéneo
de ftalocianina. Los espectros Raman confirman la eficiencia de la molienda en la exfoliacién
del grafito, ademas, los mayores valores 1 /I . de las muestras tratadas fueron interpretados
como fuertes interacciones entre las moléculas MPc y las laminas exfoliadas, asi como
una minima presencia de defectos estructurales formados durante el procesamiento. El
tratamiento mecanico disminuye la estabilidad térmica de las muestras en mas de 150°C,
producto de la fragmentacion y exfoliacion del grafito, ademas de la menor temperatura de
descomposicion de las ftalocianinas que forman los compésitos. De acuerdo con los altos
valores de AE (~ 65 kcal/mol, en valor absoluto) calculados por DFT, la formacion de
los complejos GM+MPc ocurre por fuertes interacciones 7-n sin producir una distorsion
pronunciada en su estructura.
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Resumen

Se investigd la eliminacién de ibuprofeno, en suspensiones acuosas de nanomagnetita en
presencia de magnetita soportada sobre nanotubos de haloisita (Fe,O,/NTH) por una
reaccion heterogénea tipo Fenton. Se trabajo con un disefio experimental para evaluar los
efectos del IBU en la adsorciéon y en la mineralizacion a través de una reaccion Fenton
heterogénea utilizando Fe,O,/NTH como catalizador. Para la adsorcién, los resultados
mostraron que la adsorcién de ibuprofeno depende del pH (8.5 % a pH 2y 2-3 % a pH
7y 12), los resultados se ajustan a una cinética de pseudo-segundo orden y una isoterma
de adsorcion de Freundlich (1*=0.99872 y *=0.99126 respectivamente). Se ajustaron datos
experimentales para lograr el mayor porcentaje de mineralizacion a pH 7, los cuales fueron
de 1.5 gl.! de dosis de catalizador y 0.5 M de H,O, (98 % de mineralizacién y 99 % de
degradacion de IBU).

Palabras clave: Ibuprofeno, magnetita, Fenton, adsorcion.
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Antecedentes

Los productos quimicos de preocupacion emergente (PQPE) son contaminantes presentes
= . . ’ . ,
< en los sistemas acuosos en el rango de partes por billéon (ppb) o partes por trilléon (ppt).
A Segun las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, sus metabolitos, productos de

i degradacion, y las caracteristicas de los suelos, estas sustancias pueden llegar a alcanzar las
g u},ﬂ aguas subterraneas y contaminar los acuiferos o bien quedar retenidas en el suelo y acumularse
= = pudiendo afectar al ecosistema y alos humanos a través de la cadena trofica (Barcel6 y Lopez,

2012). El ibuprofeno y sus metabolitos han sido encontrados en plantas de tratamiento de
!%§. aguas, en aguas residuales domésticas y en cuerpos de agua superficiales. Los tratamientos

‘.»‘ A de aguas residuales no son del todo satisfactorios, al punto que se ha detectado que muchos

compuestos persisten sin alteracion alguna ain después de aplicar tratamientos terciarios

(Tan, 2013). Por tal razén, es importante identificar y evaluar la eficiencia de otras tecnologias

9 para el tratamiento de aguas, con el fin de proponer alternativas que permitan minimizar la

M/\ oK presencia de contaminantes emergentes a un bajo costo econémico, energético y ambiental

(Barcel6 y Lopez, 2012). El ibuprofeno no es degradado facilmente por los tratamientos

tipicos empleados en las plantas de tratado (Zheng, 2011), por lo que se necesita del empleo

de otras técnicas como métodos de fotodegradacion solar (Packer, 2003), tratamientos
biolégicos (Kimura, 2005), procesos de oxidacién avanzada (Zwiener, 2000).

Objetivos

Sintetizar magnetita in situ en nanotubos de haloisita, a través del método de coprecipitacion,

P caracterizar el catalizador por las técnicas de adsorcién-desorcion de nitrogeno, difraccion

C de rayos X y espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), realizar un

O% diseno de experimentos en Design Expert, para determinar los factores que influyen en la

adsorcion de ibuprofeno en medio acuoso sobre Fe,O,/NTH, hacer un estudio cinético y de

equilibrio de adsorcién de ibuprofeno en Fe,O,/NTH y ajustar los resultados a los modelos

de pseudo-primer orden, pseudo-segundo orden y difusion intra particula, realizar un disefio

de experimentos en Design Expert, para investigar el efecto del pH, concentracion de H O,

concentracion de Ibuprofeno, y cantidad de catalizador, para encontrar las condiciones
Optimas para la degradacién de ibuprofeno.
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Figura 1. Metodologia para la sintesis de Fe O /NTH.
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Figura 2. Procedimiento experimental para la adsorcion de IBU sobre Fe O /NTH
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Figura 3. Metodologia para la mineralizacién de IBU por reaccion tipo Fenton heterogénea.

Resultados y discusion

Se sintetiz6 Fe O, y Fe,O,/HNT por medio del método de coprecipitacién que consiste en
la mezcla de sales de FeSO, y FeCl, utilizando NH,OH como base.
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Figura 4. a) Magnetita; b) Fe,O,/NTH y c) Fe O /NTH en suspension con campo magnético
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Figura 5. Ciclos de histéresis: tipo H3 para nanotubos de haloisita y tipo H1 para magnetita y
magnetita/haloisita.
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Figura 6. Porcentaje de IBU adsorbido a una concentracién de 15 mg L' sobre Fe O /NTH en funcién del
pH y concentracion de Fe O /NTH
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Figura 7. Grdficas de % IBU mineralizado en funcién de Fe,O /NTHy H,0,a un pH de 7.

Conclusiones

En este trabajo se sintetizé magnetita (Fe,O,) in situ a través del método de coprecipitacion
sobre nanotubos de haloisita (NTH). Se encontré por difraccion de rayos-X, que se logro
la sintesis de Fe O, sobre NTH y a través de la ecuacién de Scherrer, se determiné que el
tamanio de las particulas de Fe,O, fueron de 13.74 nm para la NTH, 12.6 para Fe,O, y 25.23
nm para Fe,O,/NTH. Por adsorcién-desorcion de nitrégeno se determiné que la muestra
de Fe,O,/NTH, tiene una distribucién de tamafio de poro multimodal de material meso y
macroporosos, con un ciclo de histéresis tipo H4, y area superficial de 67.69 m2g-1. A través
de la FTIR, se observé la formacion de magnetita (Fe O),).

Después de establecer las propiedades texturales y estructurales de Fe,O,/NTH, se realizé
un disefo de experimentos Box Behnken en Design Expert 11, para determinar los factores
que influyen en la adsorciéon de ibuprofeno en medio acuoso sobre Fe O,/NTH. Los
resultados de adsorciéon de IBU que se ajustaron a la ecuacion del modelo cuadratico y la
superficie de respuesta mostraron que la adsorcion de ibuprofeno depende del pH (8.5%
a pH 2y 2-3% a pH 7 y 12), estos resultados indican que a pH acidos se ve favorecida la
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adsorcion de IBU en Fe,O,/NTH, debido a que los protones del acido carboxilico del IBU
forman puentes de hidrogeno con las superficie de Fe,O,. También, se encontr6 que a mayor
cantidad de H O, y de dosis de Fe,O,/NTH se increment6 la adsorcion. A través del analisis
estadistico ANOVA, se encontré que la relacion de la respuesta con los factores A: pH, B:
dosis de Fe, O 4/ NTH se obtiene a través de la ecuacion: %IBU adsorbido = 3.47 - 3.33 A +
0.1867 B-0.12 AB + 2.5 A*- 0.7338 B% Ademas, que los resultados se ajustan a una cinética
de pseudo-segundo orden y a una isoterma de adsorciéon de Freundlich (R*=0.99872, »* =
3.276E*y R*°=0.99126 y », = 0.1244 (mg g™).

También, se realizé un disefio de experimentos en Design Expert 11, para determinar
los factores que influyen en la degradacion de ibuprofeno en medio acuoso sobre Fe O,/
NTH a través de la reaccion tipo Fenton heterogénea. A través de disefio experimentos
de monitoreo factorial 23 se encontraron las mejores condiciones para ajustar el modelo
para mineralizaciéon a pH 7. Se obtuvo la ecuaciéon del modelo cuadratico que describe
cuantitativamente la relaciéon de la respuesta con los factores y asi poder conocer las
condiciones 6ptimas de experimentacion y los principales factores para la mineralizacion
de IBU: % IBU Mineralizado = 98.6 + 1.39 A + 0.2817 B - 0.9275 AB - 1.51A* - 7.93 B>
Por medio del software Design Expert 11 se utilizé un disefio de experimentos tipo Box
Behnken y se obtuvieron las condiciones 6éptimas experimentales para la mineralizacién de
IBU (15 mg L") a un pH de 7 y 298.15 K que son a una concentracion de catalizador de 1.5
mg L! y una concentracion de oxidante de 0.5 M, ya que aun aumento de concentracion de
estas hay una saturacién en los sitios activos en la superficie del catalizador que es donde
ocurre la formacién de radicales hidroxilos. Finalmente, se logré degradar hasta un 99.99%
de IBU utilizando las condiciones 6éptimas de reaccion.
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EL EXTRACTO ACUOSO DE PINGUICA (Arctostaphylos
pungens Kunth) COMO AGENTE REDUCTOR
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Resumen

En este articulo se reporta el desarrollo de una metodologia respetuosa con el medio
ambiente usando el extracto acuoso de Arctostaphylos pungens Kunth como reductor y un
diseno de experimentos factorial de 2 niveles, 4 factores numéricos y 3 respuestas para
obtener un tamafio nanométrico e indice de polidispersidad minimos. La caracterizacion
de las nanoparticulas obtenidas se realizé por espectroscopia UV-Vis, IR y el tamano por
dispersion dinamica de la luz. Las condiciones de sintesis asi obtenidas fueron: temperatura
de 30°C, volumen de extracto 3ml., concentracion de extracto 1399 ppm y una concentracion
de nitrato de plata de 3mM. Los resultados espectroscopicos fueron los siguientes: la banda
de Plasmoén en 433 nm (espectrofotometria UV-Vis por 4ta derivada), un desplazamiento
de la banda estiramiento de carbonilo de 1640 cm™ (extracto) a 1704 cm’, indicando su
interaccién con los nucleos de plata (IR-FT) y un tamafio de particula de 24.88 nm (Pdl:

0.125) (DLS). Las AgNP s lograron catalizar la reducciéon de m-dinitrobenceno y p-nitrofenol
con NaBH,

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, Arctostaphylos pungens, p-nitrofenol

Antecedentes

Actualmente se ha puesto mucha atencién en las nanoparticulas metalicas por las variadas
aplicaciones tecnoldgicas por su tamafio y propiedades fisicas y quimicas. Las nanoparticulas
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de plata sobresalen por sus propiedades en catalisis, antimicrobianas, antifingicas,
anticancerigenas y en tratamiento de aguas. Las nanoparticulas de plata se pueden obtener

=3 por varios métodos, sin embargo, presentan algunas desventajas como costo y toxicidad
A por lo que se consideran no amigables para el medio ambiente. El uso de extractos de
3 plantas surge como una opciéon eco-amigable y la especie Arctostaphylos pungens conocida
N popularmente como pingtiica, que forma parte de los recursos herbolarios de la medicina
z = tradicional mexicana desde el siglo XVI (Alonso-Castro, 2016) (De la Cruz & Badiano, 1991)

para el tratamiento de enfermedades del tracto urinario, es una excelente opcién por su

9 composicion quimica reportada, acido galico y arbutina (Barredo-Escalona, 2019) conocidos
.}§§' por su capacidad reductora.
.‘ O
Objetivo
9 Desarrollar una metodologia de obtencién de nanoparticulas de plata usando el extracto
A

(oK acuoso de las hojas de la especie Arctostaphylos pungens (pingtiica) y un disefio experimental
3 . ., . ., . ., .,
para su caracterizacion y aplicaciéon como catalizador de una reaccion de reduccion.

Metodologia

Preparacion del extracto

Las hojas de la especie A. pungens se adquirieron en el mercado “Sonora” de la Ciudad
de México y se utilizaron sin tratamiento de conservacién, ya que se venden secas,
P posteriormente se trituraron utilizando un molino de cuchillas marca Moulinex 1, 2, 3®. El
C triturado obtenido se tamizo a través de una malla 20 (abertura 0.841 mm) hasta la obtenciéon
% de un polvo grueso (Secretaria de Salud, 2021). El extracto se prepard calentando 50 mL
de agua destilada a 80°C y se adicionan, por separado, 0.5 g, 0.75 g y 1.0 g para obtener
concentraciones equivalentes a 7000, 10500 y 14000 ppm respectivamente. La mezcla se
mantuvo a 80°C por 30 min y agitacién constante, posteriormente se dejo enfriar hasta
temperatura ambiente. La separacion del residuo vegetal del extracto crudo se realizé por
filtracion y centrifugacion a 3500 ppm por 20 min. Se tomaron 7 mL de cada concentracién,
() se ajustaron a pH=8 con una solucién de NaOH 0.0242 M y se llevaron a la marca de aforo
(10mL) con agua destilada. Se reservaron para su posterior uso.

Diserio Excperimental

El disefio experimental se realizé utilizando el programa Design Expert ® y se plante6 un
disefio de tipo factorial de 2 niveles (2") con 4 factores numéricos, A: temperatura entre 30-
60°C; B; volumen de extracto (1-3 mL); C: concentracién de extracto (7000-14000ppm) y D:
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concentracion de nitrato de plata (1-3 mM) con 5 puntos centrales y 3 respuestas: absorbancia,
indice de polidispersidad y tamafio de particula. El programa propuso realizar 21 ensayos
ordenados aleatoriamente y las respuestas se obtuvieron con los siguientes equipos:
Espectroscopia UV-Vis, Spectrophotometer Macylab Instruments Inc.; Dispersion Dinamica
de la Luz en un Zetasizer Nano-ZS90 Nanoseries ®, y Espectroscopia infrarrojo con un
equipo Frontier FTIR Spectrometer Perkin Elmer ®.

Reduccion de nitroaromaticos

La reducciéon de m-dinitrobenceno y p-nitrofenol a m-nitroanilina y p-amino fenol,
respectivamente, con las AgNP’s preparadas en la presencia de NaBH, fue seleccionada
como modelo de reaccion. La reaccion se realizé en una celda de cuarzo, ahi se adicionaron,
2 mL de m-dinitrobenceno o p-nitrofenol (1 mM); 1 mL de NaBH, (0.1M) y 50 pL de una
soluciéon de las AgNP’s resultado de la optimizacion del disefio experimental, después se
completo6 con agua destilada hasta obtener un volumen final de 4 mL. El curso de la reacciéon
se observo por espectroscopia UV-Vis.

Resultados y discusion

Caracteristicas del extracto

Se obtuvo un extracto de color verde claro y olor caracteristico. Las pruebas fitoquimicas que
se realizaron detectaron la presencia de: fenoles, esteroles, quinonas, saponinas y lactonas,
que coincide con los datos obtenidos de la literatura (Panusa, Petruci, Marrosu, Multari, &
Romana Gallo, 2015) y las bandas detectadas en el espectro de infrarrojo en 3243, 3000,
1640, 1599 y 1204 cm', asignados a estiramiento O-H, C-H (Csp’-H), C=0, C=0, ar C-OH,
respectivamente. También una banda de intensidad media en 1031cm™ caractetisticas de un
enlace O-H d ip.

Diserio experimental

Figura 1. Grdfica de pareto del tamario de una particula
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Los resultados obtenidos de los 21 ensayos aleatorizados del disefio experimental se colocaron
en el programa y por un analisis de varianza (ANOVA) con respecto a la respuesta, tamafo

F3 de particula, se obtuvieron los resultados mostrados en el grafico de Pareto (figura 1).
é Para realizar la mejora del modelo se fueron eliminando uno a uno aquellos factores que no
; son significativos, es decir, aquellos cuyo valor t es inferior al valor t limite, exceptuando a
g los que, aunque no son significativos como la interaccion BC (valor mostrado hasta el rango
=7 15) se incluyen por correccion jerarquica en la regresion manual. Estos valores se consideran
dentro del modelo siempre y cuando haya una interacciéon que los involucre, como, BCD
',a§ (rango 3), si no se considera esta correccion, el programa no mostrarda una ecuacioéon en
Lo términos de los factores actuales solamente lo hara en factores codificados.
El ANOVA del tamano de particula indicé que este modelo se ajust6 al disefio experimental
0 y que los factores importantes colocados de mayor a menor significancia son: Concentracioén
! (/H\O'K* del nitrato de plata (D) y extracto (C); las interacciones entre volumen y concentraciéon del
s

extracto (B y C) y nitrato de plata (BCD); volumen de extracto y concentracion del nitrato
(BD); volumen de extracto (B); y, por dltimo, concentracion de extracto y nitrato de plata
(CD); la temperatura (A) resulto ser no significativa. Ademas, aquellos factores con valores p
superiores a 0.1 como: falta de ajuste y curvatura no afectan al modelo, ya que se busca que
el modelo se ajuste, por lo que se puede afirmar que el modelo se ajusta al diseno. El valor
5 de R? prevista fue de 0.7757 que se encuentra razonablemente cerca del valor de R* ajustada
de 0.9000, lo cual es bueno, pues de ser mayor a 0.2 indicaria que hay un problema con los
datos o el modelo. El valor de precisiéon adecuada mide la relacion sefal-ruido, de acuerdo
& con los criterios del programa un valor superior a 4 es deseable, por lo que el valor obtenido
s de 17.944 es adecuado y que este modelo se puede utilizar para navegar por el espacio de
disefio y que la ecuacién generada por el programa en términos codificados se puede utilizar

para predecir el tamano de particula (figura 2).

Figura 2. Ecuacion para predecir tamano de particula (nm)

Optimizacién del disefio experimental

En la optimizaciéon del modelo se le indicé al programa qué parametros considerar y el
objetivo, obtener el menor tamano de particula (minimizar TP) con el menor indice de
polidispersidad (minimizar PdI entre 0.166-0.26) con la menor temperatura y maximizando
los demas factores, para esto, el programa calcula una serie de soluciones en base ala ecuacion
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que describe el tamafio de particula. Asi con estos términos se presentaron las condiciones
de la obtencién de nanoparticulas de plata con el extracto acuoso de las hojas de pingtiica

(tabla 1).

X

CH-OH

Hg (\
B
H, ¢~

e
X
INVA,

Tabla 1. Condiciones para la preparacion de AGNP ’s
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Con las condiciones mostradas en la tabla 1 para obtener el menor tamafio de particula, se
realizo la sintesis de AgNP’s con el extracto acuoso de las hojas de pingtiica por triplicado y
se obtuvieron los resultados mostrados en las tablas 2 y 3.

e @

Tabla 2. Valores de tamario de particula optimizacién ~ Tabla 3. Valores de tamario de particula optimizacion

Como se puede observar en ambas tablas los valores experimentales se acercan alos supuestos
por el programa. En conclusion, las condiciones 6ptimas de sintesis de nanoparticulas de
plata con el extracto acuoso de pingtica para obtener un tamafio alrededor de 24.88 nm con
un PdI de 0.125 son: Temperatura de 30°C; volumen y concentracién de extracto 3mL y
1399 ppm, respectivamente; y una concentracion de nitrato de plata de 3mM.
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Caracterizacion de las AgINP s

A) Espectroscopia UV-Vis
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Figura 3. Espectro de absorcién UV-Vis extracto, benzoquinona y AgNP’s a partir de compuestos puros

30

Figura 4. Espectro UV-Vis de las AgNP’s del extracto de hojas de pingliica de orden cero, 29y 49 derivada

En la figura 3 (izquierda) se muestra el espectro de absorcion del extracto a pH 8 y las

n

AgNP’s utilizando el extracto como blanco, en éste se observa que las especies que absorben
entre 324 y 338 nm son las que reducen a la plata de Ag* a Ag® y que la banda de plasmoén
caracteristica de las AgNP’s se encuentra en una longitud de onda de 428 nm con una

4—5 absorbancia de 1.889. Sin embargo, por datos obtenidos de la literatura (Agencia Espafiola
de medicamentos y productos sanitarios, 2003), la arbutina se hidroliza a un pH ligeramente
O

basico a hidroquinona, lo que supone que ésta es la que esta presente en el extracto vy,
por tanto, reduce la plata y se oxida a benzoquinona. De ahi que se realizé la obtencion
de nanoparticulas utilizando estandares quimicos puros de arbutina (ARB), hidroquinona

(HIQ) y benzoquinona (BZQ).
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La arbutina no es capaz de producir AgNP’s ya que no presenta la banda caracteristica de su
formacion en la region de los 400’ nm (figura 3, izquierda). Pero el producto de hidrdlisis,
hidroquinona si y la banda de AgNP’s y el producto de oxidacién, benzoquinona, coinciden
en la misma regioén por lo que es adecuado pensar que la banda correspondiente al producto
de oxidacién de la hidroquinona (benzoquinona) se encuentra solapada con la banda de
plasmoén de la AgNP’s del extracto. Entonces para identificar el valor de longitud de onda
de cada una, banda de plasmén y benzoquinona, se realizé un tratamiento de datos que
consistié en derivar los espectros UV-Vis de orden cero de las AgNP’s del extracto acuoso de
las hojas de pingtiica y benzoquinona (figura 4, derecha). Los espectros de 2* y 4* derivada de
benzoquinona permitieron distinguir dos longitudes de onda en 372 y 431 nm (4* derivada)
solapadas dentro del espectro de orden cero de las AgNP’s del extracto de pingtiica. Las
bandas registradas en 415, 433, 435, 442, 446, 451, 453, 461 y 465 nm pertenecen a la
dispersion de tamafios de AgNP’s de la pingtica y la banda en 433 nm (4* derivada) es la
que presentd una absorbancia mayor. La identificaciéon de bandas por 2* derivada se realizé
en aquellas que son intensas, en forma de V y con signo negativo, mientras que las que
se identificaron por 4* derivada fueron las mas intensas, con forma de W y valor positivo

(Gamboa, 1991).

B) Espectroscopia Infrarroja

Figura 5. Espectros IR extracto (negro) y AgNP’s del extracto (naranja)
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El extracto acuoso de las hojas de pingtiica y las AgNP’s en suspension coloidal se liofilizaron
previamente a la obtencion de los correspondientes espectros IR (figura 5). Se compararon

3 los espectros de las nanoparticulas de plata el extracto liofilizadas y, se destaca el aumento
A de intensidad y desplazamiento de la banda en 1704 cm-1, que se asigna al estiramiento del

3 grupo C=0, en el extracto aparece en 1696 cm-1 y se define muy poco. Esta banda resulta de
SN la oxidacion de hidroquinona a benzoquinona y su posible interacciéon con Ag0. En la tabla
] ., .
= = 4 se muestra una comparacion de las frecuencias de las bandas en el espectro IR de extracto
y AgNP’s y se observa un ligero desplazamiento de las frecuencias por su interacciéon con
A los nucleos de plata, de ahi que los compuestos con estos grupos funcionales actian como
%g? estabilizadores de los nicleos de plata.
.“ O
Tabla 4. Frecuencias de las bandas identificadas en el espectro IR (extracto y AgNP's)
0
i
N - Y+
W,C OK

Nota: Los valores de referencia provienen de Pretsch, Blihimann & Bedertscher (2009)1 y Silverstein,
Webster & Kiemle (2005)2

Reduccion de nitroaromaticos

30

Figura 7. Espectro UV-Vis reaccidn de reduccién m- dinitrobenceno

Figura 8. Espectro IR de m-dinitrobenceno reducido
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En las figuras 7 y 8 se muestran los espectros UV-Vis e IR de la reacciéon de reduccion de
m-dinitrobenceno (m-DNB) y el producto de reacciéon. Cuando se adiciona a la solucion de
m-DNB el NaBH, No hay cambios en la forma de la banda ni desplazamiento por el cambio
de pH, sin embargo, cuando se adiciona 1 ml. de NaBH, y las AgNP’s suspendidas (50 uL.)
y después de 2 min aparece una banda en 282 nm asignada a m-NA y la banda en 243 nm
asignada al m-DNB disminuye su intensidad. La banda en 388 nm se asignaa AgNP’s y el
desplazamiento hipsocromico (originalmente era de 433 nm) se justifica por el cambio de
pH provocado por el NaBH, y un consecuente aumento en el tamafio de la nanoparticula.
Por otra parte, en el espectro IR se observa claramente la aparicion de una banda en 3562
cm™ que se asigna a vibracion de enlace NH, st as y en 3462 cm™ para NH, st sy.

Con respecto a la reduccion de p-nitrofenol (p-NP) se observa un comportamiento similar.
Con estos datos se puede afirmar que las AgNP’s tienen actividad catalitica en la reaccion
de reduccion. En el espectro UV-Vis de p-NP (figura 9) se observa una banda intensa y
ancha en 401 nm asignada al 4-nitrofenolato (Siddiq, 2016) que cuando se agreg6 NABH4
no hubo cambios, pero cuando la reaccién se efectia con p-NP, NABH4 y AgNP’s la
reaccion evoluciona hasta que después de 3min aparece una banda en 300 nm que se asigna
al p-aminofenol (Aditya & Pal, 2017). La banda en 401 no desaparece completamente por la
presencia de las AgNP’s. En el espectro IR del producto de reaccién de reduccion (figura 10)
aparece una banda muy ancha entre 3200 y 3600 cm-1 para enlace O-H y solapada a ésta dos
bandas muy pequenas (que solo se registré el valor de frecuencia de una) en 3338.53 cm-1
para NH, aromatica.

Figura 9. Reduccion de p-nitrofenol con NaBH4 y AgNP’s
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"e» Figura 10. Espectro IR de p-nitrofenol reducido
Conclusiones

0 Se sintetizaron AgNP’s a escala nanométrica a partir del extracto acuoso de pingtica, con
y (/\0' ¢ unindice de polidispersisdad muy cercano al calculado por el programa con las condiciones
3

establecidas en la optimizacion, siendo los factores mas significativos: la concentracion de
AgNO, y extracto con sus interacciones. L.a banda de plasmo6n aparece en 433 nm de acuerdo
con datos calculados por 2* y 4* derivada. La evidencia de que la plata se redujo se mostrd
por datos de IR por la banda en 1704 cm de C=0O; por una probable interaccién quinona-
plata. LLas nanoparticulas sintetizadas se pueden utilizar como catalizadores de reacciones de
reduccion con NaBH, de nitroaromaticos como m-dinitrobenceno y p-nitrofenol
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Resumen

El problema que se plantea es la omision de la interseccionalidad en los discursos de la
accesibilidad universal, ocasionando con ello una mirada segmentada que solo se ocupa de
las personas con discapacidad. Este trabajo muestra el disefio curricular de la Especialidad
en Accesibilidad Universal de la UAEMéx' que se conforma de dos periodos lectivos, siendo
el primero un ejercicio de analisis y acercamiento a los diversos grupos vulnerables desde la
perspectiva del derecho, y el segundo periodo un ejercicio sintético de aplicacién desde una
mirada interseccional. Como resultado se muestran los trabajos terminales de los alumnos que
presentan una vision interseccional, entendiendo la accesibilidad universal como un derecho
que reconoce y dignifica la diversidad humana. Se concluye que es necesario extender esta
mirada transcompleja e interseccional de la Accesibilidad Universal desde la academia para
abrir el discurso desde diversas disciplinas y abatir las falsas conceptualizaciones segmentarias
que predominan en el imaginario colectivo.

Palabras clave: Accesibilidad Universal, Derecho, Diversidad, Interseccionalidad,
Transcomplejidad

Antecedentes

El concepto de transcomplejidad implica una mirada simultanea de la transdisciplina y la
complejidad, que abarca un enfoque sistémico y no lineal de las ciencias y del conocimiento.
Bajo este reconocimiento transcomplejo surge una propuesta curricular de programa
de posgrado denominado Especialidad en Accesibilidad Universal, impulsado por la
Universidad Auténoma del Estado de México (Solano, 2022), dentro de cuya problematica
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se desarrollan contenidos provenientes de diversas disciplinas, abordados principalmente
desde el disefio y el derecho, y que al mismo tiempo reconocen la complejidad de la inclusion
desde la interseccionalidad. La Accesibilidad Universal implica un cambio de visiéon que
se fundamenta en la eliminacién de barreras en espacios, objetos, servicios, gestiéon e
J informacién y deviene del derecho que todas las personas tenemos al goce de todo tipo de

espacios, actividades e informaciéon (ONU, 2007). Pero la accesibilidad universal también
tiene consigo el reconocimiento tacito de todos los grupos que han enfrentado este tipo

de barreras y que les han impedido su insercion en la sociedad, incurriendo en el error de

desarrollar un enfoque analitico con el que se separan acorde a sus “distintas” caracteristicas,
de esta manera podemos hablar de grupos como: las personas con discapacidad, las personas
/_X LGTTBQ+, las personas adultas mayores, las mujeres, los infantes, las personas de origen
étnico, las personas en situacion de pobreza, las y los migrantes, etc. Es por ello que, desde
® su disefio curricular, este programa de posgrado desarrolla un método analitico-sintético
3 con el que se pretende desarrollar un proceso de aprendizaje en el que el alumno sea capaz
é de distinguir las necesidades particulares a las que el disefio debe responder de los diferentes
grupos mencionados, para posteriormente poder desarrollar proyectos o implementaciones
en los que la respuesta surja desde un enfoque de derecho y una mirada interseccional.

Objetivo

Como se ha expuesto anteriormente, la accesibilidad universal es un concepto emergente
que busca cambiar el enfoque desde el cual se plantea la arquitectura, el urbanismo y el

disefo; pero también los sistemas de informacién y comunicacion, asi como los servicios y

los productos con los que convivimos dfa a dia. El desconocimiento de la amplia mirada

/_X de la accesibilidad ha tenido como resultado una asociacién incorrecta entre la accesibilidad

y las personas con discapacidad, como si sélo fuera este grupo vulnerado para quien esta

: =? dirigido todo el planteamiento inclusivo, asi como los ajustes razonables. Es por ello que el

g objetivo de este trabajo es mostrar la manera en que la transcomplejidad, como esencia del

®  disefio curricular de la Especialidad en Accesibilidad Universal (UAEMéx, 2022), desplanta

sus discursos desde el derecho y el disefio, para promover un enfoque orientado hacia la

interseccionalidad. Se pretende con ello, analizar la existencia de un enfoque interseccional

J y transcomplejo dentro de los trabajos terminales desarrollados por los alumnos de la

Especialidad en Accesibilidad Universal, como un ejemplo de la manera en que se debe
abordar la accesibilidad universal, evitando centrarse sélo en personas con discapacidad.

Metodologia

La metodologia desarrollada implica un analisis de los contenidos y de las actividades
curriculares desarrolladas durante los estudios de posgrado de la Especialidad en Accesibilidad
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Universal, mismo que se contrasta con los resultados plasmados en los trabajos terminales
de los alumnos con la intencién de evaluar hasta donde se logra plasmar el enfoque de
interseccionalidad y transcomplejidad en los mismos. Para ello, este trabajo muestra el disefio
curricular de la Especialidad en Accesibilidad Universal que se conforma de dos periodos
lectivos, siendo el primero un ejercicio de analisis y acercamiento a los diversos grupos
vulnerados desde la perspectiva del derecho, y el segundo periodo un ejercicio sintético
de aplicacion desde una mirada interseccional. Posteriormente y a la luz de los contenidos
desarrollados en las unidades académicas sera posible retomar algunos de los trabajos
terminales desarrollados y evaluar en ellos el impacto de los enfoques antes mencionados.

Resultados y discusiéon

Este trabajo centra su enfoque sobre dos conceptos basicos que son la interseccionalidad y
la transcomplejidad. La interseccionalidad concede una mirada sistémica y compleja de las
relaciones de poder y condiciones de discriminacion que se agudizan cuando se intersectan las
caracteristicas de un grupo vulnerable con otro; de este modo se entiende que las condiciones
en las que se conjuntan discapacidad y género, por ejemplo, o grupos étnicos con grupos
etarios, contribuyen a profundizar la desigualdad (Collins & Bilge, 2018). El término de
interseccionalidad fue originalmente discutido por Kimberlé Crenshaw (1989), justamente
con la intenciéon de hacer evidente la manera en la que la discriminaciéon se acrecentaba
cuando se trataba de personas de la comunidad LGBTTQ+ y que ademas pertenecian a
grupos afrodescendientes. Con ello cruzaba la vulnerabilidad de los grupos de género no
binario con formas de exclusiéon por motivo de origen étnico. Bajo esta visioén se intenta
visibilizar la reduccién que ha sido un paradigma general en los estudios con referencia a
discriminacion y exclusion de grupos vulnerables con lo que el tema se aborda y que no
reconocen los cruces que existen entre ellos. Es por esta razén que los trabajos terminales de
la Especialidad en Accesibilidad Universal posibilitan, con el enfoque de interseccionalidad,
profundizar en los estudios de los fenémenos de discriminacion y falta de inclusién que son
detonados por la ausencia de criterios de accesibilidad universal.

De la misma manera la transcomplejidad, es el segundo concepto sobre el cual gira la presente
discusion, debido a que esta vision reconoce la complejidad de los fenémenos estudiados
cuyo estudio acotado en una disciplina resultaria siempre incompleto, por lo que se recurre a
la transdisciplina que a su vez reconoce el entramado de las raices de estudios provenientes
desde lo social, el derecho, el disefio, y demas esferas del conocimiento que se cruzan cuando
de accesibilidad universal se trata. La transcomplejidad es la mirada que permite un analisis
multiple para percibir desde una postura abierta, lo inconmensurable e inabarcable de los
tenéomenos en los que se cruza el derecho, la ética, los valores e incluso la politica (Meza,
2014), ya que reconoce la relacion inseparable de la complejidad y la transdisciplina.
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La Especialidad en Accesibilidad Universal ha planteado desde su inicio la inmersion en
conocimientos de ética, donde los contenidos se centran en conceptos de ética y diversidad
humana, los antecedentes de la normalizacién, las tendencias demograficas de la poblacion de
grupos vulnerables, asi como perspectivas del disefio que buscan atender sus requerimientos
particulares como el disefio participativo, el disefio universal y el disefio para todos. De
la misma forma, reconoce la importancia del derecho como enfoque central analizando
la dimensién politica y juridica de la Accesibilidad Universal, asi como el marco legal de
la accesibilidad universal en el contexto mundial y nacional donde se analizan: la Carta
Mundial del Derecho a la Ciudad, la Convencion sobre los Derechos de las Personas con
Discapacidad, la Agenda 2030 y los Objetivos del Desarrollo Sostenible, asi como el marco
legislativo y reglamentario nacional sobre accesibilidad. Asi mismo, los alumnos incursionan
en los principios de accesibilidad universal en los entornos construidos y en los sistemas
urbanos, por lo que se suman conocimientos de arquitectura, disefio y urbanismo, con lo
que, desde el primer periodo lectivo, la transcomplejidad se concreta involucrando diferentes
areas de conocimientos con el enfoque transversal de la accesibilidad universal.

Para el segundo periodo lectivo, la transcomplejidad permite la convivencia de contenidos que
se aplican en el espacio publico, y que suman a la accesibilidad universal, los conocimientos
de la accesibilidad cognitiva (Figura 1), asi como la posibilidad de cursar alguna unidad
académica optativa que nutra el discurso tedrico del trabajo terminal, donde la oferta es:
a). - Neurociencias y Accesibilidad Cognitiva, b). - Derechos humanos y Accesibilidad
Universal, c¢). - Vulnerabilidad y Accesibilidad Universal, d). - Accesibilidad Universal
Educativa y e). - Accesibilidad Universal para el envejecimiento y la vejez.

Los conocimientos logran un esquema de aplicaciéon con la unidad académica llamada
Practica Profesional, donde el alumno logra vincular los contenidos tedricos en un proyecto
de aplicacion practica en alguna instancia o institucién gubernamental o no gubernamental,
por lo que también se desarrolla un ejercicio de retribucién social. El resultado final quedara
plasmado en su Trabajo Terminal, desarrollado lo largo del afio de estudios.

AVAAV VAV VAV VAV A
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Figura 1. Mapa curricular de la Especialidad en Accesibilidad Universal (Elaboracidn propia)

Durante el seguimiento del trabajo terminal, se fomenta el criterio de interseccionalidad, como
una manera de reconocer el contexto complejo de los grupos vulnerables histéricamente
excluidos. Se muestran a continuacién algunos trabajos desarrollados donde es posible
identificar la vision transcompleja, la mirada interseccional, asi como la retribucién social
que se logra con la vinculacion realizada a través de practicas profesionales.
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Trabajo terminal: ACCESIBILIDAD UNIVERSAL EN LOS ESPACIOS
PUBLICOSRURALES, DISENADO PARA LASMUJERES ADULTAS MAYORES

Y CON DISCAPACIDAD.

Este trabajo busc6 romper paradigmas en donde las comunidades asentadas en

territorios rurales, al igual que las ciudades, garanticen accesibilidad para las personas.
En este estudio se aborda el caso de las mujeres adultas mayores, de origen étnico, con
discapacidad y en situacidon de pobreza que se concentran en el espacio publico para realizar
actividades de comercio en Temoaya, Estado de México. El objetivo de este trabajo es
proponer un espacio publico bajo los criterios de accesibilidad universal, en una comunidad
indigena carentes de espacios.

1. Vision transcompleja. Se desarrolla desde el derecho, las politicas publicas, y el disefio
urbano, por lo que es necesario el cruce de estas disciplinas para lograr abordar el
problema.

2. Mirada interseccional. La propuesta visibiliza la interseccionalidad que recrudece la
desigualdad por tratarse simultaneamente de personas adultas mayores, mujeres, personas
con discapacidad y personas de origen étnico.

3. Retribuciéon social. Las practicas profesionales se realizaron en las oficinas del
Ayuntamiento de Temoaya, Estado de México, con quien se desarroll6 el proyecto que
visibilizo a este grupo de mujeres (Figura 2).

Figura 2. Mujeres, adultas mayores personas con discapacidad y en situacién de pobreza.
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Trabajo terminal: LA ACCESIBILIDAD UNIVERSAL EN ESPACIOS
ARTISTICO-CULTURALESPARA PERSONASCONDISCAPACIDADMOTRIZ

EN LA CIUDAD DE QUERETARO

Este trabajo presenta, los resultados de una investigacioén en torno a la importancia

de la accesibilidad arquitectonica y social en recintos turisticos culturales para personas
con discapacidad de la ciudad de Querétaro, asi como las recomendaciones a las instancias @
correspondientes para que realicen las mejoras pertinentes, para que este sector de la :
poblacién pueda desplazarse en el interior de estos lugares de manera integral, participando é
no solo como espectadotes, sino como artistas, alumnos, y/o docentes.

1. Vision transcompleja. Para la fundamentacion de este trabajo fue necesaria una mirada
desde disciplinas como el derecho, la antropologia, el arte y el disefio arquitecténico.

2. Mirada interseccional. Los grupos inmersos son mujeres y personas con discapacidad, por
ser quienes se desempefian como artistas, alumnos, y/o docentes y viven constantemente
enfrentando barreras arquitectonicas en los escenarios donde se presentan.

3. Retribucion social. Las practicas profesionales se desarrollaron en instalaciones artistico-
culturales de la Ciudad de Querétaro, donde la alumna de la Especialidad particip
también impartiendo cursos de capacitacion sobre accesibilidad universal a los empleados

o)

de dichas instalaciones (Figura 3).

oo

Figura 3. Escaleras al interior del Museo de la Ciudad de Querétaro.

Trabajo terminal: EVALUACION DE ACCESIBILIDAD COMUNICACIONAL EN EL
ENTORNO ESCOLAR Y PROPUESTA DE ATENCION DESDE EL ENFOQUE DE
INCLUSION

En este proyecto se aborda la problematica de inaccesibilidad comunicacional que existe en
las escuelas y como esta problematica afectala inclusiéon de nifios con discapacidad intelectual.




REVISTA DIGITAL INNOVACION EN CIENCIA, TECNOLOGIA Y EDUCACION (ICTE)

e

Busca realizar una evaluaciéon que permita determinar un diagnoéstico de accesibilidad
comunicacional en un entorno educativo y de este modo poder determinar lo que se ha
hecho para lograr una educacion inclusiva con accesibilidad comunicacional (Figura 4).

1. Visién transcompleja. Para el logro de este proyecto fue necesario incursionar en el
J campo de la educacion, el disenio de materiales instruccionales y el disefio universal.

2. Mirada interseccional. Este trabajo visibiliza a uno de los grupos vulnerables mas
ignorados: los infantes, y al mismo tiempo a las personas con discapacidad intelectual.

3. Retribucion social. El proyecto se desarrollé en la escuela primaria Gral. José Vicente
Villada, en Toluca, Estado de México, teniendo como universo de estudio tres nifios con
discapacidad intelectual y proponiendo ajustes razonables con beneficio para todos.

Figura 4. Nodo en origen se encuentra tras cruzar la puerta principal de entrada/salida,

mediante piso podotdctil que direcciona de la Escuela Primaria General José Vicente Villada,

/_X Toluca, México.

e
: Conclusiones
V-©

Los trabajos aca mostrados son ejemplo de la manera en la que la transcomplejidad y la
mirada interseccional forman parte de la formacién que se imparte en la Especialidad en

J Accesibilidad Universal como oferta de posgrado que se ofrece en la Facultad de Arquitectura
y Disefio de la Universidad Auténoma del Estado de México.

Es necesario superar la idea que relaciona la accesibilidad universal como si fuera una
estrategia dirigida solo a la inclusion de las personas con discapacidad cuando en realidad es
una estrategia para lograr la inclusién para todos, ya que es derecho de todas las personas y
que es un apoyo para la poblacién que forma parte de los grupos vulnerables.
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Se concluye que es necesario extender esta mirada transcompleja e interseccional de la
Accesibilidad Universal desde la academia para abrir el discurso desde diversas disciplinas y
abatir las falsas conceptualizaciones segmentarias que predominan en el imaginario colectivo.
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Resumen

El empleo de videojuegos como herramienta educativa ha ganado una gran importancia
en el ambito de la ensefianza. El objetivo de este trabajo es examinar la eficacia de utilizar
videojuegos como recurso didactico en la Educaciéon Basica Secundaria, especificamente
en la enseflanza de la clasificacion de residuos y la promocion del consumo responsable de
recursos. Se desarroll6 un videojuego denominado “3R” que fue concebido y programado
siguiendo los principios de disefio, composicion y experiencia del usuario, utilizando software
de edicion de imagenes como Adobe Photoshop y Adobe Illustrator, ademas del motor de
videojuegos Unity. L.a metodologia empleada se basa en la metodologia SUM, se centra en
la creacion de videojuegos de alta calidad, gestionando eficazmente los recursos y buscando
mejoras continuas. Se examino la interaccion entre el usuario y la interfaz del videojuego,
as{ como la evaluacion de su eficacia en el proceso de formacién de los estudiantes. Los
resultados indican que los estudiantes comprendieron de manera solida los conceptos de
reciclar, reducir y reutilizar, asi como su aplicacién practica, y mostraron un alto nivel de
aceptacion hacia el producto desarrollado. Se concluye que la incorporacion de videojuegos
como estrategia de ensefianza puede estimular la motivacion y el interés de los estudiantes
para compartir sus conocimientos y promover practicas sostenibles en su entorno.

Palabras clave: Gamificacion, Técnicas de aprendizaje, Educacién ambiental, Regla de las

3R, Videojuego 2D en Unity.
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Antecedentes

Hoy en dia, la “Agenda 2030 sobre el Desarrollo Sostenible” de la ONU, con 17 Objetivos
de Desarrollo Sostenible (ODS), es una preocupacion global (PNUD, 2015). El Objetivo
13, “Combeatir el cambio climatico y sus efectos,” es esencial. L.a educacién ambiental se
considera crucial para sensibilizar sobre el cambio climatico y promover valores ecolégicos
(Naciones Unidas, 2018). El Gobierno de Ecuadort, a través del Ministerio de Educacion,
ha implementado programas como “Tierra de Todos” y “Tierra de nifias, nifios y jévenes”
para abordar la problematica ecolégica (Ministerio de Educacion del Ecuador, 2019). Sin
embargo, el pais aun enfrenta desafios, como el aumento de la generaciéon de residuos.
Inculcar la conciencia ambiental desde temprana edad, adaptada a las nuevas generaciones
familiarizadas con la tecnologia digital, es esencial.

En este contexto, el interés por estudiar las mejores practicas pedagogicas en educacion
ambiental crece exponencialmente. Autores como Calderén-Ortega et al. (2023) abordan
pautas pedagogicas destinadas a fortalecer la educaciéon ambiental en instituciones educativas.
Ofrece una primera aproximaciéon a estrategias que pueden potenciar la ensefianza y
concienciacion ambiental en el ambito escolar, sostienen que, en un mundo tecnolégicamente
avanzado, es esencial incorporar tecnologias digitales en la ensefianza de la educacion
ambiental. El estudio de Rodriguez et al. (2022), se adentra en la efectividad de las estrategias
ladicas como herramienta en la Educacion Ambiental, destacando su papel en el estimulo
de la curiosidad, la creatividad y la empatia de los estudiantes en este ambito educativo.
Cribel y Garcia (2021) enfatizan el papel de la educaciéon ambiental como motor para la
sostenibilidad global desde las instituciones educativas. Cartagena et al. (2023) destacan su
capacidad transformadora en la relacion humano-medio ambiente. Analizan la dinamica
de integracion de las Tecnologias de la Informaciéon y Comunicacion (TIC) en el contexto
educativo peruano.

El uso de videojuegos como herramienta educativa ha ganado relevancia en la educacién
actual, especialmente entre las generaciones familiarizadas con la tecnologia digital desde
una edad temprana (Nuafiez et al, 2020). Esta tendencia ha sido objeto de numerosas
investigaciones, la mayoria coinciden en afirmar que los videojuegos en la educacién
representan un enfoque innovador que aprovecha la motivacion intrinseca de los juegos
para atraer la atencién de los estudiantes y facilitar la introduccién de conocimientos. Estos
videojuegos se han convertido en una parte integral de la cultura de las nuevas generaciones
y, cuando se aplican adecuadamente, pueden ser aliados valiosos para mejorar el aprendizaje
y desarrollar habilidades cognitivas y sociales (Garay-Montenero y Avila-Mediavilla, 2021;
Restrepo-Escobar et al., 2019; Méndez & Boude, 2021).
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Méndez y Boude (2021) ofrecen una revision sistematica sobre el uso de videojuegos en la
educacion primaria. Concluyen que los videojuegos en contextos educativos pueden impulsar
la motivacion y el desarrollo de habilidades cognitivas y motoras en los estudiantes, pero
subrayan la necesidad de supervision docente para garantizar su uso efectivo y alineado con
los objetivos educativos. Restrepo-Escobar et al. (2019) resaltan que los videojuegos pueden
ser una herramienta educativa efectiva si se utilizan de manera responsable y supervisada.
El papel de los docentes es fundamental para utilizar los videojuegos de manera efectiva en
el aula. Moreno-Cadavid et al. (2019) desarrollaron un videojuego para ensenar el cuidado
del agua. Concluyeron que los video juego permiten desplegar en los estudiantes no solo
el pensamiento critico y reflexivo, sino la capacidad de asimilar contenidos con una actitud
cientifica y de caracter social.

El Colegio Academia USA, como muchas instituciones en Ecuador, cumple con las directrices
del Ministerio de Educacién y ha implementado medidas para promover el respeto al medio
ambiente. Sin embargo, la creciente generaciéon de residuos sigue siendo un problema. Por
lo tanto, es necesario encontrar enfoques innovadores y atractivos para educar a las nuevas
generaciones sobre la importancia de cuidar el medio ambiente. El presente proyecto se
enfoca en desarrollar un videojuego educativo en el contexto de Ecuador, especificamente
dirigido a estudiantes de Educacién Basica Superior del Colegio Academia USA. Este
videojuego se disefiara para dispositivos moéviles Android, teniendo en cuenta la afinidad de
las nuevas generaciones con la tecnologia. Se utilizaran herramientas de disefio grafico como
Adobe Illustrator y Adobe Photoshop, y se implementaran animaciones y efectos de sonido
para mejorar la experiencia del usuario.

Las mecanicas del videojuego se desarrollaron en funcién de los objetivos educativos y estan
alineadas con el curriculo del Ministerio de Educacién del Ecuador. El objetivo es transmitir
conocimientos y valores ambientales de manera efectiva y atractiva. Antes y después del testeo
del videojuego con los estudiantes, se llevé a cabo una evaluacién para medir la retenciéon
de conocimientos ambientales. Este proyecto busca contribuir a la educaciéon ambiental en
Ecuador y abordar los desafios ambientales actuales a través de una herramienta innovadora
y atractiva para las nuevas generaciones. La gamificaciéon y el uso de videojuegos pueden ser
una estrategia efectiva para alcanzar estos objetivos.

Objetivo

Desarrollar un videojuego 2D para dispositivos méviles Android, mediante el uso del motor
de videojuegos Unity, con el fin de impartir conocimientos acerca de la preservacion del
medio ambiente, utilizando la gamificacién a través de la aplicacion de la regla de las 3R, y
asi, generar conciencia ambiental en los estudiantes de EBS del Colegio Academia USA.
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Metodologia

En el campo de las TIC se incluyen los juegos serios como recursos digitales que, a través
de juegos digitales, simulaciones, ambientes virtuales y tecnologias de realidad mixta,
ofrecen oportunidades educativas en diversas areas. Estos recursos involucran a los usuarios
mediante narrativas, jugabilidad y experiencias interactivas, con el proposito de informar,
influir de manera positiva, mejorar el bienestar y transmitir significado, convirtiéndose asi en
herramientas efectivas para el aprendizaje y la ensefianza. Son especialmente atractivos para
los jovenes y pueden cubrir una amplia gama de temas educativos (Acosta et al., 2023).

En este contexto, utilizar los videojuegos como una herramienta educativa implica sumergirse
en esta forma de comunicacién, comprenderla y estructurarla de manera que el estudiante
pueda asimilar el conocimiento a través de esta interaccion continua, al mismo tiempo que
evalia la precision de la informacion que recibe e interpreta. La eleccion de una metodologia
apropiada es esencial para obtener resultados satisfactorios en el plazo establecido.

Existen numerosas metodologias disponibles para el disefio y desarrollo de videojuegos,
accesibles gracias a las tecnologfas actuales de informacién y comunicacion. En este proyecto,
se opto por la metodologia SUM debido a sus cualidades 6ptimas para el tratamiento y
desarrollo de videojuegos, especialmente adecuada para equipos multidisciplinarios
pequenos, mejora la productividad y se adapta a proyectos de corta duracion, con el objetivo
de crear videojuegos de alta calidad gestionando eficazmente los recursos a través de la
mejora continua (Alcazar, 2022). Las fases de esta metodologia se describen a continuacion:

Concepto: En esta etapa se define el concepto del videojuego a través de reuniones del
equipo de trabajo. Se identifica el publico objetivo, las caracteristicas, el gameplay, personajes,
historia y aspectos técnicos del juego.

Planificacién: Aqui se establece un cronograma detallado del proyecto, se asignan tareas al
equipo y se determina el presupuesto si es necesario. También se especifican las caracteristicas
funcionales y no funcionales del juego.

Elaboracion: Esta fase es iterativa e incremental, donde se desarrolla el videojuego en etapas
de planificacion, desarrollo y evaluacion. Se definen objetivos, caracteristicas y métricas, y
se sigue el progreso del desarrollo de acuerdo con estas métricas. Se hacen ajustes segun sea
necesario.

Beta: Se enfoca en la correccion de errores y la evaluacion de aspectos como la curva de
aprendizaje, dificultad y gameplay. Se realizan ajustes y ciclos repetidos hasta alcanzar los
estandares de calidad.
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Cierre: En esta fase, se dirigen los esfuerzos hacia las generaciones jovenes, desarrollando un
producto educativo para dispositivos moéviles. Se limita la poblacién de estudio a estudiantes
de octavo, noveno y décimo grado de la EBS de la Academia USA, en linea con las directrices
del Ministerio de Educacioén y la conciencia ambiental a largo plazo.

En esta ultima fase se entrega la version final del videojuego ala Academia USA y se evalia la
efectividad del videojuego como estrategia de aprendizaje en educacion ambiental. Para este
fin se aplica un pre-test cuya finalidad es evidenciar el nivel de conocimiento de los estudiantes
en el tema que aborda las reglas de las 3R, asi como también el nivel de compromiso con la
problematica ambiental.

Después de la aplicacion del test, se proporciona la herramienta a los estudiantes para que
jueguen, esto se realiza en varias sesiones con supervisiéon de los autores de la presente
investigacion y profesores de la unidad educativa. Posteriormente se aplica otro test que
tiene la finalidad de analizar el cumplimiento de los objetivos de aprendizaje establecidos, asi
como también la funcionalidad del videojuego 3R en todos sus aspectos.

Elementos y caracteristicas

Se ide6 un conjunto de tres juegos educativos basados en el concepto de las 3R (Reducir,
Reutilizar y Reciclar). En el primer juego, relacionado con el reciclaje, los jugadores deben
clasificar los residuos segin el color del contenedor, siguiendo las normas establecidas por el
Instituto Ecuatoriano de Normalizaciéon (INEN). El segundo juego se centra en la reduccion
del consumo de energia y agua, con escenarios que representan lugares como escuelas y
hogares, donde los jugadores deben apagar interruptores y llaves para controlar el consumo.
Finalmente, el tercer juego promueve la reutilizacion al permitir a los jugadores usar objetos
obtenidos en los dos primeros juegos para crear macetas y cultivar plantas, utilizando la
energfa y el agua ahorrados en el segundo juego. La progresion en este tercer juego esta
vinculada a logros desbloqueados en los dos primeros juegos, lo que motiva a los jugadores
a participar en todos los aspectos de la gestion ambiental.

Motor de videojuego y lenguaje de programacion

Con el objetivo de desarrollar el videojuego para plataformas moviles Android, se ha elegido
utilizar el motor de videojuegos Unity como una solucion eficiente y rapida. Unity se basa
principalmente en el lenguaje de programaciéon C#, que es el idioma predominante en este
motort. Porlo tanto, la programacién del juego se lleva a cabo mediante scripts escritos en C#.
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Flujo de disefio del videojuego

Durante el proceso de desarrollo de un videojuego, al igual que en cualquier produccion
audiovisual, se distinguen claramente tres etapas esenciales e indispensables: 1a preproduccion,
la produccién y la posproduccion. En la primera se describe el concepto del juego. En la
segunda, el disefio de juego, disefio técnico, implementacion, pruebas Alpha, pruebas Beta y
Gold Master. Finalmente, en la fase post produccion, se desarrollan los parches, expansiones
y explotacion del producto.

Resultados y discusion

Logotipo del video juego 3R

Se optd por un diseno de logotipo caracterizado por formas redondeadas y un enfoque
organico, con el propésito de transmitir una imagen de innovacioén y naturalidad, siguiendo
tendencias que buscan comunicar valores como la sostenibilidad y la creatividad. Este estilo,
libre de cuadriculas, ofrece versatilidad y originalidad en comparaciéon con disefios mas
rigidos. El disefio final fusiona las letras “3” y “R” en color naranja (#FF8357), destacandose
como un elemento distintivo y reconocible en el competitivo mercado de los juegos moviles,
lo que es esencial para atraer a los usuarios y sobresalir en la industria.

Fase beta / Version 1.0 videojuego 3R

Una vez completada la fase de elaboracion, se logra la version 1.0 de la aplicacion 3R y se
inicia la fase beta. Para esta etapa, se eligié un grupo de jugadores con acceso a una version
preliminar, quienes proporcionaron valiosas retroalimentaciones que permitieron evaluar
tanto la curva de dificultad como la facilidad de aprendizaje del videojuego, identificar
errores y definir los requisitos minimos de hardware y software para su ejecucion. Con base
en estas observaciones, se lanzaron diversas versiones iterativas con el objetivo de alcanzar
los estandares de calidad establecidos desde el principio. En la Figura 1 se observa la pantalla
de inicio en donde se resalta el logotipo y botones principales de la interfaz de usuario.

Figura 1. Pantalla de inicio del videojuego 3R
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A continuacion, en la Figura 2 se representa de manera grafica la logica del proceso y la
secuencia de eventos que ocurren dentro del sistema del videojuego 3R disefado.

Figura 2. Diagrama de flujo del videojuego 3R. De izquierda a derecha se describe la I6gica y secuencia
de los procesos dentro del aplicativo 3R.

En la Figura 3 se muestran algunas capturas de pantallas del videojuego 3R, en donde se
diferencia el menu de las tres islas y distintos niveles de complejidad.

Figura .3 Ejemplos de pantallas del video juego 3R

Fase de cierre

Resultado Pre-test

La primera encuesta se realizé al 100% de estudiantes que comprenden la EBS del Colegio
Academia USA. Esta encuesta se llevé a cabo previo a que los estudiantes prueben el juego.
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Mas de la mitad de los encuestados pertenecen al 9no grado de educacion basica, un 16.7%
pertenecen a 10mo grado y un 27.8% pertenecen a 8vo grado. Por otro lado, el 78% de los
estudiantes afirman conocer la regla de las 3R, sin embargo, la gran mayoria desconocen
el significado de cada una de ellas. Ademas, la gran mayoria de estudiantes responden de
manera erronea o desconocen el tipo de residuo que se coloca segun el color del contenedor.

Respecto a las acciones de protecciéon ambiental que realizan los estudiantes, un 61.1%
afirman que en sus casas no tienen contenedores correctamente identificados para clasificar
los residuos. E172.2% de los estudiantes exponen la carencia de contenedores correctamente
identificados para clasificar residuos dentro de la instituciéon. En porcentajes similares
manifiestan que no clasifican los residuos ni en sus casas ni en la institucion.

La mayor parte de estudiantes consideran que entre los aspectos que les dificulta la correcta
clasificaciéon de residuos, predomina el desconocer las ventajas de clasificar los residuos
y el invertir mucho tiempo en su clasificaciéon, con un 33.3% para ambos escenarios. El
porcentaje restante desconocen como clasificar los residuos.

En preguntas relacionadas al uso de videojuegos para facilitar el aprendizaje, cerca de un 67%
opina que los videojuegos si pueden ser utilizados para aprender, mientras que el porcentaje
restante expresa incertidumbre acerca del tema.

Resultado Post-test

Los resultados de la segunda encuesta revelan una notable mejora en el conocimiento de
los estudiantes sobre las 3R, evidenciando que todos comprenden su importancia y como
contribuyen a la gestién adecuada de residuos y al consumo responsable de recursos. Ademas,
se observo un avance significativo en la clasificacion de residuos por colores de contenedores,
lo que indica una evolucién importante en este aspecto. Los estudiantes demostraron un
buen entendimiento de la reutilizaciéon y la reduccién, identificando situaciones donde
aplicar estos conceptos. Esto sugiere que estan adquiriendo habilidades que los capacitan
como agentes de cambio ambiental positivo.

La aplicacion de videojuego 3R, gener6 un gran interés y motivacion entre los estudiantes,
quienes compartieronsus conocimientosconsusredes,destacandolaeficaciadelagamificacion
en promover comportamientos ambientalmente responsables. L.a implementacion de un
sistema de logros también resultd efectiva para motivar el aprendizaje activo. En general,
el videojuego fue bien recibido, con altos niveles de satisfaccion y diversion, lo que indica
su eficacia para fomentar el interés y la participacion de los estudiantes en el aprendizaje.
Estos resultados coinciden con los de Alcazar (2022) quien sefiala que los videojuegos setios
estan ganando gran nivel de popularidad y se han convertido en una herramienta altamente
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valorada por los estudiantes. Ademas, estos resultados concuerdan con las conclusiones de
Acosta et al. (2023), quienes observaron que la experiencia de un videojuego relacionado
con el medio ambiente resulté en un aumento en la disposiciéon de los usuarios a abordar
temas relacionados con la biodiversidad.

Conclusiones

El videojuego “3R” fue bien recibido por los estudiantes de la EBS en el Colegio Academia
USA, cumpliendo su objetivo de concienciar sobre la ecologia y los problemas ambientales
causados por la actividad humana. El juego cumpli6 con los estandares de calidad, ofreciendo
un disefio moderno y atractivo que proporcioné una experiencia de usuario satisfactoria.
Ademas, se optimizé para funcionar sin problemas en varios dispositivos.

Los resultados resaltan la importancia de las interfaces de usuario y la presentacion visual en
los materiales educativos, sugiriendo que los videojuegos pueden ser herramientas efectivas
para fomentar el aprendizaje significativo.

La gamificacion, mediante un sistema de logros y recompensas, motivo a los usuarios a
absorber la informacion del juego y desafiar sus habilidades cognitivas y motoras. El juego
se desarroll6 para dispositivos moéviles Android, lo que facilité las pruebas debido a la alta
prevalencia de dispositivos méviles entre los estudiantes.

Los resultados obtenidos sugieren que la implementacion de videojuegos como herramientas
de aprendizaje en otras materias es una idea prometedora, siempre y cuando se realice
una evaluacién cuidadosa de su efectividad y pertinencia en relacién con los objetivos de
aprendizaje en diferentes asignaturas y niveles educativos.
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Resumen

La emergencia sanitaria 2020-2021 demostré que las tecnologias abren nuevos escenarios
educativos, enriqueciendo el aprendizaje y la ensefianza. En ese contexto, se disefié una
propuesta para mejorar la practica docente en Ingenieria Agricola, fusionando educacion
hibrida y aprendizaje basado en problemas (ABP), mediante la imparticién de un curso sobre
la metodologia del ABP apoyado en una plataforma educativa y otros recursos digitales. A
través de Google Classroom, los profesores disefiaron una planeacion para el semestre 2023-
I, combinando actividades presenciales y en linea. Los resultados indican que las tecnologias
crean ambientes de aprendizaje efectivos, siempre que los docentes dominen las TIC. Esta
estrategia promueve entornos interactivos y variados, generando un impacto positivo en los
estudiantes y mejorando su aprovechamiento en asignaturas practicas como Control de la
Maleza y Fitopatologia.

Palabras clave: Aprendizaje Basado en Problemas, Educacion Hibrida, Estrategia Didactica

Antecedentes

La emergencia sanitaria 2020-2021 demostré que las TIC permiten nuevos escenarios
educativos a distancia y asincrénicos, lo que permitié a una mayor integraciéon de estas
tecnologias en la enseflanza. Sin embargo, ain hay desconocimiento sobre como incluir
activamente las TIC en practicas educativas
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Para abordar este problema, se elaboré una propuesta de trabajo en el aula bajo la modalidad
hibrida y el enfoque del aprendizaje basado en problemas (ABP). El ABP es un método
de aprendizaje en el que se presenta una situaciéon problematica que los estudiantes deben
analizar y resolver a fin de aprender competencias vinculadas a su licenciatura.

Las TIC son ideales para el despliegue del ABP debido a sus caracteristicas y herramientas
que proporcionan procesos formativos abiertos y flexibles a través de una ensefianza
personalizada. Sin embargo, para que tanto el ABP como las tecnologias educativas logren
sus objetivos, es necesario que los docentes comprendan la metodologia de esta estrategia
didactica, asi como conozcan el uso de la herramienta tecnolégica. En este contexto, se
imparti6 un curso sobre como integrar las tecnologias con el ABP para un grupo de docentes
de licenciatura con el objetivo de que lo integraran en su metodologia didactica para el
semestre 2023-1.

Desarrollo

El Aprendizaje Basado en Problemas (ABP, Problem-based Learning [PBL] en inglés) es
un término para designar una estrategia de aprendizaje popularizado en 1980 por Barrows
y Tamblyn con el propésito de mejorar las habilidades de razonamiento de los estudiantes.
En la propuesta, se organiza a los estudiantes en equipos pequefios, de 4 a 6 estudiantes, y
se les proporciona informacion basica una situaciéon problematica vinculada a un contenido
curricular. Los estudiantes tienen que recuperar sus aprendizajes previos y encontrar qué
contenidos o habilidades nuevas requieren para resolver el problema (Savin-Baden, 2007).
Los estudiantes trabajan de manera auténoma, pero bajo la tutela del profesor responsable
quién los orienta sobre coémo llegar a una respuesta adecuada.

Por lo tanto, el ABP dota al estudiante de experiencias académicas y socioculturales para
conocer su realidad y as{ poder intervenir efectivamente en ella (Savin-Baden y Howell,
2004). En ese sentido, se puede hacer menciéon de la realidad en la que nos encontramos
actualmente; nuestra cotidianidad se ha definido como la sociedad de la informacion, la cual
es la sociedad donde los escenarios se desarrollan en torno a los medios de comunicacién y
las tecnologfas.

LLa sociedad de la informacién ha traido cambios importantes en la manera de ver y de
pensar el mundo, se busca que haya mayores facilidades de transmitir la informacion, las
Tecnologias de la Informacién y la Comunicacién (TIC), han sido una soluciéon en gran
medida para cubrir esa necesidad imperante de transmitir la informacion, facilitando el fluido
de la informacién y la comunicacién entre personas, por ello, no es extrafio que ya hayan
llegado a casi todos los aspectos de nuestra vida, en especial al ambiente educativo, siendo
su elemento mas representativo el Internet.
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Podemos definir a las TIC como un conjunto de tecnologias que permiten acceder, producir
y trabajar informacién a través de medios electronicos, es decir son recursos de caracter
informatico, audiovisual y tecnolégicos que permiten el tratamiento de la comunicacion
y que facilita su comunicacién (Belloch, 2013). Sin embargo, trasladar a las TIC al ambito
educativo y darle un enfoque académico, tanto en el apoyo a la docencia como en la
adquisicién de conocimientos, se les asigna la denominacion de Tecnologias del Aprendizaje
y el Conocimiento (TAC). Esta nueva denominaciéon no hace referencia simplemente al
uso de las tecnologias sino a como se resignifica el uso de las herramientas tecnolégicas y
digitales para la adquisicion de aprendizajes y habilidades contempladas en un curriculum

Esta nueva concepcién de las tecnologias requiere que se tenga una adecuada formacion
en competencias tecnologicas y se conozcan los lineamientos basicos para la integracion
efectiva de las TAC en los escenarios educativos, ya que la incorporacion de las TAC requiere
de un trabajo auténomo tanto por parte del docente como de los estudiantes. En el caso de
los docentes en como ellos pueden datle un nuevo enfoque a una herramienta digital para
que los estudiantes aprendan y en el caso de los alumnos cémo ellos pueden autorregular
su propio aprendizaje. Entonces, al incorporar TAC en el ambito educativo “el papel
protagonista lo tendra el alumno, (pero) el apoyo y orientacion del profesor es fundamental”
(Jaén, 2014, pag. 90).

El aprendizaje autébnomo se define como un hecho social integrado en la dinamica social
que consiste en un conjunto de practicas en la que el sujeto determina su propio proceso
educativo. Para que el aprendizaje auténomo sea efectivo, debe encontrarse con una persona
(docente, tutor o par) que cree los escenarios para que haya interacciéon con los otros a
fin de que se genere una comunicacion efectiva y un escenario virtual adecuado para que
esa interaccion entre sujetos en medios sincronos y asincronos incidan significativamente
en el aprendizaje. Los escenarios de aprendizaje autonomo pueden ser variados, desde el
trabajo presencial en el aula, trabajo a distancia basado en entornos virtuales de aprendizaje
y la denominada modalidad hibrida, pero tal y como precisa Bartolomé (2004), se requiere
de material didactico y situaciones de ensefianza de calidad para el éxito de la ensefianza
basado en TAC que en conjunto con la tutoria y la autonomia del aprendizaje permiten un
aprendizaje significativo y situado.

En el presente trabajo, la propuesta de intervencién se centré en impartir un curso de
la metodologia ABP a un grupo de profesores a fin de que conocieran la estrategia y la
integraran en su practica docente cotidiana. LLos docentes que participaron imparten clases en
la Facultad de Estudios Superiores (FES) Cuautitlan en la licenciatura de Ingenierfa Agricola,
especificamente en las asignaturas de Control de la Maleza y Fitopatologia de 6° semestre.
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Las asignaturas mencionadas estan directamente relacionadas con la practica y aplicacion de
conocimientos agricola, ademas de requerir una comprension multidisciplinaria involucrando
conocimientos de biologia, quimica y agronomia. En ese sentido, el ABP permitirfa a los
estudiantes enfrentar situaciones problematicas reales aplicando los conocimientos teéricos
en contextos concretos a partir de un enfoque colaborativo lo que puede promover el
aprendizaje de competencias analiticas, sociales y académicas necesarias para el ejercicio
profesional de la ingenieria agricola.

Derivado de la situaciéon ocurrida durante la emergencia sanitaria, se propuso un Proyecto
para la Innovacién y Mejoramiento de la Ensefianza (PAPIME) a fin de fortalecer el ingreso,
la permanencia y el egreso de los alumnos a través de mejoras en la practica docente,
realizando propuestas de cursos y talleres de capacitacion en estrategias didacticas orientadas
bajo el enfoque constructivista y apoyadas en TAC durante 2022 y 2023. Como parte de
las actividades programadas en el PAPIME, se imparti6 el taller de Aprendizaje Basado
en Problemas (ABP) a fin de que los docentes integren esta metodologia didactica en sus
sesiones de clase. El taller tuvo una duraciéon de 8 horas, las cuales fueron impartidas entre
tebrero y abril de 2022, en donde se abordaron las particularidades del ABP: el marco teérico,
la metodologia de su implementacién y algunas orientaciones para el trabajo con alumnos y
la integracion de tecnologia; ya que la idea a mediano plazo de los profesores integrantes del
proyecto PAPIME es trabajar las asignaturas anteriormente mencionadas bajo un modelo
hibrido.

La educacion hibrida, o modelos hibridos de aprendizaje, se entiende como una combinacién
de herramientas y recursos didacticos de la modalidad presencial y virtual (Servin, 2020), es
decir, “los estudiantes reciben experiencias presenciales en el aula (y) esto es respaldado por
el aprendizaje y actividades en linea” (Vifias, 2021, p. 3). En esta modalidad, la interaccion
es parte primordial de las actividades ya que esta permite el intercambio y participacion
tanto por parte del docente como de los estudiantes, ya que su proposito es unir diversas
estrategias a fin de dar mayores posibilidades de aprendizaje.

Uno de los objetivos de este modelo hibrido es un aprendizaje mas enfocado a la adquisicion
de aprendizajes claves a fin de que los estudiantes comprendan mejor los contenidos y/o se
centren en las actividades practicas necesarias para el ejercicio profesional de su licenciatura.
Sin embargo, al igual en el ABP, los profesores deben ser formados para trabajar bajo este
enfoque del aprendizaje hibrido y aprovechar las tecnologias para lograr un aprendizaje
significativo en los estudiantes (Vifias, 2021).

Organismos internacionales como el Banco Interamericano de Desarrollo y la UNESCO,
destacanla relevancia que tiene la educacién hibrida en el futuro de la docencia y el aprendizaje,
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por lo tanto, es primordial la formacién de los profesores para poder consolidar los modelos
educativos del futuro préoximo, ya que brinda flexibilidad, personalizacion, autonomia y
experiencia en tecnologia, alineandose con las necesidades y expectativas de los estudiantes
y el entorno educativo en constante evolucion (Pedré, 2012). En ese sentido la imparticion
de talleres especializados tanto del uso de tecnologia como de diversas estrategias didacticas
son clave para poder avanzar hacia nuevos modelos educativos y dar mayor certidumbre a la
incorporacion de las tecnologias a la educacion.

Elcursode ABP dirigido alos profesores de Ingenierfa Agricola tuvo como objetivo primordial
que los docentes conocieran la metodologia para implementar la estrategia didactica del
ABP para mejorar el proceso ensefilanza-aprendizaje. El trabajo fue bajo una modalidad a
distancia, combinando tanto momentos sincronicos mediante videoconferencias via Zoom
como asincronicos a través de la creacion de un aula virtual en Google Classroom.

Las horas sincronas se centraron mas en compartir el marco conceptual y las particularidades
de la estrategia didactica, asi como sus lineamientos generales para su implementacién y
trabajo con estudiantes. A través de las actividades en plataforma (Google Classroom),
los profesores que imparten la misma asignatura trabajaron de manera colaborativa en la
redaccion de su planeaciéon de sus actividades para el semestre 2023-1 integrando el ABP.
El trabajo se complementd con actividades practicas como la redaccién de problemas y
ejemplos sobre cémo lo integrarian a sus sesiones de clase.

La mayoria de las propuestas se centraron en combinar el trabajo presencial en campo o en
laboratorio con el apoyo de materiales didacticos digitales colocadas en Google Classroom.
La integracion del ABP se reflejé en la forma de plantear el proyecto semestral, es decir,
situaciones reales y complejas que no tienen una sola respuesta correcta y que tienen vinculo
con su ejercicio profesional. Los estudiantes revisaban los materiales colocados en Classroom
y las sesiones presenciales se centraron en las actividades practicas como comprobar si
su propuesta de intervencion fue la adecuada para el tipo de maleza y en caso de que no
fuera asi, el docente orientaba a los estudiantes hacia la posible respuesta correcta a partir
de la revision del material colocado en linea. En el caso de la asignatura de fitopatologia,
se les presentd a los alumnos una situacion especifica sobre un cultivo, a fin de que los
alumnos identificaran los agentes bidticos y/o abidticos que ocasionaron la enfermedad
en la planta apoyados tanto en lo revisado en las sesiones presenciales como el material de
apoyo colocado en el aula Google. Al final del semestre, la evaluacion fue, en la mayoria
de los casos, la presentacion de los resultados por parte de los estudiantes organizados en
pequefios equipos.
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Al finalizar el semestre 2023-1 bajo la metodologia ABP en ambientes hibridos, los docentes
percibieron una mejor organizacion en la entrega y evaluaciéon de actividades, asi como
mayor participacion y motivacion de los estudiantes derivados de la variedad de recursos
didacticos creados especificamente para los contenidos curriculares lo que se reflejé en el
desempefio de los estudiantes, sin embargo, consideran que no se logro la totalidad de los
objetivos de la asignatura debido a que consideran que no dominan la estrategia didactica ya
que algunos alumnos requerfan mayor apoyo durante las sesiones presenciales lo que hizo
que no avanzaran al ritmo esperado en su planeacion.

En ese sentido se propuso continuar los talleres de diversas metodologfas didacticas
innovadoras para permitir la consolidacioén de un modelo hibrido de aprendizaje que permita
una mejor adquisiciéon de aprendizajes claves para el ejercicio la licenciatura; ademas de
proyectar una evaluaciéon mas formal al avance académico de los estudiantes a partir de un
estudio posterior a la aplicacion de las estrategias didacticas durante los semestres 2023-11 y
2024-1.

Conclusiones

La implementacion innovadora del Aprendizaje Basado en Problemas (ABP) en la docencia
requiere una comprension solida de su metodologia por parte de los educadores y el uso
adecuado de recursos didacticos para cultivar competencias en los estudiantes de ingenierfa
agricola. Es esencial que los docentes se capaciten en el uso de tecnologias que faciliten la
comunicacion efectiva y la transmision de conocimientos clave.

La integracion eficaz de tecnologias en la ensefianza ampliara la visiéon de los educadores
sobre las oportunidades que ofrecen las herramientas digitales, enriqueciendo la calidad
educativa en México. Es imperativo proveer eventos académicos permanentes que ayuden a
los docentes a comprender las Tecnologias de la Informacién y Comunicacion (TIC) como
valiosas herramientas de apoyo en su labor educativa.

En la actual era de la informacion, existe una ventana para mejorar la actividad docente
y formar a los educadores en el uso de recursos digitales que den forma a entornos de
aprendizaje enriquecedores, interactivos y diversos. Estos entornos proporcionaran a
los estudiantes de ingenierfa agricola los conocimientos y habilidades necesarios para su
desarrollo. Por lo tanto, es esencial proporcionar a los docentes las herramientas necesarias
para integrar eficazmente las TIC en su enfoque pedagdgico y, de esta manera, elevar la
calidad educativa en México.
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