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Abstract

The potential of ZnQ(1,4-bencenodicarboxilato)MOF-5] as media for adsorptive hy-
drogen storage is studied by means of quantum-mechanical calculations of the binding
energy of B molecules adsorbed on different sites of the MOF-5 crystalline structure. In a
first stage of the study, the binding energy is computed in periodic models with the B3LYP
functional as level of theory, together with a localized Gaussian type basis set for the wave-
function expansion. Subsequently, the computed binding energies are refined by including
the contribution of the dispersive forces, which are estimated at the MP2 level in molecular
models cut off from the periodic structure as established within the P-ONIOM approach.

Keywords. Ab Initio calculations, periodic modelst$torage, dispersive forces.

Resumen

El potencial del ZnQ(1,4-bencenodicarboxilatp]MOF-5] para almacenar hidrégeno via
adsorcion es evaluado a través de calculos cuanto-mecéanicos de la energia de interaccion
entre moléculas de Hy diferentes sitios de la estructura cristalina de este material. En
una primera fase del estudio, la energia de interaccion es calculada en modelos periodi-
cos usando el funcional B3LYP como nivel de teoria junto con un set de funciones base
localizadas de tipo Gaussiano que es usado para expandir la funcién de onda del siste-
ma. Posteriormente, con el objetivo de obtener resultados que describan mejor el proceso,
se incluye a los valores calculados la contribucion de las fuerzas de dispersién mediante el
m_étO(lj_o P-ONIOM usando céalculos MP2 en modelos moleculares extraidos de la estructura
cristalina.

Palabras Clave.CalculosAb Initio, modelos periédicos, almacenamiento dg fderzas
de dispersion.

Introduccién las actividades cotidianas e industriales de la humani-
dad. Una de las propuestas que se cree que podria ser

Es inminente el hecho de que en un futuro cercano la aplicable es la de basar la economia mundial en el uso
humanidad enfrentara una crisis energética mundial de- del H, como vector energético [3]. Sin embargo, la im-
bido a dos factores: (i) el constante incremento de la plementacion efectiva de esta idea esta siendo frenada,
demanda global de energia, el cual hoy en dia alcanzaprincipalmente, por los retos tecnolégicos que implica
los 5.08x10'” BTU y que se cree incrementara aproxi- el almacenamiento de hidrogeno, el cual en condiciones
madamente en un 33.5% en los siguientes 20 afios [1] estandar de presion y temperatura es un gas muy poco
y (ii) la constante disminucion de las reservas de petr6- comprimible [4]. Debido a esto, la busqueda de méto-
leo y gas natural, las mismas gue se estima duraran 43dos eficientes para almacenar hidrégeno se ha converti-
y 61 afios, respectivamente, si estos recursos se siguertdo en un tema de gran interés cientifico en los Ultimos
consumiendo al ritmo actual [1]. Por esta razdn, resul- afios [5]. De los diferentes métodos que se han propues-
ta indispensable el desarrollo de las que se denominanto [6], se piensa que la adsorciéon de moléculas ge H
Energias Alternativas [2], las cuales tendrian como ob- en materiales microporosos podria ser la solucién, pero
jetivo reemplazar el uso de los combustibles fésiles en
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hasta el momento no se han podido encontrar materiales[10]. Debido a la alta simetria del grupo espacial la cel-
guepermitan adsorbery liberar cantidades significativas da unitaria del MOF-5 se describe completamente defi-
de H, en tiempos cortos y en condiciones de operaciéon niendo un solo parametro de celda (i&@.,y la posi-
adecuadas (i.e., presion y temperatura) para la maqui-cion relativa a los vectores de celda de siete &tomos irre-
naria y los vehiculos que se usan en la actualidad. Con ducibles (i.e., 1 &tomo de zinc, 3 atomos de carbono, 2
respecto a esto, se ha estimado que la energia de interatomos de oxigeno y 1 atomo de hidrégeno). Produc-
accion que debe existir entre eb bt un material debe  to de la aplicacién de los 48 operadores de simetria del
ser mayor a 15 kJ/mol a presion y temperatura estandargrupo F'm3m los siete atomos irreducibles generan un
para lograr condiciones éptimas de almacenamiento [7]. total de 106 &tomos confinados en la celda unitaria.

En el presente articulo, se presenta el estudio teorico Como paso inicial de los céalculos se realizé la optimi-

cuanto-mecanico de la interaccion de moléculas de hi- zacién de la geometria del MOF-5 con respecto a las
drégeno con los diferentes sitios de adsorcion de la es- coordenadas fraccionarias de los atomos irreducibles y
tructura cristalina del Zn¢¥1,4-bencenodicarboxilatg)  del parametro de celda. Los célculos de optimizacion
mejor conocido como MOF-5, con el objetivo de eva- del cristal, asi como los célculos posteriores de energia,

luar el potencial de este material para almacenar H

(a) (b

Figura 1: Unidad inorganica Zn4O(COz2)g del MOF-5 (a) y su es-
tructura tridimensional (b) que resulta de la unién de de ocho uni-
dades Zny O(CO2)e mediante ligandos dicarboxilato. Las esferas
de color rojo y negro representan atomos de oxigeno y carbono,

fueron realizados con el programa CRYSTALO6 [11]
usando el funcional B3LYP [12] como nivel de teoria
DFT (i.e., teoria del funcional de la densidad). Las fun-
ciones base adoptadas para generar la funcién de onda
del sistema fueron de tipo Gaussiano con las siguien-
tes contracciones: 8-4111-41G(f), 8-411G(d), 6-31G(d)
y 31G(p) para los atomos de Zn, O, C e H, respecti-
vamente. Condiciones de célculo mas severas que las
definidas por defecto en CRYSTALO6 fueron emplea-
das para los céalculos del MOF-5 con el fin de obtener
una descripcion muy precisa de la funcién de onda del
sistema. Por ejemplo, la condicion para la convergencia
del Self Consistent Fieldi.e., SCF) fue modificada a
10~ 1'% Hartree y la red para integracién numérica de los
términos de intercambio-correlacion del Hamiltoniano

respectivamente. Las formas de color azul representan poliedros

formados por Zny O. fue definida con 75 puntos radiales y 434 puntos angu-

lares. Ademas, la red de puntoen el espacio reciproco
fue generada con un factor de shrinking [11] igual a 3,
el que resulta en un total de 4 punto®n la primera

Metodologia zona de Brillouin.

Para el estudio de la interaccion del ebn el MOF-5,
tres posibles sitios de absorcién en el cristal previamen-

MOF-5 es uno de los compuestos mas representativosf[e optimizado fueron considerados [13]: dos en la parte

de una nueva clase de materiales sintéticos denomina—'n,or_gélnica der_lominadmsy A,y uno en el ligando or-
dos Metal Organic Frameworkgi.e., MOFs) [8], los ganico denominadd (ver Figura 2)ay, 5y d fueron es-

cuales estan formados por unidades inorganicas que s udlado§ por se.parad.o, anfcldlendo moleculasgdecl I
unen por medio de ligandos organicos para dar paso ados posibles orientaciones: perpendicular o paralela con

una estructura tridimensional con cavidades bien defi- "€SPecto al plano que forman los atomos de cada sitio.
nidas. En el caso especifico del MOF-5, las unidades Para cada caso se considerd la concentracion maxima

inorganicas soglustersformados por cuatro tetraedros de hidrégeno, es decir que paray /3 fueron anadidas

ZnO, que comparten un mismo atomo de oxigeno co- YN total de OCh.O moléculas de igor ceIda unitaria de-

mo Vértice y que estan unidos por medio de seis grupos bido a que existen cugtr_o de estos sitios en cada uno
CO, (ver Figura 1a). Las unidades ZB(CO,), resul- de los do<lustersinorganicos que forman la estructura
tantes estan enlazadas en las tres direcciones espacialed€! MOF-5. Por otra parte, doce moléculas deftie-

através de moléculas de benceno para producir una cel-fon afadidas al estudlar el sitio de abs'or_cziouna S0-
da ctibica con un gran espacio disponible en su interior bre cada cara de los seis anillos bencénicos de la celda

como se observa en la Figura 1b. del MOF—S. Es importante mencilon.ar gue la estructura
del sistema BYMOF-5 no fue optimizada nuevamente
El modelo del cristal MOF-5 para los calculos periédi- debido a que la ubicacion de los atomos de hidrégeno
cos fue construido en base a datos de difraccion de neu-en estos complejos provoca que se reduzca considera-
trones de este material obtenidos a 3.5 K [9]. Segun los blemente la simetria del sistema, hecho que resulta en
datos de difraccion, el MOF-5 cristaliza en una estruc- un notable incremento del costo de calculo de la energia
tura que contiene dos unidades ZifQ4-bencenodicar-  y su gradiente con respecto a la posicion de los atomos,
boxilato; y que pertenece al grupo espaciam3m las mismas que son necesarias para el proceso de opti-

Modelos y Métodos
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mizacion [14]. Por esta razdn, la distancia optima entre son importantes en complejos débilmente enlazados co-
lasmoléculas de Ky los sitios de adsorciérdg_ ) mo en el presente caso. Por esta razon, los valores de la
fue determinada mediante el calculo de la energia de in- EI° para cada caso fueron refinados usando el método
teraccion El) a diferentes valores di;_y;,, la misma P-ONIOM [19, 20], el mismo que ha dado excelentes

; ltados en estudios teodricos de la interaccion del H
que fue variada entre 2.50 Ay 4.00 A. Con respecto al "®SU { : :
parameta_y, e5 mporarte indcar que su defin- <93 826003 chabazia (21, 22, 23,24) En ol metodo
cion depende del sitio de adsorcién y de la orientaciéon

. . " sistemas que son tratados a diferentes niveles de teoria
de la molecula de kladsorbida. Para los sitiesy /5 los (i.e., ALTO y BAJQ. Los subsistemas se denominan:
puntos de referencia son el a&tomo de oxigeno central y (jy sistema reakl cual es la estructura periédica y (i)

el atomo de zinc tetracoordinado, respectivamente (ver sistema modelque es una porcion dslstema realla
Figura 2.), mientras que para el siticel punto de re- cual contiene la parte del cristal que es relevante para el
ferencia corresponde al centro de masas del anillo ben- estudio de la interaccion. Lasstemas modelemplea-
cénico.ds_ y, se mide desde estos puntos de referencia dos para el presente estudio se pueden observan en la
hasta el atomo de H mas cercano en el caso en el queFigura 3, en donde se aprecia que los modelos molecu-
la molécula se adsorbe con orientacion perpendicular; y lares fueron saturados con atomos de hidrégeno termi-

hasta el centro de masas de la molécula gletiel caso nales que sustituyen a los enlaces covalentes que fueron
en el que la orientacion de adsorcion es paralela. cortados. La definicién de la energia de interaccion P-

ONIOM (EIONIOM) gg;:

BONIOM ElI{zajo,rear) + Elfarro,mopELO]

—FEI{paj0,MODELO] (2

dondeEl{y o vopero) El{aso rear) Y ; _
EI[CBAJO,MODELO} corresponden a las energias de in-
teraccion calculadas con la Ecn. 1 en el sistema modelo
con el nivel ALTO de teoria y en ambos sistemas real
y modelo con el nivel de teoriBAJQ El superindice

c indica que las energias corresponden a valores corre-
gidos con respecto al ESFB. En el presente estudio te6-
rico el nivel BAJO de teoria corresponde al funcional
B3LYP junto con las funciones base descritas al inicio
de esta Seccidn, mientras que el ni&ITO de teoria
corresponde al método Moller-Plesset truncado al se-
gundo orden (MP2) [25, 26, 27] junto con las funciones
base aug-cc-pVDZ para los atomos de carbono, oxigeno
Figura 2: Sitios de adsorcién del MOF-5.ax se bcaliza sobre las € hld.r(’)genoly las funciones k_’ase VDZp para e'_ éto_mo
caras de la unidad inorganica en una posicion equidistante de los de zinc. Es importante mencionar que la combinacion
tres grupos carboxilicos.3 se localiza sobre una de las caras del del método MP2 con funciones base de gran flexibi-

tetragdr_o Zn04 y 6 se localiza sobre el centro de masas del anillo lidad permite una buena descripcic')n de la correlacion
bencénico. _ ) ) dinamica de los electrones causante de las fuerzas de
Los valores dél a diferentes distanciak; 7, fueron dispersién en los sistemas multielectrénicos [26]. Los
calculados de acuerdo a la siguiente expresion [15]:  cgjculos en el sistema modelo con los niveles de teoria
ALTO y BAJCfueron realizados con el programa MOL-
EI = 2En, + Exor—s + Exmyjmor—s (1) PRO [28], el cual permite realizar calculos MP2 exactos

y de forma eficiente en modelos moleculares.

donde los dos primeros términos corresponden a la ener-
gia de la molécula de Hy del cristal MOF-5, respec-
tivamente; el tercer término es la energia del sistema
H2/MOF-5 que depende Unicamentedie_p, y X €s

el nimero de moléculas adsorbidas Hlabtenida con

la Ecn. 1 fue corregida posteriormente restando al valor
de E, ,/mor—s resultante el error debido a la super-
posicion de funciones base (ESFB) [16], para lo cual se
uso6 el método Boys-Bernardi [17]. La energia de inter-
accion corregida sera referida cofls, en lo posterior.

Resultados y Discusion
Resultados estructurales

Los principales parametros estructurales obtenidos des-
pués de la optimizacion del MOF-5 a nivel B3LYP son
reportados en la Tabla 1 junto con datos experimentales
para su comparacion. Como se puede observar el acuer-
do entre los datos experimentales y calculados es exce-
lente. Las diferencias més notables se observan en las
Se sabe que al nivel DFT no se pueden describir de for- longitudes de enlace, las cuales en el calculo compu-
ma adecuada las fuerzas de dispersién [18], las cualestacional resultan sobrestimadas, lo que a su vez causa
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Parametro Calc. Exp. % A ds—m, EI° ds_m, EI°
Celda 250 -26.3 330 -8.0
a 26.088 25.909 0.7 260 -245 340 -64
\% 17.76x10°> 17.3%10> 2.1 270 -20.3 350 -56
p 0.571 0.577 -1.0 280 -16.3 360 5.1
Enlaces 290 -141 370 5.0
0O1-Zn 1.972 1.968 0.2 3.00 -128 3.80 -4.2
Zn-02 1.961 1.947 0.7 310 -101 390 -35
02-C1 1.270 1.254 1.3 3.20 -9.1 4.00 -2.9
C1-C2 1.499 1.515 -1.1 Tabla 2: Energfas de interaccién obtenidas a nivel B3LYP a di-
C2-C3 1.402 1.381 1.5 ferentes distanciasds_1, de la molécula de h adsorbida con
C3-C4 1.392 1.381 0.8 orientacién paralela en el sitio a del MOF-5. Los datos de la ener-
CaH 1084 108 22 e e coresmonden s o les te Fore Les
Angulos L, .
Zn-02-C1 1317 1307 08 Interaccion del H, con los sitiosa y 3
02C1-02 125.2 127.2 -1.6 Como ya se habia comentado el proceso de adsorcién
02-C1-C2 117.4 116.4 0.9 del H, en los sitiosa y 3 fue estudiado mediante el
C1-C2-C3 120.1 120.1 0.0 célculo de la energia de interaccion en diferentes geo-
C2-C3-H 119.2 119.5 -0.3

Tabla 1: Datos geométricos calculados y experimentales del MGF
5. El parametro de celda @) y la distancia de los enlaces estan
expresados en A, la densidadg) en g/cn®, el volumen (V) en A2

y los angulos en grados. Vea la Figura 4 para identificar los atomos
referidos en la Tabla. a Datos experimentales tomados de Ref. [9]

gue el parametro de celda) @btenido en el calculo sea
ligeramente mayor al experimental.

Un andlisis mas detenido de los datos reportados en la
Tabla 1 permite observar que el enlace Zn-O1 es ma-
yor que el enlace Zn-O2 tanto en la estructura calculada
como en la experimental (ver la Figura 4 para identifi-
car estos atomos). Esta diferencia puede ser explicad

deados por un entorno quimico diferente. El atomo O1
se encuentra interactuando con cuatro atomos de zinc
diferencia del atomo O2 el cual pertenece a los grupos
carboxilicos del ligando organico. Debido a esto se pue-
de sugerir que el primero de estos dos atomos se com-
porta de forma similar a los &tomos de oxigeno en la fa-
se Wurtzita del 6xido de zinc puro (ZnO), en el cual los
enlaces Zn-0O tienen una longitud aproximada de 1.99
[29], muy cercana a los valores tedrico y experimental
del enlace Zn-O1 en el MOF-5 (ver Tabla 1). Eviden-
cia mas clara de la similitud entre el O1 del MOF-5y
los atomos de oxigeno del ZnO proviene de una recien-
te publicacién [30] en la cual se comparan los mapas
de deformacion de densidad de carga de ambos mate
riales. En ese estudio se observd que la coordinaciéon
del oxigeno central de la unidad inorganica del MOF-5
es igual a aquella de los atomos de oxigeno en el ZnO.
Adicionalmente, el andlisis de las cargas efectivas de

2l
considerando que los dos atomos de oxigeno estan ro-

metrias del sistema #MOF-5 que se obtenienen va-
riando Unicamente el parametdg_ 5, (i.e., distancia
entre la molécula de Hy el sitio de adsorcién, ver la
Seccién Modelos y Métodos) mientras que los otros gra-
dos de libertad se mantienen fijos. Esta simplificacion
en el analisis se justifica considerando que la formacion
de los complejos obedece a una interaccion débil la cual
no produce cambios estructurales en el adsorbente ni en
el adsorbato. Se debe también mencionar que la validez
de esta simplificacién se ha demostrado en el estudio
tedrico de la interaccion deldton los centros polari-
zantes de la zeolita chabazita intercambiada con metales
21, 22, 23] en donde se ha observado que los cambios
en la distancia H-H de las moléculas adsorbidas es alre-
dedor de 3 milésimas de A. Debido a las caracteristicas
semi-ionicas del cluster inorganico que forma el MOF-

a5, se espera que esta unidad posea importantes fuerzas

electroestaticas. Por esta razon se consider6 razonable
asumir que la interaccion dekHton los sitiosy y 3 se
pueda describir de forma adecuada con métodos DFT.
No obstante, las energias de interacdidfi obtenidas

al nivel B3LYP en los modelos periddicos resultaron ser
negativas para todos los valores considerados del para-
metrods_ z,, lo cual indica que la interaccion es siem-
pre repulsiva. Esto se observa en la Tabla 2, en la cual
los datos calculados para las moléculas deatisorbi-

das en el sitio a son reportados. Estos resultados no con-
cuerdan con las observaciones experimentales de Spen-
cer et. al., [31] quien determiné mediante espectrosco-
pia de dispersién inelastica de neutrones que el sitio mas

fuerte de adsorcion des€n el MOF-5 es justamente el

sitio «, lo cual indica que la naturaleza real de la in-

teraccion entre el hidrégeno molecular y el MOF-5 no
obedece a efectos electroestaticos como ha sido suge-
rido por varios autores [32, 33, 34] al proponer que los
fenomenos de adsorcién en este material ocurren prin-
cipalmente via fuerzas de van der Waals. Como ya se
Con respecto a la unidad organica, se observd que laha indicado, este tipo de fuerzas no se pueden describir
longitud de los enlaces y los angulos entre ellos se en- correctamente con los funcionales DFT actuales, por lo
cuentran en el rango de los valores tipicos del ligando que lasEl® obtenidas a nivel B3LYP debieron ser refi-
bencenodicarboxilato. nadas al nivel MP2 (usando el método P-ONIOM) para

Born en ese mismo trabajo [30] ha confirmado que O1
(-1.85 u.a.) es mas negativo que 02 (-1.40 u.a.) pero es
comparable a los atomos de oxigeno (-2.08 u.a.) en los
polimorfos del ZnO.
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Figura 3: Sistemas modelasados para los calculos P-ONIOM de la molécula de B adsorbida con orientacion paralela (arriba) y perpen-
dicular (abajo) sobre los sitiosa (a), 3 (b) y & (c) del MOF-5. Los atomos de zinc, carbono y oxigeno son representados con esferas de color
magenta, café y rojo, respectivamente. Los atomos de la molécula de hidrégeno se representan con esferas de color celeste.

obtener valores mas exactos. Los valoregtfgV /oM central del tetraedro (ver Figura 2), lo que provoca que
calculados usando los sistemas modelo de las Figura 3la molécula de K pueda acceder a este sitio solamen-
mostraron un notable incremento en las energias de in-te si se encuentra orientada de forma perpendicular con
teraccion del H con el sitio a pero no con el siti@, lo respecto al plano de los atomos de oxigeno enlazados al
que indica que el sitio principal de adsorcion de la uni- zinc. Es importante mencionar que estos efectos estéri-
dad inorganica del MOF-5 esen buen acuerdo conlos  cos no se encuentran presentes en el sistema modelo del
resultados experimentales de Spencer et. al. [31] Comossitio 8 empleado para el método P-ONIOM (ver Figura
es reportado en la Tabla 3 valBi®V/?M para la in- 3), lo que puede ser una fuente de errores en el célculo
teraccion del H con el sitio a es de 3.8 kJ/mol y 2.1 de las energias de interaccion ONIOM de este sitio.
kJ/mol para las orientaciones de adsorcién paralela y

perpendicular, respectivamente. Mientras que la distan- ~ Sitiode  Orientacion  ds_n, El° EION
ciads_g, a la cual se obtienen estos valores de inter- Adsorcién

accion es de 3.8 A para ambas orientaciones. El hecho o [ 38 -42 38

de que la interaccion mas fuerte se obtenga en el com- L 39 41 21
plejo de orientacién paralela se debe probablemente a B [ 37 27 04
la naturaleza cuadrupolar de la molécula de hidrégeno L 3.7 -1.1 0.9

la cual produce que esta se oriente de tal forma que sus g [ 3.1 -4.1 3.2

I6bulos negativos queden expuestos hacia el potencial 1 2.8 2.2 4.2

positivo de la copa molecular correspondiente al sitio Tabla 3: Energias de interaccién B3LYP libres del ESFBEI®) y
«. A diferencia del sitiay, los datos en la Tabla 3 mues-  ONIOM (EI°NTOM) para la molécula de H; adsorbida a una
tran que en el caso de la adsorcion de é# el sitio d.lstanma’lds,H2 sobre los S|t|03a,,8y¢?del MOF-5. Las distan-
3 la formacién de complejos con orientacion perpendi- cias estan expresadas en A y las energias en kJ/mol.

cular es preferida aunque con una pequefia diferencia
de energia (i.e., 0.9 kJ/mol contra 0.4 kJ/mol). Despre-

ciando el hecho de que una diferencia de energ,ias de| 3 interaccion del K con el sitiod que esta ubicado

DFT, se puede mencionar que la preferencia por 1a for- estydiada siguiendo el mismo procedimiento empleado
macion de complejos con orientacion perpendicular en para los sitiosy y 3; es decir que la energia de inter-
el sitio 5 esta asociada a las caracteristicas estructuralesyccignElc fue calculada considerando diferentes valo-
de esta zona de la unidad inorganica del MOF-5. El sitio g5 el parametrds_p,. Las principales fuerzas pre-
de adsorciors esta rodeado por tres ligandos organicos gentes en el ligando organico del MOF-5 son las de dis-
dispuestos de tal forma que sus atomos de hidrégeno delpersién por lo que se espera de antemano que a nivel
anillo aromatico apuntan en direccion del atomo de zinc g3 yp |3 descripcién de la adsorcién dej En el sitio

Interaccion del H, con el sitiod
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d sea pobre. Una mejor descripcion del proceso se llevo simulacion cuanto-mecénica empleados. Con respecto
a abo usando el método P-ONIOM para el cual se em- al calculo de la energia de interaccién entre la molécu-
plearon los modelos moleculares ilustrados en la Figura la de H y los sitios de absorcién, 3y § se observo
3 comosistemas model&Como se encuentra reportado  que los resultados obtenidos a nivel MP2 dentro del es-
en la Tabla 3, las energias de interaccién ONIOM calcu- quema P-ONIOM indican que el sitio de adsorcibn
ladas en los complejos de orientacién paralela y perpen- ubicado sobre los anillos bencénicos de las unidades or-
dicular son 3.2.y 4.2 kJ/mol, respectivamente, mientras ganicas del MOF-5 es el mas fuerte de los considerados
que las distanciads_ z, a las cuales se obtienen estos con una energia de interaccion favorable de 4.2 kJ/mol,
valores son cercanas-&8 A en buen acuerdo con estu-  valor que a su vez no es suficiente como para considerar
dios computacionales anteriores de lainteraccion del H al MOF-5 como un buen candidato para almacenar can-
con el acido bencenodicarboxilico [33, 34, 35] y otros tidades de hidrégeno significativas. Adicionalmente se
ligandos aromaticos [36, 37] empleados para el disefio puede comentar que en el presente trabajo se ha indica-
de MOFs. do que la susceptibilidad del método P-ONIOM con res-
pecto a la eleccion de Iasstemas modelouede ser una

7n fuente potencial de errores en la descripcién de procesos
de adsorcion. Los resultados presentados sugieren que
es necesaria futura investigacion en el siste MO F-
5 empleandsistemas modelde mayor dimension, es
decir que contengan una mayor cantidad de atomos de la
zona cercana a los sitios de adsorcién con el objetivo de
confirmar o corregir los datos de este trabajo preliminar.

Figura 4: Fragmento de la estructura del MOF-5 con las etiquetas
de los atomos de las unidades inorganicas y organicas a los que se

refieren los datos de la Tabla 1. AgradeC|m|entos

Los resultados presentes indican que la adsorciéon del FJT agradece al grupo de Quimica Teoérica deié:
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delo empleado para los calculos ONIOM. A este res-
pecto, se espera que la inclusion dedbsstersZn,O; 3

en el sistema modelo cause una redistribucion de car-
gas desde los orbitaleg? de los atomos de carbono
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Abstract

Perfluorinated chemicals (PFCs) are emerging pollutants that have been used for half a
century in a wide variety of industrial processes and consumer-based products. PFCs ha-
ve received a lot of attention in the last ten years due to their detection in environmental
and biological matrices as well as concerns regarding their persistence and toxicity. Recent
studies indicate that municipal wastewater treatment plants are point sources of PFCs. The
significance of PFCs discharges from wastewater treatment plants in Arizona was investi-
gated in this research.

A quantitative method consisting of acid wash-solvent extraction of the PFCs followed
by solid ﬁhase extraction (SPE) clean-up and concentration was successfully developed to
assess the presence of PFCs in environmental solid matrices. LC-MS/MS was employed to
detect and quantify PFCs in sludge samples. Selected ion monitoring (SIM) analysis was
used to improve detection limits for the perfluorinated compounds. The detection limits of

the PFCs evaluated in this study were /&L~ for perfluorooctane sulfonate (PFOS),

perfluorodecano sulfonate (PFDS) and perfluorodecanoic acid (PFDA), angg200*
for perfluorohexane sulfonate (PFHXs) and perfluorooctanoic acid (PFOA). PFGS (77

5ng g ' sludge dry weight) was the only perfluorinated compound detected in municipal
sewage sludge samples from Tucson, Arizona.

Keywords. PFCs, PFOS, PFOA, adsorption, sewage sludge, LC-MS/MS, SPE.

Resumen

Los compuestos perfluorinados (Perfluorinated Chemicals, PFCs) son contaminantes emer-
gentes que han sido utilizados por mas de 50 afios en una variedad de procesos industriales
y en la produccién de articulos de consumo humano. Los PFCs han recibido mucha aten-
cion en los Ultimos diez afios debido a su presencia en matrices bidticas y ambientales; asi
como también, a reportes relacionados con su persistencia y toxicidad. Las Plantas de Tra-
tamiento de Aguas Residuales (PTARs) municipales han sido identificadas como fuentes
puntuales de PFCs segun estudios recientes. En este estudio se investigo la presencia de
PFCs en las descargas de plantas de tratamiento de aguas residuales en Arizona.

Un método cuantitativo basado en limpieza con acido-extraccion con solvente seguido de
una limpieza-extraccion en fase soélida (Solid Phase Extraction, SPE) fue exitosamente
desarrollado para determinar la presencia de PFCs en matrices ambientales soélidas. Cro-
matografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas en tandem (Liquid
Chromatography copuled to Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) fue utilizada para
detectar y cuantificar PFCs en lodos provenientes de las PTARs. Analisis por monitoreo
de iones seleccionados (Selected lon Monitoring, SIM) se empleo para mejorar los limi-
tes de deteccion de los compuestos perfluorinados. Los limites de deteccion de los PFCs
evaluados en este estudio fueron de;&0L ! para sulfonato de perfluorooctano (Per-
fluorooctane sulfonate, PFOS), sulfonato de perfluorodecano (Perfluorodecane sulfonate,
PFDS) y acido perfluorodecanoico (Perfluorodecanoic acid, PFDA), y:800 ! de sul-

fonato de perfluorohexano (Perfluorohexane sulfonate, PFHXs) y acido perfluorooctanoico
(Perfluorooctanoic acid, PFOA). PFOS (¥75 ng g * lodo peso seco) fue el Ginico com-
puesto perfluorinado detectado en los lodos provenientes de plantas de tratamiento de aguas
residuales en Tucson, Arizona.

Palabras Clave.PFCs, PFOS, PFOA, adsorcion, lodos de aguas residuales, LC-MS/MS,
SPE.
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Introduccién concentraciones que varian desde 5 a 120-h[2q].

Guo et al. [21] cuantificaron PFOS y PFOA en lodos
Loscompuestos perfluorinados (PFCs, Perfluorinated de descargas en China con concentraciones en el rango
Compounds) son contaminantes emergentes que han side 278 a 5383 ng'y Un estudio reciente realizado por
do usados por décadas en la produccion de articulos queBossiet al. [22] demostré la presencia de compuestos
repelen aceite, grasa y agua [1, 2]. Dentro de estos com-perfluorinados en PTARs en Dinamarca en niveles si-
puestos, sulfonato de perfluorooctano (Perfluorooctane milares a aquellos reportados en otros paises, 0.4 —74.1
sulfonate, PFOS) y acido perfluorooctanoico (Perfluo- ng g*.
rooctanoic acid, PFOA) son sujetos de continua investi-
gacién debido a reportes recientes relacionados con su
deteccion en matrices biol6gicas y ambientales, asi co-
mo también a repotes relacionados con su persistencia
y toxicidad [3, 4, 5, 6, 7, 8]. PFOS y PFOA son los pro-
ductos finales de la degradacién de un gran nimero de
PFCs con aplicaciones comerciales [9, 10].

Concentraciones elevadas de PFOS han sido determina-
das en aguas residuales provenientes de plantas que pro-
ducen PFCs y de otras actividades que utilizan dichos
compuestos [23, 24, 25, 26, 27]. PFOS en concentra-
ciones tan elevadas como 1650 mgfue detectado en
efluentes de la industria de semiconductores [28]. Los
PFCs se emplean ampliamente en la creciente industria

Muy poco se conoce acerca de las fuentes ambientales yde 10s semiconductores en Arizona, en operaciones fo-

de las rutas de exposicion de los compuestos perfluori- Festales (extintores de incendios) y en una amplia gama

nados. Las Plantas de Tratamiento de Aguas Residualesde aplicaciones comerciales, industriales y de consu-

(PTARS) han sido identificadas como fuentes puntuales Mo humano. Adicionalmente, datos sobre la presencia

de los PFCs en el medio ambiente [11, 12, 13]. Sin em- d& PFCs en los lodos de aguas residuales son de gran
bargo, la presencia de los compuestos perfluorinados enimportancia ya que los biosolidos son empleados en la

aguas residuales no esta bien entendida. Es muy proba2gdricultura.

ble que estos quimicos hayan sido introducidos en las g| gpjetivo de este trabajo de investigacion es deter-

PTARs a través de descargas domésticas e industrialesninar Ia presencia de PFCs en las descargas de plan-
generadas durante la produccion, el uso y la disposicion (g5 de tratamiento de aguas residuales municipales. Los
de los productos de consumo humano e industrial ta- compuestos fluorinados seran detectados y cuantifica-
les como extintores de incendios, protectores de super-gos mediante métodos analiticos basados en LC-MS/MS.
ficies, etc. [14, 15]. Las estructuras quimicas de los compuestos evaluados

La principal fuente de PFOS, PFOA y compuestos re- en este estudio estan representadas en la Figura 1.

lacionados en las PTARs municipales son los lodos, ya
que se espera que estos compuestos se adhieran en d A)
chos biosdlidos [12, 15]. De hecho, la bioadsorcion de '
sulfonato de perfluorooctano en varios lodos provenien-
tes de plantas de tratamientos de aguas residuales ha si
do documentada [16]. Estudios recientes han demostra-
do que PFOS y compuestos relacionados en concentra-
ciones de ng ¢ han sido detectados en los lodos de
varias plantas de tratamiento en diferentes paises. En B)
USA, un estudio realizado por 3M en el 2001, reve-
I6 que las concentraciones de PFOS en los lodos pro-
venientes de los sistemas publicos de tratamientos de
aguas en Alabama, Tennessee, Georgia y Florida estu-
vieron en el rango de 58 a 3120 ng §17]. Higgins
y colaboradores [12] determinaron concentraciones de
PFCs en los lodos y los sedimentos afectados por las
descargas de las alcantarillas en California. El estudio
establecié que las concentraciones totales de PFCs estu €)
vieron dentro de 5y 3370 ng'gen lodos domésticos in- F
cluidos perfluorosulfonatos, perfluorooctanosulfonami-
dasy perfluorocarboxilatos. Sinclair [18] reporté la pre-
sencia de perfluoroosulfonatos y perfluorocarboxilatos Figlllra dli Estructl;ras qtui(;nica:)dg IOfT complffestots perﬂt:?rini:cbd

H evaluados en este estudio. erfiluorosulionatos: sulionato ae
e BT ) P s () s G ety (0%

perfluorodecano (PFDS). B) Perfluorosulfona-
York. Loganathan y colaboradores [19] reportaron con- midas: acetato de 2-(N-metilperfluorooctanosulfonamida) (N-
centraciones de PFOS y PFOA en rangos de 2.5 — 990 MeFOSAA) y acetato de 2-(N-epi|perﬂu,or_ooctanosulfonamidg)
ng gl en muestras de lodos obtenidas de PTARs mu- (N-EtFOSAA)/. C) Perfluorocarboxilatos: acido perfluorooctanoi-
it . . co (PFOA) y &cido perfluorodecanoico (PFDA).

nicipales en Kentucky y Georgia. En Alemania, PFOS
y PFOA fueron cuantificados en muestras de lodos en

FEAE S A A A
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Metodologia Limpieza de los lavados y extractos

Las extracciones en fase sélida (SPE) se realizaron para
pre-concentrar y limpiar los lavados y los extractos ob-
tenidos de los lodos de descarga. Cartuchos de SPE (3
mL, 500 mg ODS-Gg, Agilent Technologies, DE) co-
locados en un manifold de vacio fueron condicionados
con 6 mL de metanol, seguido de 6 mL de una solu-
cion de 1% acido acético. Los voliumenes deseados de
lavado y extracto fueron cargados separadamente a una

Reactivos

Perfluorooctano sulfonato de potasio, PFOS (98 % pure-
za), se obtuvo en SynQuest Laboratories (Alachua, FL).
Perfluorohexano sulfonato de sodio, PFHXs (98 %), per-
fluorodecano sulfonato de sodio, PFDS (98 %) y aci-
do perfluorodecanoico, PFDA (98 %) fueron adquiridos

en Wellington Laboratories (Ontario, Canada). Acido velocidad de 1 mL min'. Las columnas de SPE fueron

perfluorooctanoico, PFOA (96 %) y fluoruro de sodio lavadas con 4 mL de agua desionizada y posteriormente
0 . . A .
(99 %) se obtuvieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). centrifugadas (4000 rpm, 25 min). Los compuestos de

Cartuchos de extraccion en fase sélida (SPE), 3 mL, 500 . . ;
mg ODS-Gg fueron adquiridos de Agilent Technolo- interés fueron eluidos con 4 mL de metanol y colecta-
gies (New Castle, DE). Metanol (grado HPLC) se obtu- dos en frascos limpios de Nalgene. El e_Iuente fug con-
vo de Burdikc & Jackson (Muskegon, MI). Acido acéti- centrado por un factor de 8 en presencia de nitrégeno.

; " : En la segunda extraccion en la que se emplearon can-
(C(giglt?sif\/lvggrleﬁ)? ACS) se adquiri en EMD chemicals tidades considerables del lodo de “Ina Road WWTP”,

la muestra fue cargada en 3 columnas diferentes, y cada
columnafue lavada con 20 mL de agua desionizada. Los
eluentes fueron combinados y finalmente concentrados
_ ) por un factor de 10 — 30 en presencia de nitrégeno. Los
La§ extracciones de Io§ Io_dos se realizaron de acuerdo algytractos se almacenaron 4@ para ser analizados por
metodo descrito por Higgins y colaboradores [12]. Los | c_\ms/MS. Previamente al andlisis, las muestras fue-

lodos digeridos anaerobicamente (Anaerobically Diges- o, giluidas 1:10 para reducir las posibles interferencias
ted Sludge, ADS) obtenidos de dos PTARS en TUCsoN, hresentes en las matrices ambientales y también para

Arizona, *Ina Road Wastewater Treatment Plant, Ina 55eqrarse de que la concentracion de la muestra esté
Road WWTP” y “Roger Road Wastewater Treatment yaniro del rango de analisis de LC-MS/MS.

Plant, Roger Road WWTP”, fueron evaluados en este

estudio. Las muestras del lodo se secaron en un hornoc-MS/MS

durante la noche a ML, posteriormente se mantuvie-

ron a temperatura ambiente por 1 dia. Las muestras fue-El analisis de PFCs con cromatografia liquida acoplada
ron molidas y homogenizadas usando un mortero. 100 a espectrometria de masas en tandem (Liquid Chroma-
mg del lodo homogenizado se transfirié a una botella de tography coupled to Tandem Mass Spectrometry, LC-
Nalgene, en donde se afiadié 7.5 mL de una solucién MS/MS) fue desarrollado en base a un método descrito
de 1% de &cido acético. La muestra fue agitada duran- por Higginset al.[12]. Los andlisis de LC-MS/MS fue-

te 10 minutos en el vortex y sonicada por 30 minutos a ron realizados en un instrumento Magic 2002 (Michrom
60 °C. Posteriormente, las muestras fueron centrifuga- Biosciences, Inc.) ThermoFisher (Finnigan) LCQ Clas-
das (10000 rpm, 25 min) y el lavado fue decantado en sic HPLC-MS. La separacion cromatografica se llevo a
un segunda botella de Nalgene. La extraccién de PFCscabo utilizando una columna MagicMS{35 um, 200

se llevo a cabo, afiadiendo 1.7 mL de una solucion de A, 1 x 150 mm). La fase mévil empleada estaba com-
metanol / 1% acido acético (90:10 v/v) al vial inicial.  puesta de una buffer de acetato de amonio (A) (10 mM)
Las muestras fueron nuevamente agitadas en el vértexy metanol (B). Los compuestos fueron eluidos emplean-
durante 10 minutos, sonicadas por 30 minutos®C69 do un gradiente de 5% B hasta 90 % B en 35 minutos
finalmente centrifugadas. El extracto fue decantado en con un flujo de 50Q:L min—!, 40°C de temperatura,
una tercera botella de Nalgene. Este procedimiento fue y un volumen de inyeccién de 28.. Los compuestos
realizado dos veces mas y todos los lavados y los extrac-fluorinados sulfonatos y carboxilatos fueron detectados
tos fueron combinados separadamente al final del pro- empleando ionizacién en modo negativo (Electrospray
ceso de extraccion. Una segunda extraccién de PFCs deonization, ESI). El analisis por monitoreo de iones se-
los lodos de “Ina Road WWTP” se llevo a cabo siguien- leccionados (Selected lon Monitoring, SIM) se empled
do el procedimiento descrito previamente con pequefiaspara mejorar los limites de deteccién de los compues-
modificaciones. Brevemente, 75 mL de una solucién de tos perfluorinados. Las soluciones estandares se anali-
1% de &cido acético fueron afiadidos a una muestra ho-zaron en primer lugar para determinar la intensidad de
mogenizada de 6000 mg de lodo, posteriormente se afia-los picos para los iones seleccionados (m/z 399, 413,
dieron 20 mL de la mezcla de extraccion compuesta de 499, 513, y 599). Una ventana de m/z de +/- 3 alre-
metanol / 1% acido acético (90:10, v/v). Todos los la- dedor del valor seleccionado de m/z se utilizé en los
vados y los extractos fueron centrifugados (10000 rpm, experimentos de analisis SIM. Los andlisis de espec-
25 min) para evitar taponamientos de las columnas de trometria de masas en tandem (Tandem Mass Spectro-
extraccion en fase sélida (SPE). Cada muestra del lodo metry, MS/MS) se realizaron con el objetivo de obtener
fue extraida y analizada por triplicado. informacidn estructural de los iones seleccionados (por

Extracciones de los lodos



Ochoa-Herrera et al. Avances,201Q Vol. 2, Pags. A8-A15

ejemplo., m/z de 499, PFOS, ¢gEFR;);S05; ). Helio 514.09 g/mol), y al final PFDS (g 599.13 g/mol). Los

se us6 como gas de colision en los experimentos de tiempos de retencion para los diferentes compuestos son
MS/MS con una energia relativa de colisiéon de 35%. 15.8, 19.2, 22.5 (21.4y 23.4), 25.1 y 27 min, respecti-
Los espectros de MS/MS se adquirieron dentro un ran- vamente.

go de masa de (m/z) de 75 a 1000 empleando un UeMPO L g tecnico es una mezcla de isémeros estructurales

de escaneo de 0.2 s. Soluciones blancos se corrieron cas. o
lineales y ramificados. La sal de PFOS empleada es este
da tres muestras de los lodos.

estudio contiene 75.4 % del isémero lineal [29]. En el
Cuantificacién cromatograma de LC-MS de PFOS (Figura 2), el pico

detectado a 22.5 min corresponde al isomero lineal de
El método SIM se empled para incrementar la sensibili- PFOS y los dos picos detectados antes y después, a 21.4
dad del analisis durante la cuantificacion. Paralelamen- y 23.4 min, respectivamente, corresponden a los iséme-
te, estandares de compuestos fluorinados se corrieronros ramificados.
para validar el analisis. Estandares internos se emplea-
ron para corregir los posibles errores generados durante
el proceso de ionizacion. PFDS se empled como estan-
dar interno en el andlisis de PFOS ya que los dos com- 50
puestos pertenecen a la misma familia perfluorinada y
guimicamente son muy similares.

Las muestras fueron fortificadas con una concentracion
conocida de estandar interno, la cual fue de 0.5 migle 0 PFHXs (399)
PFDS. Los picos se promediarony las areas de los mis- _/\xk

mos se calcularon multiplicando la altura por el ancho

del pico a la mitad de la altura del pico. La cuantifi- “

cacion se llevé a cabo relacionando el area del pico de 0 PFOA (413)
PFOS con el area del pico del estandar interno. La rela-

cion de areas entre PFOS y PFDS en una solucién equi-

Relative Abundance

molar estandar de PFOS y PFDS se empleé para corre-g

gir la diferencia en los factores de respuesta de los dife- Y PFO%
rentes compuestos. La precision del método se determi-

né analizando las muestras de los lodos por triplicado y o

calculando las desviaciones estandares.

100
. .z 50

Resultados y Discusién PFDA (1) /L
o

Aplicacién de LC-MS/MS en la deteccién y cuantifi-

cacion de PFOS y compuestos relacionados " /L
) . 50 PFDS (599)

Un método analitico basado en cromatografia liquida

de alta eficacia en fase reversa con ionizacién de elec- o - - - -

trospray i6n negativo espectrometria de masas en tan- Time {min)

dem (Ligquid Chromatography coupled to Tandem Mass _ _ .
Spectrometr LC-MS/MS) descrito por Higgirs al Figura 2: Cromatogramas de LC/MS de 5 mg L _de PFH'Xs,
p y’, p g_g to PFOA, PFOS, PFDA y PFDS en una soluciéon mixta estandar
[12] se empleo para detectar PFCs en matrices ambien-(arriba) y estandares individuales.
tales sdlidas. La Figura 2 muestra un cromatograma de _
una solucién mixta estandar en metanol de 5 mig' L El factor de respuesta de los d|fgr§ntes PFCs evaluqdos
de PFHXs, PFOA, PFOS, PFDAy PFDS; asi como tam- " este estudio fue calculado dividiendo el area del pico
bién, cromatogramas de soluciones estandares de cad®ara la concentracion del analito. El factor de respues-
compuesto analizado individualmente (5 mg'l. Los tzaldg,zpijxsyliFOA, PFt_OS’ PFtDALy P'f:DtS fue ge 15,
espectros de MS/MS para la misma solucién mixta es- <~ °< y 14, respectivamente. Los tactores de res-

tandar descrita previamente estan representados en |6{3uesta_de los compuesto§ perfluorinados sulfonatos y
Figura 3. carboxilatos con un tamafio de cadena de 6 a 10 car-

bonos fueron muy similares (15 y 14). Sin embargo, en
Los compuestos perfluorinados fueron separados en ba-el caso de PFOA y PFOS (cadena de 8-carbonos), estos
se al tamafio de la cadena perfluoroalquilada, como sevalores fueron mucho mas altos y significativamente di-
espera para una columnagCde fase reversa. En la ferentes,y mas aun no estan relacionados con el tamafio
solucion mixta estandar de compuestos perfluorinados de la cadena perfluorinada. Adicionalmente, los facto-
se puede observar diferentes picos (Figura 2). PFHXs res de respuesta de estos dos compuestos son diferentes
(Cs, 399.10 g/mol) eluye primero, seguido de PFOA de aquellos de sus homdlogos perfluorosulfonatosy per-
(Cs, 413 g/mol), PFOS (£499.12 g/mol), PFDA (&, fluorocarboxilatos.



Avances201Q \ol. 2, Pags. A8-A15 Ochoa-Herrera et al.

Los limites de deteccion de los PFCs estudiados en es-Determinacion de la concentracion de PFC en los lo-
ta investigacién varian entre compuestos. Los limites de dos provenientes de plantas de tratamiento de aguas
deteccion determinados en base a una relacion de se+esiduales

fial/ruido de 3 fueron de 50g L~! para PFOS, PFDA

y PFDS, mientras que para PFHXs y PFOA fueron de
200 ug L~!. Estudios reportados en la literatura refe-
rentes a la cuantificacion de PFCs en matrices ambien-

La presencia de compuestos perfluorinados en las mues-
tras de los lodos digeridos anaerébicamente provenien-
tes de dos diferentes plantas de tratamiento de aguas
tales mediante LC-MS/MS registran limites de detec- eSiduales de Tucson, Arizona, fue evaluada en este es-
cién en el orden de ngjag L~ [30, 31]. En la mayoria tudio. La c_uant|f|caC|on de PFCs en los lodos de des-
de casos, los detectores de espectrometria de masas t&£2r92 mediante LC-MS/MS fue realizada de acuerdo al
les como tiempo-de-vuelo (Time-of-Flight, TOF-MS) y protocolo descrito en Ia_\ seccion de M_aterlales y _Met_o-
cuadruple-tiempo-de-vuelo (Quadruple-Time-of-Flight, dos. Br,e\./emente, un (.:|,clo de extracciones con limpie-
Q-TOF-MS) son empleados en los andlisis de muestras 22 d€ acido — extraccion con solvente seguido de una
ambientales. Estos detectores han demostrado una capalimPieza-extraccion en fase solida (SPE) se llevé a cabo

cidad de resolucién elevada y se han vuelto comerciales Para déterminar la concentracion de PFCs en los lodos
en los Gltimos 6 afios [32] municipales. Se realizaron dos extracciones, la primera

empleando 100 mg y una segunda utilizando 6000 mg
El hecho de que los limites de deteccion obtenidos en de lodo seco. En los dos casos, se analiz6 el lavado y
este estudio no sean muy buenos (valores elevados) pueel extracto. En la primera extraccion, no se detectaron
de ser atribuido primordialmente a las limitaciones del PFCs, tanto en el lavado como en el extracto, sugirien-
instrumento. El espectrémetro LC-MS/MS empleado en do que los compuestos no estuvieron presentes o que sus
nuestra investigacion fue adquirido algunos afios atras y concentraciones estuvieron por debajo de los limites de
la sensitividad proporcionada no es muy buena, como deteccion. En la segunda extraccion en la que se em-
se lo ha demostrado previamente. Con el objeto de su- pleo 6000 mg del lodo digerido anaerébicamente de la
perar estas limitaciones, se realizaron preconcentracio-planta de tratamiento de aguas residuales de Ina Road,
nes mediante procedimientos de SPE, empleando voli-PFOS fue el Gnico compuesto detectado en el extracto,
menes significativos de muestras, lo cual fue necesarioy ningin PFC fue detectado en el lavado. Los resulta-
para obtener resultados confiables. dos analiticos obtenidos en la segunda extraccion seran

presentados a continuacion en mayor detalle.

Estudios recientes han reportado la presencia de com-
10 puestos relacionados a PFOS y PFOA; asi como tam-
PFHKe bién, perfluorooctanosulfonamidas en muestras de lo-

dosde PTARs [12, 15, 17]. Por ejemplo, Higgins y cola-

Jl .. . . . boradores [12] reportaron que la concentracion de per-
fluorosulfonamida usualmente excede la concentracion
de PFOS en muestras de los lodos municipaledeFO
SAA andN-EtFOSAA fueron detectados en las descar-
gas de PTARs en la Bahia de San Francisco en con-
olou L L . centraciones en el rango de 6 a 544 ng.gEn base
a estos estudios, el analisis en modo SIM fue emplea-
do en este trabajo para detectar la presencia de tres cla-
ses de PFCs en los extractos provenientes de los lodos
municipales. Los compuestos evaluados en esta inves-

PFOA

PFOS

Relative Abundance
2

0 . . tigacion incluyen: perfluorosulfonatos: PFHXs, PFOS,
PFDS, perfluorooctanosulfonamidd&MeFOSAA, y
w0 oFDA N-EtFOSSA y perfluroorocarboxilatos, PFOA y PFDA
% (Figura 1).
0 ! La Figura 4 muestra un cromatograma de LC-MS y un
0 espectro MS/MS obtenido bajo el andlisis SIM de una
PFDS muestra de extracto fortificada con 509 PFDS L!
50 como estandar interno. El tiempo de retencién de PFDS

fue de 27 minuntos. PFOS fue el Gnico compuesto per-
fluorinado detectado bajo las condiciones experimenta-
les evaluadas en este estudio. La concentracion de PFOS
m en los lodos digeridos anaerdbicamente fue de-7>
Figura 3: Espectro ESI/MS en modo negativo de una solucion ”9 g_l lodo en pe_so SeF:O. LOS nlvgles de PFOS deter-
mixta estandar de 5 mg L-! de PFHXs, PFOA, PFOS, PFDA y minados en esta investigacion estan dentro de los ran-
PFDS obtenida durante el andlisis SIM. gos encontrados en estudios relacionados a lo largo de

, 1 L
397 400 441 444 447 499 502 513 516 570 573 5B4  5B7T 50B 6D
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b

cion de PFCs con 6000 mg de lodo, los sulfonatos de
10 aquilbenceno lineales (linear alkylbenzene sulfonates,
Pros LAS) coeluyeron en concentraciones significativas con
los compuestos perfluorinados de elevados pesos mole-
culares N-MeFOSAA, N-EtFOSAA y PFDS) (Figura
0 4). Por lo tanto, es posible que los compuestos perfluo-
” * * " :mm]z“ w » “ rinados objetos de este estudio estén presentes en los lo-
dos de descargas; sin embargo, no se los pudo detectar
debido a interferencias existentes en la matriz.

Relative Abundance
3
-

o

Los problemas de interferencias en matrices propios de
ESI pueden ser abordados empleando técnicas de io-
nizacion en las cuales el proceso de ionizacién se lle-

Relative Abundance
2

S o ms s ss am e s s s s va a cabo en la fase gaseosa. Takino y _colaboradores
miz [40] desarrollaron un método para determinar los com-
Figura 4: Andlisis SIM de una muestra del lodo de “Ina Road puestos ﬂUOf!‘InI{:ldQZ en matrices amble':]ta(;es basado (.en
WWT P” de Tucson, Arizona. A) Cromatograma LC-MS 'y, B) es- gromatogra_la _IqUI_ ,a con esp}ectrometn,a_ e masas uti-
pectro MS/MS del extracto de una muestra de lodo fortificada con lizando fotoionizacion a presion atmosférica (Atmosp-
0.5mg PFDS L. heric Presssure Photoionization Tandem Mass Spectro-

metry, AAPI/MS/MS). La ventaja de utilizar esta téc-
USA [12, 17, 18, 19]. PFOS parece ser el compuesto pnica de ionizacion en fase gaseosa comparada con ESI
perfluorinado dominante en las muestras de los 10d0S g |5 ausencia de interferencias en la matriz. Sin embar-
provenientes de las PTARs. Datos coIe_qtados por 3M g0, s limites de deteccién de AAPI no son tan buenos
en 2001 demostraron que la concentracion de PFOS engomqo aquellos obtenidos con LC con ESI MS/MS. In-
lodos municipales de Alabama, Tennessee, Georgia y yestigaciones adicionales deberian ser realizadas para
Florida excedieron la concentracion de PFOA'y FOSA ggtaplecer si otros compuestos perfluorinados ademas
(perfluorooctanosulfonamida) por un orden de magni- 4e PFOS, estan presentes en los lodos municipales en
tud [17]. En las muestras de los lodos de Kentucky, la arizona. AAPI/MS/MS representa una excelente alter-

concentracion de PFOS fue de 2 a 5-veces mas alta quenativa para realizar los andlisis de muestras ambientales
aquella de PFOA [19]. Estos resultados son consistes yediante cromatografia liquida.

con estudios previos sobre la presencia de compuestos

perfluorinados en el medio ambiente. En muestras bidti-

cas colectadas alrededor del mundo, PFOS fue el Gnico Conclusiones
compuesto detectado [3, 33, 34]. PFOS fue el PFC mas

abundante encontrado en peces y pajaros en el estado de , .
New York [35]. Adicionalmente, PFOS es el compues- La presencia de compuestos perfluorinados en los lodos

to perfluorinado predominante encontrado en la sangre Provenientes de plantas de tratamiento de aguas residua-
humana. Las niveles de PFOS en muestras de sangre dé€S fue determinada mediante la aplicacion de un meto-
personas de diferentes paises fue por lo menos 2-veced0 cuantitativo de extraccion con solvente seguido de
mas grande comparado con los niveles de PFOA, los extraccion en fase sélida (SPE) para limpiar-preconcen-

mismos que fueron un orden de magnitud mas elevadostrar las muestras y fin.almente el qnélisis por medio de
que los niveles de PFHXs [4, 5, 36, 37, 38]. LC-MS/MS. Esta técnica demostrd ser muy valiosa pa-

ra el analisis de PFCs en matrices ambientales acuosas 'y
El hecho de que PFOS fue el Ginico compuesto perfluo- sélidas. Sin embargo, la sensitividad moderada del mé-
rinado detectado en los lodos municipales analizados entodo, los efectos de supresion de la sefial del analito
este estudio puede ser atribuido a varias razones. Rendi-de interés y las interferencias presentes en la matriz ta-
mientos ineficientes del proceso de extracciéon de PFCsles como coelucion de otros compuestos, son limitacio-
de los lodos, tiempos de retencién o tiempos de elusidn nes del método desarrollado y pueden afectar el anélisis
inadecuados durante el proceso de limpieza y concen-cuantitativo de PFCs en muestras ambientales.
tracion de SPE, limitaciones del instrumento y proba-
blemente interferencias en la matriz debido a la presen- De todos los compuestos evaluados en este estudio, per-
cia de otros compuestos lo cual causa supresion de lafluorosulfonatos, perfluorosulfonamidasy perfluorocar-
sefial del analito de interés [39]. En la ionizacién elec- boxilatos, PFOS fue el Gnico compuesto perfluorinado
trospray (ESI) en espectrometria de masas en tdndem, ladetectado en los lodos de descarga en Tucson, Arizona.
intensidad de la sefial del analito de interés depende deEstos resultados son significativos ya que aportan ideas
la concentracidn del analito y de la concentracién total para el entendimiento de las fuentes ambientales y de la
de iones presentes en solucidon. En matrices heterogé-exposicion de los PFCs. Para nuestro conocimiento, este
neas tales como los lodos de PTARS, la composicion y es el primer reporte de la presencia de compuestos per-
cantidad de materia organica presente puede suprimirfluorinados en lodos de plantas de tratamiento de aguas
la sefial del analito [30, 39]. De hecho, en la extrac- residuales en Arizona.
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Abstract

This work presents the preparation of mesoporous aluminum silicates from condensation
of xerogel obtained from Tetraethyl orthosilicate (TEOS) and other aluminum precursos
from various sources. The reagents used were aluminum nitrate (NAN) as inorganic source
and the inorganic-alkoxide, Aluminun tris-secbutilate (TBA) as organometallic source. The
length of the alkyl chain was evaluated in regards to its influence upon the surface area and
in the generation of mesopores in the materials. Additionally, the former parameters were
studied to determine their effect on the hydrothermal stability of the aluminosilicates.

Keywords. Aluminosilcates, mesoporous, surfactant, hydrothermal stability.

Resumen

Este trabajo presenta la obtencion de aluminosilicatos mesoporosos generados mediante
condensacion de xerogel a partir de alcéxido de silicio (TEOS) y precursores de aluminio
de diversas fuentes. Se usaron nitrato de aluminio (NAN), como fuente inorganica y el
alcoxido, tris-sec-butilato de aluminio (TBA) como fuente organo-metélica. Se analizo la
importancia del tamafio de cadena de alquilo en el surfactante (Triton-X) en el proceso de
condensacion de la red, y su posterior influencia sobre el area superficial y en la obtencién
de mesoporos en los materiales. Adicionalmente se estudio la influencia de las variables
mencionadas sobre la estabilidad hidrotermal de los aluminosilicatos.

Palabras Clave.Aluminosilicatos, mesoporos, surfactante, estabilidad hidrotermal.

Introduccién bloque (polietileno-polipropileno) como agentes de di-
reccion estructural. Sobre la base de los resultados ob-

A partir de 1992, afio en que Beck y colaboradores[1, 2] tenidos en trabajos anteriores efectuados con redes de
desarrollaron la sintesis del MCM-41 (silicato mesopo- silice [10], y a diferencia de los trabajos reportados, se
roso ordenado), varios grupos de investigacion han tra- plantea la sintesis de aluminosilicatos mesoporosos uti-
bajado con este y otros materiales con el fin de sintetizar lizando surfactantes con cadenas laterales de carbono de
aluminosilicatos con propiedades Acidas sin la restric- diferentes tamafios (Tritén X-100 y X-114), que actian
cidn de tamafio de poro que presentan las zeolitas. Entrecomo agentes modeladores. Ademas se estudiara la in-
estos materiales se encuentran los aluminosilicatos me-fluencia de los precursores de aliminay del tratamiento
soporosos (Al-MMS) obtenidos usando aminas prima- hidrotermal sobre las propiedades de los materiales ob-
rias como molde [3, 4, 5] y aquellos que se han sinte- tenidos.
tizado utilizando surfactantes tipo poli-oxietileno (TN-
101) y copolimeros en bloque [6]. En este Ultimo caso
se encuentra el SBA-15 (Santa Barbara Amorphous ty-
pe material), sintetizado por el grupo de Stucky y co- Para el estudio de la influencia del precursor de Al so-
laboradores [7, 8, 9]. Este material se obtiene median- bre las propiedades texturales de los materiales se sinte-
te una sintesis que involucra el uso de copolimeros en tizaron aluminosilicatos utilizando TEOS como fuente
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Muestra  Surfactante Area Superficial Tamafio de Poro  Volumen de &0

m2/g A célg

SAO1 TX-100 389 100 1.02
SAOL-TH TX-100 247 150 1.08
SAIl TX-100 358 80 0.70
SAI1-TH TX-100 254 84 0.72
SAO2 TX-114 1005 27 1.01
SAO2-TH TX-114 415 107 1.75
SAI2 TX-114 893 24 0.42
SAI2-TH TX-114 455 55 0.81

Tabla 1: Propiedades texturales para aluminosilicatos mesopasos. SAO y SAl se refieren a aluminosilicatos obtenidos utilizando TBA y
NAN como precursores de aluminio respectivamente. Como Precursor de silicio se usa TEOS. TH es el tratamiento hidrotermal durante
24 h a 150°C.

CHy _ pH se regul6é mediante la adicion de hidroxido de amo-

MG CHy nio hasta llegar a 9. La agitacion se continué durante 2
: horas, para luego afiadir gota a gota 13.6 g de tetraetil-

. i N ortosilicato (TEOS). Una vez realizada la adicion, el sis-
ST M tema se mantuvo bajo agitacion violenta hasta la forma-
oy Sy " cion de un gel blanco de aspecto cremoso. El gel ob-

; tenido se lavé con agua y etanol con el fin de eliminar
el nitrato y los reactivos que no reaccionaron. Posterior-

TEQS TBA mente la muestra se dividié en dos, una parte se sometié
a tratamiento hidrotermal durante 24 horas bajo presion
Figura 1: Estructura quimica de los alcéxidos TEOS y TBA usa- autogenerada a 15(C, la otra se sec6 a temperatura

doscomo precursores de Siy Al en la sintesis de aluminosilicatos

ambiente. Por Ultimo, todas las muestras se calcinaron
mesoporosos.

lentamente (2C / min) hasta 550C durante 12 horas

de Siy nitrato de aluminio nonahidrato (AIN®H,O - en presencia de aire.
NAN -) o tri-sec-butilato de aluminio (TBA) como fuen-
te de Al (Figura 1). Como agente director estructural se
utilizaron los surfactantes del tipo oxido de polietileno,
Triton X-100 o Triton X-114. Estos surfactantes se han 229 g de TEOS, afiadidos gota a gota, se dejaron hi-

usado en otros estudios para obtener silice con un areagrolizar sobre la espuma formada por la mezcla de 9 g
superficial sobre los 1000° /g [11]. Como efecto del el surfactante (Triton X-100 o 114) y 60 ml de agua.
surfactante utilizado, en el presente trabajo se obtuvie- E| pH se regulé a 1 mediante la adicién de gotas de 4ci-
ron micelas de diferente tamafio, en cuya superficie ocu- go nitrico. Una vez afiadido todo el TEOS, el sistema
rrieron las reacciones de hidrélisis/condensacion, 10 que se agité a 800 rpm durante una hora. Cuando el siste-
permitio sintetizar materiales que poseen diferentes ta- ma presentd espuma voluminosa, se afiadio gota a gota
mafios de poro. Ademas se incorpord el tratamiento hi- NH,OH aumentando paulatinamente la agitacion hasta
drotermal con el fin de controlar el tamafio de poroy co- 1000 rpm. La adicion se realizé hasta lograr un pH 9
mo prueba de estabilidad. Durante los procesos de trata-y en este punto se afiadié 3.63 g tri-sec-butilato de alu-
miento hidrotermal la estructura inicial de los sélidos se minjo (TBA). La solucién formada se dej6 en agitacion
transforma mediante un proceso parcial de redisolucion, durante 20 horas con el fin de formar un gel fino de color
a partir del cual se realizan nuevas reacciones de hidro- blanco. Al igua| que en los casos anteriores la muestra
lisis — condensacion que reestructuran la red inorganica se dividié en dos partes, una de las cuales se sometié a
y modifican las propiedades de los materiales. De esta calcinacién directa mientras que la otra se separé para el
forma es posible obtener mesoporos grandes, en el ran-tratamiento hidrotermal y posterior calcinacién. Luego

go de 100 - 200 A, a partir de sélidos que inicialmente todas las muestras se calcinaron en iguales condiciones
presentan mesoporos en el limite inferior de tamafio (20 que la sintesis anterior.

-40A) [12].

Sintesis con alcoxido de aluminio como precursor de
alimina

Caracterizacion

Sintesis con nitrato de aluminio nonahidrato como pre- ] N y o
cursor de altimina Las isotermas de adsorcion/desorcion de nitrégeno se

obtienen a -196C en un equipo Micromeritics ASAP
En un vaso de precipitado se disolvié 3 g de nitrato de 2010. El area superficial se determiné a partir de la parte
aluminio en 30 ml de agua. A continuacion se agregaron lineal de la ecuacion BET (PR 0.05 - 0.15). La distri-
4.5 g de Tritén X (100 o 114). La emulsién formada se bucién promedio de tamafio de poro se calculé desde la
agité violentamente (1000 rpm) durante una hora has- curva de desorcion de la isoterma y mediante la formula
ta la obtencién de una espuma fina de color blanco. EI BJH. El volumen de poro, ¥jg, Se obtuvo a partir de la
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Tritdn X-100: X=10
Tritdn X-114: X=8
Figura 2: Parametro de empaquetamiento critico.

curva de distribucién de tamafio de poro. Los difracto- Figura 3: Estructura quimica de los surfactantes usados como
gramas de rayos X de las muestras en polvo se obtienenagetes modeladores de estructura.
con un difractdmetro Siemens D5000, usando radiacion

CuKa (40 KV, 30 mA) provisto de un monocromador Esto haria que el tamafio de las micelas conformadas
de grafito de '1_542 A a298K. por Tritén X-100 sea superior al tamafio de las micelas
obtenidas con Triton X-114.

Resultados y Discusion Como se puede observar en el esquema propuesto en la
Figura 4, la micela (B) formada por el Tritén X-100 es

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos alde mayor tamaiio que la micela (A) formada por Tritén
variar el tipo de precursor de Al'y el tipo de surfactan- x-114. Considerando que en el paso 1 existe la misma
te. Se observa que, a diferencia de lo reportado para lacantidad de aluminosilicato que puede condensar sobre
silice mesoporosa [11], el cambio en el tlpo surfactante las mice|asy es |c')g|co suponer que la capa de alumino-
tiene una notoria influencia sobre las propiedadesfisicas sjlicato condensado sobre (B), que tiene mayor area, es
de los aluminosilicatos. Esta diferencia prObablemente més de'gada que la que se obtiene sobre la micela més
se debe dos factores que actlan simultdneamente sobr@equeﬁa (A). En el paso 2, y asumiendo simetria hexa-
el sistema aluminosilicato en formacion: (i) La diferen- - gonal tal como sucede en MCM-41[1, 2], las micelas se
cia de tamario de las micelas formadas a partir de l0s grdenan en forma espontanea. Finalmente, para obtener
surfactantes y (ii) los puntos labiles que contiene lared. ¢| glJuminosilicato mesoporoso, en el paso 3 el material

El tamafio de las micelas se explica debido a que los S€ somete a un lento proceso de calcinado con la conse-
surfactantes al ser moléculas anfifilicas (contienen gru- CUeNte extraccion del surfactante.
pos hidrofébicos e hidrofilicos), presentan un comporta-

miento que eSté determinado por interacciones del t|p0 En este punto toma partido el Segundo factor que afec-
puente de hidrégeno y por fuerzas intermoleculares de ta gl material en formacion. Es conocido que la capa de
Van der Waals. Estas corresponden a interacciones hi- condensado presenta puntos labiles, que se forman debi-
drofébicas entre los grupos de la cola, e interacciones go a |a sustitucion isomoérfica de Al por Si durante la for-
dipolo-dipolo entre los grupos de la cabeza que confor- macién de la red mediante las reacciones de hidrélisis
man los grupos hidrofilicos respectivamente. y condensacion tipicas del proceso sol-gel. Esto ocurre

Un modo simple para describir esta clase de interaccio-
nes se visualiza a través del parametro de empaqueta-
miento critico (R), que define la forma y el tamafio de
las micelas. Este parametro tiene relacién directa con
variables como el volumen, areay largo de las cadenas
hidrocarbonadas:

v

R=— @)

aOlc

Dondev es el volumen de la cadena de hidrocarbugo,

es el area 6ptima de la superficie que contiene las cabe-
zas, yl. es la Iongitud critica de la cadena [13], como se Figura 4: Esquema de formacion de aluminosilicatos sobre mice-
observa en la Figura 2 Segl'm lo anterior y observando las de diferentes tamafios. Las micelas se ordenan siguiendo una

| lécula del £ d la Ei 3 simetria hexagonal. A) micela generada por Triton X-114 y B) mi-
a molecula del surtactante mostrada en la Figura 3, se cela obtenida con Triton X-100. En la figura, los nimeros 1, 2 y

puede inferir que las moléculas del Tritdn X-100, que 3 se refieren a los procesos de condensacién del aluminosilicato,
presentan un grupo hidrofébico de mayor longitud (20 orga_nizacién micelar en estructura hexagqnal y calcinacion res-
atomos de carbono) que el del Triton X-114 (16 atomos pectivamente. Los pasos 4, 5y 6 se relacionan con el progresivo

o . colapso de la estructura ordenada, que se produce como resulta-
de carbono), producirian un valor mas grande para a o de la ruptura de paredes de poro delgadas que presentan sitios
gue modifica el parametro de empaquetamiento critico. labiles.
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Figura 5: Distribuciones de tamafio de poro para aluminosilicabs mesoporosos obtenidos utilizando Tritdn como director estructural.

porque la presencia de elementos diferentes al Si produ-inorganico de aluminio (NAN). Sin embargo, tal como
ce distorsiones que modifican las propiedades de la red,se esperaba, el area especifica disminuye y el diametro
lo que finalmente se manifiesta como inestabilidad ter- promedio de poro se incrementa por efecto del trata-
mal o hidrotermal [14, 15, 16]. De esta manera los poros miento hidrotermal. Es interesante notar (Tabla 1) que
formados a partir de las micelas (B), generadas con Tri- en los sélidos preparados utilizando Triton X-100, el
ton X-100, exhiben paredes de poro de menor espesor,volumen de poro en los sélidos con o sin tratamiento hi-
las cuales debido al efecto de inestabilidad que provo- drotermal es constante. En otras palabras, si bien puede
can los sitios de Al en el material presentan mayor sus- ocurrir un colapso de algunos poros del sélido, el tra-
ceptibilidad a ruptura como consecuencia de procesostamiento hidrotermal parece actuar principalmente des-
posteriores como la calcinacion, para extraer el surfac- truyendo las paredes de los poros vecinos y generando
tante, o el tratamiento hidrotermal usado para aumentar poros de mayor tamafio. En cambio, en los materiales
el tamafio promedio de poro. Asi, en los poros de ma- obtenidos con Triton X-114, el tratamiento hidrotermal
yor tamafio, con paredes mas delgadas, el efecto de losgenera una porosidad adicional a la que presenta el ma-
sitios labiles provocados por la presencia del aluminio terial sin tratamiento, lo cual se refleja en el aumento del
altera en gran medida el arreglo de los poros, provocan- volumen de poro simultaneo con el aumento del diame-
do un colapso de la estructura. Esto finalmente se reflejatro medio.

en materiales que exhiben mayor diametro promedio de
poro, y consecuentemente tienen menor area superficia
(Figura 4B) En cambio, en el caso de las micelas (A),
mas pequefias, el proceso de calcinacion produce cier-
to grado de ruptura en el arreglo de poros, pero debido
a que sus paredes son de mayor espesor la estructurgen |a Figura 5, se muestran las distribuciones de po-
parcialmente ordenada en general se mantiene, aunqueo de los cuatro aluminosilicatos sintetizados. Como se
mostrando algunas imperfecciones. puede observar, los materiales obtenidos a partir de Tri-
Como resultado de la combinacion de estos factores (ver 0N X-114 poseen distribuciones bastante mas homoge-
Tabla 1) se puede observar que, independiente de losN€as que los materiales s_mtt_aﬂza_c!os con Tr|to_n X-100,
precursores de aluminio (TBA o NAN), los sélidos pre- 9ué muestran curvas de distribucion mas amplias, espe-
parados utilizando Triton X-114 y calcinados directa- C|alm_ente en el caso de utilizar el precursor organico de
mente a 550C (SAO2 y SAI2), tienen mayor area es-  aluminio (TBA).

pecifica y un menor diametro medio de poros que 10S comq se observa en la Tabla 1, el volumen total de poro
obtenidos utilizando Triton X-100 (SAO1y SAI1). de los materiales sintetizados con precursores alcoxidos
Por otra parte, para un surfactante dado, la utilizacién de de silicio y aluminio es mayor que el que exhiben los
TBA como precursor de aluminio conduce a un material SOlidos obtenidos a partir de TEOS y nitrato de alumi-
con areas especificas y diametros de poros mayores quéﬂo independiente del surfactante utilizado; sin embar-
los obtenidos al utilizar un precursor inorgénicocomo el go el sistema TEOS/TBA/Triton X-114 es el que genera
nitrato de aluminio. Consecuentemente, el volumen de €l mayor volumen total de poro después del tratamien-
poro de los materiales sintetizados utilizando TBA es to hidrotermal. Esta caracteristica, adicional a un area
mayor que el obtenido utilizando NAN como precursor superficial, sobre los 408 /g, con diametros de poro

de aluminio. Esto se puede ver claramente al comparar grandesy distribuciones simétricas, ratifica que la union
el volumen de poro de las muestras SAO1 con la mues- de los tres componentes que actdan en la reaccion sol-

tras SAI1, y la muestra SAO2 con la muestra SAI2. gel para formar los aluminosilicatos mesoporosos es la
mas adecuada para lograr los fines deseados.

IEI efecto del uso de los diferentes surfactantes y del tipo
de precursor de aluminio se manifiesta también sobre el
grado de heterogeneidad del diametro de poro del mate-
rial sometido a tratamiento hidrotermal.

Aligual que en los solidos calcinados directamente cuan-
do los materiales se someten a tratamiento hidrotermal Por otra parte el andlisis de difraccion de rayos X de
previo a la calcinacién, el area superficial de los alu- los materiales previo al tratamiento hidrotermal, indica
minosilicatos obtenidos con precursor alcéxido de Al que ninguno de los sélidos obtenidos utilizando Triton
(TBA) es mas alta que el area obtenida con precursor X-100 (SAO-1 y SAO2) presenta patrén de difraccion
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Figura 6: Patrones de difraccion de aluminosilicatos mesoposms obtenidos usando Tritdn X-114 como director estructural. SAO2 represn-
ta el material directamente calcinado a 550°C. SAO2-TH se refiere al material con tratamiento hidrotermal a 150°C durante 24 horas,
previo a la calcinacion.

alguno. Igual comportamiento presentan los materiales solido final son mejores, y presentan alta area superfi-
obtenidos a partir de TEOS/NAN/Triton X-114 (SAI2). cial, con diametro de poro sobre 60 A y distribuciones
En cambio, como lo muestra la Figura 6, los aluminosi- de poro simétricas, cuando se utiliza alcéxidos (TEOS/
licatos sintetizados con Triton X-114 y obtenidos a par- TBA) que cuando se usa TEOS y un precursor inorga-
tir de precursores alcoxido (SAO2) muestran un pico a nico como el nitrato de aluminio; lo cual se atribuye
bajo angulo, que se asocia con estructuras que presena que existe una mejor compatibilizacion entre las es-
tan cierto grado de orden. No obstante, si las muestraspecies organo-inorganicas que participan en la reaccion
tienen un tratamiento hidrotermal previo a la calcina- sol-gel para la formacién de la red.

cién, el patrén de difraccién se pierde independiente del ] o ) y
surfactante usado. A partir del analisis de los datos de difraccion de rayos

X sobre los aluminosilcatos mesoporosos obtenidos con
Segun lo anotado, el sistema TEOS/TBA/Triton X-114 Tritén X-114, se determina que los materiales presentan
se toma como base para estudios posteriores acerca deierto grado de orden estructural en el arreglo de poros.
la influencia de la variacion en las condiciones del tra- Sin embargo, una vez que se someten a tratamiento hi-
tamiento hidrotermal y de cambios en la relacion Si/Al - drotermal el arreglo de poros colapsa, y el material es
sobre las propiedades de los materiales; ademas este tratotalmente amorfo.
bajo se toma como referente para la sintesis de alumino-

silicatos obtenidos usando quitosano como agente mo- Estos resultados permiten concluir que el sistema TEOS
delador de poro [17]. ITBA/Triton X-114, con el cual se logra obtener mate-

riales con areas sobre los 460 /g (después del trata-
miento hidrotermal) y poros de gran tamafio y volumen,
es el que méas adecuado para obtener aluminosilicatos de
interés para posibles aplicaciones como soporte o mate-
rial catalitico. Para esta Gltima aseveracién en futuros
estudios sera necesario determinar los sitios activos de
Scaré\cter acido que poseen los materiales.

Conclusiones

Segun el esquema de formacién de aluminosilicatos a
partir de micelas de diferentes tamafios planteado en
este trabajo, se determiné que utilizando Triton X-100
como agente modelador se obtienen areas superficiale
menores, con diametros de poro superiores, a las obteni-|_a metodologia y resultados obtenidos en este trabajo se
das usando el surfactante Triton X-114. Esto es debi- toman como una referencia importante para la sintesis
do al mayor tamafio de la micela formada en solucion de aluminosilicatos obtenidos usando quitosano como
acuosa en presencia de Tritén X-100, lo cual conduce a agente modelador de poro [17], cuyas propiedades ca-
la formacion de poros con paredes mas delgadas. Ade-taliticas han sido evaluadas en sistemas de craqueo para
mas, la sustitucion isomorfica de Al por Sien lared en |3 conversién de cumeno [18], isopropilbenceno, ciclo-
formacion, hace que existan puntos labiles en la capa dehexeno y 1,3,5 triisopropilbenceno [19]. Estos materia-
aluminosilicato condensado sobre la micela. Estos dos les se vislumbran como importantes aditivos, o incluso
factores en conjunto, hacen que los poros colapsen massoportes-matriz, para el craqueo de moléculas de gran

faciimente en procesos posteriores como la calcinacion tamafio en sistemas de craqueo catalitico de fracciones
o el tratamiento hidrotermal. Esto finalmente se refleja de petréleo pesado.
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Abstract

The macrocycle 2,8,14,20-tetra-n-butilpirogalol[4]areno was syntesized by acid cata-
lized condensation of pyrogallol and butanal. The product was isolated by recrys-
tallization from an acetone-water mixture which yielded single crystals suitable for
an X-ray diffraction study. The latter revealed Rx1, triclinic unit cell of di-

mensions a=11.63920(10) A, b=12.8367(2) A, ¢=17.5423(2) A ar@04.1070(1C)
3=95.6630(10) =101.5790(10), which contained two molecules of the tetramer rela-
ted to each other by an inversion center. The solid state structure of the macrocycle shows
an all cis- conformation (rccc), also called crown or cone structure, which is consistent with
all other known aliphatic derivatives of pyrogallolarenes. A semiempirical computational
calculation (AM1 and PM3) was carried out on the aforementioned compound to determine
if the observed conformation was more stable than the chair (rctt) structure. These calcula-
tions were also performed on other reported derivatives of pyrogalloloarenes with aliphatic
and also with aromatic substituents. The results indicated that for all pyrogadicgs

the most stable (thermodynamic) conformation is the rccc; which suggest that the chair
structure observed for aromatic derivatives may be a kinetic product.

Keywords. pyrogallolarene, butyl, X-ray, semiempirical calculations, conformation.

Resumen

El compuesto 2,8,14,20-tetra-n-butilpirogalol[4]areno se sintetiz6 mediante condensacion
de butiraldehido y pirogalol catalizada por acido. El producto fue aislado en forma de mo-
nocristales y analizado por difraccion de rayos X. La estructura cristalina corresponde a
una celda triclinica de grupo espaditl que contiene dos moléculas del macrociclo por

celda unitaria de dimensiones a=11.63920(10) A, b=12.8367(2) A, c=17.5423(2) Ay an-
gulosa=104.1070(10) 5=95.6630(10) v=101.5790(10). El analisis de rayos X reveld
gue el macrociclo corresponde a un tetramero del pirogalol que adopta la conformacion to-
o cis (rccc) también llamada estructura de céliz. El estudio computacional semi-empirico
(AM1y PM3) realizado en este compuesto y otros derivados alifaticos y aromaticos indico
que la conformacion mas estable para estos compuestos es la conformacién de caliz, mien-
tras que la conformacion de silla (rctt) no parece ser un producto termodinamico sino mas
bien una estructura de origen cinetico.

Palabras Clave.pirogalolareno, butil, rayos-X, calculos semiempiricos, conformacién.

Introduccién las moléculas llamadas calixarenos ya que su estructu-
ra se asemeja a la de un caliz. Dentro de esta categoria
también se encuentran macrociclos que se derivan de
la condensacion de aldehidos con fenol y resorcinol en
medio acido [4] (Figura 1).

Lospirogallolarenos son oligémeros macrociclicos de 4
0 6 unidades que se forman por condensacion de piro-
gallol con aldehidos, y adoptan conformaciones de si-
lla o corona dependiendo del tipo de aldehido utilizado Mientras que los primeros reportes sobre la existencia
[1, 2, 3, 4]. A los macrociclos del pirogalol que pre- de macromoléculas en forma de corona o caliz se re-
sentan la estructura de corona se los incluye dentro demontan a los afios 1940 [5], solo en las ultimas dos déca-

[SSM 1390-5384
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i Una vez terminada la adicion se permitié que el reactor

‘ se caliente lentamente hasta la temperatura ambiente, y
an a 1 hora después se incrementd la temperaturd€80n
R/H\H R reflujo por 12 horas. Una vez enfriada la reaccién (tem-
— = W O Q OH peratura ambiente) se detecté la formacion de cristales
blancos en el fondo del reactor. Estos fueron recolec-
O tados por filtracion y lavados con 50 mL de una mezcla
fria de 50:50 (%v/v) de etanol:agua. Recristalizacion
oH del producto en acetona generé 0.79 g (1.21 mmol) de

producto seco. Rendimiento: 93 %, Punto de fusion del
producto > 300°C.

calixareno

Andlisis de la estructura cristalina

Un monocristal (blanco) del compuesto, 2, 8, 14, 20-
tetra-n-butilpirogalol[4]areno, de dimensiones 0.40 x
0.35 x 0.26 mm fue analizado a 100(2) K con un di-
fractometro de rayos-x Bruker-Nonius SMART APEX
equipado con un detector 4K CCD. Se us6 radiacién
Figura 1: Sintesis y estructuras de calixarenos y resorcinarers monocromatica Cu K¢\ =1.54178 A). Los datos fue-
ron corregidos respecto a efectos de polarizacion y de
das se han reportado una cantidad considerable de invest grentz durante la reduccién de datos con el paquete
tigaciones dedicadas a estos compuestos [6, 7, 8, 9, 10,computacional BRUKER SAINT [52]. El coeficiente de
11, 12, 13, 14]. Igualmente, la metodologia de sintesis apsorcion experimental fue de 0.807 1/mm. La estruc-
y el control de las variables conformacionales de estas tyra fue elucidada usando métodos directos. Todos los
moléculas han mejorado considerablemente en los ulti- étomOS, exc|uyendo los hidrc’)genos' fueron refinados en
mos afios [15, 16, 17]. Recientemente, estos macroci- forma anisotropica sobe? usando una matriz de mi-
clos han recibido una mayor atencién por sus potencia- nimos cuadrados con el progra@BELXTL 6.1453].
les usos como: (i) plataformas moleculares para inter- Todos los 4&tomos de hidrégeno fueron ubicados en po-
cambio de ligandos con metales [18], (i) materiales po- sjciones calculadas y refinados con parametros de des-
liméricos [19, 20, 21], (iii) sistemas de auto-ensamblaje plazamiento isotrépico de 1.5 (para grupos metilos e hi-
[22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 16], (iv) centros de reaccion droxilos) o 1.2 veces mayores a aquellos de carbonos

de procesos cataliticos [29, 30, 31]; al igual que para la y oxigenos adyacentes. La informacion cristalografica
extraccion de metales pesados [32, 33, 34, 35], la detec-est4 indicada en la Tabla 1.

cién de iones [36, 37, 38, 39, 40]; y especialmente como
capsulas moleculares para el transporte de compuestogcomputacional
especificos [41, 42, 43], filtros moleculares en estado
sélido [34, 44, 45], y como modelos de membranas en
solventes polares y estado cristalino [46, 47].

& SOrCEnarenc

El estudio computacional se llevoé a cabo con el pro-
grama CACh&[54], version 5.0 de Fujitsu America
Inc. equipado con MOPAC [55]. Las manipulaciones
Como parte de nuestro continuo estudio de estas ma-computacionales utilizadas fueron: (i) construccion in-
cromoléculas [48, 49, 50, 51], en este trabajo reporta- teractiva de varios pirogalol[4]arenos con sustituyentes
mos la sintesis de un nuevo compuesto de esta familia, alifaticos y aromaticos, (ii) optimizacion de geometrias
el tetra-n-butylpirogalol[4]areno de conformacion todo Y (iii) célculo de la energia de formacion. Para los célcu-
cis (rccc), y el estudio computacional de sus preferen- los se usaron los métodos semi-empiricos AM1y PM3
cias conformacionales. Austin model ly parameterized method Bespectiva-
mente) [56, 57, 58, 59].

Metodologia
Resultados y Discusién

Experimental
Lareaccion de obtencion del 2,8,14,20-n-butilpirogalol-

Sintesis de 2, 8, 14, 20-tetra -n-butilpirogalol[4]areno  [4]areno es una reaccién general de condensacion cata-
lizada por acido. Es decir, la reaccion del butiraldehido
con el pirogallol ocurre en presencia de una cantidad
catalitica de acido clorhidrico (Figura 2)

Un reactor redondo de vidrio de 200 mL de volumen
fue cargado con 1.0 g de pirogalol (7.9 mmol) y 55 mL
de 95 % etanol al 95%. El reactor fue enfriado en un
bafio de agua/hielo por 30 minutos y se afiadio a la so- Debido a que este tipo de reacciones ocurren lentamente
lucién de pirogalol 1.6 mL de 6 M HCI. A continuacion a temperatura ambiente, se acostumbra realizar la reac-
se afiadié lentamente (gota por gota) butiraldehido (0.7 cién en reflujo durante 10-12 horas, después de lo cual
g, 7.0 mmol) durante un periodo de 30 minutos sin per- el producto precipita en forma de un sélido blanco. Es-

mitir que la temperatura de la reaccion supere 18€.3 te solido fue purificado por recristalizacién en acetona
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Formula empirica C49H720135

Peso férmula 949.07

Sistema cristalino Triclinico

Grupo espacial P-1

Dimensiones de la celda unitaria a =11.63920(10)A104.1070(10)

b =12.8367(2) A3= 95.6630(10Y
¢ =17.5423(2) Ay= 101.5790(109

Volumen 2459.97(5)R

z 2

Densidad calculada 1.281 Mg/n?

F(000) 1020

Rango de theta para datos recolectados 3.65-71.8¢

Indices limitantes -14<h< 13, -14<k< 15, -21<1<21
Reflecciones recolectadas/Unicas 44704/9153 [R(int) = 0.0327]
Theta completada 71.86 (94.7 %)
Correccion de absorcion Numérico
Transmision méxima/minima 0.8176/0.7385

Datos / restricciones / parametros 9153/1/644

Mejor ajuste sobret 1.021

Indices finales de R [I>2(1)] R1=0.0510, wR2 =0.1359
Indices de R (todos los datos) R1=0.0523,wR2=0.1371
Pico y hueco mas grandes 1.890 and -0.666 eA

Tabla 1: Datos de la difraccion de rayos-X del mono cristal del 8,14,20-n-butilpirogalol[4]areno y de su refinacion estructural.

de la cual se obtuvieron monocristales adecuados pa-pectivamente. El volumen calculado para el 2,8,14,20-
ra analisis por difraccion de rayos-X. En la Figura 3 tetra-n-butilpirogalol[4]areno es de 163 Ajue es lige-

se muestra la estructura de rayos-X descrita con el pro- ramente menor pero comparable al volumen calculado
grama Ortep [60]. La molécula adopta la caracteristica en macrociclos derivados de calixarenos y resorcinare-
conformacion todo-cis para pirogalolarenos con sustitu- nos (190 a 250 A [62, 63],

yentes alquilicos; esta geometria también se la conoce

como rccc [2]. La parte aromatica de esta macromo-

Iécula genera la forma de copa o caliz, donde su borde

superior presenta grupos OH de anillos opuestos sepa-

rados por una distancia maxima y minima de 11.158 o O oy

A (05 - 011) y 8.996 A (08 — 02), respectivamente; 2@ U M
mientras que el borde inferior tiene una distancia maxi- *

ma de 6.149 A (entre carbonos C25 y C5) y minima de

5.254 A (entre carbonos C15y C35). Una caracteristi-

ca especial de esta molécula es que los cuatro anillos de

pirogalol que forrjn,an [a estructura tipo caliz, no tieqen Figura 2 Reaccion de  sintesis de  2.8,14,20-n-
la misma inclinacién (angulo con respecto al eje vertical putilpirogalol[4]areno

de la cavidad), observandose que el grado de inclinacion

es_||ic;ua:cpara Ijragmenltos opu;zstos dggquggggl‘ Agi,llos La celda unitaria del cristal contiene dos moléculas de
?:TG(}S orma los po(rj Ogscg;: onos tad | y a pirogalolareno, relacionadas la una con la otra a través
orman pianos de c6.9Lon respecto deluno con g 1y caniro de inversiong, grupo espacidp-1). Adi-

ellotro, y un angulo Qe 44.280n respecto a la vertical, cionalmente los datos de la difraccién de rayos-X mos-
mientras que los a}nlllos formados por C21 a C2/6_y C1 traron que la celda también contiene seis moléculas de
a C6 generan un angulo de 53°..78,Esta caracteristica o ante: res acetonas y tres moléculas de agua que dan
e_strl’ch[uraI demuestra que la m(,)leCUIa no es t(_):[almemeestabilidad a la estructura cristalina mediante la forma-
simetrica y posee una elongacion en la direccion ecua- cion de puentes de hidrégeno con los pirogalolarenos.
torial, lo, que implica que .Ia estructura del .macr00|clo Los puentes de hidrégeno se pueden observar en la figu-
es d? caliz ovaladp. En vista de que la C.a"'dad del ma- ra 4 como lineas punteadas. Las distancias de los puen-
crociclo se asemeja a lﬁmstumpwar_mdal |nvert|do_,,el. tes de hidrégeno varian entre 1.85 A y 2.30 A, longi-
volumen puede ser calculado mediante la ecuacion: tudes que son similares a las observadas en otros com-
h L puestos hidroxilados de la misma familia de calixarenos
V= (—) (Rl + (R1Ry) 2 + R2)

H

HO

y resorcinarenos [25, 47, 48, 49, 50, 51].

[61], dondehes laaltura de la piramide, yyRRs son Los datos de difraccién de rayos-X del cristal también
las areas promedio de los anillos superior e inferior, res- revelan algo interesante, una de las moléculas de aceto-
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Figura 4: Empaquetamiento en estado sélido de 2,8,14,20-n-
butilpirogalol[4]areno a lo largo del eje a de la celda unitaria tri-
clinica. Los puentes de hidrogeno estan indicados con lineas pun-
teadas azules. Los atomos de oxigeno son rojos. Los hidrégenos
Figura 3: Dibujo Ortep® del compuesto 8,14,20-n- que no intervienen en puentes de hidrégeno han sido excluidos
butilpirogalol[4]areno. Por claridad, los Unicos atomos de para brindar mayor claridad.

hidrégeno que se muestran son los de los grupos OH y estan
representados por esferas de color blanco. Los atomos de
carbono (negro) y oxigeno (rojo) se representan como elipsoides
térmicos de 50 % de probabilidad.

na se encuentra atrapada dentro de la cavidad de un pi-
rogalolareno. La causade esto es el puente de hidrégeno
(CH3)3C=0---HO (distancia C=0---O 2.690 A), aunque
también se conciben interacciones de Van der Waals en-
tre los grupos metilos de la acetona y los anillos aro-
maticos cercanos; asi, las distancias C(metit))&pH
varian entre 3.640 A y 3.740 A, que son distancias que _ _
se pueden asociar a interacciones 7y o* — 7 entre F'glura |51 ﬁpfelse”tac'o” closely PaCke(;’ Sph?feecp(’;)ddg ?”a

. . . . molécula del so vente, acetona, atrapa a en la cavida e piI’O-
grupos met'!OS Yy anillos de pIrOQaIOI' La F'gL!(a S mueg- galolareno. El lado izquierdo corresponde a la vista superior de
tra este fendbmeno usando una representacion CPK (i.e.,ja cavidad; mientras que el lado derecho es la vista lateral. Los
closely packed spheres atomos de carbono, oxigeno e hidrdgeno se representan con los

. . colores gris, rojo y blanco, respectivamente.

Con respecto al empaquetamiento en estado solido se

observa que las partes polares (hidrofilicas) de las molé- Posteriormente se calculo la energia del punto cero de
culas de pirogalolareno se juntan entre si al igual que las las estructuras optimizadas. Los resultados de los célcu-
porciones hidrofobicas formadas por las cadenas alifati- los computacionales estan indicados en la Tabla 2, en
cas de los sustituyentes. Esto genera un patrén peculiardonde se evidencia que la conformacion mas estable
de hileras de bicapas que se asemejan a las de las bio{i.e., valores mas bajos de energia) para todos los pi-
membranas (Figura 6). Estructuras similares han sido rogalol[4]arenos es la estructura de caliz (rccc), no solo
reportadas en otros pirogalolarenos alifaticos cuando separa los sustituyentes alifaticos sino también para los
cristalizan en solventes polares; mientras que estructu- sustituyentes aromaticos, lo cual difiere con respecto a
ras esféricas (octaédricas o tetraédricas) formadas por 4los resultados experimentales donde se ha reportado que
6 6 macrociclos que encapsulan a moléculas de solven-l0s sustituyentes aromaticos producen estructuras de si-
tes se autoensamblan en solventes no polares [1, 17, 16]lla (rctt). Esta diferencia entre los resultados experimen-
tales y nuestros calculos tedricos podria atribuirse a que
la investigacion tedrica con el programa Caghivo-

lucra calculos (semi-empiricos) que no describen de for-
ma adecuada las interacciones electronicas y los efectos
del solvente y de cristalizaciéon. Sin embargo, resulta
apropiado concebir que la conformacion de silla (rctt)
que se obtiene en forma experimental es un producto
cinético definido por consideraciones de caracter elec-
trénico; mientras que los grupos alifaticos debido a su
caracter electronico electrodonador, dan lugar a la for-
macion del producto termodindmico que es la confor-
Empleando el programa CacRe se crearon las molé-  macion de caliz como lo demuestran los resultados del
culas en forma interactiva en sus dos conformaciones, estudio teérico en la Tabla 2. Esto Gltimo también tiene
silla (rctt) y caliz (rccc), y cada geometria fue optimi-  su sustento en otros resultados que han sido obtenidos
zada mediante los métodos semiempiricos AM1y PM3 a lo largo de nuestras investigaciones donde la intro-
incluidos dentro del paquete MOPAC-Ca@h¢54]. duccion de grupos sustutiyentes estericamente exigen-

La evidencia experimental hasta ahora reportada ha in-
dicado que los pirogalolarenos adoptan la conformacion
de caliz, todo cis (rccc) cuando provienen de la con-
densacion de pirogalol con aldehidos alifaticos, mien-
tras que la conformacion de silla, rctt, se obtiene cuan-
do se usan aldehidos aromaticos (Figura 7) [1, 4, 17,
42, 63]. Para corroborar esta evidencia, se procedi6
a realizar un estudio computacional con el 2,8,14,20-
n-butilpirogalol[4]areno y también con otros derivados
sintetizados en nuestro grupo [48, 49, 50, 51].
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AM1 PM3 Ref.

Sudituyente-R  Silla(rctt) Caliz(rccc) Silla(rctt) Caliz(rccc)

n-decyl -685.3301 -669.8065 -625.3907 -631.0430 53

n-butyl -494.6995 -504.3109  -484.9320 -493.5278  Este trabajo
cyclohexyl -522.0950 -541.3314  -495.1055 -515.8450 53

Phenyl -301.6222 -318.1857  -299.5509 -311.9746 52
p-F-CGsHs -483.5708 -493.0383  -474.5070 -485.7098 53
p-Me-GsHs -332.4653 -342.9815 -341.2416 -352.8730 53
p-HO-GsHs5 -478.5159 -486.6745  -479.2065 -493.0759 51

p-MeO-GHs -452.5511 -456.2201  -453.1473 -465.3482 53

Tabla 2: Energias (Kcal/mol) de las conformaciones de silla y ia para varios derivados del pirogalol[4]areno. Los valores tienen una
precisiéon de 0.0013.

Conclusiones

tes como el ter-butilo [51] y ciclohexilo [50] no gene-
ran conformaciones tipo silla (rctt) sino que mantienen
la estructura de céliz (rccc) a pesar del volumen espa-
cial que ocupan. Esto se observa incluso cuando se us
fenilacetaldehido, ya que el producto obtenido es el de-
rivado tetra-benzilico rccc [50], lo que permite concluir
gue la presencia de un anillo aromético en una cadena

?"ﬁ ?ﬁﬁ en forma de monocristales y analizado por difraccion
M }?H‘;{ de céliz o rccc. El empaguetamiento cristalino demos-
Figura 6. Empaguetamiento en bicapas del 2.8.14,20-n- buido a la orientacion de cada molécula en la estructura
claridad. gue las porciones hidrofilicas e hidrofébicas se juntan y
hidrégeno brindan rigidez a la estructura del cristal. Un
compuesto sintetizado y de otros compuestos conocidos
alifatica no afecta la conformacion final del producto. los de sustituyentes aromaticos presentan la conforma-

: ﬁ i; ; H ; j ﬁ E #ﬁwg La sintesis de un nuevo derivado de la familia de los
}J;’{ %{ w E H i pirogalolarenos se llevé a cabo por condensacion acida
de butiraldehido y pirogalol. El producto fue aislado
; ﬁ ; ?iﬁ de rayos X, lo cual revel6 que el compuesto es un te-
W E H i tramero del pirogalolareno que adopta la conformacién
tr6 que, en cada celda unitaria, una molécula de acetona
?‘ﬁ M Fﬁﬁ se encuentra atrapada dentro de la cavidad de un tetra-
n-butilpirogalol[4]areno, fendmeno que puede ser atri-
butilpirogalol[4]areno a lo largo del eje cristalogréfico b. Los cristalina y a las interacciones entre el solvente y el ma-
atomos de hidrégeno han sido removidos para brindar mayor crociclo. Con respecto al empaquetamiento se observé
se alinean formando un sistema periodico similar a una
bicapa, mientras que una gran cantidad de puentes de
estudio computacional semi-empirico (AM1 y PM3) se
Fealizo para determinar la conformacion mas estable del
de la misma familia. Los resultados obtenidos revelaron
que los derivados de sustituyentes alifaticos asi como
cion de menor energia cuando la estructura tiene forma
de cdliz (rccc).
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Abstract

Testors, and particularly typical testors, have been used in feature selection and supervised
classification problems. Deterministic algorithms have usually been used to find typical
testors. Recently, a new approach based on evolutionary algorithms has been developed.
A common problem to test the behavior of both approaches is the necessity of knowing,
in advance, the number of typical testors of a given basic matrix. For an arbitrary matrix,
this number can not be known unless all typical testors have been found. Therefore, this
paper introduces, for the first time, a strategy to generate basic matrices for which the
number of typical testors is known without to find them. This method is illustrated with
some examples.

Keywords. Testor theory, algorithm for finding typical testors, fisure selection.

Resumen

Los testores, y en particular los testores tipicos, han sido utilizados en problemas de se-
leccion de variable y problemas de clasificacion supervisada. Comunmente se ha usado
algoritmos deterministicos para hallar testores tipicos. A principios de esta decada comen-
z6 a desarrollarse un nuevo enfoque basado en algoritmos evolutivos. Un problema comudn
para probar el comportamiento de ambos métodos es la necesidad de conocer a priori el na-
mero de testores tipicos de una matriz dada. Para una matriz arbitraria, no se puede saber
este nimero a menos de que se hayan encontrado todos los testores tipicos. Por lo tanto,
este trabajo introduce, por primera vez, una estrategia para generar matrices basicas para
las cuales el nimero de testores tipicos es conocido sin necesidad de aplicar un algoritmo
para encontrarlos. Este método se ilustra con algunos ejemplos.

Palabras Clave.Teoria de testores, algoritmos para el calculo de testores tipicos, seleccién
de variables.

Introduccién conjuntos de apoyo en los algoritmos de precedencia
parcial [2]. La teoria de testores también ha sido apli-

El concepto de testor tipico juega un rol muy importante cada en la mineria de textos [6, 7, 8, 9].
en la solucion de problemas de reconocimiento supervi-
sado de patrones, cuando se usa el enfoque l6gico com-En el enfoque légico combinatorio, la informacién de
binatorio [1, 2]. En una aproximacion basica, un testor un problema de reconocimiento supervisado de patro-
es una coleccion de caracteristicas que discriminan lasnes puede ser reducida a una matriz [2]. Los testores
descripciones de objetos pertenecientes a diferentes clatipicos se buscan entre todos los posibles subconjuntos
ses, y es minimo en el orden parcial determinado por la de columnas (caracteristicas) de esta matriz. EI compu-
inclusion de conjuntos. A través de las etapas de la so- to del conjunto de todos los testores tipicos pertenece
lucién de un problema de reconocimiento de patrones, a la clase de problemas NP. Cuando la dimension de la
los testores tipicos pueden ser aplicados para satisfacematriz es pequefia, se han estado usando algoritmos de-
diferentes objetivos. Por ejemplo, en problemas de se- terministicos (DA) [3, 10, 11]. A principios de esta dé-
leccion de variables [3, 4, 5] y/o para determinar los cada comenzaron a desarrollarse algoritmos evolutivos
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para tratar matrices de dimensiones mayores [12, 13].

De manera similar a otros problemas NP (TSP, clique
maximo, etc.) [14] es necesario tener un conjunto de

Definicion 4.- Un conjuntd” = {ji,,...,Jjr.} C J se
denomina testor tipico d&/ si es un testor y tiene la
propiedad de tipicidad con respectd&a

instancias para probar el desemperio de los diferentesSeana y b dos filas del.

algoritmos propuestos para calcular los testores tipicos.

Por otro lado, teniendo estas matrices el problema de Definicion 5.- Decimos que es menor qué (a < b) si
los testores tipicos se convierte en un problema Gtil para ¥ @ < bi y 37 tal quea; 7 b;.

evaluar los algoritmos estocasticos de optimizacion.

Definicién 6.-a es una fila basica d& si no existe otra

A pesar de esto, los autores no encontraron ningtn re-fila menor que: en M.

porte previo sobre la construccion de matrices de prueba
para asesorar el desempefio de las estrategias de busqu
da de testores tipicos Para el problema de los testores
tipicos las matrices de prueba deben ser matrices cu-

Definicion 7.- La matriz basica d&/ es la matrizM/’

%’ue sélo contiene todas las filas basicadfle

La siguiente proposicion es una caracterizacion de la

yo conjunto de testores tipicos puede ser determinado matriz basica.

a priori. Ademas, deben garantizar poder probar los as-

pectos que influencian el desempefio de los algoritmos Proposicion 2./" es una matriz basica si y solo si pa

tales como la dimension de las matrices, longitud de los

ra dos filasa y b cualesquierag, b € M’ existen dos

testores tipicos, cantidad de testores tipicos, etc. Este arcolumnasy j tales quey; = b; =1y a; = b; = 0.

ticulo esta organizado de la siguiente manera: primero,

introducimos formalmente el concepto de testor tipico de todos los testores tipicos de

Dada una matrizl, denotamos comd&*(A) al conjunto

para matrices booleanas. Luego, elaboramos resultados

tedricos que sirven de soporte para una herramienta util
en la construccion de matrices de prueba. Finalmente,
demostramos la aplicacién de esta herramienta generan
do algunas clases de matrices de prueba.

Metodologia
Los conceptos de Testor y Testor Tipico.

SeaU una coleccién de objetos, estos objetos se des-
criben mediante un conjunto decaracteristicas y es-
tan agrupados eh clases. Comparando caracteristica

Proposicion 3.0* (M) = U*(M').

De acuerdo con la proposicion 3, para obtener el con-
junto U* (M) es conveniente encontrar la mathiz’ y

luego luego calcular el conjunts*(M’). Teniendo en
cuenta queV/’ tiene menor o igual namero de filas que
M, la eficiencia de los algoritmos debe ser mayor para
M’ que para\/. De hecho, todas las matrices de prueba
generadas en este ensayo son basicas.

Operadores de matrices y sus propiedades.

Definimos el operaddusion simpledenotado pogp:

a caracteristica de cada par de objetos perteneciente a

diferentes clases, podemos obtener una matfiz=
[mj],.,, dondem;; € {0,1} y I es el nimero de pa-
res.m;; = 1(0) significa que los objetos del par deno-
tado pori son similares (diferentes) en la caracteristica
j. Seal = {i1,...,i;} el conjunto de las filas d&/

yJ = {j1,...,jn} el conjunto de etiquetas de sus co-
lumnas (caracteristicas). S€aC .J, M, es la matriz
obtenida deM al eliminar todas las columnas que no
pertenecen al conjuntb.

Definicién 1.- Un conjuntdl’ = {jk,,...,jr} € J
es un testor dé/ si no existe ninguna fila de ceros en
M.

Definicién 2.- La caracteristicg,. € T es tipica con
respectod’y M sidq, g € {1,...,l} talquea; ;, =
lyparas > 1aj,;, =0,Vp, p€ {1,...,s}p#r.

Definicién 3.- Un conjuntd’ tiene la propiedad de tipi-
cidad con respecto a una matfiz si todas las caracte-
risticas erl” son tipicas con respectdiay M.

Proposicion 1.- Un conjunt® = {jx,,...,Jjr} € J
tiene la propiedad de tipicidad con respecto a la matriz
M siy sélo si se puede obtener una matriz identidad en
M 7, eliminando e intercambiando algunas filas.

01 RPXO X RXT o jpX(ard) 050 p > 0.
Dadas dos matrice$ € R°*7y B € RP*x¢":

¢ (4, B) = [AB]

esto es, la matri’ = ¢ (A, B) es la matriz formada
por dos bloquesd y B.

Ejemplo 1:
Sean
1 3 1 00
A=1]10 8 |yB=|0 5 1/,
1 0 1 6 1
C=¢(AB),
entonces:
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C:

=
S oW
=
S Ut O
= = O

Propiedades del operader
Lo(p(A,B),C)=¢(A ¢ (B,C))=¢(A B,C).

2. Seand, B matrices booleanas. dio B son matrices
bésicas entonces(A, B) es una matriz basica.

Seal,, la matriz identidach x n.
Propiedades dg,:
1.1,, es una matriz basica.

2. El namero de testores tipicos de es igual al, es
decir que|¥* (I,,)| = 1.

3.U*(I,) = {J;, } dondeJ;, es el conjunto de todas
las etiquetas de columnas flg

Una vez definidos estos operadores vamos a presentar

La primera propiedad es trivial dadas las caracteristicas los resultados principales de este articulo. Estos resulta-
del operador fusion simple. La segunda propiedad pue- dos constituyen el marco tedrico que usamos para desa-

de ser demostrada con la proposicion 2.

Ahora definimos el operaddusién combinatoriade-
notada po¥:

0. RPX 5 jP' xd — ppr' < (a+d')

Dadas dos matriced = [aj;] ., ¥ B = [bij], - L@
operaciord se define como

[A(L:) B(1,:) ]
A(L:) B(p':)
0(A,B) = . ..
A(p,:) B(1,:)
A(p.:) B, ]
Ejemplo 2:
Sean
1 5
a=loolys=[1§2]
7 8
C=0(A,B),
entonces
1 5 1 0 3
1 5 2 3 6
09 1 0 3
¢= 09 2 3 6
7 8 1 0 3
7 8 2 3 6

Propiedades del operadar
1.0(6(A,B),C)=0(A,0(B,C))=60(A,B,C).

2. Seand y B matrices booleanas. diy B son matri-
ces bésicas, entonc@$A, B) es una matriz basica.

rrollar las estrategias para construir las matrices de prue-
ba.

Resultados y Discusién
Resultados tedricos en la determinacién deg
Sea( la fusion simple deV (N > 1) matricesB €

R.P*d, esdecir@Q = ¢ B...B|. SaV*(B) =

N
{Tla' . aTl/}'

Teorema 1.49* (Q)| = N'Til ... 4 NITv
Demostracion:

SeaJg = {j1,...,jq} €l conjunto de todas las colum-
nas deB, entonces:

JQ = {jlv"')jqajq+17"'a.j2qa
o 7j(N71)q+11j(N71)q+21 s 7qu}

El conjuntoJ se puede particionar egnclases

Jo = {duderts o dv-nasr}s
JCQQ = {anle-?v---7j(N*1)Q+2}"“7
Jg? = {jqanQ""qu}'

Todas las columnas en la misma clas’g son idén-
ticas y|J5| = N ,Vk € {1,...,q}. Por otro lado,
considerando la manera en que se constyse tie-
ne ¥* (B) C ¥*(Q). Ahora generamos el conjunto
G (¥*(B)). G (¥* (B)) contienel* (B) y cualquier
conjunto de etiquetas’ obtenida de la sustitucion de
una columna de cualquiéf;,, i = 1,...,v por cual-
quier columna en su misma clase. Teniendo en cuenta
la definicion de testor tipicd]”’ es un testor tipico de
@, por lo tantoG (¥* (B)) C ¥*(Q). Hay N candi-
datos para seleccionar cada una dé7lédscolumnas de
T;,entoncesG (U* (B))| = NIT1l .+ NITvI,

Notese que para esta operacion ambas matrices debem\hora pasamos a demostrar que(Q) C G (¥* (B)).

ser basicas.

Supongamos que existe un conjufftbtal queT’ €
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U (Q)y T ¢ G(¥*(B)). El conjuntoT” no puede

Teniendo en cuenta qu&, ¢ = 1,...,m, I+ = I,

contener dos columnas de la misma clase puesto queja submatriz ded determinada por las columnas.dg:

la propiedad de tipicidad d&’ no seria satisfecha. En-
tonces todas las columnas @& son de distintas cla-
ses. Para cada columna @é consideremos el miem-
bro de su clase que pertenec8allamamosl’; a es-

te conjunto. SII';; es un testor tipico d&, entonces
T’ € G (¥*(B)) lo que contradice nuestra suposicion.
Por otro lado, si[’; no es un testor tipico dB enton-
cesT'; no es un testor tipico d@. Teniendo en cuen-
ta queQ,r = Q,ry, T’ no es un testor tipico d@
por definicion, lo cual también contradice nuestra su-
posicion. Entonced* (Q) C G (¥* (B)). Por lo tanto
U (Q) = G(¥*(B)) y [V (Q)| = |G(¥"(B))| =
NIl 4+ NITvI, Fin de la demostracion.

Ejemplo 3:
Sean
1 00
B=|01 0]y
0 0 1
Q = ¢(B,B,B)
1001 00100
= 0100 1 001 O0
0O 01 00 1 0 01
Entonces
T*(Q) = 27.
SeanA,,..., A, m matrices tales qud, = I,,,Vi €
{1,...,m}. SeanJy,,...,Ja, €l conjunto de todas

las columnas de estas matrices{y, NJa,} = 0
Vi,je{l,....m}i#].

SeaA la matriz obtenida al aplicar el operador fusion
combinatoria a las matrices$;, es decir:

A=0(Ar,..., Ap).

Teorema2.9*(A) = {U*(Ay),..., *(A,)} = {Ja,,
T}

Demostracion:

Dada la forma en que se construy6 la mattjesta ma-
triz se puede separar en submatrices: La submatriz
A7 que contiene las primeras columnas ded, la ma-
triz A7 que contiene las siguientes columnas ded y
asi hasta la submatriz;’, que contiene las Ultimas,,
columnas ded. Se puede ver qué;" solo incluye filas
deA; Vi € {1, Ce ,m}.

SeaJa,J +,...,J,+ €l conjunto de columnas ¥y,

1 m . .
Iy+, ... 1,y el conjunto de filas de las matricel
Af, ..., At respectivamente. Ahora demostremos que:

) Ja, gt ys € UF(A)

2) U*(A) \ {JA,JAT,...,JA;L} = 0.

no contiene filas de ceros y cada etiqueta de columna
deJ,+ cumple con la propiedad de tipicidad, entonces

J 4+ € U*(A). La condicion 1) esta demostrada, pasa-
mos a demostrar la condicion 2).

Supongase que existe un conjufitos V*(A)y T #
J,+,i={1,...,m}. Considerando las propiedades de
los testores tipicosyi, J .+ & T, por lo tantovi 3j; €

Aj tal quej; ¢ T. Tomamos la filas,, dondes,, =
($m—1— 1)nm + jm Y $1 = j1. Teniendo en cuenta las
caracteristicas del operador fusién combinatoria, la fila
sm de A tiene unl en cada columng y ceros en el res-

to de columnas, incluidas las columnasideEsto sig-
nifica que existe una fila de ceros ény, por lo queT

no es un testor. La suposicion de que existe U*(A)

es falsa. Fin de la demostracion.

Ejemplo 4:
(1 0
A= 10 1 )°
V(A1) = A{x1,22},
1.0 0
A, = |0 1 0],
0 0 1
U*(A2) = {x3,74,75}
1 01 0 0
1 0 01 0
1 0 0 0 1
SeaAze(Al,Ag): 0110 0|
01 010
01 0 0 1
U*(A4) = {{z1, 22}, {23, 24,25} }.
Corolario 1.-|(¥*(A4)| = m.
Corolario 2.-|¥* [ p | A... A = N™ 4+ ...+
——

N

m

Hemos terminado la presentacion de un conjunto de re-
sultados tedricos que son simples en su formulacién.
AUn asi, constituyen una herramienta flexible y pode-
rosa para la construccion de matrices de prueba.

Ejemplos de generacién de matrices de pruebd&n

esta seccion se presentan algunas recetas para usar los
resultados previos en la evaluacién de los algoritmos de
busqueda de testores tipicos. Cada receta muestra como
evaluar una caracteristica especifica de las matrices que
puede influenciar en el desempefio de los algoritmos.
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Estas matrices tienen pocos testores tipicos que puederdimensién alta. Pueden ser formadas aplicando el opera-
serdeterminados facilmente. dor fusién combinatoria a un conjunto de matrices iden-
tidad de dimension relativamente alta: $ga= 0(1,,,,

o Iny), entoceslim(Q) = (ny ... np) X (N1 ...y
y [ (Q)] = m.
Supdngase que es necesario estudiar el desempefio de
los algoritmos cuando el nimero de testores tipicos au-
menta. Para analizar la situacién, se generan dos matri-
ces de la misma dimension con una diferencia grande En este trabajo se ha desarrollado un método general pa-
en el nimero total de testores tipicos de cada una. Lasra crear matrices de prueba para evaluar el desempefio
matricesR); y Q2 se generan cumpliendo las siguientes de estrategias de busqueda de testores tipicos. El méto-

Matrices con la misma dimension y diferente nimero de
testores tipicos.

Conclusiones

condiciones: do propuesto esté basado en resultados tedricos que son

1.-dim — dim ' simples en su formula}c_lén. A pesar de esto, estos resul-
(@) (@2) tados son una base sélida para obtener diferentes instan-

2.- 0" (Q1)] # [¥* (Q2)] cias que nos permiten probar varios casos del problema

Dadas estas dos condiciones, proponemos un procedi-de busgqueda de testores tipicos.

miento para crear estas matrig@s y ()>. Empezando  Hemos presentado algunos ejemplos que ilustran c6mo

por dos matrices simples, y B, con lamisma dimen-  generar la instancia necesaria para probar la influencia
sién y distinto nimero de testores tipicos, aplicamos el de una caracteristica particular en el algoritmo de bus-
operadory a cada matriZV veces, obteniendQ; y Q. queda de testores tipicos.

llustramos con el siguiente ejemplo: Teniendo en cuenta que hemos introducido una herra-
B, se toma comdy y Bs = 0(I», ), entonces: mienta general y flexible para la construccion de matri-

ces de prueba, esperamos que este trabajo permita con-
vertir al problema del testor tipico en un punto de refe-
Qi=¢|B1..Bi|yQs=¢|By...B: |. rencia para la evaluacién de algoritmos de optimizacién
—— N——

estocasticos.
N N

Notese que:
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Abstract

The fundamental properties of the Morris-Thorne wormholes are reviewed, together with
the energy conditions (NEC, WEC, SEC, DEC) for the same. A new exponential solution
for the equations derived by Morris and Thorne is introduced and, finally, we have calcula-
ted the total time to traverse a wormhole with exponential shape function.

Keywords. Wormhole, general relativity, hyperspace, Einstein.

Resumen

Se revisan las propiedades fundamentales de los agujeros de gusano del tipo Morris-
Thorne, asi como las condiciones de energia (NEC, WEC, SEC, DEC ) para dichos aguje-
ros. Se introduce una nueva solucién de caracter exponencial para las ecuaciones derivadas
por Morris y Thorne para los mencionados agujeros Y, finalmente, se procede a calcular
el tiempo que se demoraria un viajero en atravesar un agujero de gusano con funcion de
forma exponencial.

Palabras Clave.Agujeros de gusano, relatividad general, hiperespacio, Einstein.

Introduccién tein en 1935, en un articulo de Albert Einstein y Na-
than Rosen publicado en la revista Physical Review, en
Un agujero de gusano (wormhole) es un tanel en el hiper- el que tratgban de hallar una conexion (un puente) en-
tre los agujeros negros y los agujeros blancos [7]. John

espacio que conecta dos puntos en el universo [1, 2] (el Archibald Wheeler junto con su equipo de investigacion

hiperespacio es un espacio plano hipotético con mas de os estudiaron rm!undamente eﬂ Igs afios 50 9 desde

tres dimensiones espaciales, en el que esta contenido eL P ; ¥ o¢
985 son el objeto de estudio de numerosos cientificos

espacio curvo de nuestro universo). El wormhole tiene . .
dos entradas llamadas "bocas”. Las bocas estan conecarédedor del mundo, tales como Kip S. Thome, Mike

tadas por un tinel a través del hiperespacio que puedeMoms’ Don Page y otros.

ser muy corto (digamos unos pocos kilometros de lar- upongamos que queremos viajar desde la Tierra hasta
go). Las bocas de un agujero de gusano se parecen alS pong queq ) )
algun lugar muy cercano a la estrella Betelgeuse ubica-

horizonte de sucesos de un agujero negro de Schwarzs-da a 424 afios luz de nosotros [8]. Si el viaje se lo realiza
child [2, 3, 4, 5, 6], con una diferencia importante: el p o Y Vi .

horizonte de sucesos de un agujero negro es, Si despre-a traves del universo ‘?Xte”.‘o. (a traves de nqestro un-
ciamos los efectos cuanticos, una superficie de una Solaverso), tomaria 424 afios viajando a la velocidad de la

via; cualquier cosa puede entrar en el agujero, sin em- luz 0 a una velocidad proxima a la misma. Sin embargo,

bargo nada puede escapar. Por el contrario, las bocas d el viaje seria muy corto si se lo realizara a través de un
) ' %anel en el hiperespacio conectando la Tierra con Betel-

un wormhole son superficies que pueden ser cruzadas . ) .
geuse (es decir un wormhole). Si nosotros entraramos

en ambas direcciones, hacia adentro del agujero de 9Y73 través de la boca del wormhole cercana a la Tierra
sano y de regreso hacia el “universo externo” (nuestro P . . . '
nos encontrariamos con un tdnel. Viajando tan sélo u-

universo). . . .
) nos pocos kilometros a lo largo de éste, alcanzariamos
la otra boca y emergeriamos cerca de Betelgeuse como

Los wormholes fueron descubiertos matematicamente . . . . A
se ilustra en la figura que sigue a continuacién. En este

como una solucion a las ecuaciones de campo de Eins-
[SSN 1390-5384
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diagrama, el espacio de nuestro universo es representaEl que la densidad de energia promedio sea negativa no

do en dos dimensiones y las bocas del wormhole son implica que el material exético tenga una energia nega-

circulos. Sin embargo, en nuestro universo tridimensio- tiva con respecto a un observador en reposo en el inte-

nal las bocas tendrian en realidad forma esférica. rior del agujero de gusano. El concepto de densidad de
energia es relativo al sistema de referencia utilizado; en
un sistema de referencia puede ser positiva, y en otro,
puede ser negativa.

Nadie sabe exactamente de que puede estar hecho el

- (E)e —== material exético. Robert Wald [1] ha probado que en
i —— > un espacio-tiempo curvo, bajo una amplia variedad de
'}. circunstancias, la curvatura distorsiona las fluctuacio-

vl Mperespact nes del vacio de caracter gravitacional convirtiéndolas
N o o en exo6ticas debido a que su densidad de energia pro-
Sl ~ medio se hace negativa. Dichas fluctuaciones del vacio
son analogas a las fluctuaciones del vacio de naturaleza
electromagnética. Son fluctuaciones aleatorias en la cur-
Figura 1: Hiperespacio. vatura del espacio causadas porque regiones del espa-
cio, estan continuamente tomando energia de regiones
. ] _adyacentes para luego devolverla. Bajo circunstancias
De acuerdo con las ecuaciones de campo de Einstein, ordinarias las fluctuaciones son tan pequefias que nin-
el tiempo de vida de un wormhole es en promedio muy gin cientifico las ha podido detectar hasta ahora. Otra
pequefio, por lo que nada en absoluto ( persona, radia-posibilidad es que el material exético esté formado por
ciones, sefial de cualquier clase) puede viajar a traVéSenergia oscura que como sabemos, tiene densidad de

del tdnel del agujero de gusano. La Unica manera de energia negativa y es el 74 % de la energia del univer-
mantener abierto el agujero por un tiempo mucho ma- g

yor es mediante la presencia de algun tipo de material

“exotico”, a lo largo del wormhole, que empuije sus pa- gn el presente articulo revisaremos las propiedades fun-
redes gravitacionalmente, manteniéndolas separadas. Aljamentales de los agujeros de gusano del tipo Morris-
material se le denomina “exotico”, porque como Kip  Thome (secciones 1 a 14 ) [9], analizaremos las con-
Thorne d/emostrarq en 1985, debe tener una densidadgjciones de energia en dichos agujeros, presentaremos
de energia promedio negativa, con respecto a un haz deyna nueva solucion para las ecuaciones derivadas por
luz viajando a través del agujero de gusano. El material \orris-Thorne para los mencionados aguijeros y, final-

exatico” repele gravitacionalmente los rayos de luz por - mente, calcularemos el tiempo que se demoraria un via-
lo que los haces luminosos se desenfocan, como se ilus-jerg en atravesar un wormhole.

tra en la figura a continuacion.

1 Propiedades fundamentales

Un agujero de gusano practicable (a través del cual se
pueda viajar) debe satisfacer algunas propiedades basi-
cas, las cuales estdn enumeradas en el articulo de Morris
y Thorne [9] y que las reproducimos a continuacion:

“1. La métrica debe tener simetria esférica y debe ser
independiente del tiempo.

2.- Las soluciones deben satisfacer las ecuaciones de
campo de Einstein.

3.- Para que la solucion represente un agujero de gu-
sano, debe tener una garganta (throat) conectando dos
regiones asintéticamente planas del espacio-tiempo.

4.- El wormhole no puede tener un horizonte de suce-
s0s, ya que este impediria el viaje en ambas direcciones
a través del mismo.

Figura 2: Wormhole.

5.- Las fuerzas de marea gravitacionales que experimen-
ta el viajero deben ser tolerables.
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e2® 0 0 0
6.- Un viajero debe ser capaz de atravesar el wormhole dondeq. . — —f(r) O 0
en wn tiempo propio finito y razonablemente pequefio, Guw = 0 0 —r? 0

no solamente medido por el, sino por cualquier otro ob- 0 0 0 —r?sin’@

servador dentro o fuera del agujero. El tensor contravariante correspondiente es:

7.- La distribucién de materia-energia y los campos que 2% 0 0 0
generan la curvatura del espacio-tiempo del agujero de -1

. R 0  —=(f(r) 0 0
gusano deben tener un tensor de energia-esfuerzo fisicag"” = 0 0 2 0

mente razonable. 0 0 0 L —24in 29

8.- La soluci6n deberia ser perturbativamente estable. Los simbolos de Christoffel de segunda especie son:

9.- Deberia ser posible construir el wormhole, pero siem- i — Lo 99pa , 9900 99po (4)
¢ : pr =39 \0xr T Bzr Bz

pre que su construccion requiera mucha menos masa x x x

qgue la del universo y que ello requiera de un tiempo

; . dondex* es el cuadrivector posicion de la particula. Las
mucho menor que la edad del universo.

letras griegas comai, o, p, etc. toman los valores 0, 1, 2
y 3. Hemos adoptado la convencién de suma de Einstein

Morris y Thorne han denominado a las propiedades 1 en la que se suma sobre indices que se repiten dos veces.

al 4 "criterios basicos de un agujero de gusano”, mien-
tras que a los enunciados 5 al 9 los han denominado En coordenadas esférica$ = ct, 2! = r, 2% = 0y

“criterios de uso del wormhole". 3= ¢.
o Dichos simbolos se pueden calcular facilmente usando
2 Metricas el teorema:
E_n el articulo de Morris y Thorne se consideran dos mé- Sj Guv # 0 parau # v
tricas: alr, =0Vu#v#p,
o ..
) b)rs, = ﬁ 2w para  fijo,

; )

OO, = -2 pamp v fjos,
6 vv Ti

ALY, = — g G pays # v fijos,

(ds)? = 222 (dt)? — f (r) (dr)® — r2(d2)? (1)

dondes representa el elemento de arepf y ¢ son
las coordenadas esféricas de un puntoeg el tiempo El resultado es que los Unicos simbolos de Christoffel
coordenado medido por un observador remoto en repo- diferentes de cero son:

$0.(dQ)? = (dh)? + sin? O(dy)?

b(r) —1 i i I‘\l _ [b('f‘) B Tb/('f')] (5)
flr)y = (1 — %) . A b(r) sele denomina funcion = o2 (1 _ b(r))
de forma del agujero de gusano, y determina la forma "
espacial del mismo. La funciéh = ®(r) se denomina 0 _10 _ g
funcién de corrimiento hacia el rojo. T =To, =@ 1(T) (6)
i) F%z = Fgl = - (7
1
(ds)* = (dt)? — (dl)? = (I +B})(d2)*  (2) Ty =T =~ ®)
d_onde_—,oo <l<ooes la distancia propia me_zdida de I3, = T3, = cot 9)
direccion radialby es una constante # es el tiempo
coordenado. Tl (2 (1 3 @) (10
,
Nosotros, lflje_\remos nuestra atencion Gnicamente en la L, = —r + b(r) (11)
primera métrica y a continuacion deduciremos las ecua-
ciones de campo correspondientes a la misma. En un Iy = (—r+b(r)sin®0 (12)
préximo articulo se estudiara en detalle la métrica ii). 2 sin(26) 13
33 — 2

3 Simbolos de Christoffel y Tensor de

Riemann-Christoffel dondeb/(r) = %y @/(r) = 42 Eltensor de Riemann-

Christoffel esta dado por la expresion:
Para la métrica (1), el cuadrado del elemento de arco

2 i s 0 0
(ds)* se puede escribir: RE, = 5o (T ) — o (F‘,,‘p)
(ds)* = gy da' dz” (3) + Th,l8, —T5,h, (14)
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Las 24 componentes de dicho tensor diferentes de cero
son

2
R101 = R110 = —‘I)”(T) - (‘I)/(T))
(rt'(r) =) _,
7@ 1
2r(r —b) (r) (19
R202 R220 = /(T)(b ) (16)
RYys = —RY30 = ®'(—r + b)sin? @ (17)
1 1 2915/ b
Ryig = —Roor = [(I’ (1 - ;)
b
) (1--
(i)
b—rb
o (52)) a9
rb’ —b
R%u = _R%21 = (T) (19
(rt/ —b)
R121 R112 m (20)
rb’ — b)sin? 6
T
(rt/ —b)
R131 R113 m (22
R§23 = —R§32 = ésin2 0 (23)
T
b
Rgsz = _R§23 = r (24)
(r—9)
R(QJzo = Rooz 2<I>(I)/r—2 (25)
b
- e Y

r

Para el calculo de las componentes nulas, hemos usado

propiedades tales como:

RM

Lop = 0 parapfijo

(27)

R (28)

hioo = 0 paraufijoy g, diagonal, etc

4 Marco de referencia propio

Consideremos dos sistemas de referencia, al uno lo lla-
maremos sistema de refererencia no primado y al otro
sistema primado. Seg,,} cona = 0,1,2y 3 la ba-

se de vectores asociada al sistema de referencia no pri-

mado, y{éa’} Ia base de vectores asociada al sistema
primado €,, €,’, son vectores en el espaC|0 tiempo, es
decir, tienen cuatro componentes). Un vect@n el es-
pacio tiempo se puede escribir:

A“ée, enlabas€eé,},
A'Mé,"en labasgé,’}

NN

de manera quel®é, = A'*é,’. Si A" = ALA, en-
tonces podemos escribir:
A%(AkE,) —éy) = 0

ya queA® representan las componentes de un vector
arbitrario, tenemos:

€, = Ate,)/ (29)
y también, siA es una matriz invertible:
e, = (Afl)f;e*a (30)

Sea{é, }la base ortogonal de vectores asociada con las
coordenadas® = ct, 2! = r, 22 = 0y 2® = o.
Introduzcamos una base ortonormal de vectdees}
definidos por:

éo’ €o
e’ | _ 1| &
o =a (31)
és’ €3
donde
¢ 0 0 0
py—1/2
A= 0 (1-2) 0 0
0 0 r 0
0 0 0 rsinf
Es facil demostrar que
Jop = Eo' €3 =nap =
diagonal1,—-1,-1,-1) (32)

Esta base nos permite introducir un nuevo sistema de
coordenadas del marco de referencia propio “proper re-
ference frame™:

' = A§a” (33)
(o

2’0 = e®20 (33a)
b\ —1/2

z't = <1 — —> x! (33b)
r

2 = rg? (33c)
z'® = rsin 0z® (33d)
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Estas son las coordenadas de un conjunto de observa-
dores que siempre permanecen en reposo en el campo

gravitacional del agujero
nen:

r,0yp C

(v - .

de gusano. Es decir que tie-  R/yy = R/g5 = 5 - %
r 2r T

(42

El escalar de Ricci es:

onstantes R =¢"™R',, =Row—R11—R2»—R3 (43)

En esta nueva base, las componentes del tensor de Riemann-
Christoffel se pueden calcular a partir de la relacion: Introduciendo (40-42) en (43) tenemos:

0z 0x*? Ow

R = 23" (1 - g) +2(9)? (1 - 2)

as a

R

El resultado es que las 24 componentes no nulas son:

- X
veT - 9z'v Ox'p Oz’ Ox

P
7 R? (34)

(o5 Ne S Y0 %)

+<b—rb’)(p,_2(rb'—b)

r2

- o — (44)
Ry = —RY r? re
= —Rj (35)
n o1 6 Tensor de Einstein
= R
001
b . .
_ <1 ) o - (<I>’)2 n Iéaz componentes no nulas del tensor de Einstein [3, 4,
T il ]
(rb' = b) 1
1
2r(r — b) Gy = R oy — 5R/ 9
sm: )
ngw = —ngzo = —R%zo = RI(2)02 G'oo = b_2 (45
R/(3)03 = —R/gso = —R/gso "
b—r)
= R3.= ( o’ 36 2(b — b
003 2 (36) Gy = ( _ r) d - (46)
T T
Rlélz = _Rlém = RI%21 = _RI%IQ , , b " N2
= R%lB = _Rlésl = R/i)gl (37) Gloz = Glas = (1 r [27+ (@)
— _R3, = (rb" —b) +<I>’ b-rt) _,
2r? r 2r(r — b)
(rt —b)
—_— 4
, , 2r2(r — b)] @7
R/323 = _R/332 = R/gsz - = R’§23 = 3 (38)
7 Ecuaciones de Campo de Eintein y tensor
5 Tensor y escalar de Ricci energia-momentum
El tensor de Ricci se define por la expresion De acuerdo a las ecuaciones de campo de Einstein [3, 4,
5, 6]
R, =R o (39)
8rG
Las componentes no nulas de dicho tensor son: Guv = c—4T/’”” (48)
_ b 2 b . , i
Rlgp= @" (1 - ?) + (%) (1 - ?) los tensores de Einsted®’,,,, y de energia-momentum
4 (b;gb’) o 4 20 g (40) T’,.,, son proporcionales. Ello implica que las Unicas
T r componentes no nulas @&, sonT’ g, T'11 Y T"22 =
T35, donde:
2
Ryp= —0"(1- %) — (@) (1- %) T'o0 = p(r)c? (49)

+ () @ 4+ (41) Ty = —7(r) (50)
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T'9g =T33 =P(r 51
22 33 ( ) ( ) p(’r‘) 02 _ %/2 (57)

Enlaecuacion (49) (r) es la densidad de total de masa-

energia medida por un observador estatico en el campo

gravitacional del agujero de gusana(r)es la tension

por unidad de area medida por dichos observadores en T(r) == [2—2(r—b)®] (58)

la direccion radial (es el negativo de la presién radial),

y P (r) es la presion medida en las direcciones laterales

(ortogonales a la direccion radial). En el fluido perfecto

P(r)=—1(r). P(r) = —T(T‘)—i—gx
A partir de (48) podemos escribir: [q)/ (p (r)c? — 7) _ T/] (59)
G — 8rG oAl Las Ultimas tres ecuaciones junto con las ecuaciones de
00 = —7 4 00
c estado

usando las ecuaciones (45) y (49), podemos demostrar
que: P=P(p) y 7=1(p) (60)

constituyen un sistema de cinco ecuaciones con cinco

/ _ 2 2
b (r) =krip(r)c (52) funciones incagnitas:
donde
p, T, P, ®yb.
o 4
k=8rG/c Para hallar una solucion a dichas ecuaciones, nosotros

o _ usaremos la misma filosofia de Morris y Thorne [9],
La ecuacion (48) para = v = 1 da: probando con funcionds(r) y ® (r) que nos permitan
construir un agujero de gusano apropiado para un viaje

\ interestelar.
b—kr°T
e (53
8 Condiciones de borde y ausencia de un

or otro lado, >
P horizonte de sucesos

Consideraremos que el agujero de gusano esta confina-
" = gyl — kr? (3T + ) do en el interior de una esfera de radie- Rs de ma-
& (A oh o1/ nera que para > Rg p, 7Y P son iguales a cero. Por
" (4r = 20— 2rt)] (54) otro lado supondremos que en el limite cuande Rg,

T — 0 perop y P permanecen finitos.

La ecuacion (48) para = v = 2 nos da: y ,
Ya que para > Rg, p = 0, la ecuacién (52) nos dice

qued’ = 0. Por lo tanto:
G/QQ =kP (’f‘) (55)

. . ) b(r) =b(Rs)= D = constante (61)
de manera que si introducimos (54) en (47), a partir de

la ecuacion (55) obtenemos: . o .,
Adicionalmentes = 0 parar > Rg implica (ecuacion

(53)):
7 =9 (p (r)c? — 7')
2P (r)+7(r) (56) 20'r (r —b) =b (62)

La ecuacion (56) es la ecuacion de equilibrio hidrostati- de donde tenemol = D/2r (r — D).

co para el materia del que esta constituido el agujero de ) N )

gusano. Integrando la anterior ecuacion y teniendo en cuenta que
. B @ (r — oc0) — 0, obtenemos:

Las ecuaciones (52), (53) y (56) también se pueden es-

cribir: ®(r>Rg) =iln(1-2) (63)
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Otra condicion que debe cumplirse es

lim (b/r)

T—00

—0 (64)

10 Superficies de insercion (embedding surfaces)

Para un tiempo fije y tomanda = = /2 (plano ecuato-
rial), la parte espacial de la métrica (1) se puede escribir:

ya que el espacio tiempo debe ser asintéticamente plano

lejos del campo gravitacional del wormhole. En efecto,
la métrica (1) para > Rg se escribe:

(ds)® = (1—2L2)c2(dt)?
—(1-2)" (a@ry?
—r2 (d)?

(65)

que es la métrica de Schwarzchild si hacemes 1 —
D/r (ver referencias [3, 4, 5, 6] ).

Mateméticamente, los horizontes de sucesos, en un es
pacio descrito por una métrica estatica y asintéticamen-
te plana, se obtienen haciengly — 0. Para nuestra
meétrica (1) tendriamos:

goo =¢** =0 (66)

0P — —oo, de manera que la condicién fundamental

de que el agujero de gusano practicable no deba tener,
ningun horizonte de sucesos, solo se puede cumplir si la

funcion® (r) es finita en cualquier punto del espacio.

9 Parametro de corrimiento hacia el rojo

(70)

que representa un elemento de arco en el plano ecua-
torial. Deseamos construir en el espacio Euclideo tri-
dimensional, una superficie bidimensional que tenga la
misma geometria que la del elemento de arco descri-
to por (70). Entonces, uno podria encajar la geometria
del espacio curvo bidimensional en la geometria plana
de un espacio Euclideo tridimensional [10]. En dicho
espacio Euclideano, introduciremos coordenadas cilin-
dricasz,r y . La métrica Euclideana del espacio de
insercion (embedding space) es:

(ds Buctidean)” = (1 + (%)2) (dr)?

+r? (dp)’ (71)
En (71), nosotros suponemos que- z () (considera-
mos que la superficie insertada tiene simetria axial).

Si nosotros identificamos las coordenaflag) del es-
pacio Euclideano con las coordenatlas) del espacio-
tiempo del agujero de gusano, el elemento de arco (71)
sera el mismo que el descrito por la ecuacién (70) a tra-
vés del wormhole. Podemos entonces escribir:

Consideremos una fuente en el agujero de gusano que

emite pulsos de luz de energid. Para un observador
distante (muy alejado del campo gravitacional del agu-
jero), la energia que recibe de los pulsos de luz (E) sera:

E = (goo)* E' (67)
dondeE = hC/Arecibida y El = hc/)\emitida (/\emitida
Y Arecivida SON las longitudes de onda de las sefales

emitida y recibida, respectivamente).

El parametro de corrimiento hacia el rojo se define a
través de la relacion:

— AN _ Arecibida—Aemitida
e U v
__ Arecibida __
- emitida 1 (68)
Usando la ecuacioén (67), tenemos:
z =e ?-1 (69)

Por esta razén, la funciéh (r) se denomina funcion de
corrimiento hacia el rojo gravitacional.

dz\? )
1+ o =1 (72)
de donde obtenemos:
dz - —1/2
(5) -0 "

La ecuacion (73) describe la forma en la que la funcién
b (r) modela la geometria espacial del agujero de gu-
sano.

Todo agujero de gusano tiene un radio minime: b
para el cual la superficie insertada del espacio curvo bi-
dimensional es vertical. Es decir, par@) = r = by,

(@)

dicho radio define la garganta del agujero de gusano.

dz

haiad —
dr o

T‘:b:bo

(74)
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0 en términos de la distancia propia radial

. dl

v(r) = oy (78)

Si 71 es el tiempo propio medido por un observador a
bordo de la sonda, entonces podemos escribir:

- - ’}/dTT = eq’dt (79)

FATganta
2

—1/2 )
dondey = (1 — 2—2) , por lo que (78) también se
escribe:

yo(r) = % = :Fi(l—g;llrmdw (80)
J—

I':iQUfa 3 tDiagfama (:ebinsemién Paf; Ufl‘ aguierg de gusano. Elﬂ El signo negativo en la ecuacion (80) lo tomaremos para
:ggjaergoageagslfs;zgq,psg ((jg)be ro:ar la gijrva dglla Zéir%eglfézg(?or el Vl.aje debajp de Iagarganta del agujero, mientras que
del eje z. el signo positivo sera para el viaje en la parte superior.
En las estaciones espaciales tenemos 0 mientras
Debido a que la coordenadaradialo se comportaade- ¢ > ( para—l; < | < +l,. Supondremos que las es-
cuadamente cerca de la garganta del wormhole, es masaciones espaciales estan lo suficientemente alejadas de
apropiado definir una "distancia propia radial": la garganta wormhole, de manera que, los efectos gra-
vitacionales del mismo sean muy pequefios. Esto quiere
decir que la geometria del espacio en las estaciones es
/ T b(r) | /2 casi plana. El corrimiento hacia el rojo gravitacional de
() =+[(1-%2) Tar (75) SR : : onalde
b as sefiales enviadas desde las estaciones hacia el infini-
to también debe ser muy pequefio por lo que usando la

La distancia propia radial debe ser finita a través del cuacion (69) tendremos:

espacio-tiempd.es positiva sobre la gargante del worm-
hole, y negativa por debajo de la misma. Lejos de la
garganta, en ambas direcciones radiales, el espacio debe z =eP-1lr-dx1 (81)
ser asintoticamente plano por lo qite/ dr debe aproxi-
marse a cero a medida ques +oco (0b/r — 0 cuando o simplementéd| < 1
[ — £00).
Para que el viaje a través del agujero de gusano sea con-
veniente para los seres humanos, los tiempos empleados
11 Viajando a través de un agujero de gusano en viajar desde la estacion ubicadalea —{; hasta la
estacion ubicada €n= +1,, medidos tanto por el viaje-
Consideremos una sonda espacial viajando en direccionro a bordo de la sonda como por los observadores en las
radial a través de un agujero de gusano. La sonda par-estaciones espaciales deberian ser menores que un afio
te del reposo desde una estacion espacial ubicada en 1g9]:
posicion! = —I; y arriba a otra estacién ubicada en
I = +l, donde queda en reposo. La velocidad radial
de la sonda medida por un observador en reposo en el Arp — f:rm 4l < aiio (82)
agujero de gusano es: vy

— o pdzt
v(r) =Fcds (76) At = [T dl < 1470 (83)

11 we
usando las ecuaciones (33a) y (33b) tenemos: ) .,
A continuacion procederemos a calcular el valor de la
aceleracion de la gravedad medida por los observadores
dr en reposo en las estaciones espaciales. El cuadrivector
v(r) = ;m (77) aceleracion de un objeto en las estaciones es:
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(ya queg — O) .Esta aceleracion debe ser menor o igual
gue el valor de la aceleracion de la gravedad en la super-

o du'™ e =
a'® = 5o ficie de la Tierra:
— aula F/a 1y 18 84 ' ;2 9
= gz Tl )u (84) 9| =1@'c? < go =98 [m/s?]  (95)

Debido a qued’|<< 1 en las estaciones, el tiempo me-
dido por relojes colocados en las mismas es igual al
Sﬁempo coordenadt

dondeu’* representa el cuadrivector velocidad. Para un
observador en reposo dichas estaciones las podemos e
cribir:

Para la métrica de Schwarzschild

u'* = (v9,0,0,0) (85) 2GM
b=rs=— (96)
Dondeu’® = c. Entonces, para un observador en reposo ¢
I u'™ ro ) 10 10 y
@ = (5 + D) ', (86)
1 Ts

Por otro lado, ya qug)), =I'3, =I'3, = 0, usando

dondeM es la masa que genera el campo gravitacional.
y 95" 8zP Bu'® La aceleracion de la gravedad (usando la ecuacion (94))
Y, = gomoom 555 Lag (87) seré en este caso:
8%z 9z’

+ Ox'Hox'V dx™

,  GM (1 2GM>1/2 (©8)
podemos demostrar que I=T2 rc2 '
10 _1T/2 _ 173 _
Too  =Too =1Tgo =0 (88) 12 Aceleracién experimentada por el viajero
y La transformacion entre las coordenadas del wormhole
n o\ 1/2 o, (') y las coordenadas del marco de referencia del via-
Too =(1-3) "¢ (89) jero en la sondéz'"*)es

(debido a que la transformacion entre las coordenadas

. 82 N I//p — A/'Lljilf/y (99)
z*y 2'* eslineal, entonceém) = 0). Las com-
ponentes del cuadrivector aceleracion son por lo tanto: donde
a? =d?=d3=0 (90)
y vy £y8 0 0
) A = 6 Y 0 0
al =T = (1- )P 91 0 0 10
et = (1-7) & 0o 0 01
La aceleracién de la gravedad medida en las estaciones y o
es: dondes = . Eda transformacion nos permite introdu-
cir una base de vectores para el marco de referencia del
viajero:
g/ — _(_a/aa/a)l/Q — _(_alla/l)l/Q (92)
S “1\B o
cona) = —a'. Usando la ecuacion (91) tenemos: &a= (A1), € (100)
g =T (93) 0
de manera que introduciendo (89) en (93) obtenemos: " = ~&'o T 1BE" (101)
b 1/2
[ _Z 12 O H A2
g = (1 7’) d'c” ~ d'c (94) e—»/ll _ :F/yﬂé»/o +7€/1 (102)
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gy =¢"5 (103)
e’y =¢'3 (104)

estos vectores satisfacen:
g//a . é‘”ﬁ = Nap (105)

por lo que constituyen una base ortonormal de vectores.
El cuadrivector velocidad del viajero es

1"

i = c&

Q

(106)

Los cuadrivectores aceleraci¢®) y velocidad(«) del
viajero son ortogonales de manera que usando (106) te-
nemos

a-éy=0 (107)
Por otro lado, podemaos escribir:
a=a"*el, (108)

de manera que”’ ® = 0.

Si el viajero se mueve en direccién radial, su aceleracion

debe ser radigl’’ ? = a”"? = 0) ,por lo que

n1=n
€1

i=a =ac (109)
dondea representa la magnitud de aceleraion experi-
mentada por el viajero.

Enlabasdé,}

—

- 0= 1= 25 3
a.p = (a"éy+a e+ a“és + a°és)

<I>é»/1/

.é’o
_ 0_ =1 = —/
= gooa = aeq -eg = ae )

= Frfac®

De esta Ultima relacion, deducimos que

FyBae®g” (110)

FyBae”*

En la basgé, }, © = uté, conu’ = (u®,ul,u? u

mientras en la basg’, }, @ = u'*€’, con

3,

" = (ye,70,0,0). (111)

Usando

ox'#

U/'u = WU”, (112)
podemos demostrar que
u’ =e ®ye (113)
1
1 b\
u =(1-— - YU (114)
T
u? =ut=0 (115)
en la basgé’ }, también tenemos
a® = u“,ﬁuﬂ (116)
ou®
_ a B
= (W + Fﬂvu'y) U
ondeu® = u®(r).
Paraa = 0 (116) se escribe
ou?
a® = (ﬁ> ul + 20 ulul (117)

conz! = r. Introduciendo los valores d€’, u' y I');
dados por (113), (114) y (6), respectivamente obtene-
mos:

1
2
e—2<I>

b
1—2
r

(118)

#(-

d
xyc2B—

dr (76(1))

Laecuacion (118), conjuntamente con la ecuacion (110),
nos permite calcular el valor de

iy

d
2
e dr

b
1- 2

1
? <]
e
r

(ve®)

a

(119)

0 en términos de la derivada con respecto a
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_ ,—b 2 d P 120 A "o __ 525”1‘ _ 2R//i g/lj (124)
a =e ca(ve). (120) a = 572 =—cC 050
donde hemos usado Finalmente, comd" {,;, = —R" i0j0, tenemos:
Aa” o= CQR” inOé.N J (125)

b\ 2
dr =Fv <1 — —) e2dt,
r

dl = veldt

La condicion de que la aceleracion del viajero con res-

pecto al agujero de gusano no debe sobrepasar el valor

oz’ 0x' P 9’

G A A
oz’ é

X 817” o

/!
R nvpo

R afvds

de la aceleracion de la gravedad en la superficie de la USando las ecuaciones:

Tierra es:

e d
la| =c?le ‘ba (ve®)| < 9o (121)
gue nos da la condicion:
d 1
P (ve?) < — — . 122
‘e dl (e?)| < 0,971 afios luz (122)

13 Aceleracién de marea gravitacional

Las aceleraciones de maréa entre varias partes del
cuerpo de un viajero no deben exceder el valor de la ace-
leracion de la gravedad en la superficie de la Tierra. Sea
{el cuadrivector separacion entre dos partes del cuerpo
de un viajero (por ejemplo, la rodillay la cabeza). En el

marco de referencia del viajeroes puramente espacial
(¢”° = 0), de manera que

Q€ =c"0=0 (123)

La aceleracion de marea gravitacional esta dada por la

ecuacion de desviacion de la geodésica [2, 3, 4, 5, 6], (esta ltima relacién es debido a g

que en labasée’ } es :

_ _ plv 1"y, 1B,
- Rﬁwg wue,

y ya ques es puramente espacidla” ¥ también lo es.
Por ello, podemaos escribir:

1

2’0 = 5" Fpa’ Y,
I/l — q:,yﬂx//0+7x//1 y

I/2:CC”2;I/3:IN3

R"1010 = (1 - g) [—®" +
(Tb/ — b) I /
+mq> —(2)?]

2

R'5020 = R'"3030 = 277[2(17 —r)® +

2

BQ
g —
L)
R"1020 = R"1030 = R"2030 = 0
R"3010 = R"3010 = R"3020 = 0

donde losR” ;o0 se pueden calcular a partir de la rela-

(126)

obtenidas a partir de la expresion (99). El resultado es:

(127)

(128)

(129)

(130)

/é;uxpa' = R/Ipaul/)'
Por lo tanto, las componentes de la aceleracion son:

Ad"' = AR08 = ¢ (1 - 2) (31

(rb — b)
2r(r —b)
_(@/)2]51/ 1

X [_(b// _|_ (b/
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14 Materia Exoética

Ad"? = PR"50008"? (132) En la garganta del agujero de gusdno= b = by) la
2 tensién dada por:
_ 2 /
2
—l——(b—’l’b/)]f//z B L
r T0 = l{bg (136)
(ver ecuacion (53)). Reemplazando el valor de la cons-
Ad" = PR"3306" (133) tantek, podemos escribir:
= czi[Q(b — ) +
2 N [10m)>
2 _ 40 m
+B7(b _ Tb/)]g//:& T0 — 4,83 X 10 <W> <W> (137)
si wil imad Esta tension es enorme. en efecto, gara= 1km, la
i tomamog¢” ‘| ~ 2metros (que es aproximadamente ..o e

el tamafio de un ser humano) y con la condicién:

. 70 = 4,83 % 1036NeﬂS
‘Aa'”’ < go = 9,8m/s?
. Corsideremos la funcién:
enemos:
2
) ¢ =112 (138)
|R”1010| — ’(1 _ ;) [_¢H+ (134) |pC |
(rd" —b) o (@,)2} usando las ecuaciones (57) y (58), (138) se escribe:
2r(r —b)
9o
< —==
< 5 b
2[m]e 2 2(r—b)d — ¥V
~_ ¢ =T X . (139)
(1,36 x 1057m)> Ld
d?r L
Cerca de la gargantad—2 > 0 (eninglés esta
2 Z7 lr=b=b
|R" 5020 = |R"3030| = ‘7_2 (135) condicién se denomina “outward flaring of the throat”).
2r A partir de la expresion (73) podemos calcular dicha
2 segunda derivada, y el resultado es:
x [2(17 ISP Ay br’)} ‘ g vada, y etrest
r
< ) )
= 2[m] Pr bl
1 dz2~  2b2 (140)

¢

(1,36 x 103m)>

de manera que introduciendo esta relacion en (139), te-
nemos:

A (134) y (135) se les denomina restricciones de marea

gravitacional radial y laterales, respectivamente [9]. La

ecuacion (134) puede considerarse como una restriccion o2 /2 9 — /

" e . r (r—=5)®

de la funcion de corrimiento hacia el rojo (de hecho ¢= — (—2) - —

¢’ = 0 satisface dicha restriccién). La ecuacién (135) rlo'f \dz o'l

es en cambio una restriccion sobre la velocidadn la

gue el viajero puede atravesar el agujero de gusano.  En la garganta

(141)
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de manera que el viajero medira una densidad de masa-
_ 23 &| (142) energia negativa en la garganta del wormhole. Una ma-
TV oyt \d2Z 0T nera de minimizar la “exoticidad” (en palabras de Mo-
rris y Thorne) del material de la garganta del agujero, es
Ya quep es finito, la ecuacion (57) nos dice ghi¢am- establecer la restriccion de que en todas partes se cum-
bién lo es. Por lo tanto, ya que la segunda derivada espla:
positiva en la garganta tenemos:

S0

pct >0 (149)

2
_To = Pe (143)

|poc?| (para observadores en reposo en el interior del worm-
hole,~ ~ 1, por lo queT” oo ~ poc?, de manera que

de maneraque > poc®. Esta Ultimarestriccion nosdi-  podriamos tener quizagc? < 0).

ce que en lagarganta, la tensigg)(debe ser tan grande

como para exceder a la densidad total de masa-energia

(poc?). Esta restriccion es obviamente conflictiva. A un

7 : i 2 L g .. N
material que satisface esta propiedad,> pc® > 0, Especificaremos las condiciones de energia en el caso
Morris y Thorne lo han denominado “exatico” [9]. en el que el tensor de energia-momenfm es diago-

Un observador que viaja a través del agujero de gusanon@l, €s decir:
con una velocidad radial, mide una densidad de ener-
giaT” 9, que puede ser calculada a partir de la expre-

15 Condiciones de energia

sién: T,, = diagonalpc?, Pi, P, Ps). (150)
‘o At B Condicién de Energia Nula (NEC: Null Energy Condi-
A 9x" " Ox s (144) tion): Esta condicién nos dice que para cualquier cua-
M Qa0 drivector nulok* se tiene:

el resultado es:
T k'EY >0, (151)

" 2 2 / 2 Q2m/
T%00 =7"T 00 F2v° BT 01 + 7" BT 11, esta condicion, para el tensor (150) se puede escribir:

reemplazando los valores de los simbolos de Christoffel

ver seccion 7), obtenemos: )
( ) pc2 + P, >0 Vi

Condicién de Energia Débil (WEC: Weak Energy Con-
T 00 = v*(pc* — 7). (145) dition): Establece que para cualquier cuadrivector cuasi
temporalV* (V#* puede ser el cuadrivector velocidad)

Cerca de la garganta del agujero debe cumplirse:

T" 00 = 72(P002 —70)+ 70 (146) TwVHVY >0, (152)

donde hemos usado la relacighs® = »2 — 1. Sila esta condicion, para el tensor (150) implica que

velocidad radial es proxima a la velocidad de la luz,
v >> 1y entonces: p> >0y pf+P >0 Vi

La condicién WEC implica la NEC por continuidad.

" 2 2
T"00 ~77(poc” = 70) (147) Condicién de Energia Fuerte (SEC: Strong Energy Con-
dition): Para cualquier cuadrivector cuasitempdrél
y comoTy > poc?, tenemos: debe cumplirse:

1 1%
T// 00 < O (148) (Tl“’ - iTgluj) VMV Z O (153)
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dondeT” = ¢g*°T,z. Esta condicién aplicada al tensor 16 Soluciones a las ecuaciones de Morris-Thorne
(150) nos da: con fuerza de marea gravitacionales nulas en la
direccion radial.

3
pE+P>0 Yy pi+ Zpi >0 Vi Sid = @ =constante (en particuldr = 0) y v(r) es
P muy pequefia, entoncés:” ! = 0. Es decir que la fuer-
za de marea gravitacionat en la direccion radial es cero.

La condicién SEC implica la NEC, pero no necesaria- En ese caso, podemos escribir(ver ecuaciones 57-59)
mente la WEC.

Condicion de Energia Dominante (DEC: Dominant Energy b=b(r) (156)
Condition): Establece que para cualquier cuadrivector
cuasitemporal’ #;
2 b/
= — 157
TLVAVY >0y T,V (154) (e =13 (157)
no es cuasiespacial. b
Esta condicion implica que 7(r)= ) (158)
>0y P e [—pc® pc®] Vi b—rb
pc* 20y Py € [—pc*, pc®] Vi P(r):(2kT3) (159)
T

de manera que la condicion DEC implica la condicion

WEC que a su vez implica la condicion NEC, pero no - pdicionalmente tenemos (ver ecuaciones (139) y (141)):
necesariamente la SEC.

Sienlabasée’ } calculamos (151) cok’* = (1,1,0,0)
tenemos 2 (dPr
0= T \a=
T Wk"EY =p(r)c® —7(r) (155) (b—rb)

r |V

(160)

que en la garaganta es

La funcion de forma(r) que genera estas soluciones
debe satisfacer las condiciones de borde enunciadas en
la seccion 8.

2
T’ k' 'k Vlr:b:bo =poc” — 19 <0

y que como vemos viola la condicion NEC. A la materia

que viola dicha condicién se le denomina “exética’[9] En el articulo de Morris-Thorne se presentan soluciones
[11]. alas ecuaciones (57-59) de la forma [9]

Enlos afios 60 y comienzos de los setenta, la mayoria de

los fisicos consideraban como algo inviolable, el hecho O\ LT

de que ningln observador deberia ser capaz de medir b(r) =bo (b_) (161)

una densidad de energia negativa. A esta asercion se le 0

denomina “Condicién de Energia Débil”, que como vi-

mos en (153), con algunas restricciones adicionales se

transforma en la “Condicion de Energia Fuerte”. En la ® = ¢, = constante

actualidad, sin embargo, sabemos que ciertos campos

cuanticos pueden violar dichas condiciones de energia.donden es una constant®, < n < 1y by < r <

Por ejemplo, cualquier observador est_ético ubicado so- R. (R, eselradiode la es’fera enlaque esta confinado
bre el hqnzonte de sucesos de,un agujero négro de SCh'el agujero de gusano). En esta seccion, introduciremos
warzschild (rodeado por el vacio) puede verificar que el una solucion exponencial a dichas ecuaciones:

valor esperado de la densidad de energia es negativoy es '
independiente del tiempo.[12] Esta densidad de energia
negativa esta asociada con la creacion y emisién de par- b(r) = boel %0 (162)
ticulas, antiparticulas y radiacion por el agujero negro y

la consecuente evaporacion del mismo [3, 4, 5, 6]. Otro se puede verificar facilmente que dicha solucion satis-
ejemplo de violacidn de todas las condiciones de ener- f5ce las condiciones de borde

gia es el “Efecto Casimir’[13]. Un andlisis muy intere-
sante de las condiciones de energia y las singularidades b(be) — b
del espacio-tiempo se puede encontrar en la referencia ( O)bf oY

T—00
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b{r]-bﬂel "

R p(r) = —biT (r) (167)
0
2r
= - r
r+ bo (T)
La distancia propia en direccion radial es:
B |
" redr
N == / T (168)
\\ bo (T—boeliﬁ)z
. y facilmente podemos demostrar que
b r
m
, . . [ — +oo cuandor —
Figura 4: Funcién de forma exponencial.
El valor deg(r) es, usando (160): y
bo
<(r)=1+7>ow (163) I — 0 cuandor — by
5 o
de manera que(r} > p(r)c* ¥r, lo que significa que Por otro lado, (73) se puede escribir,
el material es exético para todos los valores-d@or
otro lado, a partir de (157) podemos calcular el valor de
la densidad de masa-energia, que resulta ser _1
dz r 2
- dr boe Po
b
p(r)c? = _ek—; <0, (164)
" que evaluada en= by nos da:
de manera que tenemos materia con una densidad de
masa-energia negativa medida por observadores en re- d
poso con respecto al agujero de gusano. Los valores de e = +o0 (170)
r=b,

7(r) y P(r) los podemos calcular usando (158) y (159),
el resultado es:

- b0617% 165
T (T) - kr3 ( )
P (T) — m. (166)

2kr3

En el limite cuande — oo tenemos:

lim (p(r),7(r), P(r)) =0,

T—>00

de manera que la pendiente de la superficie de insercién
es vertical. De (169) tenemos adicionalmente

d?r

61_% (T+b0)
dz2

202 >0

(171)

por lo que se satisface la condicién que habiamos men-
cionado en la seccién 14 para el diagrama de inserciéon
(outward flaring). También, a partir de (169), podemos
demostrar qugig%(z) =0.

Facilmente se puede demostrar que la solucién con fac-
tor de forma exponencial (162), viola todas las condi-

de manera que para distancias muy grandes medidas eftiones de energia mencionadas en la seccién 15.

relacion al agujero de gusano, el material exético sera
extremadamente débil (practicamente despreciable). A
partir de (164-166) , podemos demostrar que la ecua-
cién de estado del material exético es:

A partir de la solucién (162), construiremos una solu-
cion mas completa y real de las ecuaciones de Morris-
Thorne.
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17 Materia Exética limitada a la vecindad de la Usando la aproximacior' — R? ~ 3(r—Rs)R? (yaque
garganta del agujero de gusano r ~ Rs)y la expresion (179), (178) se puede escribir,

Si nosotros queremos soluciones con una densidad de
masa-energia positiva > 0, debemos permitir que la b(r) ~b(R,) + M
materia exética ocupe una region macroscopicamente AR
larga del espacio definida por una radio criticota- ) )

les quer. = by + Ar conAr > by. Fuera de este radio ' elegimos,

critico, el material no es exético. Tomando una pequefia AR =0b(R;) (181)
pendiente em.:

(@)

conb(r.) = boel’;_fi. La solucién de la ecuacién (172)
esg—g = 4,184. Por lo tanto, para. < r < R, (donde

Rg es el radio de la esfera dentro de la que esta confi-
nado el wormhole), nosotros tomaremos

b(Rs)  (180)

conR, >> by, tenemos

01 (172) o
r=r. AR = bpe” o << (182)

_Rs
R.e ®o

r=r.

<< Rs.

DefiniendoB = b(Rs+ AR), y usando (180), podemos
escribir aproximadamente,

b(r) = 2L00a ® = & = constante. (173) B~ 2b(Rs) (183)

Si introducimos la expresion pab&-) dada por (180)
en la ecuacion (53), usando (177) , (179) y las aproxi-
maciones

De (173) tenemody (r) = Wlo > 0, lo cual implica
(ver ecuacion (157)),

1

2o 174
P(r) e = S5o2 >0 (174)

r =~ R,

Similarmente tenemos de (158-160)

T—b:RS (1_ AR) %Rsa
T(r)=pr)c, P(r)=0 ys=0. (175)

Para conectar la solucién en el interior del agujero de €s fcil demostrar que
gusano con el vacio externo, consideremos una capa de

transicion de espesdx R tales que: , (r—R,) B
_ 7(Rs) [ Rs
p(r) = 2 (AR) (176) (conR; <7 < Rg + AR)y por lo tanto
0 =rr)- | "] Ry am /
T(r) =17 (s A | s <I>(RS+AR)mQRg (185)

conR; < r < Rs + AR. De (177) vemos que cuando

r —= Rs, 7 = 7(Rs) y cuandor — R, + AR, 7 — 0.

La ecuacion (176) nos dice que el material en la capa de

transicion es noexaético. P(r) ~ Ry1 (Rs) (186)
2AR

Similarmente, partiendo de (59), se puede demostrar que

Integrando (157) (entre los limitds; y r), tenemos:

paraRs; < r < Rs + AR. Por lo tanto, la ecuacion de

br (R) R estado del material de la capa de transicion es:
T\s) fvs 3 3
T —— —RY). 178
TN A VR ()

Y AL (187)

Por otro lado®’(Rg) = 0 implica (ver (58))

dondep(r) es independiente dgver ecuacion (176) ).
b(Rs) = kR31 (R,) . (179)
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Si localizamos las estaciones espaciales al final de la s s

regon de Schwarzschil¢r; = ro = Rs + AR) y re- b(r) = Ry | (r®—R3) (1%5)
guerimos que el viajero sea capaz de llegar a dichas es- 200 3R2

taciones sin ser triturado gravitacionalmente, entonces

usando (95) y (185), tenemos

|/ (R, + AR)| ~ 9,2 x 10"5m) "

oz =

UsandoZ = b(R,) =
te desigualdad:

A R podemos escribir la siguien-

b (RR2 ) < (9,2 x 10%m) ™" (188)
De la ecuacion (173)
b(Rs) = <l (r>R,+AR)  (189)
*7 200 -0
por lo que obtenemos
Ry > 4,6 x 10'3[m] = 306,7 a.u. (190)

dondel a.u. = 1,5 x 10t m

Cuando la solucion exterior de Schwarzschild (ver ecua-
cién (63) reemplazandDd por By r por R, ) es aplica-
da ala capa de espesfuR?, tenemos:

1 B
Ya queR; >> by, usando (183) resulta que
R% = 2;—05631 << 1 (192)

de manera que podemos usar la aproximabidih —

x) &~ —x parar << 1y escribir
B
D=9y =— ) 193
T (198)
Por lo tanto
2 = 2P0 — "R 1. (194)

Vemos entonces que de acuerdo a (16%),difiere de

la unidad Unicamente por una cantidad muy pequefia,

lo cual implica que el tiempo propio medido por obser-

vadores estaticos es aproximadamente igual al tiempo

coordenado a través del agujero de gusano.

Utilizando la expresion (189) , (178) se puede escribir

paraRs < r < Rg + AR. Similarmente a partir de
(191) y (193) obtenemos:

2~ {

A continuacién resumimos la solucién hallada en la sec-
cién 17.

b0<T<R +AR
),r >R+ AR

200 )

In (1 - 110%07‘

(196)

18 Solucion completa

bOeliﬁ ) bO S r S Te
b(r)=1{ 300 re <r <R,
3_pR3
ey UoE) Ro<r<RvAR

conr, = 4,184 by.

@()_{? - 200,b0<r<R +AR
5 (—W),T’ZRS'i‘AR
_[1+>0 , bp<r<r.

710, " re<r<R,
2 _TT(T)
p(/r)c - b()
2
= —TP(T)<O, bo<r<r.
r+ by
T(r)=p(r)c®, P(r)=0, r.<r<R,

En la capa de transicion de espesakr

Ry (Ry)
AR
) = ) - | S e - r,
para R, <r <R, ++AR,
y finalmente,
T =pc* =P =0 parar > R, + AR.
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19 Viajando a través de un agujero de gusano con La dltima ecuacion también se puede escribir:
funcion de forma exponencial

Consideremos un viajero a bordo de una sonda espacial )
gue se desplaza entre las dos estaciones espaciales des- _ R 2
critas en la seccion 11. Ya que para un agujero de gusano Arr = At = 4,68 (dias) x < 1 >
con funcion de forma exponencial se tiee®,~ 1 (ver

194), la velocidad radial de la sonda sera aproximada-

mentev(r) = di/dt, y la magnitud de su aceleracion ~Si tomamos (ver ecuacion 198, = 4,6 x 10'* me-
sera entonces tros, obtenemoé\rr = At = 100,38 dias, por lo que

el viaje completo requerird un tiempo de 100 dias apro-
ximadamente.

-— . (200
0Mmetros (200)

d?l
dt?

dv
dt

< 9o (197)

. . L . Conclusiones
Supongamos que el viajero realiza la siguiente travesia:

acelera partiendo del reposo desde la estacion ubicada 5 de las mas fascinantes predicciones de la Teoria

enl = —Il, en direccion hacia la garganta del agujero genera| de la Relatividad de Einstein es la posible exis-

de gusano hasta que se encuentra a medio camino de 13gncja de agujeros de gusano (tlneles en el hiperespacio
misma, entonces desacelera hasta que llega a quedar ®Bue conectan dos puntos en el universo). Desde 1985,
reposo en la garganta , luego acelera nuevamente ale-

. “principalmente, son el objeto de estudio de numerosos
jandose de la garganta hasta que se encuentra a med"?isicos alrededor del mundo.

camino de la estacion ubicada ks +I5 y finalmente

desacelera llegando a quedar en reposo en dicha esta-

cién. Si las estaciones se encuentran ubicadas sobre le&En este articulo, hemos revisado las propiedades fun-
superficie de la esfera en la que esta confinado el worm- damentales de los agujeros de gusano del tipo Morris-
hole, entoncet = I, = R, Thorne. Hemos visto cémo la materia exotica (si exis-
te) de la que estarian formados dichos agujeros, viola la
Condicién de Energia Nula (NEC). En la actualidad, sin
embargo, sabemos que ciertos campos cuanticos pueden
violar dicha condicién. Ejemplos de tal violacion son la
radiacion emitida por un agujero negro (radiacion Haw-
king) y el “Efecto Casimir” que viola ademas las otras
condiciones (WEC, SEC, DEC).

La velocidad maxima del viajero en cualquiera de las
cuatro etapas de la mencionada travesia es

[N

VUmax — (963 Rs)

9,9><105(m/8)< R, ) (19)

1011m
N En la seccion 16 hemos presentado una nueva solucion
— 33x10 3¢ R : a las ecuaciones derivadas por Morris-Thorne (ecuacio-
’ 10m nes 57, 58, 59). Para hallar dicha solucién, hemos em-

] ] pleado la misma filosofia usada por Morris y Thorne,
Si reemplazamos,,x Por ¢ en la expresion (198), ob-  propando con funcionégr) y &(r) que permitan cons-
tenemos quék; << 10'°[m], por lo que truir un agujero de gusano apropiado para un viaje in-

terestelar. En la mencionada solucion, el factor de for-
N1 mab = b(r) tiene caracter exponencial, mientras que
Yméx = (1 — (Ymsx) ) ~ L. la funcién de corrimiento hacia el rojp = ®(r) es
constante. A partir de esta solucién, hemos construido
Entonces, los tiempos empleados en viajar desde la unauna solucién mas realista (ver secciones 17 y 18) limi-
estacion hasta la otra, medidos tanto por el viajero a bor- tando el material exético a la vecindad de la garganta

do de la §0nda como por los observadores en reposo endel wormhole. Esta solucion, por cierto, viola todas las
las estaciones espaciales serian: condiciones de energia.

De existir el material exético, una civilizacién muy avan-
+e dl zada podria hacer uso del mismo para crear un wormho-

Arp =~ Atx [ — le que podria estar abierto un intervalo de tiempo sufi-
L v cic_entemente largo para que se pueda viajar a través del
£ mismo.
2
~ 4 / dl (199) Partiendo de la funcién de forma exponencial, hemos
(2%)% I3 demostrado que, para un viajero a bordo de una sonda
? espacial que se desplaza entre dos estaciones espacia-
2

4 R, les que se encuentran ubicadas sobre la superficie de la
- 9o ) esfera en la que esta confinado el wormhole, el tiempo
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empleado en viajar desde una estacién hasta la otra (me-
dido tanto por el viajero a bordo de la sonda como por
los observadores en reposo en las estaciones espaciales)
seria, pard?g = 306,7 unidades astronémicas, aproxi-
madamente 100 dias. Este es un tiempo muy razonable
para un viaje de las caracteristicas mencionadas.

Sin embargo, y como lo sefialan Morris y Thorne, el
agujero de gusano podria ser inestable: “El material exo-
tico podria interactuar fuertemente con la materia or-
dinaria, haciendo que el viaje a través del mismo sea
impracticable, debido fundamentalmente a las enormes
fuerzas de marea generadas por el campo exotico”.

Solamente un claro entendimiento de la estructura del
material ex6tico nos permitird tener una mejor idea de
si es posible o no la construccién de un agujero de gu-
sano practicable. Nuestro estado de conocimiento hasta
el presente, no nos permite excluir la existencia de di-
chos agujeros.
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Abstract

This study looked for the presence of environmental antibiotic resistance genes and their
capacity to disseminate through conjugation. Water and soil samples were collected from
pristine zones of the Ecuadorian Amazon Basin (Sucumbios, Napo and Orellana provin-
ces), and they were inoculated in a modify wheat grain medium (WGM). Some of WGM
cultures contained diverse bacterial species that were able to transfer antibiotic resistance
genes tdscherichia colK12. Finally, 10 strains were isolated and proved to be responsible

of antibiotic resistance gene transfer. Strains were identified (using 16S rDNA sequences)
asSerratiasp.,Pseudomonasp.,Listonellasp., andAeromonasp. In this work, we pro-

ved '.[h.?t environmental bacteria can transfer antibiotic resistance genes as tetraciclin and
ampicilin.

Keywords. Conjugation, horizontal gen transfer, antibiotic resistance genes, environmental
bacteria.

Resumen

El presente estudio exploré la presencia y la capacidad de diseminacion de genes de resis-
tencia a antibiéticos provenientes de bacterias ambientales. Se recolecté muestras de agua
y suelo de zonas pristinas de la Amazonia ecuatoriana (provincias de Sucumbios, Napo y
Orellana) las cuales fueron inoculadas en un medio de grano de trigo modificado (WGM).
Algunos de estos cultivos multi-bacterianos (mixtos) demostraron tener bacterias capaces
de transferir genes de resistencia a antibiéticos a una cdpsctierichia colK12. A partir

de los cultivos mixtos se aisl6 10 cepas bacterianas responsables de esta transferencia. Las
cepas aisladas fueron identificadas mediante el secuenciamiento del gen del ARN riboso-
mal 16S (16S rDNA) com&erratiasp., Pseudomonasp.,Listonellasp. yAeromonasp.

El hallazgo mas importante del presente trabajo fue el probar que existe transferencia de
genes que proveen resistencia a antibiéticos como la tetraciclina y ampicilina a partir de
bacterias ambientales.

Palabras Clave.Conjugacion, transferencia horizontal de genes, genes de resistencia a
antibidticos, bacterias ambientales.

Introduccién cos [2]. Los antibiéticos por lo general son producidos
por miembros de comunidades microbianas ambientales
La existencia de una amplia diversidad de bacterias re- complejas, muchos antibiéticos actian como un medio
sistentes a antibidticos ha sido relacionada con el uso de comunicacién quimica entre bacterias. Otros antibi6-
masivo de estos farmacos en el tratamiento de infeccio- ticos sirven para eliminar la competencia por nutrientes.
nes y en practicas de ganaderia. Sin embargo, los ge-Las bacterias del suelo y de los rios han estado expues-
nes de resistencia a antibidticos estan presentes en bactas a antibioticos por miles de millones de afios y han
terias que pululan en rios y suelos de zonas remotas,evolucionado genes que codifican mecanismos de pro-
lejanas a la actividad humana. Mas aun, el medio am- teccion (genes de resistencia a antibiéticos). La coloni-
biente probablemente fue el escenario natural donde sezacion y urbanizacion de bosques remotos no solo ex-
originaron y evolucionaron estos genes [1]. Existe evi- pone a la humanidad a nuevas enfermedades tropicales
dencia de que estos genes han evolucionado y se harsino a nuevos genes de resistencia a antibioticos [3]. El
diversificado antes de la llamada era de los antibiéti- proposito de esta investigacion fue identificar genes de

[SSM 1390-5384

Avances201Q Vol. 2, Pags. B1-B3
http://www.usfq.edu.ec/avances/articulos/B1-2-2010



Avances201Q \ol. 2, Pags. B1-B3

Valencia et al.

resistencia a antibioticos provenientes de bacterias am-
bientales capaces de ser transferidos a bacterias de la

microbiota intestinal human&( col).

Materiales y métodos

Recoleccién de muestras:

Localidad de Coleccién
Aguas Negras

Blast Highest Hit
Seratia marcensces strain RS25

Tiputini Pseudomonas aeruginosa strain LCB52
Tiputini Listonella anguillarum strain MHK12
Tiputini Serratia marcensces strain R142
Lago Agrio Serratia nematodiphila strain P36
Lago Agrio Serratia marcensces strain RS25
Lago Agrio Serratia marcensces strain R142
Tena Aeromonas sp. A33
Aguas Negras Serratia marcensces strain RS25
Tiputini Serratia marcensces strain R142

Tabla 1: Sitios de aislamiento y Blast Highest Hit de las cepas am

Diez muestras de aguay suelo fueron tomadas de las re—bient_a_l(_es que mo;traron ca_pacidaq para transferir resistencia a
giones de Saladero, Tena y Papallacta (Provincia de Na- 2mpicilina o tetraciclina hacia E. coli KIZRN.

po), Aguas Negras, Lago Agrio (Provincia de Sucum-
bios) y Tiputini (Provincia de Orellana). Las muestras
fueron transportadas a temperatura ambiente.

Tamizaje de poblaciones bacterianas con genes de re-
sistencia a antibidticos

Se preparo medio grano de trigo modificado (WGM) pa-

Se tomé 100ul de cada caldo de conjugaciony se lo ex-

tendio en dos tipos de medios: A) y B) segun se descri-

bi6é previamente. La capacidad de cada bacteria aislada
para transferir genes fue determinada mediante conju-
gacion. Las colonias bacterianas capaces de transferir
genes fueron cultivadas individualmente y sometidas a

congelacion.

ra lo cual se tom6 5 gramos de suelo, se lo coloco en 8 para la identificacién genética de las bacterias capaces
ml de agua destilada (en un tubo de cristal), se afiadio de trasnferir genes de resistencia a antibéticos, se ex-

un grano de trigo y se sometid a esterilizaciéon por au-

trajo ADN utilizando CTAB (CTAB 2%, NaCl 1.4 M,

toclave. Luego, se adicioné 2 gramos de cada muestragpTA 20 mM pH 8, HCI 100 mM pH 8). Posteriormen-
de suelo 6 1 ml de muestra de agua a un tubo con 8 ml te se amplifico la regién V3 del rDNA 16S utilizando
de WGM y se cultivd a temperatura ambiente entre 2 a |gg primers 16SV3f (5'-CTACGGGAGGCAGCAG-3')

3 semanas en presencia de luz blanca. Cada una de lag 16SVv3r (5-ATTACCGCGGTGCTGG-3'), esta region
muestras de agua y suelo sembradas en medio WGM corresponde a la posicién 341 - 534 Encoli. [4] Pa-

se denominaron cultivos mixtos. Un mililitro del culti-
vo mixto en medio WGM fue colocado en un tubo con
4 ml de caldo BHIy se incubd durante 24 horas 837

Para la conjugacién se afadio al tubo del cultivo mixto
(en BHI) un volumen similar de caldo BHI en el que se
cultivé (24 horas a 37C) la cepa receptor&. coli k12
resistente a acido nalidixico (K12RAN). Finalmente se
tomo 100ul del caldo de conjugaciony se lo extendié en
dos tipos de medios: A) placas agar nutritivo con aci-
do nalidixico (15 ug/ml) y ampicilina (50 ug/ml) y B)
agar nutritivo con acido nalidixico (15 ug/ml) y tetra-
ciclina (12 ug/ml). Todas las colonias que crecieron en
los medios con antibitticos identificadas coioco-

li (transconjugados) fueron seleccionadas, cultivadas y

almacenadas en congelacion.

Aquellos cultivos mixtos a partir de los cuales se obtuvo
crecimiento de transconjugados en los medios Ay B

fueron utilizados para aislar cepas individuales capaces

de transferir resistencia a antibiéticos.
Identificacion de bacterias donadoras

Los cultivos mixtos en WGM con bacterias donadoras

ra la amplificacién se utilizé 1.5 mM ddgCl,, 0.3uM

de cada primer, 200M de dNTP’'s y 1 U de Taq po-
limerasa. Las condiciones programadas en el termoci-
clador para la PCR fueron las siguientes: desnaturaliza-
cion inicial a 94°C (4 minutos), seguida de 30 ciclos de
amplificacion a 94 C durante 30 segundos para la des-
naturacion, 55C (1 minuto) para alinear los primers,
elongacion a 72C durante 30 segundos y una exten-
sion final a 72°C durante 20 minutos. Los amplicones
fueron enviados a MACROGEN (Corea del Sur) para el
secuenciamiento y las secuencias fueron posteriomente
analizadas e identificadas utilizando el programa en red,
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Resultados y Discusién

Tamizaje de poblaciones bacterianas con genes de re-
sistencia a antibidticos

De los cultivos mixtos en WGM provenientes de las 10
muestras recolectadas, 8 (1A, 2A, 3A, 3T, 4A, 4T, 5A
y 5T) generaron transconjugados resistentes a antibio-
ticos y presentaron resistencia a ampicilina (75%) y a
tetraciclina (25 %).

de genes de resistencia a antibioticos fueron extendidos|yentificacién de cepas donadoras

en dos tipos de placas petri: (i) agar nutitivo mas am-
picilina (50 ug/ml) y (ii) agar nutritivo mas tetraciclina

Se amplificé un segmento de 200 pb perteneciente a la

(12 pg/ml). Cada colonia aislada fue sembrada en un region 16s rDNA en cada una de las 10 cepas ambien-
tubo con 4 ml de caldo BHI e incubada por 24 horas a tales aisladas utilizando los primers 16SV3fy 16SV3r.
37°C. Para la conjugacion se afiadio al tubo del cultivo El Blast Highest Hit para las secuencias correspondien-
mixto (en BHI) un volumen similar de caldo BHI en el tes a cada una de las 10 cepas ambientales se muestra
gue se cultivo (24 horas a 3T) la cepa receptora. en la Tabla 1, y corespondieron a los géneSegatia,

coli KI2RAN. Pseudomonas, ListoneljeAeromonas
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En el presente estudio se identificé bacterias ambien-
tales de la regibn Amazonica ecuatoriana capaces de
transferir genes de resistencia a ampicilina y tetracicli-
na ak. coli. EI método utilizado demostro ser eficiente
para evidenciar la presencia de genes de resistencia a
antibioticos de origen ambiental. Este estudio corrobo-
ra los resultados de otras investigaciones realizadas en
regiones remotas del mundo como Alaska [5]. Se ha in-
tentado sin éxito amplificar las secuencias de los genes
de resistencia a ampicilia provenientes de la Amazonia
utilizando primers TEMf y TEMr (que amplifican una
amplia variedad de beta lactamasas). Esta observacion
sugiere que estos genes son distintos a los previamen-
te descritos. No obstante con el fin de confirmar este
hecho es necesaria la caracterizacién de los genes cap-
turados durante el estudio [6]. Hasta donde hemos podi-
do indagar, esta investigacion muestra por primera vez
el fendmeno de transferencia horizontal de genes de re-
sistencia a antibiéticos a partir de bacterias ambientales
aisladas en zonas pristinas de la Amazonia ecuatoriana.
Los hallazgos generados en este estudio nos permitiran
continuar con estudios similares que ayuden a conocer
mas sobre el origen y la evolucion de los genes que co-
difican para la resistencia a antibioticos.
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Abstract

The pygmy marmoseQallithrix pygmaea is one of the most specialized Ecuadorian pri-
mate species. Its high specialization in habitat and diet, and the increase of human activities
in the Amazon region may cause pygmy marmosets to go through population bottle necks,
losing genetic diversity. To estimate the magnitude of this threat, since 2008 we carried out
a pilot study for evaluating the genetic diversity of four wild groups of this species in a
population located on the margins of the Aguarico river. For the genetic analyses we used
50 fecal samples collected from September 2008 to February 2009; 50 % of the samples
belonged to group P4, groups P1, P2 and P5 provided the remaining 50 %. We extracted
DNA from the feces using the QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN). With PCR we
amplified 9 microsatellite primers reported for a related species of Callitrichinae. DNA
bands were visualized in polyacrylamide (6 %) and urea (5M) gels. Statistical analyses we-
re carried out with GenAlEx 6 software. Three to eight alleles were found per locus. The
Hardy-Weinberg equilibrium test suggested that inbreeding may be occurring in group P4.
Expected heterocigocity in groups P1 and P2 is 0.5, while in group P4 ranges from 05. to
0.836. Nei's genetic distance between groups P1 and P2is 1.211, whereas group P4 differs
0.612 and 0.485 from groups P2 and P1, respectively. This is the first study of this type
for this species in Ecuador and elsewhere, the results point out the need to evaluate human
impact on the genetic diversity of Ecuadorian species.

Keywords. Callithrix pygmaeagenetic diversity, microsatellites (SSR).

Resumen

El leoncillo (Callithrix pygmaea es uno de los primates ecuatorianos con mayor grado de
especializacion de habitat y de dieta. Esta alta especializacion y la intensificacion de las
actividades humanas en la Amazonia ecuatoriana podrian causar que las poblaciones del
leoncillo atraviesen por cuellos de botella y pierdan su diversidad genética. Con el fin de
estimar la magnitud de esta amenaza, desde el afio 2008, se realizé un estudio piloto para
evaluar el nivel de variabilidad genética de cuatro grupos de esta especie de una poblacion
a orillas del rio Aguarico. Para la realizacion del analisis genético se utilizé un total de 50
muestras de heces, colectadas durante el periodo de septiembre 2008 y febrero 2009; el
50% de las muestras correspondié al grupo P4, los grupos P1, P2 y P5 aportaron con el
restante 50 %. A partir de estas muestras se extrajo ADN con el kit QlAamp DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN). Mediante la técnica de PCR se amplificaron nueve primers de mi-
crosatélites reportados para otra especie de Callitrichinae. La visualizacion de bandas se
realiz6 en geles denaturantes de poliacrilamida al 6% y Urea 5M. El andlisis estadistico
fue realizado con el programa GenAIEx 6. Los resultados obtenidos muestran que existen
de 3 a 8 alelos/locus, la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg sugiere que en el grupo P4
puede estar sucediendo endogamia, la heterocigocidad esperada en los grupos P1y P2 tiene
valores de 0.5, mientras que los valores del grupo P4 varian de 0.5 a 0.836. La distancia
genética de Nei entre los grupos P1y P2 es de 1.211, mientras que el grupo P4 difiere
0.612 y 0.485 con respecto de los grupos P2 y P1. Este estudio es pionero en este campo
y evidencia la necesidad de continuar con investigaciones para evaluar el impacto humano
sobre la diversidad genética en esta y otras especies ecuatorianas.

Palabras Clave.Callithrix pygmaeadiversidad genética, microsatélites (SSR).
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Introduccién por estos motivos que el presente estudio tiene como fin
evaluar en forma preliminar el nivel de variabilidad ge-

La conservacion de las especies de primates ecuatoria-nética de una poblacién de esta especie, para estimar si
nos es fundamental ya que estas mantienen la estructuesta ha atravesado por un cuello de botella poblacional
ray dinamica de los ecosistemas. Estas especies esta/o si la fragmentacion de habitats esta afectando a los
actualmente amenazadas por la destruccion de hébitatSprocesos naturales de dispersién y reproduccién de los
la caceria y el trafico de animales. Como consecuenciaindividuos. La informacién generada por este estudio,
muchas especies han reducido su nimero o se han ex-pionero en este campo, es importante para delinear ac-
tinguido localmente [1, 2]. ciones de conservacion y manejo de esta especie y para
evaluar el impacto humano sobre la diversidad genética

El leoncillo (Callithrix pygmaed es la especie més pe- . X
en esta y otras especies ecuatorianas.

guefia de primate antropoide en el mundo. Estudios so-
bre su ecologia y comportamiento han sido realizados
por de la Torre y colaboradores [2] en diferentes pobla- Metodologia
ciones de la Amazonia ecuatoriana; entre ellas, la pobla-
cion San Pablo, que se encuentra ubicada en las orillas
del rio Aguarico (coordenadas UTM, Zona 18, Datum | 5 coleccion de muestras fecales se realizo entre sep-
PSAD 56 341767 E, 9969737 N, Figura 1), en la que se tiembre de 2008 y febrero de 2009. Cuatro grupos de
realizo el presente estudio. leoncillos (P1, P2, P4 y P5) de la poblacion San Pa-
blo localizados en las orillas del Rio Aguarico fueron
observados periddicamente para recolectar las heces de
los individuos. La coleccion consistié en ubicar hojas
grandes de platandAusa x paradisiacpen la base del
principal arbol de exudados de cada grupo. Posterior-
mente, cada muestra fue colocada en papel filtro y a su
vez guardada en un frasco con un desecante (silica gel).
om0 ' Los frascos con las muestras asi conservadas fueron ex-
Femya:San Fabio puestas al sol durante uno o dos dias para reducir la pro-
Baltarts liferacion de hongos en las heces. Finalmente, después
R, il de ser transportados a Quito, los frascos fueron guarda-
e 2 dos en un congelador a -2G.

Extraccién de ADN

Obtencién de muestras

La extraccién de ADN a partir de las muestras de heces
Figura 1: Localizacién de los grupos de leoncillos P1, P2, P3, B4 fecales fue realizada mediante el protocd@Aamp

PS5 (poblacion San Pablo - sector Bellavista). DNA Stool Handookque se encuentra en el kit de ex-
traccion QlAamp DNA Stool Mini Kit d&QIAGEN Una

Lalocalidad de San Pablo tiene una altitud de 260 msnm cuantificacion aproximada del ADN e>_<t_ra|d_q se realizo
en geles de agarosa al 1 %. La cuantificacion espectro-

y originalmente estuvo cubierta de bosques de varzea, fotométrica de ADN se realiz6 utilizando el equipo NA-
inundados temporalmente por aguas blancas, que en al-

. . s . NODROP 1000.
gunas areas han sido talados para actividades agricolas

[2] _ Temp. éptima Total de Rango de peso
Primer  de annealing muestras de bandas

El tamafio de los grupos de leoncillos en Ecuador va- 0 amplificadas _ obtenidas (pb)
ria de 2 a 8 individuos incluyendo infantes, siendo el gj:é gg 101 128_'176
tamafio promedio 6 individuos por grupo. Estos se en- CJ-7 50 13 119-127
cuentran conformados por una pareja de adultos (macho  CJ-10 50 4 217-243

y hembra), entre 0 a 3 sub-adultos, entre 0 a 2 juveni-  €J-11 50 14 106-142

les e infantes. El area de vida promedio de los grupos gjig 55?64 207 132_'168

es de 0.9 hectareas [2]. Su principal fuente de alimen-  cj-14 56.2 9 156-184

to son exudados provenientes de las especies de arboles  CJ-15 50 15 124-138
Sterculia apetalaCedrela odoratalnga marginatay Tabla 1: Temperaturas de annealing, nimero de muestras ampli-
Parkia balslevij entre otras [3]. ficadas y pesos de bandas (pb) para los primers transferidos a la

especie Cpygmaea Se observa que siete primers fueron trans-
El leoncillo es uno de los primates ecuatorianos con ma- feridos y que sus temperaturas de annealing estan entre 50 y 58
yor grado de especializacién de habitat y dieta [2]. Esta °C
alta especializacion y la intepsificaci(’)n. de las ac}ivida- Amplificacién de ADN microsatélite mediante PCR
des humanas en la Amazonia ecuatoriana podrian cau-
sar que las poblaciones de esta especie atraviesen pot.a amplificacién de los microsatélites se realiz6 me-
cuellos de botella y pierdan su diversidad genética. Es diante la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).
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Se utilizo los primers CJ-1, CJ-6, CJ-7, CJ-10, CJ-11, andlisis iniciales fueron: 8 para el grupo P1, 13 para el
CJ-12, CJ-13, CJ-14 y CJ-15 establecidos por Niever- grupo P2, 25 para el grupo P4y 7 para el grupo P5.
gelt et al. [4] para la espectgallithrix jacchus El volu-

men final de reaccion fue de 2& el cual incluia buffer El peso promedio de las muestras de heces para el grupo

1X, 1.5 mM de MgC}, 0.2:M de dNTP's, 0.24:M de P1 fue de 0.073 g, para el grupo P2 fue de 0.069 g, para

: : : el grupo P4 fue de 0.088 ara el grupo P5 fue de
gada primer, 0.5U de Taq polimerasa (Invitrogen) y 5 ng 0 Og78% El tamafio de las ?nzepstras segde%e al pequefio
e ADN. : :

o o _ tamafio de los animales de la especie en estudio (aprox.
El programa de amplificacion consistié en 3 minutos de 12 cm los individuos adultos, [1]).

denaturacion inicial a 98C; 40 ciclos de denaturacién a o
94°C durante 1 minuto, annealing de 50 0%8 segin  Cuantificacion de ADN
el primer, durante 1 minuto y extension a®@@durante
1 minuto. La extension final se hizo a 72 durante 5
minutos (Tabla 1).

Con base en la intensidad de las bandas de los geles de
agarosa al 1% se observé que para ciertas muestras se
obtuvo una cantidad moderada de ADN, mientras que
Andlisis de microsatélites para otras hubo cantidades menores (Figura 2).

La separacion de las bandas se realizo mediante electro£n la cuantificacion espectrofotométrica de ADN las
foresis en geles denaturantes de poliacrilamida al 6 % muestras del grupo P1 tuvieron una concentracién de

y Urea 5 M, en camaras verticales Sequi-@e(BIO- ADN promedio de 11.85 ng/uL, las del grupo P2 12.21
RAD). Los geles se revelaron mediante la técnica de ng/uL, grupo P4 18.75 ng/uL y grupo P5 6.46 ng/uL.
tincion con plata [5]. Las bajas concentraciones de ADN de este ltimo gru-
Andlisis estadisticos po impidieron la posterior amplificacion de los primers

. o _ y determinaron su exclusion de los analisis estadisticos.
Para el andlisis estadistico no se incluyeron las mues-

tras para las que no se obtuvo amplificacién. También Estos resultados son confirmados por otros estudios en
se redujo el nimero de loci a ser analizados (Tabla 2), l0s cuales el ADN obtenido a partir de muestras no in-
debido a que en los lo€@J-10y CJ-14se obtuvo un vasivas, por lo general heces fecales, posee baja calidad
bajo nimero de muestras amplificadas por grupo. Ade- (ADN degradado, inhibidores para PCR y contamina-

mas, se descarto el uso del grupo P5 ya que no se obtuvd=ion por otro ADN) y cantidad (el ADN que se obtiene
ninguna amp"ficaci(’)n de ningan primer_ se encuentraen el rango de plCOgramOS). Esto trae como

consecuencia errores en otras técnicas posteriores como
el PCR, ya que puede presentarse la pérdida de alelos o
la presencia de alelos falsos y a su vez da como resul-
tado una falsa genotipificacién de la especie en estudio

[6].

El andlisis estadistico se realizé con el software GenA-
IEX 6 para determinar los siguientes parametros pobla-
cionales: frecuencias alélicas, equilibrio Hardy-Wein-
berg, heterocigocidad observada)i heterocigocidad
esperada (B, estadisticd-st, distancia genética de Nei

y analisis de coordenadas principales (PCoA). Amplificacion de ADN microsatélite mediante PCR
Grupo | Tocus  Namerode  Namerode Ho e Siete de los nueve p_rime_rs gst_ablecidos por Nievergelt et
muestras  alelos (Na) al. [4] para la especi€allithrix jacchusfueron transfe-
CJ1 1 1 0.000 0.000 ridos a la especi€allithrix pygmaeal.os primers que
CJ-7 1 2 1.000  0.500 amplificaron bandas del tamario esperado fueron CJ-1,
Lo 9 9 Qo0 0000 €3-7,CI-10, CJ-11, CJ-12, CJ-14 y CJ-15, equivalen-
CJ-12 3 2 1.000 0500 te al 78% de los primers probados. Esto corrobora lo
CJ1 0 0 0.000 0.000 reportado en otros estudios sobre la posibilidad de que
CJ-7 1 2 1.000  0.500 los marcadores moleculares microsatélites (SSR) pue-
P2 gjié g g 2:888 8:288 den ser utilizados entre especies del mismo género o
CJ-12 3 4 1.000 0.722 hasta de la misma familia [4, 7, 8].
CJ1 9 8 0.556 0.815 - .
cJ7 8 3 1.000 0.625 Estadisticos poblacionales
P4 | CJ11 9 4 0.667 0.512
CJ-15 8 7 0.750 0.836 Para los cinco loci analizados (CJJ-7, CJ-11, CJ-
CJ-12 12 2 1.000 0.500 12y CJ-15 el numero de alelos por locus varié entre 3
Tabla 2: Heterocigocidad observada (Ho) y Heterocigocidad esp y 8, estos valores son similares a los obtenidos en la es-
rada (He), nimero de muestras amplificadas y nimero de alelos  pecieCallithrix jacchus(2-6 alelos/locus) [9]. Con res-
por locus para los grupos de leoncillos P1, P2y P4. pecto a las frecuencias alélicas en los tres grupos, el lo-
cusCJ-1posee un rango de 0.056 a 1.00, el lo@.Jds7
Resultados y Discusion de 0.25 a 0.5, el locu€J-11de 0.056 a 0.667, €l lo-

cusCJ-12de 0.167 a 0.5 y el locu€J-15de 0.063 a
1.00. Con base en las frecuencias alélicas de los dife-
Un total de 53 muestras fueron obtenidas para los cuatro rentes loci, el test de equilibridardy-Weinbergugiere
grupos de leoncillos, de éstas las que se utilizaron en los que los grupos P1y P2 parecen estar reproduciéndose al

Muestras obtenidas
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Figura 2: Electroforesis de ADN extraido a partir de heces de C. Figura 3: Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) entre los
pygmaeadel grupo P2 en geles de agarosa al 1%, para evaluarla - grupos de leoncillos P1, P2 y P4 a partir de la distancia genética
concentracion y calidad de ADN. de Nei. Se observa una diferencia de 93,02 % de los grupos P1y

P4 con el grupo P2, tomando en cuenta el Eje 1.

azar £=0.083-0.317). Sin embargo, en el grupo P4, tres

loci muestran frecuencias alélicas que se desvian signi- menores distancias genéticas) hasta hace aproximada-
ficativamente de las esperadas por azar (G3=0,046; mente 2 afios tenian un bosque gque conectaba las areas
CJ-12,P=0,001 y CJ-15P=0,047). Esto sugiere que de vida de ambos grupos. Entre las areas de vida de los
en este grupo no se estan dando cruces al azar, lo cuagrupos P2 y P4 (distancia genética intermedia) existen
sucede cuando individuos emparentados se aparean erireas abiertas con algunos arboles pero no existen vi-
una proporcién mayor, reduciendo de cierta manera la viendas [2, 11]
heterocigocidad y aumentando la homocigocidad. Esto

puede producir, a su vez, una reduccién en la diversidad

genética por depresién endogamica, si los alelos recesi-

vos deletéreos o letales se representan en estado homoEste estudio piloto demostré que se puede obtener ADN
cigoto [10]. de poblaciones silvestres de leoncillos por métodos no-

o invasivos, un aporte importante considerando la vulne-
En el grupo P1 Ig heterocigocidad esperada para el locus,gpilidad de esta especie a la captura y manipulacion
CJ-7fue de 0.5 igual que para el locGd-12 En el gru- 1.

po P2 las heterocigocidades esperadas obtenidas fueron

de 0.5 para el locCJ-7y CJ-15y de 0.722 para el lo- Lavariabilidad del ADN obtenido de los grupos de leon-
cusCJ-12 Las heterocigocidades esperadas enel grupo cillos fue analizado mediante un prOtOCOIO de PCR (POly'
P4 fueron de 0.815, 0.625, 0.512, 0.836 y 0.5, para los merase Chain Reaction) con cinco pares de primers ini-
loci CJ-1, CJ-7, CJ-11, CJ-15y CJ-12 respectivamen- cialmente usados en una especie herman@adchus

te (Tabla 2). Estos niveles de heterocigocidad son altos Este estudio es pionero en este campo y evidencia la ne-
en comparacién con la heterocigocidad de 0.35 obtenida cesidad de continuar con investigaciones para evaluar el
enCallithrix jacchus[9] pero son necesarios mas datos impacto humano sobre la diversidad genética en esta 'y
para concluir algo sobre las diferencias genéticas entre Otras especies ecuatorianas.

las dos especies.

Conclusiones

La distancia genética obtenida a partir del indicg Agradecimientos
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Abstract

Due to the economic and agronomic potencial that mortifa@¢inium floribunduniKunth)

has in Ecuador, the objective of this research was to establistro propagation methods

for this species by seed germination and by shoot growth from axillary buds. Modified
Woody Plant Medium [1] (mWPM) was used, in which up to 60.7 % of seeds germinated.
A strong cytokine, trans-zeatin riboside, TZR (1 mg/l), combined withapthaleneacetic
acid, NAA (0.05 mg/l), was used to subculture thevitro germinated plantlets. The use

of basal medium without hormones or with 2iP, 6-(gamma,gamma-dimethylalylamino) pu-
rine, allowed elongation and rooting of plantletss. The acclimatization of mortifio plants
has not yet been standardized, and further research is needed to find the conditions that
are suitable for this process. To estabiiskitro cultures by axillary buds, apical segments

of the stem were disinfected and introduced in medium mWPM containing TZR, (7 mg/l)
combined with NAA (0.1 mg/l). Growing buds were transferred to media with 2iP (3 or 5
mg/l) for propagation and elongation. This investigation is a preliminary study fonthe
vitro culture of mortifio, setting the basis for future research with this species.

Keywords. trans-zeatin riboside (TZR), 6-(gamma,gamma-dimethylalylamino) purine
(2iP), Vaccinium floribunduniKunth, in vitro germination, axillary buds.

Resumen

Debido al potencial agricola y econémico que tiene el mortWacginium floribundum
Kunth) para el Ecuador, esta investigacién tuvo como objetivo establecer métodos de pro-
pagacion in vitro de esta especie como germinacién de semillas y brotacién de yemas
axilares. Se utilizé6 un medio basal sin hormonas, Woody Plant Medium [1] modificado
(mWPM), en el que las semillas germinaron con hasta un 60.7 % de eficiencia. Para el
subcultivo de plantulas germinadasvitro , se us6 una citoquinina fuerte, la trans zeatina
ribéside, TZR (1 mg/l) en combinacién con acidenaftalenacético, NAA (0.05 mg/l). El
medio basal sin hormonas o con 2iP, 6-(gamma,gamma-dimetilalilamino) purina, permitié
la elongacion de las plantulas germinadas in vitro y su enraizamiento. La aclimatacion de
las plantas de mortifio cultivadas vitro aln no esta estandarizada y se requiere mayor
investigacion para encontrar los factores necesarios para completar satisfactoriamente este
proceso. Para la introducciéim vitro de yemas axilares se desinfectaron los extremos
apicales de tallos de mortifio, y se los introdujo en medio mMWPM suplementado con TZR
(7 mg/l) en combinacién con NAA, (0.1 mg/l). Las yemas brotadas se subcultivaron en me-
dios que contenian 2iP (3 6 5 mg/l) para su propagacion y elongacion. Esta investigacion
representa un estudio piloto para el cultiiovitro del mortifio, sentando las bases para
futuras investigaciones con esta especie.

Palabras Clave. trans zeatina rib6side (TZR), 6-(gamma,gamma-dimetilalilamino) purina
(2iP) , Vaccinium floribundumKunth, germinaciénn vitro, brotaciéon de yemas axilares.

Introduccién te puede alcanzar 3.5 m de altura, y la fruta es una ba-
ya esférica azul de menos de 1cm de didmetro, con sa-
El mortifio (Vaccinium floribundunKunth) es unafruta ~ bor agridulce [2] (Figura 1). En Ecuadory Colombia, el
de la familia de las Ericaceas que crece en forma silves- mortifio es utilizado en mermeladas y en pasteleria [3].
tre en los paramos o zonas hiimedas de las montafiag=n Ecuador es conocido por su uso en la preparacion de
de Ecuador y Colombia, entre 1400 hasta 4350 msnm la colada morada, bebida tipica del Dia de los Difuntos
de altitud. Es un arbusto pequefio que excepcionalmen-[2]. Los frutos de Vaccinium contienen cantidades al-
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tas de vitamina C, pectina, celulosa y antocianinas, las
cudes tienen propiedades antioxidantes, antitumorales,

antiulcerales y antiinflamatorias [4].

A pesar de tener propiedades alimenticias y medicina-

les, no se ha fomentado el cultivo del mortifio en Ecua-

dor, y los frutos que se venden en los mercados locales
se obtienen de plantas silvestres [2]. En noviembre del

2008, la caja de mortifio se vendié por 40 dolares [5].

Con una tecnologia adecuada, esta fruta podria compe-

tir a nivel mundial con otras frutas como el arandano y
el lingonberryque son las versiones norteamericanas y

Metodologia
Material Vegetal

Las semillas de mortifio para las pruebas de germina-
cion se obtuvieron de frutos comprados en mercados
locales de Quito. Las plantulas obtenidas de semillas
germinadas in vitro sirvieron para los ensayos de sub-
cultivo. Para los ensayos de brotacién de yemas axilares
in vitro se usaron tallos de mortifio recolectados en el

paramo de las provincias de Pichincha (Pasochoa) y Co-
topaxi, donde el mortifio crece de forma silvestre.

europeas del mortifio [2]. Se ha investigado poco acerca Germinacion in vitro de semillas de mortifio

de esta planta andina pero su potencial uso la convierte p g |55 pruebas de germinacién se usaron dos medios
en una especie de interés para el desarrollo agricola dege jitivo Woody Plant Medium (WPM)[1] modifica-

variedades locales en el pais.

El cultivo in vitro de plantas comprende una serie de

do (MWPM), y Murashige & Skooge (MS) [13] con la
mitad de concentracién de sales (1/2 MS) (Tabla 1).

técnicas o herramientas para la propagacion y mejora- Para la desinfeccion de las semillas, éstas fueron sumer-
miento de especies vegetales [6]. Determinar el medio gidas en alcohol al 70 % por tres minutos, luego fueron
de cultivo apropiadoy los balances hormonales que pro- lavadas con agua destilada estéril y desinfectadas por

muevan la proliferacion y diferenciacion celular es ba-

10 minutos en hipoclorito de sodio (2.5 % con 4 gotas

sico para aprovechar las potencialidades de las técnicasde Tween 20).

in vitro. El medio de cultivo que se usa comdnmente
para la propagacion d&accinium es el Woody Plant
Medium (WPM), o modificaciones de éste, el cual ha

sido desarrollado especificamente para plantas lefiosas
[1], que suelen ser sensibles a las concentraciones al-
tas de sal. En cuanto a los balances hormonales, se ha

observado que/accinium requiere de citoquininas pa-

ra su proliferacion celular, y cominmente son usadas la

zeatinay el 2iP [7, 8, 9].

Figura 1: Hojas y frutos de una planta silvestre de mortifio. Ba-
rra:lcm.

Hay pocos estudios sobre germinaciarvitro de semi-

llas de Vaccinium[10, 11, 12], y la forma de propaga-
cién in vitro mas usada es el establecimiento de cultivos
a partir de yemas axilares [4, 7].

Este estudio tuvo como objetivo establecer protocolos
in vitro para la germinacion de semillas, brotacion de
yemas axilares y micropropagacién del mortifio, como
una contribucién al fomento del cultivo y mejoramiento
de esta especie en el pais.

mWPM MS 12MS  WPM

Macronutrientes
(mg/)
Ca(NO3)2*4H20
KNO3

NH4NO3
KH2POy
CaChL*2H,0
MgSO,*7H, O
Micronutrientes
(mg/l)

H3BO3
CoCk*6H20
CuSQ;*5H,0
MnSO4*4H, O
Kl
NazMoO4*2H, O
ZnSQ,*7H,0
Elementos Organicos
(mgfl)

Acido nicotinico
Tiamina
Piridoxina
Myo-inositol
Glicina

Quelato de Hierro
(mg/l)
FeSQ*7H20O
NaxEDTA
Azucar: 20 g/l
Agar: 5.8 g/l

pH: 5.2

684
190
400
170

Fkk

370

392
540
170
368
370

1900
1650
170
440
370

950
825
85
220
185

6.2
0.025
0.025
22.3
0.83
0.25
8.6

6.2
0.025
0.025

22.3

0.83

0.25

8.6

6.2
0.025
0.25
22.3
0.83
0.25

8.6

0.5
0.1
0.5
100

27.8
37.2

Tabla 1: Composiciéon de medios de cultivo usados para la propa-
gacion in vitro del mortifio

Finalmente, las semillas fueron lavadas 5 veces con agua
destilada estéril y sembradas en frascos con medio 1/2
MS o mWPM sin hormonas. Con laintencion de evaluar
el efecto de la luz y la temperatura sobre la germinacién
de las semillas, algunos frascos fueron cultivados bajo
un fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, otros
en oscuridad total, y algunos recibieron tratamiento de
frio a 4°C por dos semanas.

Subcultivo de plantulas de mortifio

Para el subcultivo de plantulas de mortifio obtenidas de
semillas germinadas in vitro, se usé el medio basal
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Citoquininas Giberelina Auxinas Citoquininas Auxinas
BAP TZR 2iP GA3 NAA BAP TZR 2iP NAA
i i i 1-10 FRE Introduccién

*% *% *kk 5 - 10 0.02 *kk *kk *kk 3

1 *kk *kk *kk *kk l - 5 * k% *kk *kk

1 *kk *kk 5 _10 *kk 5 *kk *kk 002
05-3 ik ik 5-10 0.01-0.04 ki 0.5 ik ok
1-10 ik ok ik 0.01-0.05 ki 1-7 i 0.05-0.5
*k 05 - 7 *kk *kk *kk *% 1 - 7 *kk O.l

*k l - 2 *kk 10 *kk *% *kk 1 - 5 *kk

*k l *kk *kk 005 *% *kk 1 - 5 0.05 - 0'1
** 1 1-5 x bl Subcultivo

*k 1 1-5 *kk 0.05 *EE *EE 3-5 *EE

*% *kk 1 - 5 *kk *kk *k *k K 3 - 5 0.1

*% *kk 1 - 5 *kk 0.05_0.1

Tabla 3: Combinaciones de hormonas utilizadas para la propaga-

Tabla 2: Combinaciones de hormonas utilizadas para la propaga- cién in vitro de mortifio a partir de yemas axilares

cion de plantulas de mortifio obtenidas a partir de semillas germi-

nadas in vitro Elongacion, enraizamiento y aclimatacion de plantu-

mWPM vy diferentes combinaciones de hormonas que 'S de mortifio
se describen en la Tabla 2. Para promover elongacién
de las plantas, se probaron diferentes concentracione
de GA; solo o en combinacién con NAA. Para pro-
curar el engrosamiento del tallo y la ramificacion de la
plantula, se usé una citoquinina (2iP, BAP, o TZR) sola
0 en combinacién con una auxina o giberelina. En los
ensayos iniciales de propagacion, se probé BAP; GA
y NAA, solos o en combinacién. A fin de determinar
el efecto de TZR sobre la propagacion del mortifio, se
probd TZR solo, combinado con GAo con NAA en
plantulas provenientes de semillas germinadas in vitro,
en segmentos de tallo y en plantas ya subcultivadas an-Para la aclimatacién de las plantulas se utilizaron fras-
teriormente en TZR. La combinacionde TZR (1 mg/l)y cos de vidrio que en su interior contenian macetas de
NAA (0.05 mg/l) se us6 durante el resto de la investiga- ceramica rellenas de tierra y que fueron esterilizados en
cién para una propagacion continua de material vegetal autoclave a 129C por una hora. Se escogieron las plan-
necesario para otros ensayos. Finalmente, para obtenetulas de mejor aspecto y con un sistema de raices bien
una mejor elongacion y ramificacion de las plantilas de desarrollado. Se las extrajo del medio de cultivo, se re-
mortifio se analizé el efecto del 2iP en plantulas que ha- movi6 el agar de las raices asi como las hojas cafés y/o
bian sido cultivadas previamente en TZR y NAA. Se usé callo en la base de las plantulas y se las sembré en los
2iP solo, o0 con TZR y NAA. frascos de aclimatacion que fueron tapados con papel
plastico. Las plantas fueron mantenidas bajo un fotope-
riodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad #23Des-
pués de 1 a 4 semanas se empezo a retirar progresiva-

mente la cubierta plastica del frasco hasta retirarla com-

T e oo setaments o s dos emanas subsigintes,parareds
’ 9 cir paulatinamente la humedad relativa interna y procu-

la llave por tres a cinco minutos. rar la adaptacién de las plantulas al medio ambiente na-

Luego se removieron todas las hojas con una tijera. Se tural. Las plant,as_que sobrevivigron fu.eron transfe_ridas
cortaron segmentos de tallo, de 5 cm de largo, incluyen- & fundas de plastico negro con tierra tipo | de Multiflor

do cinco o mas yemas axilares, que fueron sumergidos (tierra especial para orquideas), Agroterra (tierra que se
por tres minutos en alcohol al 70 % y luego lavados con comercializa para cultlvqs en general), tierra del Paso-
agua destilada estéril. Posteriormente se los sumergi¢choa, de la misma localidad donde se recolectaron las
en hipoclorito de sodio (NaCIO) al 2.5 % con 3 6 4 go- plantas de mortifio (Pasochoa), o una mezcla de turba

tas de Tween 20, por 10 a 12 minutos, se hicieron tres Mas perlita comercial (Sunshine All Purpose Planting
lavados con agua destilada estéril. Mix ) mezclada con tierra del Pasochoa.

Las plantulas de mortifio desarrolladas bajo condiciones
Sin vitro, fueron sometidas a pruebas de enraizamiento
y elongacidn. Se probaron diferentes combinaciones de
hormonas en medio basal MWPM. Para inducir elonga-
cion se probd GA (1 a 5 mg/l) y BAP (3 mg/l) con
NAA (0.02 mg/l), en tanto que para inducir enraiza-
miento se probo IBA (1 a5 mg/l) y NAA (0.02 a5 mg/l).
Los medios basales mWPM, 1/2 MS y WPM (Tabla 1)
sin reguladores de crecimiento también fueron probados
para la elongacién y enraizamiento de las plantulas.

Introduccidn in vitro y brotacién de yemas axilares de
mortifio

Se usé el medio basal MWPM con reguladores de cre-
cimiento (Tabla 3) para la brotacion de las yemas. Al
principio se colocaron cinco explantes por frasco de 477 Germinacion in vitro de semillas de mortifio

ml, pero debido a contaminacién cruzada resultd6 mas

conveniente poner explantes individuales en frascos de El medio de cultivo Woody Plant Medium modificado
4 ml. Los brotes obtenidos se subcultivaron en medios (MWPM) fue el adecuado para la germinacién de semi-

Resultados y Discusion

mWPM, 1/2 MS y MS, para promover su elongaciény
enraizamiento. Se los incub6 a 23, con fotoperiodo
de 16 horas luz, 8 horas oscuridad.

llas y subsiguiente cultivo de plantulas de mortifio. Este
medio se formulé emulando la composiciéon de macro-
nutrientes de WPM [14], en tanto que se mantuvo sin
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cambios las concentraciones de micronutrientes. El pH
delmedio fue 5.2 y la concentracion de sacarosa de 20
g/l [15, 16, 17].

Se observaron diferencias en los porcentajes de germi-
nacion de las semillas entre los diferentes tratamientos
(Tabla 4). El porcentaje mas alto, 60.7 %, se dio en se-
millas sembradas en mWPM con luz (fotoperiodo 16/8)
y con tratamiento de frio (4C por dos semanas). La luz
pareceria ser el factor determinante en las diferencias de
los porcentajes de germinacion (15 % de diferencia en-
tre los promedios de germinacién con tratamientos de
luz y oscuridad), lo cual concuerda con reportes que in- .
dican requerimientos de luz de ciertas especies para gef-rigura 2: Plantulas de mortifio, a las 8 semanas cultivo en mWPM
minar, y que implicaria activacion de genes inducidos suplementado con TZR-1 mg/l + NAA-0.05 mg/l, (23C, fotoperio-
por el fitocromo [18]. En cambio, no hubo diferencias do 16/8).

en el tiempo requerido por las semillas para germinar; | . . o
asi, sin importar el tratamiento, las semillas germinaron bilberry y lingonberry[12] utilizando BAP y NAA en
el que no se lograron establecer cultivos in vitro de es-

en aproximadamente 20 dias y las primeras hojas apare- : I lant | tab
cieron a los 30 dias de iniciado el ensayo. El porcentaje as especies pues 1as plantas en generaino presentaban
de germinacion de semillas de mortifio obtenido en es- un buen aspecto. En ot[o estudio [15] Ios_autores ob-
te estudio es relativamente bajo, en comparacién con yn>efvaron que el GA tenia un efecto negativo para la
estudio enlingonberry y milberry [12], en el que se multiplicacion de Vaccinium.

obtuvo un 90 % de germinacion de semillas después de Se conoce que tanto 2iP como TZR son citoquininas que

2 semanas. La diferencia del porcentaje de germinacion probablemente reducen la dominancia apical fuerte que
in vitro entre estas especies puede ser atribuida a quees caracteristica de varias especieswecinium, per-

se trata de especies distintas que responden de diversasitiendo asi el desarrollo de las yemas axilares [8, 19].
formas a este tipo de cultivo. Los protocolos de cultivo in vitro d&accinium repor-

tados en la literatura cientifica [4, 7, 12, 20] no fueron
totalmente aplicables al mortifio y fue necesario opti-
Para el subcultivo de plantulas de mortifio obtenidas a mizar el medio y las combinaciones hormonales para el
partir de semillas germinadas in vitro, se probaron di- cultivo in vitro de esta especie. Este estudio demostré
ferentes concentraciones y combinaciones de hormonasque el medio mMWPM suplementado con TZR (1 mg/l)

ya que las plantulas no se ramificaban en medio basal. y NAA (0.05 mg/l), es el adecuado para el subcultivo de
plantulas de mortifio, especialmente si se quiere promo-
ver abundante ramificacién para usarlas como fuente de
explantes para su posterior micropropagacion. Gonza-
lez et al. [15], reportaron resultados similares: abundan-
te ramificacién con inhibicién de elongacién al utilizar
zeatina. Por otro lado, se obtuvieron plantulas elonga-
das y robustas cuando se utilizaron medios de cultivo
En los experimentos realizados se observé que a con-suplementados con 2iP (3 mg/l).

centraciones bajas de 2iP (1 mg/l), las plantulas elon-
garon normalmente, mientras que concentraciones mas
altas de este regulador (5 mg/l), indujeron abundante ra-
mificacién pero inhibieron la elongacion de las plantu- | protocolo de desinfeccion utilizado no permitio erra-
las. Las plantulas crecidas en medio de cultivo suple- gicar totalmente la contaminacion de los tallos introdu-
mentado con 3 mg/l de 2iP tuvieron moderada elonga- ¢igos in vitro (40 % de contaminacion). Tetsumura et

Subcultivo del mortifio

Plantulas de mortifio subcultivadas en mWPM suple-
mentado con TZR (1 mg/l) + NAA (0.05 mg/l), rami-
ficaron abundantemente. Después de varios subcultivos
de estas plantas, la rapidez de ramificacién y de cre-
cimiento aumento y en algunos casos el aspecto de la
planta mejoro6 (Figura 2).

Introduccién in vitro y brotacién de yemas axilares de
mortifio

cion, con aspecto robusto. al. [16] también observaron un porcentaje de contami-
En otros casos, utilizando medio de cultivo mWPM su- hacién de hasta 40 %, utilizando explantes de plantas
p|ementad0 con varias concentraciones d% qA-lO de blueberry mantenidas enun eSpaCiO abierto. Los ex-

mg/L) (Tabla 2), las plantulas se elongaron, pero no se Plantes de mortifio se obtuvieron de plantas silvestres

ramificaron, y adquirieron una consistencia delgada y gué estaban creciendo en su habitat natural, lo cual po-
débil. dria explicar el alto porcentaje de contaminacion que se

observ@. Entonces, la estrategia recomendada es colocar
los explantes individualmente en frascos de 4 ml, para
evitar la contaminacion cruzada entre ellos.

En medio de cultivo suplementado mWPM con BAP +
NAA + GA3 y TZR + GA; (Tabla 2), las plantulas de
mortifio ramificaron poco, algunas formaron callo en la
base del tallo y otras formaron raices aéreas. Esto con-De las combinaciones hormonales probadas en medio
cuerda con los resultados de un estudio realizado con mWPM, la mezclade 7 mg/l de TZR + 0.1 mg/l de NAA
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Medio  Tratamiento Tratamiento Semillas Germinacién

utilizado utilizado Sembradas/ (%)
Semillas
Germinadas

BAP TZR 2iP GA3 NAA
1/2 MS Luz e 229/98 42.8(%)
mwWPM Luz ok 1713/948 55.3 (%)
mWPM  Oscuridad ok 147/66 44.9 (%)
mWPM Luz £C 433/263 60.7 (%)
mWPM Oscuridad a9cC 102/41 40.2 (%)

Tabla 4: Porcentaje de germinacion de semillas de mortifio segiel medio y tratamientos utilizados

fue la que mejores resultados dio en la brotacion de ye- mentado con BAP + NAA o G4, al principio se elon-

mas (100 %) (Figura 3). También se vio brotacién de garon, pero eventualmente se tornaron cafés y murieron.
yemas usando 1y 5 mg/l de TZR con 0.1 mg/l de NAA. En los subcultivos con mWPM + IBA (1, 3 6 5 mg/l), se

Sin embargo, al reducir la concentracion de NAA a 0.05, obtuvo un porcentaje de enraizamiento de hasta el 60 %,
no hubo brotacién a pesar de mantener las concentracio-pero las raices eran aéreas y escasas (Tabla 4). Posterior-
nes de TDZ fijas (1-7 mg/l). Esto indica la importancia mente, se subcultivaron plantulas de mortifio en medios
de la interaccion y balance citoquinina/ auxina en la in- mWPM y 1/2 MS, donde crecieron considerablemente
duccién de procesos de crecimiento y diferenciacion in y muchas tenian raices en la base de la planta, otras pre-
vitro. sentaron raices aéreas y en algunas se observaron raices
AA de los dos tipos. Las plantulas con raices en la base del
5 tallo tenian un aspecto robusto, con hojas de 3 mm de
tamafio, y muchas de ellas fueron usadas en ensayos de
aclimatacion (Figura 4). En WPM hubo escasa forma-
cion de raices con moderada elongacion de la plantula.

En medio mWPM suplementado con 2iP conosin N
(Tabla 3), las yemas brotaron Unicamente en 2iP —
mg/l, aunque con una eficiencia menor que en medios
gue contenian TZR y NAA.

En medios de cultivo suplementados con BAP solo o en
combinacion con NAA (Tabla 3), no hubo respuesta.  Segun la literatura cientifica, para varias especiegate

La auxina NAA, sola (3 mg/l), también indujo brotacion ~ €inium, se lleva a cabo un proceso de aclimatacion que

de yemas, pero las plantulas presentaron anomalias ydura entre 2 semanas a 2 meses [8, 22]. En la aclima-
aparecio callo en la base del tallo. tacion del mortifio, sin embargo, algunas plantas murie-

ron durante el proceso antes de ser transferidas a fundas
plasticas con tierra, mientras otras se contaminaron y
murieron. Al pasar las plantas que sobrevivieron a fun-
das plasticas, la mayoria murieron enseguida o en las
Dado que los brotes obtenidos de yemas en medios su-siguientes semanas. Esto se debid probablemente a que
plementados con TDZ 7 mg/l + NAA 0.1 mg/l, crecian las raices eran delgadas y varias de ellas aéreas, lo que
muy lentamente, fue necesario transferirlos a medios sugiere que posiblemente no eran funcionales. Se debe
mWPM suplementados con 2iP, con o sin NAA (Tabla investigar todavia las condiciones adecuadas de la acli-
3). En estos medios sobrevivieron la mayoria de plantu- matacion de plantas de mortifio cultivadas in vitro para
las, se ramificaron y crecieron normalmente. Particular- lograr su traslado al campo.

mente en 3y 5 mg/l de 2iP, sin NAA, las hojas tenian un
color verde de aspecto saludable. Hay varios estudios
con Vaccinium en los que el cultivo se establecié en
medios con zeatina y posteriormente se pas6 a medios
con 2iP para la elongacién ya que 2iP puede producir
efectos téxicos en los explantes nuevos [8, 15, 20, 21].
Las yemas necesitan concentraciones altas de citoquini-
nas para brotar [21], lo cual podria explicar la necesidad
de usar TZR en los pasos iniciales de introduccitn
vitro del mortifio.

En cualquier caso, solo fue exitosa la brotacion de ye-
mas axilares al usar explantes extraidos de la parte api-
cal del tallo.

Las plantulas subcultivadas en medios 1/2 MS y mWPM
sin reguladores de crecimiento se elongaron pero se ob-
servo poco enraizamiento, mientras que en medio MS
se tornaron rojas y no crecieron.

Elongacién, enraizamiento y aclimatacién de plantu-
las de mortifio Figura 3: Brotacién de yemas axilares de mortifio cultivadas en
mWPM suplementado con TZR - 7 mg/l + NAA - 0.1 mg/l, a las

Plantulas de mortifio subcultivadas en mWPM suple- 10 semanas de cultivo (23, fotoperiodo 16/8)
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Figura 4: Plantula de mortifio enraizada, a las 16 semanas de cul-
tivo en medio 1/2 MS sin hormonas (3C, fotoperiodo 16/8)

Conclusiones

(6]
[7]

(8]

9]

(10]

(11]

En este trabajo se proponen varias estrategias que pue-
den ser utilizadas para el establecimiento del culfivo
vitro del mortifio. Por un lado, se demostré que es po-
sible la germinacién de semillais vitro y el posterior

crecimiento de plantulas, a través de subcultivos en me-

dios de cultivo con reguladores de crecimiento. También
se describe un método para la introducciarvitro de

yemas axilares, donde fue necesario una alta concen-

tracién de citoquininas, particularmente TZR, para ini-

ciar el crecimiento. Es necesario seguir trabajando en la

aclimatacion de las plantulas producidas in vitro para su
adecuado traslado al campo. Este trabajo representa ur{14]
estudio pionero en el mortifio con la intencién de co-
nocer mejor su comportamiento in vitro y lograr en un
futuro un manejo mas controlado de su cultivo.
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Abstract

A reproducible micropropagation protocol for tamaril®olanum betaceunvia somatic
embryogenesis was established in this study. Three types of explants were assayed: leaves,
hypocotyls and zygotic embryos; all of them obtained fiianaitro cultured seeds.

Different concentrations of auxins 2, 4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) and NAA («
napthaleneacetic acid) and sucrose were tested to find out an appropriate medium that sti-
mulated the formation of embryogenic calli. MS medium supplemented with 5 mg/L of
NAA and 90 g/L of sucrose (pH 5.8) induced somatic embryos formation from the upper
thirds of hypocotyls and from zygotic embryos. One-hundred percent of the explants deri-
ved from zygotic embryos and hypocotyls developed big whitish calli. However, only 40 %

of the hypocotyl-derived calli and 70 % of the zygotic embryo-derived calli produced so-
matic embryos. The results showed that somatic embryos were obtained after a four-week
incubation period in MS medium supplemented with 5 mg/L of NAA and 90 g/L of sucrose.
The somatic embryos grew rapidly and produced plantlets with normal phenotypes. These
results suggest that this technique could be applied for large scale production of Tamarillo
and other agronomically important Andean fruit crops.

Keywords. Somatic embryogenesis,Solanum betaceuym sucrose, NAA («
napthaleneacetic acid), somatic embryo.

Resumen

En esta investigacion se establecié un método reproducible de micropropagacién de tomate
de arbol Golanum betaceuma partir de embriones somaticos. Se usaron tres tipos de
explantes, hojas, hipocétilos y embriones cigoéticos, los cuales fueron obtenidos a partir de
semillas de tomate de arbol de la variedad anaranjada comun cultivadas in vitro.

Se probaron dos tipos de auxinas 2,4-D (acido 2,4-dicloro fenoxiacético) y ANA (acido
a-naftalenacético), y sacarosa en distintas concentraciones a fin de encontrar un medio de
cultivo que estimule la formacién de callo embriogénico. Se encontré que el medio MS
suplementado con 5 mg/L de ANA y 90 gr/L de sacarosa a pH 5,8 promovié la formacion
de embriones somaticos a partir del tercio superior de los hipocétilos y de embriones ci-
goticos. El 100 % de los explantes provenientes de embriones cigéticos y de hipocotilos
formaron callos de buen tamafio y de una coloracion blanco cremosa. Sin embargo, la for-
macién de embriones somaticos en los callos obtenidos a partir de hipocétilos fue tan solo
del 40 %, mientras que con los embriones cig6ticos fue del 70 %. Los resultados mostraron
gue en medio MS suplementado con 5 mg/L de ANA y 90 gr/L de sacarosa se obtuvieron
embriones somaticos a partir de la cuarta semana de cultivo, los cuales se desarrollaron
rapidamente y produjeron plantulas sin anormalidades. Estos resultados evidencian la apli-
c?bili,dad de esta técnica para la produccién a gran escala de plantas de interés agricola para
el pais.

Palabras Clave.Embriogénesis somatic&olanum betaceunsacarosa, ANA (&cide-
naftalenacético), embrion somatico.

Introduccién do hasta zonas de Centro América y el Sureste Europeo
i [1]. Las variedades mas conocidas son el tomate comun,
El tomate de arbololanum betaceungs un arbusto ¢y fruto tiene forma alargada, color morado o anaran-
semilefioso de 2 a 3 metros de altura, originario de 10S jaqo; el tomate redondo, de color anaranjado rojizo, y el
Andes, principalmente de Perd, Chile, Ecuador, Bolivia {smate mora, oblongo de pulpa morada [2]. Desde el
y Argentina; sin embargo, su produccion se ha expandi-
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punto de vista nutricional, el tomate de arbol posee un extrajeron las semillas de los frutos, se las lavo y secb.
alto contenido de fibra, vitaminas Ay C, ademas de ser Luego, las semillas fueron desinfectadas, para lo cual
rico en minerales como calcio, hierro y fésforo; actia se las sumergié en etanol al 70 %, por 5 minutos, pos-
como antioxidante y fortalece el sistema inmunoldgico teriormente fueron lavadas con agua destilada estéril y
[3]. En el Ecuador se dedican cerca de 5000 hectareas altransferidas por 20 minutos a una solucién de hipoclo-
cultivo del tomate de arbol con un rendimiento entre 60 rito de sodio al 2,5%, mas 4 gotas de Tween 20. Por
a 80 Ton/ha/afo, siendo la principal variedad cultivada ultimo se realizaron 5 lavados con agua destilada esté-
la anaranjada comun [3]. Comercialmente es conside- ril y las semillas fueron cultivadas en medio Murashige
rado como uno de los productos con mayor potencial and Skoog, 1962 (MS) con 30 g/L de sacarosay 7 g/L
agro exportable entre los cultivos propios de Sur Amé- de agar a pH 5.8 [8]. Se sembraron de 8 a 10 semillas
rica; ademas, la demanda mundial se ha incrementado,por frasco, y para su germinacion y desarrollo se lleva-
principalmente en la Unién Europea. Nueva Zelanda es ron a un cuarto de cultivo a una temperatura dé@2

el principal pais productor y exportador de este fruto, con un fotoperiodo de 16 horas-luz / 8 horas-oscuridad.
ademas de ser donde mayores avances se han hecho

e . o .
el desarrollo y tecnificacion del cultivo [4]. R medida que el proceso de germinacion de las semi-

llas progresaba se tomaron diferentes explantes para las
En el Ecuador la produccion de tomate de arbol con fi- pruebas de embriogénesis somaética, asi: embriones com-
nes de exportacion es incipiente, debido a deficientes pletos, extraidos de la semilla luego de la imbibicion de
sistemas de produccion, problemas fitosanitarios, espe-ésta y cuando la radicula empezaba a emerger; hipoco-
cialmente la presencia de la mosca de la fruta, y una tilos (de 2 semanas de emergidos de la semilla) y hojas
falta de homogeneizacion en la calidad de la fruta. Por (de 4 semanas de edad).

tales motivos el acceso del tomate de arbol ecuatoriano » .

a mercados internacionales como Estados Unidos esta/nduccion de callo embriogenico y desarrollo de em-
restringido [1]. briones

Las técnicas de cultivo in vitro podrian contribuir a re- Se uso el medio basal MS, suplementado con sacarosay
solver algunos problemas que afronta la produccion de auxinas (ANA'y 2,4-D), cuyas concentraciones variaron
tomate de arbol en el Ecuador. La embriogénesis soméa-de acuerdo con el explante utilizado (Tabla 1).

tica ofrece la posibilidad de propagar masivamente li-
neas o variedades élite sin el riesgo de alteracion en su
constitucién genética, garantizando de esta manera la
uniformizacién de las plantaciones. A través del mejora-

miento in vitro, ya sea induciendo variacion somaclonal A partir de hojas cortadas en la parte superior, inferior

° m§q|ante la Insercion de ADN.foraneo poringenieria y lateral se obtuvieron explantes de aproximadamente 5
genética, se podria generar variedades con diversas re-

) ! . . . mn? que fueron colocados con el haz de la hoja hacia
S'S,t encias a insectos, patogenos y factores amb!entalesarriba en los diferentes medios de cultivo previamente
ast como mejorar Ia_ ca[ldad_ de la f’rqta y_eI rendl_mle_n: mencionados. Los explantes fueron incubados en una
to. Ademas Ig emb.r|og_e'ne5|s somat!ca_qene aplicacion estufa a 28C en oscuridad total.
en areas de investigacion como variacion clonal, estu-
dios celulares y crioconservacion de lineas embriogéni- Establecimiento de ensayos con hipocétils utilizo
cas [5]. el medio basal MS suplementado con 8 diferentes com-
binaciones hormonales y de sacarosa (Tabla 1). Los hi-
pocotilos fueron divididos en tercios: superior, medio e
inferior para evaluar el potencial embriogénico de cada
uno de estos segmentos. A dichos explantes se les reali-
zaron cortes horizontales en la parte superior e inferior

Establecimiento de ensayos con hofas usaron 10 me-
dios de cultivo con distintas concentraciones hormona-
les y de sacarosa (Tabla 1); de cada medio se prepara-
ron dos cajas Petri y se colocaron 5 explantes por caja.

Los primeros ensayos de embriogénesis somatica en to-
mate de arbol fueron reportados por Canhoto y Lopes
[6] en Portugal, quienes tuvieron éxito con el uso de au-
xinas, principalmente 2,4-D (acido 2-dicloro fenoxiacé-
tico) en suspensiones liquidas, a partir de hojas e hipo-

o . L ! s : ara gue su exposicion al medio de cultivo fuera mayor
cétilos. Trabajos de embriogénesis somatica realizados P22 9 P Y

. Y de esta manera aumentar las posibilidades de obtener
en otras solanaceas como la papa mostraron resultado ; .
- ; . gran cantidad de callo. Se prepararon dos cajas de cada
eficientes con el uso de la auxina ANA (&cido naftale-

o S uno de los medios de cultivo anteriormente menciona-
nacético) y con combinaciones de ANAy 2,4-D [7]. . .
dos, y se colocaron 5 explantes por caja. Posteriormen-
El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un mé- te, los hipocotilos fueron incubados en una estufa a 28
todo reproducible de micropropagacién de una variedad °C en oscuridad total hasta la germinacién de los em-
local de tomate de arbol via embriogénesis somatica.  briones.

i Establecimiento de ensayos con embriones cigati®es
Metodologia us6 el medio basal MS suplementado con 5 concentra-
ciones de auxinas y sacarosa. Se prepararon dos cajas
de cada medio (Tabla 1). Los embriones cig6ticos en
Se adquirieron frutos de la variedad anaranjada comun proceso de germinacion fueron liberados completamen-
de tomate de arbol de un supermercado de Quito. Sete de la testa de la semilla usando una pinza. Una vez

Material Vegetal
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Hojas Hip océtilo Embriones Cigéticos
Medio de Reguladores de Sacarosa Medio de Reguladores de ssacaro Medio de Reguladores de Sacarosa
Cultivo crecimiento (%) Cultivo crecimiento (%) Cultivo crecimiento (%)
Murashige and 2,4-D ANA Murashige and 2,4-D ANA Murashige and 2-D ANA
Skoog (mg/L)  (mglL) Skoog (mg/L)  (mglL) Skoog (mg/L)  (mglL)
medio 1 2 0 3 medio 1 0 5 3 medio 1 2 0 3
medo 2 5 0 3 medio 2 0 5 9 medio 2 2 0 3
medio 3 2 0 9 medio 3 0 5 8 medio 3 2 0 3
medio 4 5 0 9 medio 4 2 0 3 medio 4 2 0 3
medio 5 0 5 3 medio 5 5 0 3 medio 5 2 0 3
medio 6 0 5 8 medio 6 2 5 8
medio 7 0 7 3 medio 7 2 0 9
medio 8 0 7 8 medio 8 5 0 9
medio 9 2 5 9
medio 10 2 5 8

Tabla 1: Medios de cultivo usados para la induccién de embrionesomaticos a partir de explantes de hojas, hipocétilo y embriones cigéticos

extraidos, los embriones fueron colocados en los me- los callos formados eran de mala calidad y al poco tiem-
dios de cultivo, 5 embriones por caja, y se los incubd poempezarona morir. Solo en el medio 4 (5 mg/L 2,4-D
a 28°C en oscuridad total hasta la germinacion de los + 9% sacarosa) (Tabla 1), se obtuvo un callo de tama-
embriones somaticos. fio medio (cerca de 1 cm de diametro) y de un color
blanco cremoso a las 3 semanas de iniciado el ensayo.
Este callo se mantuvo en observacion durante 2 meses,

Se revisaron los cultivos cada semana y aquellos que & €abo de los cuales fue desechado pues no prolifer
mostraban indicios de formacién de estructuras embrio- Mayormente y por el contrario fue deteriorandose pau-
génicas fueron observados con el estereomicroscopio.ltinamente. En los medios de cultivo que contenian 5
Los callos confirmados como embriogénicos fueron sub- M/L de ANA se obtuvieron callos a las 3 semanas de

cultivados en un medio de cultivo fresco de iguales ca- niciado los ensayos, mientras que en los medios de cul-
racteristicas del que provenian tivo que contenian 7 mg/L de ANA la formacién de ca-

llo se dio a las 2 semanas. Aunque en todos los ensa-
Cuando se obtuvieron embriones somaticos, éstos fue-yos realizados con ANA se obtuvieron callos grandes
ron mantenidos a 28C en oscuridad total, hasta que tu-  de coloracion blanca cremosa y textura friable, no mos-
vieron un tamafio aproximado de 5 mm. Posteriormente traron signos de ser embriogénicos. Igualmente se man-
fueron transferidos a un medio MS basal con 30 g/L de tuvieron en observacion durante 2 meses y luego fueron
sacarosa y 7 g/L de agar pH 5.8, y mantenidos en el desechados. Finalmente, en los ensayos realizados con
cuarto de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas-luzy los medios de cultivo 9 y 10 (Tabla 1), la formacién de
8 horas-oscuridad y temperatura detA2°C, para que callo se dio precariamente en los bordes de los explan-
contintien su desarrollo hasta plantulas. tes a partir de la cuarta semana de cultivo, sin embargo
una semana después, los callos formados empezaron a
morir.

Seguimiento y manejo de los ensayos

Aclimatacion de las plantulas obtenidas via embriogé-
nesis somatica

Otro aspecto a considerar fue que el porcentaje de ex-
plantes que formaron callo en los ensayos con 2,4-D
fue muy bajo, teniendo el maximo en el medio 4 (25 %),
mientras que en el medio 1 solo un 10 % de los explan-
tes formaron callo (Tabla 1, Figura 1). Mientras que en
los ensayos con ANA, a excepcién del medio 5 (95 %),
Plantulas de un tamafio aproximado de 8 cm fueron trans€n todos los demas medios el 100 % de los explantes
feridas a los frascos que contenian tierra estéril, a los formaron callo (Tabla 1, Figura 1).
que se les colocé una cubierta plastica, la cual se retiro
paulatinamente a medida que las plantulas avanzabangnsayos con hipocétilos
en su proceso de aclimatacion. Después de 30 dias, las
plantas que se encontraban completamente libres de laL0s ensayos en los que se uso el tercio superior del hi-
cubierta plastica y se mostraban vigorosas fueron trans- pocétilo, formaron callo con un mayor crecimiento en
feridas a fundas plasticas con tierra comercial “Multi- comparacion con los ensayos en los que se utilizo los
flor” hasta que alcanzaran un tamario de 15 cm Iuego detercios medio e inferior de los hipOCf)t”OS. La forma-
lo cual fueron transferidas a campo abierto. cion de callo empezé a partir de la segunda semana de
cultivo en todos los medios usados (Tabla 1). En gene-
ral los callos eran de tamafio mediano a grande (de 1 a
2 cm de diametro) y de color blanco, a excepcion de los
Ensayos con hojas callos formados en los medios 7y 8 (Tabla 1), los cu_ales
eran pequefios (cercade 5 mm de diametro) y amarillen-
Los medios suplementados con 2,4-D, en concentracio- tos. Sin embargo solo los callos que se formaron en los
nes de 2 mg/L no dieron buenos resultados, puesto quemedios de cultivo suplementados con 5 mg/l de ANA

Tierra comercial Multiflor fue tamizada y puesta en re-
cipientes de barro, los cuales fueron colocados en el in-
terior de frascos de vidrio, los mismos que fueron tapa-
dos con papel aluminio para su esterilizaciéon en auto-
clave.

Resultados y Discusién
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Figura 1: Porcentaje de explantes que formaron callo a partir de Figura 2: Porcentaje de explantes que formaron callo y embrione
segmentos de hojas. La composicion de los medios de cultivo (eje  Somaticos a partir del tercio superior del hipocétilo. La composi-
X) se detalla en la Tabla 1 cién de los medios de cultivo (eje x) se detalla en la Tabla 1

y 9% de sacarosa, produjeron embriones somaticos a
los 24 dias de iniciado el ensayo con una eficiencia del
40 % (Figuras 2 y 4). Con los demés medios utilizados,
aunque se obtuvo callo friable de color blanco brillante,
éste no lleg6 a producir embriones somaticos. A pesar
de que los callos obtenidos en los medios 1 y 6 (Tabla
1) daban indicios de tener regiones embriogénicas, éstas
nuncallegaron a desarrollarse y mas bien al poco tiempo
se tornaron friables y adquirieron una coloracion café.

Porcentaje de callepénesls y embriogénesis
w
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En los ensayos realizados con embriones extraidos de la
semilla antes de que emergieralaradicula, solo se formd Media du cultive

un callo superficial, tenue, de color verde negruzco y

demasiado friable, el cual a los poCoS dias se torno café. Figura 3: Porcentaje de explantes que formaron callo y embrio-

nes somaticos a partir de embriones cigéticos extraidos luego de
la emergencia de la radicula. La composicién de los medios de

Por el contrario, los ensayos con embriones extraidos de = =" =
cultivo (eje x) se detalla en la Tabla 1

la semilla, luego de la emergencia de la radicula, produ-
jeron un callo de desarrollo acelerado, a los 7 dias de el medio 3 (Tabla 1) (Figura3), produjeron cerca de 15
iniciado el ensayo. Esto se observoé en todos los medios embriones somaticos por explante, de los cuales, 5% se
de cultivo usados, en los que el 100 % de los explantes perdieron por contaminacién, 15 % detuvieron su desa-
formaron callo (Figura 3), de un tamafio medio (1 cm rrollo al ser transferidos a medio MS basal con 3% de
de diametro) y de color blanco cremoso, caracteristicas sacarosa y el 80 % se desarrollaron hasta plantulas que
gue se asemejan a las reportadas por Canhoto y Lopesrecieron normalmente.

[6]. En el medio de cultivo suplementado con 5 mg/L de
ANA'Y 9 % de sacarosa se obtuvo callo embriogénico a
los 10 dias de iniciado el ensayo, y en el 70% de los
callos se formaron embriones somaticos (Figura 3).

Los embriones somaticos que detuvieron su crecimien-
to, como se menciona anteriormente, tomaron un color
rojizo morado y empezaron a morir a los pocos dias del
subcultivo, lo cual posiblemente se debié a un shock os-
mético producido por el cambio brusco de una alta con-
centracion de sacarosa (9 %) a una baja concentracion
Los callos embriogénicos provenientes ya sea de hipo- de sacarosa (3 %).

cétilos, como de embriones cigoéticos, se obtuvieron con
el medio MS suplementado con 5 mg/l de ANA 'y 9%
de sacarosa. En los ensayos con hipocétilos, solo 40 %
de callos obtenidos en el medio 2 (Tabla 1), forma-
ron embriones somaticos (Figura 2). Germinaron cerca
de 15 embriones somaticos por explante, de los cuales
10 % se perdieron por contaminacion, 50 % detuvieron
su desarrollo al ser transferidos a medio MS basal con A la tercera semana de haberse instalado los ensayos
3% de sacarosa y solo un 40 % formaron plantulas que de embriogénesis somética, tanto a partir de embriones
crecieron normalmente. Al contrario, en los ensayos con cigéticos como del tercio superior de los hipocétilos,
embriones extraidos de la semilla, luego de la emergen- se pudo observar a simple vista la aparicion de los em-
cia de la radicula, el 70% de los callos obtenidos en briones somaticos. A la cuarta semana éstos alcanzaron

Embriones Somaticos

En general, el callo embriogénico era de color blanco
cremoso, translucido y brillante (Figura 4A), como los
reportados por Canhoto y Lopes [6]. Al cabo de 5 dias
de subcultivo de los callos embriogénicos en medio MS
basal sélido, el desarrollo de estructuras proembrioides
'y de torpedo fue detectado (Figura 4B).
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cerca de 5 mm de largo (Figura 4C). Los embriones so-
maicos subcultivados en MS basal con 3 % de sacarosa
germinaron rapidamente, a los 8 dias de subcultivo se
observé la brotacion de la radicula y la formacién de
pequefias hojas, ademas de que la coloracion de los em-
briones pas6 de blanco a un verde rojizo (Figura 4D),
para luego continuar con un egrosamiento y alargamien-
to del hipocdtilo, ensanchamiento de hojas y aparicion
de raices secundarias, lo cual sucedio a partir de las dos
semanas de iniciado el subcultivo. A las 4 semanas, la
plantula ya estaba completamente formada (Figura 5A)
y a las 6 — 8 semanas, las plantulas estaban listas pa-
ra la fase de aclimatacion. El periodo de acliamatacién
se realiz6 aproximadamente por dos meses y luego las
plantas fueron pasadas a campo abierto, donde se desa-
rrollaron normalmente (Figuras 5B y 5C).

' | ’ -

Figura 5: Plantas de tomate de arbol obtenidas via embriogénesi
somadtica . (A) Planta completa cultivada en MS basal a 22C y
fotoperiodo 16 horas-luz / 8horas-oscuridad. (B) Plantas durante

la fase de aclimatacion en tierra, mantenidas en cuarto de cultivo
a22°C y fotoperiodo 16 horas-luz / 8 horas-oscuridad. (C) Plantas
Figura 4: Fases de desarrollo del los embriones somaticos obte- después de 9 meses de crecimiento en campo abierto.

nidos en medio MS suplementado con 5 mg/L de ANA 'y 90 gr/L

de sacarosa a pH 5,8. (A) Callo embriogénico obtenido en oscuri- Hay dos aspectos importantes a considerar en la em-
dad total a 28°C. (B) Estructuras globulares y de torpedo vistas — pyinganesis somatica, la edad del explante y el medio
al estéreo microscopio en la superficie del callo embriogénico. (C) . . L. .. p
Embriones somaticos de 5 mm de longitud obtenidos a partir de de cultivo. Mientras mas joven sea el tejido, éste suele
hipocétilo y mantenidos en oscuridad total a 28C. (D) Embriones ser mas susceptible al proceso de diferenciacion celular
somaticos con indicios de brotacion de radicula y hojas, después  hacia un estado embriogénico; sin embargo, si el tejido
de 7 dias de ser sub cultivados a medio MS basal con 30 gr/L de es demasiado joven, pudiese no soportar el estrés pro-

sacarosa a pH 5,8. S . . .
P vocado por las condiciones del medio de cultivo y morir

Los medios de cultivo que indujeron la formacion de 91

embriones somaticos tanto a partir de hipocotilos como E| hecho de que los embriones cigéticos extraidos de
de embriones cigoticos fueron los suplementados con 5 semillas antes de emerger la radicula formaran callo de
mg/L de ANA 'y 90 gr/L de sacarosa. Resultados simi- precaria apariencia puede deberse a que el eje embriona-
lares reporta Lopez Vela [7] en trabajos realizados con rio no estaba expuesto, por la presencia de los cotiledo-
Solanum tuberosum, en los que se obtuvieron embrionesnes que lo cubrian, y por tanto no habia tejido sensible
somaticos rapidamente en el medio de cultivo que con- 3 |a accién de las hormonas.

tenia ANA, aunque con un indice de produccién muy i y )
bajo en relacion al potencial que posee la embriogéne- Ademas la concentracion de sacarosa en el medio de

sis somatica. cultivo ha mostrado ser de gran importancia para la ma-
duracién y posterior desarrollo de los embriones soma-

El tiempo en el que se obtienen embriones somaticos ticos. Segun lo reportan Marquez y Sanchez [10], agen-
puede representar una ventaja a explotar posteriormen-tes como el manitol, Polietilenglicol (PEG), altas con-
te. Asi, en el presente trabajo a las tres semanas de ini-centraciones de sacarosa, sorbitol y el &cido abscisico
ciados los ensayos ya se obtuvieron embriones somati- (ABA) inducen en las células un proceso de estrés hi-
cos, mientras que en los reportes de Canhoto y Lopesdrico durante la formacién del callo embriogénico [10].
[6], éstos se obtuvieron a los 4 meses de haber iniciado Este estrés hidrico induce a las células a acumular sus-
los ensayos. tancias de reserva como proteinas y carbohidratos, lo
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cual favorece el desarrollo de las células embriogénicas [6] Canhoto, J. M. and Lopes, M. L. 2005. “Protocol of

e inhibe una germinacion precoz de los embriones so-
maticos [11]. Podria ser que muchos de los callos con
potencial embriogénico que se obtuvieron en este traba-
jo no formaron embriones al inhibirse la maduracién de
las células por falta de una concentracion apropiada de
sacarosa que indujera a las células a acumular nutrien-
tes.

Las plantas obtenidas via embriogénesis somatica son
morfologicamente similares a las plantas obtenidas via
semillas, seguramente porque los mecanismos celulares
involucrados en la formacion del embrién son comunes
en los dos tipos de embriogénesis [12], lo cual se pu-
do comprobar con las plantas obtenidas en el presente
trabajo.

(10]

Conclusiones

Como conclusién, se puede decir que el medio MS su-

plementado con 5 mg/L de ANA'y 90 gr/L de sacarosa [11]

es el adecuado para la obtencién de embriones somati-
cos de tomate de arbol a partir del tercio superior del

hipécotilo o de embriones cigdticos. La aplicacion de la [12

técnica de embriogénesis somatica para la produccion
agricola representa una valiosa herramienta para la ob-
tencion de plantas con las caracteristicas que se quiere
propagar, a mas de proporcionar una base para futuras
investigaciones a nivel celular y de reproduccion clonal
enSolanum betaceum
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Abstract

Amazonian manatees live in black water rivers and lakes in the Amazon basin. A study
of Amazonian manatees in the Cuyabeno Reserve conducted by Timm et al. [1] in 1983
gave first information on distribution of manatees in the Cuyabeno Reserve and they sug-
gested a possible extinction of the Amazonian Manatee in the following decade. Here |
present results of observations, and interviews, realized 13 years after the first study as
complementary observations during a research project on Amazon River dolptias (
geoffrensiy from 1996 to 1999. We surveyed during more than 127 days covering about
6.175km in manatee habitat with more than 456 hours continuously observing black water
rivers and lagoons and we carried out manatee surveys paddling in the Lagunas Grandes
de Cuyabeno. Interviews with tour guides, park rangers and native Indians give a complete
sighting list for the presence of manatees and insight into the current situation in the Re-
serve. The relative abundance of manatees in the Cuyabeno River is 0.01 animals/h effort
and even less in the Lagartococha River with 0.007 animals/h effort. Populations in the
Lagartococha River seem to be severely reduced. Hunting in both rivers continued despite
legal protection with 16 manatees killed from 1995 to 1998. Overall 40 to 49 animals were
seen in the Cuyabeno Reserve from 1996 to 1998. Even though, predictions that manatees
would be extinct by 1993 were not fulfilled, they are rare in the Reserve and living in a
protected area does not necessarily safeguard this species.

Keywor ds. Amazonian manated&richechus inunguisstatus, Cuyabeno Reserve, Ecuador.

Resumen

Los manaties amazonicos viven en rios de aguas negras y lagunas de la Cuenca Amazénica.
La primera informacién sobre la distribucion y el estado de conservacion de manaties en
la Reserva Cuyabeno proviene de un estudio realizado en 1983 por Timm y otros [1].
Ellos concluyeron que el manati se puede extinguir en la proxima década. En este articulo
se presenta los resultados de observaciones y entrevistas realizados desde 1996 a 1999,
trece afios después. Durante 127 dias de monitoreo del Delfin Amazidéogeoffrensip

en el habitat del manati a lo largo de rios y lagunas de agua negra, se observo durante
456 horas. Adicionalmente se realizaron monitoreos dirigidos a manaties en las Lagunas
Grandes de Cuyabeno. Entrevistas con guias de turismo, guardaparques e indigenas dan una
lista completa de avistamientos de manaties, su distribucion y la situacién de conservacion.
La abundancia relativa estimada en el Rio Cuyabeno es de 0,01 animales/hora de esfuerzo
y alin menor en el rio Lagartococha con 0,007 animales/ hora de esfuerzo. Las poblaciones
en el rio Lagartococha parecen severamente reducidas. En ambos rios la caza entre 1995 y
1998 continud. A pesar de la proteccion legal se mataron al menos 16 animales dentro de
la Reserva Cuyabeno, por ende el hecho de vivir en una drea protegida no necesariamente
significa la sobrevivencia de la especie.

Palabéas Clave. Manati amazonico;Trichechus inunguisestado, Reserva Cuyabeno,
Ecuador.

Introduction hes approximately once every 3 — 5 minutes but in mo-

) ) ) ments of danger can remain submerged for up to 25 mi-
Amazonian Manateed(ichechusinungujsaretheonly  nytes [2]. Therefore population studies are rare and es-
fresh-water Sirenian endemic to the Amazon basinwhe- timates are fairly inaccurate: [3] for example estimates

re they were once abundant [2]. The shy, secretive natu- the population of the Amafia lagoon to range from 500-
re of the manatee makes it difficult to observe. It breat-
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1000 animals. According to [4] the total population of areas of flooded forest, wide extensions of floating mea-
maratees in Brasil is unknown. In the Pacaira — Sami- dows and numerous lagoons on both sides. Although so-
ria National Reserve in north eastern Peru, [5] state that me of the lagoons may dry completely during the dry
there are only very few manatees left. As for Brasil and season, the Lagartococha River always remains deep
Peru, manatees seem to be very rare in most of their enough for river dolphins, manatees and boat traffic.
range [6] . In the Cuyabeno Reserve, according to na-
tive Indians, manatees used to be abundant in most of
the lagoons and black water rivers. But the first manatee
study in Ecuador by [1] during fall 1983 in the Cuyabe-
no Reserve in the Aguarico river system and the Napo
river system, showed that manatees were abundant only
in the Laguna Lagartococha close to the border with Pe-
ru, and apparently extinct in the Zancudococha lagoon.

In the Reserve, there are 5 settlements of 4 different eth-
nic groups. The Secoya, Quichua and Cofan Indians live
along the Aguarico River. The Sionas live on the Cuya-
beno River, close to the Lagunas Grandes and there are
3 Military camps at the Aguarico river and one upstream
on the Lagartococha River. The Ecuadorian army is ba-
sed in the Reserve with 4 camps each hosting 10 to 20
soldiers; one camp is situated at the mouth of the Cuya-
As one of the |argest mammals in the Amazon, mana- beno River, onein ZanCUdO, another camp at the mouth
tees are one of the preferred items of prey for native In- Of the Lagartococha and the Aguarico river, with a Peru-
dians. Documentation of manatee hunting dates back to Vian military camp just on the other side of the Aguarico
1542 [7] and has been the main cause of severe popula-River and upstream of the Lagartococh River (Map 1).
tion depletion [8] [9] . Manatees are hunted throughout .casional sightings during Amazon river dolphin sur-
the year [4] but they are more vulnerable during the dry veys
season, when they concentrate in deeper lagoons and
canals [10]. Inthe years 1996 to 1998 aquatic mammal surveys were
carried out in the Cuyabeno and the Lagartococha Ri-
Since 1973 manatees are protected in most of the coun-yers of the Cuyabeno Reserve [12] (Map 1). During a
tries, as they were included in CITES Appendix | and  total of 127 days with 146 transects, we covered a to-
countries like Peru, Ecuador and Brasil legally protect tg] distance of 6,175km in manatee habitat in a twelve-
manatees, but in none of the countries is there any con- meter long dug out canoe powered with a Johnson 25
trol or enforcement of the laws [4] . Hunting of the  Hp outboard motor and a speed of between 10 and 15
Amazonian manatee still continues in Brasil [4], Peru  km/h. Two observers continuously watched the river one

[5], and Ecuador [1]. Therefore in Ecuador, manatees in front and one behind the canoe during a total of 456
are considered the most endangered mammal specieshgyrs.

of the country [11] and are listed as critically endan- . )
gered [11] . Here, we show the current situation of the Dedicated manateesurveysin theLagunasGrandesde

Amazonian Manatee in the Cuyabeno Reserve based onCuyabeno
observatiobns complementary to a 4 year research onyy, paddled a small dugout canoe in the Lagunas Gran-

Amazon River dolphinsifia geoffrensiy des de Cuyabeno and adjacent streams. In May 1998
during mid water conditions, we carried out 3 manatee

M ethodology surveys for a total of 9.75 hours and another 7 surveysin
June 1998 during high water conditions with 13 hours

Study area surveyed. Each survey lasted for a minimum of 2 hours

and a maximum of 8:30 hours. Canoes were paddled
The Cuyabeno River is a 150km black water river with  slowly to avoid any disturbance due to noise and stop-
the Lagunas Grandes de Cuyabeno, a system of 16 la-ped for observation periods of 30 minutes to one hour
goons in the upper course and several oxbow lakes in its to float nearby areas containing potential food resour-
lower course. The Lagunas Grandes are connected byces (e.g. “floating meadows” (Paspaldsehinochloe-
the Cuyabeno Chico, a small river which has its sour- tum) and water hyacinth&jchhorniasp.).
ce in the west of the Cuyabeno Reserve and passes oil
fields of Petroecuadooutside the reserve. Flooded fo-
rests surround the lagoons withacrolobium dendrifo- Tour guides, park rangers and native people living or
liumas the dominant trees interspersed by floating mea- working in the Cuyabeno Reserve were interviewed about
dows. The lagoons tend to dry out during the dry sea- Amazonian manatee presence and hunting trends. All
sons from September to November and from December manatees observation from 1996 to 1999 (personal and
to March. reported observations), were listed and plotted on a map.

Incidental sightings and interviews

The Lagartococha river in the north of the Cuyabeno
Reserve, borders with Peru. The upper parts of the La-
gartococha River are situated near the confluence of the
Guepi and the Pacuya Grande River from where it flows
eastinto the Aguarico River, approximately 150km down-On all of the 146 river dolphin surveys, only 4 manatees
stream from the source. On its course, it passes throughwere seen on 3 occasions. Two of these sightings were

Results

Relative abundance during river dolphin surveys
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Distance surveyed (km)  #Transects km Traveled Hourssuveyed #Manateessighted  Relative abundance
(manatees’h)
Cuyabeno 649 81 3426.3 311.95 3 0.010
River
L agartococha 136.1 65 2749.5 142.10 1 0.007
River

Table 1: Effort on surveysin manatee habitat and relative abundance of manateesin the Cuyabeno and L agartococha river in the Cuyabeno

Reserve.
+ # Date Area Manatees Behaviour Cue Observer
¢ sighted
: min max
¢ 1 01/04/96 Cuyabeno Mouth 2 2 floating Parkranger
7 2 06/07/96 Cuyabeno Mouth 1 1 floating snout  Judith
. Denkinger
3 18/09/96 Cuyabeno Mouth 1 2 floating Tour Guide
4 28/09/96 Cuyabeno 2 2 Quichua
Aguas Negras
A 5 06/10/96 CuyabenoPosa 2 2 feeding snout  Judith
_ de la Boa Grande Denkinger
Ec 6 27/12/96 Cuyabeno 1 1 snout  Judith
;7 Laguna Grande Denkinger
S‘ - Yy b 7 27/12/96 Cuyabeno 1 1 snout  Judith
Yasuni National Park "7k, 0 Laguna Grande Denkinger
e « SNEUR 8 01/08/97 Cuyabeno 4 4 Siona
. . N . . Mateococha
Figure 1: Man_atee_ sightings in the_Cuya_beno Reserve. ngend. 9 01/10/97 Cuyabeno 1 1 Tour Guide
Numbers are sighting numbers as listed in table 1; o = military Laguna Grande
camps, dots = settlements. 10 15/10/97 Cuyabeno 1 1 Tour Guide
Patococha
. . . L 11 01/11/97 Cuyabeno 1 1 Tour Guide
in the lower part of the Cuyabeno River and one in Piuri- Patococha
cocha, in the middle course of the Lagartococha River. 12 0112197 Cuyabeno =2 2 Siona
This gives a relative abundance of 0.01 manatees/h in 13 21/12/97  Cuyabeno 1 2 Tour Guide
i i _ Laguna Grande
the Cuyabeno River and 0.007manatees/h in the Lagar- |, ,o/12/07 Cuyabeno 1 2 foating back Judith
tococha river (Table 2) Piuricocha Denkinger
15 03/01/98 Cuyabeno Mouth 1 1 floating back  Judith
Denkinger
Manatee surveys 16 01/03/98 Cuyabeno Posa 2 2 Quichua
de la Boa Grande
17 20/03/98 Cuyabeno Mouth 1 2 traveling back Native/
Eleven surveys by paddling, specifically dedicated to _ Parkranger
. . 18 28/03/98 Cuyabeno 1 1 floating back  Native
study manatees, were carried out in the Lagunas Gran- Laguna Grande
des of Cuyabeno in April and June1998 with a total of 19 30/03/98  Cuyabeno 2 3 feeding back Indio
31.45 h d. According to nati t ATondicioy A :
. ours surveyed. According 1o nalives, manate€s o o1/04/98 CuyabenoPosa 4 5 travelling back Native
are frequently seen in these lagoons at this time of the de la Boa Grande _
21 02/04/98 CuyabenoPosa 1 1 Native

year. On none of the eleven surveys were manatees seen.

de la Boa Grande

22 03/04/98 Cuyabeno 1 1 snout Tour Guide
. . . . Laguna Grande
Sighting reports and interviews 23 01/05/98 CuyabenoPosa 4 6 traveling back Native

In the Cuyabeno Reserve 26 reports of incidental sigh-
tings with a total of 40 to 49 Manatees have been co-
llected for the years 1996 — 1998. Most sightings were
in the Cuyabeno River and in the Lagunas Grandes de
Cuyabeno, only one sighting is from the Lagartococha
river.

Most of the manatee sightings were in the Laguna Gran-
de (6 sightings) and in the estuary from the Cuyabeno
River (5 sightings). In the Cuyabeno River close to Puer-
to Bolivar, a community of native Sionas, there are 4
recorded manatee sightings. A maximum of 15 and mi-
nimum of 11 animals were estimated for these sightings.
In most of the other sites, manatees were only seen on-

de la Boa Grande

Table 2: Observations of Amazonian Manatees (Trichechus inun-
guis) in the Cuyabeno Reserve from 1996 to 1998.

Interviews

Twenty-one comments about Amazon manatees were
collected in the Cuyabeno Reserve. All of the people
interviewed know about manatees as opposed to As-
huar Indians in the Pastaza area in the southern Ama-
zon of Ecuador, who had no knowledge of manatees. In
the Cuyabeno Reserve, Sionas from Puerto Bolivar have
seen manatees in the Lagunas Grandes and adjacent la-
goons, especially in Mateococha, Caimancocha, Auca-
cochaand Canangueno. In the upper course of the Cuya-
beno River, manatees were seen during seasonal chan-

ce or twice (Cuyabeno Aguas Negras 2; Cuyabeno Posages. Groups travelling upstream have been observed in

de la Boa Grande 1, Mateococha 2; Patococha 2 and
Piuricocha 1). Most sightings consisted of one or two
animals. Groups with more than 2 animals were seen at
Aguas Negras, Mateococha and Puerto Bolivar. (Table
1, Figurel).

May 1998 in the upper course of the Cuyabeno River.
In the lower course of the Cuyabeno River, Quichuas
from Playas de Cuyabeno saw manatees feeding on the
vegetation in the confluence of the Balatayacu with the
Cuyabeno River and in the Cuyabeno River close to Li-
nococha. Cofan Indians from Z4abalo state that manatees
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Year # Description Area Source _
1995 1 One or more Killed Cuyabeno River Park ranger Surface. was consta_ntly Surveyed for many hours, con
1995 1  Keptasapetin Cuyabeno River Siona centrating on anything that moves and appears to be an
a pool and starved i -
1905 2 unted by Sionas Cuyabeno River Siona aquatic mammal, but manatees were only seen on 4 oc
1996 1 One or more killed CuyabenoRiver  Park ranger casions. Although the travelling speed of 10 to 15 km/h
1996 2 Hunted by Sionas Cuyabeno River Siona might have been too fast and manatees could be scared
1997 1 Cranium at Peruvian Imuya, Personal . K
Military camp Lagartococha River  observation away by the noise of the motor, the high effort should
1997 5 Hunted by Sionas Cuyabeno River Siona i i i _
1997 1 Hunted by Quichuas Lower Cuyabeno River  Quichua still a_ccount for more anlr_nals if manatees We.re abun
1998 1 Hunted by Quichuas Lower Cuyabeno River ~ Quichua dantin the area. Observations on the West Indian Mana-
1998 1 Hunted by militaries Lower Cuyabeno River Quichua tee show that manatees become habituated to the sounds
Table 3: Reports on manatees hunted from 1995 to 1998 in the and do not avoid areas with heavy boat traffic [13]. Ho-
Cuyabeno Reserve. wever our sightings indicate that manatees still live in

the Cuyabeno and Lagartococha Rivers, although there
was only one manatee sighted every 100 hours in the
Cuyabeno River or 7 manatees every 1000 hours of sur-
+ vey in the Lagartococha River. This indicates that since
the surveys conducted by [1] in 1983, when manatees
were only abundant in the Lagartocha lagoon, the situa-

live in the Sabalo River and lagoons.

Information about hunting is quite varied. The Director
of the Cuyabeno Reserve, Luis Borbor, mentioned tha
manatees were hunted in the Lagartococha area, whi-
le Ecuadorian and Peruvian soldiers from camps in the

Lagartococha river claim that they have not seen any tion has now completely changed. In our surveys, num-
manatees for 10 years. But in 1997 during our surveys bers in the Lagartococha River were considerably lower

in the Lagartococha River, a manatee cranium was ob- than in the Cuyabeno river which_me_ans that during the
served at a hunting camp on the Peruvian side close Iastdecadethe manatee populatllon in the Lagartococha
to Imuya. Luis Borbor also mentioned that there was 'Ver seems to hav_e severely declined. Even t_hough most
a self-imposed ban on manatee hunting by the Siona In- Manatees were sighted in the Cuyabeno River system,
dians, while Siona Indians claim that they killed at least WNere there is also most activity of possible observers,
5 manatees in 1997. Some of the Park rangers know that N0 @nimals were sighted on dedicated surveys in the La-
manatees were hunted in 1995 and 1996. Another com- 9Unas Grandes de Cuyabeno. Since in this area, most
ment by a Siona Indian was that one of them has killed Manatees were sighted during the last years, our sur-
at least two manatees every year until 1996. In 1993 one VeYS indicate that even in the Cuyabeno River system
manatee was caught and kept in a pool until Ecuadorian POPUlations seem to be at very low levels.

biology students released it. In 1995 another manatee However, compilation of occasional sightings of park
was caught by a Siona and kept in a pool as a pet un- rangers, natives, tour guides and own observations wit-
til it died from starvation. The Quichuas from Playas de hout dedicated surveys give an encouraging result of a
Cuyabeno hunted one manatee in 1997 and one in 1998.total of 40 — 49 manatees seen in the Cuyabeno Reser-
Another manatee was killed in 1998 by soldiers in Li- ve during 3 years. But for each year this 0n|y counts
nocochain the same area. for 10 to 17 animals seen and only one sighting is from
the Lagartococha river system. Even thoug there is far
more activity of potential observers in the Cuyabeno ri-
ver than in the more remote Lagartocochariver, this still
indicates that manatee numbers in the Lagartocha river
seem to be critically low and Manatees are not as abun-
dant as they used to be in the Cuyabeno river and the
Lagunas Grandes de Cuyabeno. If we consider our in-
Yormation on manatees killed, 2 — 7 animals were ki-
lled each year since 1995. In 1997 the 7 manatees killed
would be more than 60 % of all the animals seen, which
eis far from being sustainable.

According to these reports at least 16 manatees have
been killed in the Cuyabeno Reserve in the three years
from 1995 to 1998. (Table 2). Estimates provided by ten
of the local people interviewed about the population size
of Amazonian manatees in the Cuyabeno Reserve were
widely disparate. Three of the natives interviewed and
the director of the Cuyabeno Reserve suppose that abou
50 manatees might live in the Cuyabeno River system.
Two of these native Indians are manatee hunters. Ove-
rall there is a common sense in most native Indians and
Park rangers, that there are fewer manatees than ther
used to be several years ago. Five statements about theé3esides, on our surveys in the Lagartococha River we
population size were that there are hardly any manateesfrequently met Peruvian hunters, who travelled all the
left. One tour guide has never seen a single manatee du-way upstream the Lagartococha River to hunt black cai-
ring the 10 years she has worked in the Reserve. Four mans and according to some conversations with them,
of the Siona Indians questioned have not seen any ma-they occasionally take manatees as well. But they say
natees during the last 6 years. According to a Quichua that they hardly find them any more.

from Zancudo, in the Iripari lagoon manatees disappea-

As for ob ti by [4] in Brasil, in the Cuyab
red in the early 90s (Tangoy, pers. com. 1997). s for observations by [4] in Brasil, in the Cuyabeno

Reserve, there is no definite hunting season but mana-
Discussion tees are killed whenever possible. According to [14] the

Siona Indians practised a self-imposed ban on manatee
The survey effort of the Cuyabeno and LagartocochaRi- hunting in 1984 because of low manatee populations.
ver from 1996 to 1999 has been very high and the water Butin 1996 four manatees were reportedly killed by the
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Siona Indians (Sionas pers. com), and in 1998 a total of
eight manatees were killed, six by the Sionas and two by
the Quichua Indians (Sionas and Quichuas pers. com.).
Hence, hunting was carried on throughout the years and
the hunting ban was never in force.

Considering that our hunting reports do not count for all
manatees taken from the Cuyabeno reserve and numbers
mentioned here are likely underestimates, [11] are pro-
bably wrong in assuming that the fact that most manatee
habitat is within protected areas, gives some protection
to manatees in Ecuador. If actual trends continue, ma-
natees in the Lagartococha River will soon follow the
situation of Zancudococha, where they were extirpated
since the early 90s. For the entire Amazon basin, Grim-
wood in 1968 already mentions that the Amazonian Ma-
natee is considered “nearer extinction than perhaps any
other mammal of the Amazon region”. Timm [14] esti-
mated that if the current level of harvest goes on unaba-
ted, Amazonian manatees would be extinct in Ecuador
within 10 — 15 years. However, our study carried out 16
years later, shows that few animals remain in the Cuya-
beno River, numbers in the Lagartococha river seem to
be critically low and manatees have disappeared from
the Iripari Lagoon about five years before our survey
started.

Conclusions

(10]

To date, there is no improvementin control and enforce-
ment of the laws in Ecuador, besides other threats such

as habitat degradation, oil spills and contamination of [11]

rivers in even remote areas like the Cuyabeno and La-
gartocha river (see [12]) are not considered here. And
since 1999, no further studies on manatees have been
carried out in the Cuyabeno Reserve or any other area
of the Ecuadorian Amazon. However, Amazonian ma-

natees have maintained a high genetic variability, which [12]

might indicate recovery of the population after severe
hunting until 30 to 40 years ago [15]. More research
on population size and conservation education programs

are urgently needed and in order to avoid extinction of [13]

Amazonian Manatees, breeding programmes following
the example of the INPA aquatic mammal centre in Ma-
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Abstract

There are 20 primate species in Ecuador, 17 species live in the forests east of the Andes and
4 in the west. Despite the ecological importance of this group, we know very little about
the distribution and population status of the species. Most of the primatological studies
have been carried out in two protected areas in the Amazon, the Cuyabeno Reserve and
the Yasuni National Park. There are even less studies of primates west of the Andes. In
general, the studies have focused only on some primate communities and populations and
although they have provided important information for the conservation of this Order, our
knowledge is stillincomplete. The pygmy marmo€eaitlithrix pygmaeais likely to be the
primate species of which we have more information about its population status in Ecuador.
From 1996 to date we have carried out ecological and behavioral research including period-
ical censuses in gallery forests in 9 Amazonian localities. We have found evidence that
the degree of human impact has an inverse relationship with the ecological density of the
marmosets. To increase our knowledge and to promote the conservation of Ecuadorian
primates we need to develop new studies and to continue with the on-going ones. A network
of primatologist could facilitate information exchange and the development of compatible
and comparable methods. We also need to promote local participation in research to assure
the continuity of the studies and to support the education and environmental awareness of
the people who share the forests with non-human primates.

Keywords. Ecuador, primates, ecology, behavior, conservation.

Resumen

En el Ecuador habitan 20 especies de primates, 17 especies en los bosques del oriente y
4 especies en los del occidente de los Andes. A pesar de la importancia ecolégica de este
grupo, conocemos muy poco sobre la distribucion real de las especies y el estado de sus
poblaciones. La mayoria de los estudios primatolégicos se han realizado en dos areas pro-
tegidas de la Amazonia, la Reserva Faunistica Cuyabeno y el Parque Nacional Yasuni, hay
muy pocos estudios en otras regiones del pais. En términos generales, las investigaciones
realizadas se han enfocado sélo en una parte de las comunidades y poblaciones de primates
del pais y aunque estos estudios han aportado con informacién importante para la conserva-
cion de este Orden, todavia es mucho lo que nos queda por conocer. El leCatithorix
pygmaeaes probablemente la especie de primate ecuatoriano sobre la que tenemos mas
informacion del estado de sus poblaciones. Desde 1996 hasta el presente hemos realiza-
do estudios de ecologia y comportamiento que han incluido censos peridédicos en bosques
de galeria de 9 localidades de la Amazonia. Hemos encontrado evidencia de que el grado
de impacto humano tiene una relacién inversa con la densidad ecolégica de los leoncillos.
Para mejorar el conocimiento y aportar a la conservacion de los primates ecuatorianos es
necesario realizar nuevas investigaciones de ecologia y comportamiento aplicadas a la con-
servacion y continuar con las existentes. La creacion de una red de investigadores facilitaria
el intercambio de informacion y el desarrollo de métodos compatibles y comparables. La
participacion local en las investigaciones debe promoverse para asegurar la continuidad de
los estudios FI contribuir a la educacién y conciencia ambiental de la gente que comparte el
bosque con los primates.

Palabras Clave.Ecuador, primates, ecologia, comportamiento, conservacion.
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Introduccién

Ecuador, el mas pequefio de los paises megadiversos, s¢
destaca por el alto nimero de especies presentes en cad
uno de sus 256 000 Khijl, 2]. Entre las miles de espe-
cies nativas y endémicas del pais, dedicar un articulo a
20 de estas especies podria parecer exagerado, pero i}
importancia de las 20 especies de primates ecuatorianos
es tal, que amerita no solo un articulo si no un sinnime-
ro de estudios y acciones que nos permitan conocerlos,
conservarlos y mantener sus funciones ecoldgicas como
dispersores, polinizadores, depredadoresy presas en los
ecosistemas tropicales. Esta importancia fue reconocida
hace cientos de afios por comunidades ancestrales qu
dieron a los primates un papel protagonico en su cos- Figura 1: Fotografias de primates del Ecuador (créditos: Pablo
movision y cultura. En el siglo XXI, su estudio nos per-  yépez).

mite atisbar en la historia evolutiva de nuestra especie ) ) ) ) )
y de nuestro comportamiento [3, 4]. Los primates son, (4 €species)y Pithecidae (4 especies) (Figura 1). La cor-
pues, un patrimonio natural dnico para las presentes y dillera de los Andes es una importante barrera para la
futuras generaciones. distribucion de est_a}s especies, 17 de ellas habitan los
bosques de la regién amazobnica, al este de los Andes,
Sin embargo, a pesar de su importancia y de las gravesmientras que 4 habitan en los bosques al oeste de esta
amenazas antropogénicas que los afectan, como la pércadena montafiosa [3, 8, 9] (Tabla 1). Aunque no co-
dida de habitat, la caceria y el trafico de animales vivos nocemos completamente cudl es la distribucion de estas
[3, 5, 6], los primates ecuatorianos han recibido poca especies, sabemos que las distribuciones del mono ara-
atencion por parte de la comunidad cientifica nacional e fia de la costételes fuscicepg el mono capuchino de
internacional. En este articulo haré una breve introduc- la costaCebus capucinusl occidente de los Andes, es-
cion de las especies de primates ecuatorianos y revisarétan considerablemente disminuidas, en gran parte por la
en forma general los estudios que con ellas se han rea-destruccin antropogénica de los ecosistemas naturales
lizado, para luego presentar algunos de los resultadosen esta region en tiempos histéricos y actuales [1, 3, 8].
de la investigacion que con mi equipo de trabajo hemos Entre las especies con distribuciones restringidas al este
realizado en los Gltimos 14 afios con la especie de pri- de los Andes estan el chichico de manto dor&dgui-
mate antropoide mas pequefia del mundo, el leoncillo nus tripartitusy el cotoncillo negroCallicebus lucifer
Callithrix pygmaeapara entender su ecologia, compor- [3, 8].
tamiento y asi apoyar a su conservacion. Finalmente, . . -
propondré acciones que deberiamos realizar para que el-2 '”‘.‘agf?',t“d de los Impactos antropogenicos sobre la
desarrollo futuro de la primatologia en el Ecuador tenga distribucion de los primates ecuatorianos puede ser me-

un impacto positivo de mayor magnitud sobre la conser- jor entendida si se c_onsidera que el Ecuador_ es el pais
vacion de nuestros parientes mas cercanos con lamés alta densidad poblacional de América del Sur

(aprox. 51 habitantes/kKiiy una elevada tasa de defo-
restacidn, estimada entre 150 000 y 190 000 ha por afio
Metodologia [1, 10]. La destruccion de los habitats de los primates
ha sido mayor en los bosques de la costa (al occidente
de los Andes) pues desde tiempos prehistoricos, ésta ha
sido la regidn con mayor desarrollo agricola gracias a la
disponibilidad de agua, grandes planicies y suelos fér-
tiles [1]. No hay estudios sistematicos sobre los efectos
de la caceria y la captura de animales vivos en las po-
blaciones de primates en Ecuador; sin embargo, existe

La metodologia de las investigaciones de campo que se€videncia que sugiere que estos son negativosy conside-
analizan en algunas secciones del articulo ha sido pre-rables, al menos en algunas areas (i.e., Amazonia norte,

sentada en detalle en las publicaciones respectivas y sencluyendo la Reserva de Biosfera Yasuni'y la Reserva
describe también en la seccién especifica. de Produccion Faunistica Cuyabeno) y para algunas es-

pecies (i.e., leoncillos, chorongbagothrixspp. y mo-
nos arafidteles belzebujf11, 12, 13, 14].

De las 35 areas que conforman el Patrimonio de Areas
De acuerdo a la taxonomia propuesta por Groves [7], en Naturales Protegidas del Ecuador y que protegen alre-
el Ecuador existen 20 especies de primates pertenecien-dedor del 19 % de la superficie del pais, 24 estarian al-
tes a las familias Aotidae (2 especies), Atelidae (6 espe- bergando a poblaciones de diferentes especies de prima-
cies), Cebidae:Hapalinae (4 especies), Cebidae:Cebinages; esta estimacién se basa inicialmente en la ubicacion

La investigacién bibliografica fue realizada en bibliote-
cas nacionales (USFQ, ECOLAP, TBS, PUCE) y bases
de datos electronicas internacionales que incluyeron la
del Wisconsin Regional Primate Research Center, JStor
y EBSCO; algunas publicaciones fueron proporciona-
das directamente por los autores.

Primates ecuatorianos, taxonomiay distribuciéon
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Nombre Comuan Occidente  Oriente
Espafiol — Inglés

Familia Aotidae

Aotus lemurinus Mono nocturno - Owl monkey X
Aotus vociferans Mono nocturno - Owl monkey X
Familia Atelidae

Alouatta palliata Aullador negro - Mantled howler monkey X

Alouatta seniculus Aullador rojo - Red howler monkey X
Ateles belzebuth Mono arafia de vientre amarillo - White-bellied spider monkey X
Ateles fusciceps Mono arafia de cabeza marrén - Brown-headed spider monkey X
Lagothrix lagotricha Mono lanudo cenizo - Common woolly monkey X
Lagothrix poeppigii Mono lanudo rojizo - Poeppig’s woolly monkey X
Familia Cebidae - Subfamilia Hapalinae

Callithrix pygmaea Leoncillo - Pygmy marmoset X
Saguinus fuscicollis Chichico rojo - Saddle-back tamarin X
Saguinus graellsi Chichico negro - Graddltamarin X
Saguinus tripartitus Chichico de manto dorado - Golden-mantle tamarin X
Familia Cebidae - Subfamilia Cebinae

Cebus albifrons Machin blanco - White-fronted capuchin X X
Cebus apella Machin café - Brown capuchin X
Cebus capucinus Machin de cara blanca - White-faced capuchin X

Saimiri sciureus Mono ardilla - Squirrel monkey X
Familia Pitheciidae

Callicebus discolor Cotoncillo rojo - Dusky titi monkey X
Callicebus lucifer Cotoncillo negro - Yellow-handed titi monkey X
Pithecia aequatorialis Parahuaco ecuatorial - Equatorial saki X
Pithecia monachus Parahuaco negro - Monk saki X

Tabla 1: Primates del Ecuador, distribucién al occidente y oriate de los Andes.

geogréfica de las areas y en una revision de los inventa-na, es resultado, en parte, de la falta de apoyo politico
rios faunisticos que usualmente se realizan en cada areay financiero a la investigacién cientifica y a los temas
como un requisito previo a su declaratoria [15]. Consi- ambientales en el pais pues este tipo de informacion de-
derando que la informacidn de los inventarios en algu- beria ser prioritaria para quienes nacimos en él.

nas de estas areas es todavia incompleta, he preferid
usar el modo condicional al inicio de este parrafo pues
lo cierto es que desconocemos cuales especies de prima-
tes habitan en algunas de las areas protegidas del pa|s
Tampoco conocemos cual es el estado de conservacion,
la estructura y la dinamica de la mayoria de las pobla-

ciones primates, aun en aquellas areas donde se ha con~
firmado su presencia. De ello se deduce que cualqweruna serie de estudios en la Reserva Cuyabeno sobre as-

analisis sobre la efectividad de las areas protegidas enPECtos ecologicos (i.e., preferencias de habitat, area de

la conservacion de estas especies no pasa de ser una eé"da dieta) y comportamentales (épocas reproductivas,
peculacion patrones de movimiento) de algunas especies de esa co-

mumdad como el chichico negBaguinus graellqil9],

) _ ) el parahuaqu®ithecia monachuysel cotoncillo negro
Estudios primatologicos en el Ecuador Callicebus lucifery el mono machirCebus albifrons
[20]. Con base en estas investigaciones, a mediados de
los 90 se publico un pequefio articulo sobre la prima-
tologia en el Ecuador que no ha sido actualizado hasta
ahora [21]. A pesar de sus auspiciosos inicios, la ma-

tanto dentro de | teaid ¢ deyor|'a de estos estudios no tuvo continuidad por lo que,
nes, tanto dentro de las areas protegidas como fuera desde finales de los 90, las investigaciones primatolo-

ellas. Considerando las amenazas que se ciernen SObr%mas en esta Reserva disminuyeron considerablemente,

ZSte gru|||30 estos con(;)mmlentos Son fur:jdame;tales r?""r"’launque se mantuvo el estudio a largo plazo del leoncillo
esarrollar acciones de conservacion adecuadas'y efica; realizado por mi equipo de trabajo en ésta y otras areas

ces [16]. Sin embargo, una buena parte de las escasas 'nde la Amazonia [6, 22, 23, 24, 25, 26]. A mediados de
vestigaciones primatol6gicas realizadas en el Ecuador, o< 90 hicimos tamit)ién un ,estl;dio’piloto para evaluar el

si bien han contribuido con informacion importante so- impacto humano sobre el comportamiento vocal del au-

bre algunas ESpecies, no han tenido como opjetlvo PN~ ador rojoAlouatta seniculusn dos areas de la Reserva
cipal el determinar el estado de sus poblaciones pues(£27]

han buscado responder a preguntas de otros campos d

la ecologia y el comportamiento (i.e., comportamiento A finales de los 90, se iniciaron los estudios primato-
territorial, relaciones afiliativas, patrones de movimien- légicos en el Parque Nacional Yasuni y su area de in-
to, dieta, etc.) de interés para los investigadores y cen- fluencia, gracias a la creacién de dos estaciones cientifi-
tros de investigacion, en su mayoria extranjeros, que hancas manejadas por la Universidad Catolica y la Univer-
financiado estos estudios. La escasez de estudios sobrasidad San Francisco de Quito, respectivamente. Estos
el estado de las poblaciones de primates, y de practi- estudios se han enfocado en especies como el leonci-
camente todos los taxa de la megadiversidad ecuatoria-llo, el chichico de manto dorad®aguinus tripartitus

q_os estudios primatolégicos en el Ecuador se iniciaron
en la década de los 80s a ambos lados de los Andes; uno
de ellos fue una descripcidn general de la comunidad de
primates de la Reserva Cuyabeno [17], mientras que el
otro fue un estudio de una poblacién del mono arafia de
la costa [18]. El estudio de Ulloa [17] fue el inicio de

El analisis de la seccién anterior evidencia la necesidad
de generar informacién sobre los rangos de distribucion
de las especies de primates ecuatorianos, la disponibili-
dady calidad de sus habitats y el estado de sus poblacio
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el mono nocturndotus vociferansel songo song€. érf:jldde I;ipo de Iﬂﬂpacto :ggi/kjr[n SdeE

- T stuaio osque umano 10 .E.
dlscolor! el parahngu@. aequatotlalls el chorongo _ Héb?tat_borde Ao turismo
Lagothrix poeppigii y el mono arafidteles belzebuth Hommiga 'g_mre Tlflerra ) Ktréﬂco 4.38£0.2
[6, 14, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, o B:;zi’u‘fismo
41, 42]. Adicionalmente, se han realizado algunos es-  zancudo entre Tiera y trafico 6.39+0
tudios preliminares sobre comunidades de primates en Firme elgapo  humano
ciertas areas de la Amazonia sur del Ecuador, como por ¢ Agricultura y tala

N S N X A an Pablo Varzea intensivas, trafico B@2
ejemplo lareserva Oglan [43]. El aporte de investigacio- humano moderado
nes como las realizadas por Dew [14], Dew et al. [29] y Agricultura moderada,
Link y Di Fiore [36] para la conservacién de los prima- ~ Sehuava  Varzea ol tala y tréfico 46
tes y sus habitats es indudable pues han contribuido con Alto turismo,
evidencia clara sobre la importancia ecolégica de algu- Sacha Varzea ) intenso trafico 7.28£0.1
nas especies como dispersoras de semillas (i.e., monos umano

~ . i Turismo moderado,
arafia y chorongos) y sobre los impactos de actividades amazoonico  Varzea alto trafico 3.13+0.3
humanas, como la caceria y la construccion de carrete- humano
ras, en las poblaciones de estas especies. guas Varzea Dajo tréfico 56403
. . L . Turismo
Los estudios primatologicos al oeste de los Andes han  Tiputini Varzea tréfico humano 1490.4
sido mas escasos; entre ellos estan los realizados con moderado
i Habitat borde Baja agricultura, tala

los a_uIIadores negroSlouatta palliataen las Reservas Shushufindi  entre Tierray tréfico humano .
de Bilsa, Cerro Blanco y Los Cedros [44, 45] y en los Firme e Igapé  moderados

remanentes de bosque del rio Pachijal, al noroccidenteapja 2: Densidad ecolégica del leoncillo (individuos/km de dita

de Quito [46]. Luego del trabajo de Madden y Albuja de rio) en las areas de estudio, promediada entre afios.

[18], el mono arafia de la costa volvié a ser estudiado en _ . _ _

los Gltimos tres afios en la Reserva Los Cedros [45, 47]. (Casi amenazadosjotus lemurinuy Pithecia aequa-

En esta Reserva se realiz6 también recientemente un es!0ralis (Datos deficientes) [50]. Sin restar valor a esta
tudio poblacional preliminar del mono capuchino de la Primera categorizacion, la elaboracion de estas listas se
costaCebus capucinu5] y se ha implementado un baso mas en el principio de_precaumon yen es'Eudlos en
programa exitoso de educacién ambiental con el pro- Of0S paises, que en estudios sobre la ecologia y esta-
yecto Primenet [48]. En el 2002, Albuja y Arcos [49] do de las poblaciones en el Ecuador. Este procedimien-

hicieron una evaluacién de las poblaciones del machin t© dio origen a errores, como la exclusion inicial del
de cara blanca de la cosBebus albifronsf. aequato-  'eoncillo Callithrix pygmaegpues en ese momento no
rialis en 28 localidades en el centro y sur de la region se considerd la evidencia acumulada en la investigacion

costera que, con mi equipo de trabajo, hemos realizado en va-
rias poblaciones de esta especie [6]. Con esta evidencia

Esta breve revisién evidencia que las investigaciones €n el afio 2009, el leoncillo fue re-evaluado e incluido
realizadas se han enfocado solo una parte de las comu-£n la lista de especies Vulnerables en el Ecuador a ser
nidades y poblaciones de primates ecuatorianos. Por siPublicadaen un futuro préximo. En la siguiente seccion,
esto fuera poco, el acceso a esta informacién en el paispresentaré algunos de los resultados de nuestro estudio
es limitado; en el Gltimo afio, por ejemplo, los resul- sobre la ecologia y comportamiento del leoncillo, rela-
tados de investigaciones museoldgicas y bibliograficas cionandolos con lo que conocemos sobre su estado de
realizadas por estudiantes del curso de MastozoologiaConservacion.
Neotropical de la Universidad San Francisco de Quito
para conocer detalles de la distribucion de los primates  Ecologia y conservacién del leoncilloCallithrix
ecuatorianos, fueron bastante pobres, no solo por la es- pygmaea, en la Amazonia ecuatoriana
casez de colecciones y estudios sino también porque no
existen medios y canales adecuados de difusion de la in- El leoncillo es probablemente la especie de primate ecua-
formacion. Esta falta de informacién sobre la dinamica toriano de la que conocemos mas sobre el estado de sus
de las poblaciones de los primates ecuatorianos e inclu- Poblaciones. Desde 1996 hasta el presente, como parte
so sobre su distribucién geografica dificulta considera- de nuestra investigacion eco-etoldgica, hemos realizado
blemente el disefio y ejecucién de acciones adecuadasce€nsos periddicos en los bosques de galeria, habitat de
de proteccién de sus habitats y de control de las activi- €sta especie, en 9 localidades de la Amazonia ecuatoria-
dades humanas que las afectan. na, cada una con diferente grado de alteracién e impacto
humano (Tabla 2), para estimar la densidad ecoldgica de
Las especies de primates incluidas en el Libro Rojo de sus poblaciones. Los censos anuales, en transectos de 3
Mamiferos del Ecuador publicado en el afio 2001 son: km de rio, fueron realizados con una canoa a remo por
Ateles fuscicep§En Peligro Critico)Alouatta pallia- 2-3 investigadores durante dos dias, en la mafiana (de
ta, Ateles belzebuth, Cebus capucigusgothrix lago- 06h00 a 10h00) y en la tarde (de 15h00 a 18h00). Estas
tricha (Vulnerables)Saguinus fuscicollis, Saguinus tri-  horas coinciden con picos normales de actividad de los
partitus, Cebus albifrons aequatorialisCebus apella leoncillos y por lo tanto, facilitan su observacién desde
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P e — ambiental y de trafico humano, la caceriay la captura de
animales vivos para el mercado de mascotas son facto-
res que afectan negativamente a las poblaciones de esta
especie [5, 6, 24].

La mayoria de los resultados de nuestros censos pobla-
cionales estan de acuerdo con este patron; sin embargo,
hasta la fecha, la densidad mas baja de leoncillos ha sido
registrada en bosques de varzea a orillas del rio Tiputi-
ni, un rio de mediano caudal en un area de relativamente
bajo impacto humano. Estos resultados llamaron nues-
tra atencion pues esperdbamos que, al ser ésta un area
con varzeas bien conservadas, las densidades fueran por
lo menos tan altas como en &reas caracteristicas simila-
res (i.e., rio Aguas Blancas) (Figura 2). Con el afan de
entender mejor cudles son las condiciones ambientales
del area que podrian estar relacionadas con la baja den-
sidad de leoncillos, decidimos estudiar con mas profun-
didad a uno de los escasos grupos de leoncillos a orillas
del rio Tiputini. Este grupo era, ademas, particularmente
interesante pues estaba constituido Gnicamente por una
pareja de un macho y una hembra, que desde el 2007
ocupod un area cercana a la Estacion de Biodiversidad
Tiputini de la Universidad San Francisco de Quito.

Desde el afio 2007, obtuvimos informacion sobre el &rea
de vida, dieta y comportamientos afiliativos de este gru-
Figura 2: Poblaciones de leoncillos estudiadas en la Amazonia po para evaluar los potenciales cambios que pudieran
eaiatoriana (1. Hormiga, 2: Zancudo, 3: San Pablo, 4: Sacha,  yarse mientras la pareja se consolidaba, informacion im-
5: Amazoonico, 6: Aguas Blancas, 7: Tiputini, 8: Shushufindi, 9:
Sehuaya). portante pues se conoce muy poco sobre el proceso de
establecimiento de nuevos grupos en esta especie. Aho-
el rio [26]. Los censos en rios grandes, como el Napo y ra sabemos que el presupuesto de tiempo diario y el pa-
Aguarico, se hicieron durante dos dias en el margen nor- tron de alimentacion no son diferentes a los reportados
te y dos dias en el margen sur, pues al ser rios de mas deen grupos de otras poblaciones en el Ecuador. Adicio-
200 m de ancho, no es posible observar a los leoncillos nalmente, las especies que estos animales usan como
de las dos orillas simultaneamente. Los transectos inclu- fuentes de exudadoBdrkia balslevii, Sloaneaf. guia-
yeron las areas de vida de varios de nuestros grupos denensis, Spondias mompiambién son usadas por leon-
estudio [6]. En cada censo buscamos arboles de exuda-<cillos de otras poblaciones [26]. El tamafio del area de
dos comidos por los leoncillos y nos guiamos por estos vida de esta pareja (aprox. 0.4 ha) es proporcional al de
arboles y por las vocalizaciones de estos animales paraotros grupos en otras localidades considerando que en
encontrar los grupos. Para calcular la densidad ecolé- ella viven apenas dos individuos. No hemos registrado
gica de leoncillos (nimero de individuos por unidad de interacciones inusuales entre estos leoncillos y otras es-
area adecuada disponible, en este caso, por kildmetro depecies (de primates o de otros taxa) por lo que hasta el
orilla de rio [51] usamos el promedio de individuos por momento no hemos podido identificar diferencias entre
grupo de todas las poblaciones estudiadas en la Amazo-este grupo y los de otras poblaciones que expliquen la
nia norte del Ecuador [6]. baja densidad de esta especie en el area.

Nuestros resultados sugieren que la densidad de leonci-EXISté, Sin embargo, un factor que continuamos estu-

llos es mayor en los bosques inundados a orillas de gran—dia_ndo y que se relaciona con la posibilidad_de que la
des rios de aguas blancas (varzeas) que en los bosquegal'dad y/o cantidad de los exudados producidos en las

inundados por aguas negras (igap6). Hemos encontrado’arzeas del Tlput|.n| s(;ea d|fere2te ~de la de otros bos-
también evidencia de que el grado de impacto humano ques. Hace aproximadamente 3 afos empezamos a to-

tiene una relacion inversa con la densidad, pues en losM&" mt:jesttras d?j suelodeg los alaedeglorgs de Igs lplan—
bosques mas afectados por actividades humanas coméa_‘"S proA uctoras eSexu Pa b?s eSn h po acllgne? .e_ eon-
tala y agricultura, tanto de varzea como de igapo, las Cll0S (Amazonico, San Pablo, Sehuaya y Tiputini); es-

densidades de los leoncillos tienden a ser menores (Ta-tfrjls_ mues’tra_ls han sido anallzada_ls para varios para“.‘?‘”os
bla 2) fisico-quimicos en los laboratorios del SESA (Servicio

Ecuatoriano de Sanidad Agropecuaria). Al mismo tiem-
La destruccion y fragmentacion de los bosques de gale- po hemos medido la concentracién de azlicar de mues-
ria para la agricultura y ganaderia, el aumento del ruido tras de los exudados producidos por estas fuentes con
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afectada por la fragmentacioén de los habitats. Los resul-
tados de este estudio piloto sugieren que los grupos que
estan mas aislados por la fragmentacién muestran una
variabilidad genética reducida y una menor heterocigo-
sidad que sugiere la existencia de endogamia [53].

Con el fin de aportar mas directamente a solucionar los
problemas de conservacion detectados en esta especie,
hace aproximadamente 8 afios iniciamos un programa
de educacion ambiental en las comunidades indigenas 'y
de colonos, vecinas a las poblaciones de leoncillos que
estudiamos. Nuestro objetivo fue promover un cambio
de actitud en la poblacion, basado en el conocimiento,
valoracion y respeto a los primates y a todas las formas
de vida, que se tradujera en una disminucion del trafi-
Figura 3: Fotografias del programa de educacién ambiental para C_O de animales vivos, la caceria y la defo_restau_c’gn. Ini-
la conservacion de los primates y de sus hébitats (créditos: Pablo cialmente enfocamos este programa en nifios y jovenes,
Yépez). quienes participaban en talleres para los cuales desarro-
llamos varias herramientas pedagégicas como cuaderni-

un refractometro portatil (REF113 Brix). Los resulta- ¢ i ;eqos, manualidades, obras de titeres y videos [5]
dos preliminares sugieren que los suelos del Tiputini (Figura 3).

son mas acidos y tienen menos materia organica que los
suelos de las varzeas en las otras poblaciones, y en elAungue la acogida a este esfuerzo fue grande y nuestro
Tiputini las concentraciones de azlcar de los exudadosgrupo meta, en todas las comunidades, demostro interés
estan entre las méas bajas registradas (de la Torre et al.y parecio haber entendido nuestro mensaje, siempre he-
en prep.). Esperamos que en el futuro este estudio nosmos estado conscientes de nuestras limitaciones. Todos
permita dilucidar en qué medida las caracteristicas eda-10s procesos de educacion son lentos y los resultados
ficas pueden afectar a la produccion de exudados y a |lapositivos obtenidos en un taller de 1 o 2 dias de duracién
estructura y dindmica de las poblaciones de leoncillos. pueden borrarse rapidamente de la mente de un nifio si
en su familia y comunidad sus padres y vecinos tienen
Por otro lado, la investigacion que realizamos sobre el poca conciencia ambiental y escasez de alternativas de
proceso de consolidacion de la pareja de leoncillos en el sustento. Es por esto que, aungue hemos mantenido v,
Tiputini muestra que, si bien, los comportamientos afi- en lo posible, incrementado nuestros talleres de educa-
liativos, como el acicalamiento, entre los dos individuos cién ambiental, decidimos, desde el afio 2004, ir un pa-
han aumentado con el paso del tiempo, su frecuencia esso mas alla y desarrollar un programa mas ambicioso de
todavia baja comparada con la de otros grupos [24, 52] conservacion en una de las areas donde trabajamosy en
lo cual estaria relacionado con el hecho de que la parejala cual tenemos estrechas relaciones de amistad con sus
todavia no tiene crias, aun cuando ha estado junta porhabitantes ancestrales, los Secoya [54, 55].
alrededor de 2 afios. Estos resultados sugieren que e

l . . s
rI|En este programa desarrollamos lineas de investigacion

establecimiento de nuevos grupos en esta especie es u Ton parabiblodos Secova que tienen una particinacion
proceso lento y complicado que dificultaria la recupera- . P 90s. yaq ina p P
directa en el trabajo de campo, en el andlisis de los datos

cién de poblaciones afectadas por actividades humanas. L N
y publicaciéon de los resultados. La aplicacién de estas

La eventual recuperacion de los leoncillos en otras areasinvestigaciones, incluyendo la investigacion primatol6-
de la Amazonia, con mas impacto humano que el Tiputi- gica, contribuye al manejo de la diversidad y los recur-
ni, es todavia mas dificil por el grado de fragmentacion sos naturales en estas tierras al ser la base sobre la cual
de los bosques de galeria usados por esta especie. Ese sustenta la implementacién de regulaciones de acti-
una de las poblaciones estudiadas en el rio Aguarico, envidades extractivas, como la caceria, y el desarrollo de
un periodo de 4 afios, desde el afio 2001 al 2005, el areaproyectos de produccion sustentable, como el turismo
total de los fragmentos de bosque de varzea se redujo encomunitario, la cria de peces nativos y la agroforeste-
un 85 % al ser éstos transformados en cultivos y pastiza- ria ecolégica, que esperamos sean fuentes de ingresos
les; una reduccion similar se dio en el area promedio de para los Secoya que les permitan dejar de lado otras ac-
cada fragmento. Esta alteracién de los habitats estuvotividades, como la tala y la agricultura a gran escala, y
relacionada con una disminucién de la densidad pobla- conservar sus bosques, su biodiversidad y su cultura: su
cional de la especie en aproximadamente un 70 % en Unica y particular forma de entender el mundo.

esta localidad [11]. La poblacion se recuperé lentamen-

te en los afios siguientes gracias a una mayor proteccion Implicaciones para la conservacion

de los remanentes de bosques en la zona. En el 2009 ini-

ciamos un estudio de marcadores moleculares con ADN Es evidente que aun conocemos muy poco sobre los pri-
extraido de heces para evaluar la variabilidad genética mates ecuatorianosy que carecemos de informacion ba-
en esta poblacién de leoncillos y estimar cémo ésta es sica sobre la distribucion y estado de las poblaciones,
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necesaria para desarrollar adecuadamente herramientased podria ayudarnos a definir aquellas areas y temas
y acciones de conservacion. Es prioritario, entonces, lle- que requieren de mas estudios y podria promover las re-
var a cabo investigaciones que nos permitan llenar estoslaciones de colaboracién entre programas y cientificos

vacios de informacion; entre los temas de investigacio- que podrian luego traducirse en propuestas de estrate-
nes que deberian realizarse en el corto plazo se sugierergias de conservaciéon y manejo de los primates ecuato-
los siguientes: rianos.

La participacién local en las investigaciones debe ser fo-
= Inventarios detallados en aquellas areas protegidasmentada e incrementada para asegurar la continuidad de
en las que no se conoce con exactitud cuales espe-los estudios y para aportar a la educacion y conciencia
cies de primates estan presentes y estudios biogeo-ambiental de las comunidades que comparten los bos-
graficos en todos los ecosistemas de distribucion ques con los primates; esta estrategia es fundamental
potencial del Orden para definir la distribucion de para la conservacion de este Orden. La velocidad de los
las especies en el pais, cambios ambientales por acciones humanas es tal que,
tarde o temprano, quienes hacemos investigacion tene-
mos que involucrarnos en proyectos de conservacion
con las comunidades en cuyos bosques trabajamos. Con
estas comunidades debemos caminar juntos un camino
= Estudios de ecologia de paisaje que incluyan ana- desconocidoy azaroso buscando formas de vida susten-

lisis espacio-temporales de las tasas de deforesta-t@bles que permitan que culturas ancestrales, como la
cion y de fragmentacion de los habitats utilizados S€COYa, que se 0rigin0 y evoluciono en los bosques tro-
por los primates a ambos lados de los Andes para Picales, todavia tengan un espacio y una posibilidad de
evaluar su potencial impacto sobre las poblaciones €xistir. El camino hacia esas nuevas formas de vida es-
y para evaluar estrategias que permitan mitigar sus ta lleno de problemas, desilusionesy frustraciones, pero
efectos, los leoncillos, los otros monos, los seres humanosy toda
la vida, bien merecemos el esfuerzo.

= Estudios de la diversidad genética de poblaciones
para evaluar su grado de aislamiento, los efectos de
la fragmentacién y su nivel de vulnerabilidad,

= Estudios de evaluacién de la eficacia de las areas
protegidas para conservar poblaciones viables de
primates,
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Abstract

To describe the work hardening process of crystalline materials in uniaxial deformation, a
gradient-one-internal-variable model (GM1) constructed in the basis of the Kocks- Mecklng
model is proposed. The time and temperature dependence of flow stress is accounted via
grain boundary migration, and the migration is related to annihilation of extrinsic grain
boundary dislocations ﬁEGBD’s) by climida lattice diffusion of vacancies at the triple
points. To model the polycrystalline behavior of commercially pure nickel (from a compo-
site point of view) by means of the finite element method, virtual specimens with dimen-
sions in the range 3 - 2Bmshould be used.

Keywords. Dislocations, grain boundary, finite element method, polycrystalline behavior.

Resumen

Para describir el proceso de endurecimiento de materiales cristalinos en deformacion unia-
xial, un modelo de gradiente variable interna simple (GM1) construido en base del conoci-

do modelo de Kocks- Mecking es propuesto. La dependencia en tiempo y temperatura de la
tension de flujo es considerada via migracion de bordes de grano, y la migracion es relacio-
nada al aniguilamiento de dislocaciones de borde de grano extrinsecas (EGBD'’s) mediante
climb via difusion de red de vacancias en puntos triples. Para modelar el comportamiento
policristalino de niquel comercialmente puro (desde un punto de vista de un compuesto)

por medio del método del elemento finito, probetas virtuales con dimensiones en el rango

de 3—-25um deberian ser usadas.

Palabras Clave.Dislocaciones, borde de grano, método de los elementos finitos, compor-

tamiento policristalino.

Introduccién

Ashby [1] showed that polycrystalline specimens, even
in pure metals, deform plastically in a non-uniform way,
s0, the total dislocation density”, defined as the sum
of geometrically necessary dislocatiopS and statis-
tically stored dislocationg® can be used to represent
polycrystalline flow stress at any strain by means of the
following equation

o =00+ MaGb\/p" 1)
Here,o, considers the additive contribution from latti-
ce resistance at zero temperatape(Peierls or friction
stress), and solution hardening stress from alloying ele-
mentso,, i.€.,00 = 0p + 0ss ,M is the average Taylor
factor, which evolves in the process of strainitgis
the magnitude of the Burgers vect@,an appropriate
shear modulus and a constant of order 0.3. Equation
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(1) is supported from the experimental observations ca-
rried out by Narutani and Takamura [2] and other in-
vestigators [3] [4] [5] , indicating that the flow stress is
proportional to the square root of dislocation dengity
irrespective of the grain size, amount of strain and test
temperature. Ashby’s total dislocation density defi-
nition assume that the geometrically necessary disloca-
tions, p“, have no direct influence on the accumulation
of the statistically stored dislocations’. The statisti-
cally stored dislocations are accumulated in the matrix
of pure crystals during straining and are responsible for
the normal 3-stage hardening [1] . On the other hand,
the difference in crystallographic orientation between
neighboring grains can be corrected by introducing geo-
metrically necessary dislocations, which are introduced
to accommodate the incompatibility of deformation bet-
ween grains.

Thompson et al [6] have shown during straining that in-

@0
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homogeneous deformation occurs adjacentto grain boun s =
daries, leading to a concept of a harder ‘mantle’ close 450 ,:;T:'“""
to the boundary and a softer ‘core’ in the grain interior. gl
Furthermore, Li [7] has shown that grain boundaries can

act as sources for dislocations and via TEM Murr [8] H j; | Crrmpirisien 8 [111] Mickil Singhe
corroborated Li's proposal that grain boundary ledges £ ;u{l Crys
act as sources for dislocations during straining. The- @ . __"E;i‘r:ll__&_
refore besides the intrinsic grain boundary dislocations, 100 | R
extrinsic grain boundary dislocations (EGBD’s), can be 50 d=25em
formed during straining, giving the mantle of geometri- 0
1] o058 0.1 0.15 0z D28 0.3 0.35

cally necessary dislocations adjacent to the grain boun-
dary. It was also shown by Meyers and Ashworth [9]
that shear stresses can exist initially at low strain le- Figure 1: Experimental and calculated stress-strain curves fo
vels in the grain boundaries, up to three times higher glgrﬂ gfﬁ'fe%ryé?f‘-“z"ggi' peaf;nEﬁgts;irzME&_agz%%gz nilfélE
than the ove_rall homogengously applied stress. There- K2=6.12 [2] .d=3.4, 7 and 2gum, 0. =218 I\;Pa [13]. ;
fore generation of dislocations would usually occur at

grain boundary ledges, before sources operated in the

Strain

grain interior. The flow stress in the boundary therefo- o = oo + MaGb\/p° + p& 3)
re is greater than the overall bulk value, this being the
— M € —_ = 2
mantle and core proposal of Thompson et al. [6] S = {% (1 M ) L e My ] @
2

Previous research by our group has shown that 2.5 - 6 %
strain give the highest,, values, where sigma is the G € ©)
reciprocal density of coincident sites. For these low
strain values, it was proposed that strain levels around
2.5-6 % produce the mantle-core effect, whereas grea- Here z represents the tensile equivalent strain ahds

ter strains such as 9 and 12 % strains result in the flow the dislocation density at time K, andK, characte-
stress of the core and mantle being approximately the rize the processes of dislocation storage and concurrent
same [10]. During subsequent heat treatment at thesejs|ocation annihilation by dynamic recovery, respecti-
low strain values recovery process are underway and re- vely [2] [14] . To validate the model, true stress-true
crystallization does not occur, whereas at higher strain strain curves for three grain sizes of nickel are shown in

levels, depending on temperature, recry_stallization may Fig. 1, as a comparison to a [111] crystal result.
occur and new high angle grain boundaries form destro- o ) _

ying the existing microstructure which is conducive to T he grain size diameter= 7 umis shown to agree very
the formation of special boundaries. well, while the grain sizesl= 3.4 umandd = 25 um

. . : ) ) agree reasonably well.
During the annealing of lightly strained 316 stainless

steel, Sangal and Tangri [11] showed, that the non-equi- )

librium grain boundaries formed by straining (EGBD’s), Conclusions

can be transferred to an equilibrium state via grain boun- . . . )
dary migration, and the migration is related to annihila- A gradl_ent-one-lnternal-varla_ble model _constructed in
tion in the area of the grain boundary. The annihilation the basis of the Kocks-Mecking model is proposed. If
of the EGBD’s is a function of temperature and time is  all of the above parameters are consistent with experi-

given by the following equation [11] : mental observations, to model the polycrystalline beha-
1 viour of commercially pure nickel (from a composite
p° = 2 point of view) by means of the finite element method,
1 DSGV[1721n(%’)] . . i . ; X
Sty virtual specimens with dimensions in the range 3 - 25
Z L(l—’u)len(T—O)
o umshould be used.

wherep? is the initial dislocation density); is the self- Referencias
diffusion coefficient,V is the atomic volumel. is the
length of grain boundary,, is approximately equal to [1] Ashby, M. F. 1970. “The Deformation of Plastically

the Burger’s vectorf, is approximately equal to the Non-homogeneous Materialshil. Mag. 21, 399-421
half distance between triple points,is the shear mo- [2] Narutani, T. and Takamura, J. 1991. “Grain-size Strengt-
dulus and is time. Note that at temperatures below the hening in Terms of Dislocation Density Measured by
recovery procesg~ p°. Resistivity”. Acta Metall. Mater. 39(8), 2037—2049.

[3] Mecking, H. and Kocks, U. 1981. “Kinetics of Flow and
Strain-hardening”Acta Metall 29, 1865-1875.

. ) ) ) [4] Meakin, J. D. and Petch, N. J. 1974. “Strain-hardening
This model is constructed on the basis of the following of Polycrystals: the Alfa-brassPhil. Mag. 30, 1149-

equations [12] : 1156.

The Gradient one-internal-variable model (GM1)
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Abstract

RoBoCuUP is an international competition for autonomous robots intended to promote re-
search and education in Artificial Intelligence. The competition contains several separate
leagues, one of which is call&imulator Leaguand deals with purely simulated players.

A team of players for this league can be written in any programming language. Howe-
ver, a major problem when constructingp BoCuP players is to implement the basic fun-
ctionality of each player, since there are several problems related to information retrieval,
processing, and management, as well as the development of basic skills for the soccer pla-
yers. Thus, this paper proposes a new infrastructure oriented to simplify the programming
of RoBOCuUP teams allowing us to concentrate on the job of controlling players without
worrying about the low-level tasks previously mentioned. Besides describing the propo-
sed Infrastructure, this paper evaluates our Java implementation of the infrastructure using
isolated players and completeoRoCup teams.

Keywords. Autonomous agents, robot soccer, software development.

Resumen

RoBOCuUP es una competencia internacional para robots autbnomos orientada a promo-
ver la investigacion y educacién en el campo de la Inteligencia Artificial. La competencia
incluye varias ligas separadas, una de las cuales se denbigmde Simulaciory trata
Unicamente con jugadores de fltbol virtuales. Un equipo para esta liga puede ser escrito
en cualquier lenguaje de programacion. Sin embargo, uno de los mayores problemas al
momento de programar los agentes autbnomos es implementar la funcionalidad basica de
cada jugador, pues existen varios inconvenientes asociados a la recuperacién, procesamien-
to y administracion de la informacién, asi como también al desarrollo de las habilidades
tipicas de un jugador de futbol. Siendo asi, este articulo propone una nueva infraestructura
orientada a facilitar la programacién de equipos pava®CuUP, permitiendo que los pro-
gramadores se concentren en las estrategias de alto nivel aplicadas por los agentes antes
que en las tareas de bajo nivel previamente mencionadas. Ademas de describir la infra-
estructura propuesta, este articulo evalla una implementacidavade la mencionada
infraestructura usando tanto jugadores aislados como equipos completos.

Palabras Clave.Agentes auténomos, futbol de robots, desarrollo de software.

Introduccién taforma para un amplio rango de investigaciones en IA,
como por ejemplo: principios de disefio de agentes auté-
nomos, colaboracién entre multiples agentes, adquisi-
cion de estrategias, razonamiento en tiempo real y fu-
sion de sensores [2].

Varios problemas estandarizados han sido la fuerza mo-
triz basica para el desarrollo de las investigaciones en
Inteligencia Artificial (I1A). El mas tipico ejemplo de un
problema estandar es el juego de ajedrez por compu-El objetivo a largo plazo de ®0oCup es eventualmen-
tador [1]. Las investigaciones en este juego llevaron al te producir equipos de robots que puedan competir con
descubrimiento de varios algoritmos de busqueda po- humanos en 2050. Para alcanzar esta met@&d€uUP
derosos. Siguiendo esa lineapBOCuUP (Robot World mantiene una competencia anual para robots jugadores
Cup Soccer Initiative) propuso un nuevo problema es- de fltbol y agentes inteligentes. La competencia inclu-
tandar para la investigacion en IA y Robética. La pro- ye varias ligas, una de las cuales trata con robots en-
puesta busca utilizar el juego de fatbol como una pla- teramente simulados. Esta liga es denomiriada de

[SSM 1390-5384
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problemas propios de los robots fisicos como el reco- Socket E‘b'ﬂm de
nocimiento de objetos, la comunicacion, problemas de [ (Gocker e
Ellﬂntel" "

Simulaciény libera a los investigadores de lidiar con |..C.I|enl:el - ——— A

hardware, y otras limitaciones actuales de la robética.
Arbitra

La Liga de Simulacién usa un simulador de fatbol de-
nominaddSoccer Servei]. Usando este simulador, un

Simulador

equipo de agentes escritos en cualquier Ienggaje_Eie pro |t;hente|-""'¢..w de Campo k" 39Cke s riante
gramacion que ofrezca facilidades de comunicacién por —3

socketdJDP/IP y manejo de cadenas de caracteres pue- UDF/IP X-Windaw LUDPAP

de jugar un partido contra otro equipo. Sin embargo, uno

de los mayores problemas al programar agentes para la Figura 1: Estructura general del Socer Server

Liga de Simulacion es la implementacion de la funcio-
nalidad basica de cada jugador de fiitbol. Existen varios Utilizado en estas competencias. Un analisis del uso de
inconvenientes relacionados a la recuperacion, procesa-ROBOCUP en la ensefianza de A es también realizado.
miento y administracién de la informacién, asi como al
desarrollo de las habilidades minimas presentes en todo
jugador de fatbol. RoBOCUP es un intento por fomentar la investigacion
En términos generales, los programadores deben preo-eN IA al proveer un problema estandar en el que una am-
cuparse por detalles de bajo nivel como la comunicacion Plia gama de tecnologias pueden ser integradas y exa-
porsocketsJDP, el andlisis de cadenas de caracteres, la Minadas. Desde el punto de vista de los sistemas multi-
administracion de la informacion, la ejecucion de co- agente, el futbol es un buen ejemplo de problemas con
mandos, etc. Adicionalmente, habilidades basicas como Muchas propiedades del mundo real, pero todavia mo-
encontrar el balén, mover el balén, patear en la direc- deradamente abstracto. El juego del futbol se puede ca-
cion deseada, etc. deben también ser desarrolladas corfacterizar principaimente porque:
la finalidad de implementar estrategias de juego de mas
alto nivel. De esta manera, los equipasERCUP exis- » Elambiente cambia de forma dindmicay en tiempo
tentes son sistemas de software extremadamente sofisti-  red.

odi ++ 0 . .,
;ﬁﬁséggé[ijfgapﬁ de(lrcgg'?aog)mpké?:ﬁc?gﬂe ggg‘f = Larobustez es mas importante que la elaboracion.
2003, tiene mas de 32 mil lineas de cddigo, mismo ex- = Lacooperacién dentro de un equipo es obviamente
cluyendo las estrategias de control de alto nivel usadas vertajosa.

RoboCup y Sistemas Multi-Agente

por este equipo para ganar el campeonato. = Lainformacién sobre el estado del universo es Uni-
Basado en lo anterior y considerando que no existen canente parcial.

plataformas de software ampliamente utilizadas parael « La capacidad de adaptacion es una propiedad de-
desarrollo de sistemas multi-agente, este articulo propo- seala.

ne una nueva infraestructura de software para la imple-
mentacion de agentes autbnomos orientados a participar
en ROBOCUP. La propuesta se enfoca en simplificar la
programacion de un equipo completo parala Liga de Si-
mulacién ofreciendo un APBpplication Programming En el pasado, varios dominios han sido utilizados co-
Interfac simple, flexible y genérico. Si bien, la prime- mo ejemplo para evaluar el desempefio de los sistemas
ra implementacién de nuestra infraestructura se basa enmulti-agente, pero normalmente se han tratado de am-
la programacion Java, no existe nada en la propuesta quebientes simples y pequefios. Un partido de fatbol, por
dependa del lenguaje de programacion utilizado. otro lado, es un ambiente complejoy relativamente gran-
de, y las caracteristicas detalladas arriba demuestran que

Para evaluar la infraestructura propuesta, se han cons- . ;
) S T P : este juego ofrece varias formas para evaluar el compor-
truido varios jugadores individuales, asi como equipos : . . L
tamiento de este tipo de sistemas [3]. Adicionalmente,

completos basados en estrategias de juego simples. To-_ .. . . ;
X Y ) : o el futbol es un deporte conocido a nivel mundial con una
dos los jugadores utilizan la funcionalidad y habilidades . L
X ; . gran trayectoria a lo largo de la historia.
ofrecidas por nuestra infraestructura a través del API co-
rrespondiente. De esta forma se demuestra que es posi£| Simulador de RoboCup
ble implementar un equipodBoCupP completo y fun-

cional, utilizando pocas lineas de cédigo y sin mucha En la Liga de Simulacion, el juego entre 2 equipos vir-
complejidad. tuales de futbol es simulado y controlado usando una

arquitectura cliente-servidor. El servidor, denominado
Soccer Servemprovee la cancha de fatbol virtual y si-
mula todos los movimientos de los jugadoresy el balén.
Esta seccion discute la motivacién por detras de las com- Cada cliente puede proveer la ‘inteligencia’ de un juga-
petencias de &0CuP, asi como el simulador oficial  dor conectdndose &occer Servea través de una red

= La comunicacion entre jugadores no es necesaria-
merte precisa.

Fundamentos Tedricos
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@ o o ® | siica -
| L Unacaracteristica importante debccer Servess la in-
(] ! clusion automatica de ruido [5]. De forma a reflejar la
® . ¢ @ e ' naturaleza del mundo real, el servidor introduce varios
| tipos de incertidumbres en la simulacién. De esta ma-
: : ' nera, valores aleatorios son adicionados al movimiento
USFG poll 0:0 USFQ cocoe oo 35 de los objetos, a los parametros de los comandos, a la

informacidén de los sensores, etc. produciendo que los

Figura 2: Visualizacion de un partido de fatbol a través delSocer agentes interactiien con un mundo no-deterministico.
Server Monitor

) RoboCup en la Ensefianza de IA
de computadores.é., usandcesocketdJDP/IP) y espe-

cificando las acciones que el jugador debe llevar a cabo. Un problema en la ensefianza de ciencias abstractas es
Como respuesta, el cliente recibe informacién tanto vi- encontrar ejemplos ilustrativos que presenten los con-
sual como auditiva capturada por los sensores del juga- ceptos respectivos. Una alternativa es PBtoplem Ba-

dor correspondiente. Con la finalidad de que los clientes sed Learning, el planteamiento de problemas a resolver
pueden ser programados en cualquier lenguaje, toda lamientras el profesor cambia su papel de experto al de
comunicacion entre el servidor y los clientes utiliza ca- guia. De esta forma, los estudiantes adquieren conoci-
denas de caracteres en formato ASCII. mientos durante la basqueda de soluciones a los proble-

) . mas planteados.
La figura 1 muestra una vision general de comS@t-

cer Servese comunica con sus clientes. Como se obser- ROBOCUP encaja perfectamente en el paradigma PBL,

va, elSoccer Serveronsta de los siguiente 3 modulos:  Ya que incluye problemas facilmente definidos con una
amplia variedad de soluciones potenciales, requiriendo

mayor investigacion y un profundo entendimiento por
parte de los estudiantes. ComoBbCuP plantea pro-
blemas que no tienen soluciones ‘correctas’, los estu-
diantes son desafiados a mejorar las ideas presentadas
en libros texto o aquellas implementadas por sus com-
parfieros.

1. El simulador de campo crea el mundo virtual basi-
co (.e., la cancha de futbol), calcula los movimien-
tos de los objetos, y verifica las posibles colisiones.
La cancha de ftbol y todos los objetos en ella son
bidimensionales, al punto que los jugadores y el
balén son tratados como circulos. También existen
varias marcaciones especiales en el campo que son
utilizadas por los clientes para determinar la posi- Infraestructura Propuesta
cién del jugador, su orientacion, o la velocidad y

. ot - La infraestructura propuesta sustenta su accionar en 3
direccién de su movimiento.

clases base que pueden ser extendidas por los programa-
2. Eltablero de mensajes maneja la comunicacion au- dores conforme los requerimientos del equipo a crear.

ditiva entre elSoccer Servey sus clientes. Versio-  Estas 3 clases base s@@am, Player y Coach.
nes Ultimas deBoccer Servepermiten que cada

equipo también tenga un entrenador que se comu-

nica con sus jugadores a través de este tablero deg| componente de mas alto nivel en nuestra infraestruc-
mensajes. tura ROBOCUP es el equipo de fatbol representado por
3. El arbitro garantiza el cumplimiento de las reglas la claseTeam. Esta clase inicia configurando los para-

del juego. Este modulo advierte los goles, deter- metros principales de la simulacién como son el nombre
mina cuando el balén no esta en juego, controla la del equipo, el numero de jugadores, la direccion IP del
posicién de los jugadores en los tiros libres, tiros servidor, etc. y posteriormente invoca a los controlado-
de esquina y saques, etc. Los juzgamientos del ar- res de cada uno de los jugadores. El codigo que controla
bitro son anunciados a todos los clientes mediante cada jugador es una clase derivad®2teyer, explica-
mensajes audibles. da mas adelante. Adicionalmente, la clasem puede

también crear una instancia de la cl@sech que hace

las veces de entrenador.

Team

Como se aprecia en la figura 1, ®bccer Servetam-

bién ofrece una interface para conectar un monitor Larelacién entre las diversas clases base asociadas a un
Window Una captura de pantalla d@bccer Server Mo-  equipo se describe graficamente en la figura 3. Es im-
nitor oficial es mostrada en la figura 2. portante notar, que con la finalidad de cumplir las reglas
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vigentes en las competencias degCup, cada agen-

te ejecuta de forma completamente independiente con
relacién a sus comparieros de equip®,(no existe co-
municacion local entre los jugadores surgidos a partir
de una misma claseeam). De esta manera, el compor-
tamiento de cada agente depende exclusivamente de la
informacion sensorial colectada desdé&etcer Server

y de su propia estrategia de control.

Player

Este componente contiene el cédigo base que controla
cada uno de los jugadores que participan de un partido
de futbol. El cddigo d@layer puede ser extendido de
forma diferente para cada jugador o tener extensiones
similares para un grupo de jugadores. La estructura de
esta clase no es trivial, una vision general de como esta
conformado cada jugador se muestra en la figura 4. Co-
mo puede observarselayer fundamenta su operacion
en los siguientes 7 elementos:

= CommunicatorEge elemento esta a cargo de rea-
lizar la comunicacion UDP entre el agente yselc-
cer ServerAdicionalmente, debido a que®bccer
Serveilinteractla con los clientes usando una esca-
la de tiempo discreta.€., los agentes pueden emi-
tir comandos cada 100 ms y reciben la informacion
visual correspondiente cada 150 ms), este elemen-
to marca el inicio de cada ciclo al recibir una nueva
actualizacion de la informacion visual.

= Parser Este elemento analiza e interpreta toda la
informacion sensorial que viene desde el servidor
y traduce los comandos del agente al lenguaje del
Soccer ServetUn factor clave en este modulo es
la nocién de independencia de lado: no importa el
lado de la cancha en el que juegue el agente, toda
la informacion ofertada a los elementos superio-
res es relativa a su propio ladice(, no existe arco
izquierdo o derecho, sino arco propio y arco opo-
nente, no existen banderas superiores o inferiores,
sino banderas derechas e izquierdas dependiendo
del lado en que juega el agente).

= WorldStateLos datos mantenidos por este elemen-
to reflejan la vision que tiene el agente del mundo
real. Esta vision es generalmente incompleta y con
ruido, pues se sustenta en la interpretacion de la
informacion sensorial enviada por 8bccer Ser-

High-Level Strategy

Internal &Pl

FlayerState lWorIdState]-ijredictm} |Cammander

I Sensor Info I Action anmu‘esl

Parser

{

Communicator

Figura 4: Estructura interna de la clase basePlayer.

estado interno del robot. Este m6dulo permite res-
ponder cuestionamientos como el modo de vision
utilizado por el jugador, la cantidad de energia dis-
ponible, la velocidad experimentada, etc.

Predictor. Este elemento incluye algoritmos de re-
gresion que ayudan a predecir la posicién del balon
y de los agentes vecinos. Para ello, se mantiene un
historico de las posiciones absolutas donde han si-
do observados esos elementos. Note que la predic-
cién no es necesariamente exacta debido al ruido
incluido en la informacion sensorial y a la escala
de tiempo discreta usada por el servidor.

CommanderEge elemento decide la mejor forma
de ejecutar los comandos emitidos por la estrate-
gia de alto nivel conforme el estado interno del
agente y el estado de la cancha en ese instante. Se
han implementado comandos de bajo y alto nivel.
Los comandos de bajo nivel corresponden a orde-
nes implementadas directamente eBetcer Ser-
ver comokick y turn. Los comandos de alto ni-
vel incluyen acciones como ‘interceptar el balén’,
‘pasar el balén al compafiero mas cercano’, y otras
que dependen de céalculos mas sofisticados (a.g.
aceleracion y direccion del agente, la potencia y
direccion de la patada).

InternalAPL Ede elemento resume toda la funcio-
nalidad ofrecida por los médulos inferiores en un
conjunto de llamadas que estan al alcance de cual-
quier estrategia de alto nivel.

ver. Con la finalidad de tener un sistema de refe- pentro de la clase base, la estrategia de alto nivel no
rencia espacial simple, un sistema de coordenadasests definida y es justamente donde los programadores
rectangulares es utilizado para posicionar todos l0s gehen centrar su mayor esfuerzo al momento de exten-
objetos en la cancha. El centro de la cancha corres- ger esta clase base. La estrategia de alto nivel puede ser
ponde al puntd0, 0),y los ejes de coordenadas  extremadamente simple como en los ejemplos mostra-
son relativos a la direccion hacia donde ataca el ju- gos en las préximas secciones, o incluir tecnologias pro-

gador. De esta fgrrna, se tiene acceso a una vision pjas de IA como redes neuronales (RNA), inteligencia
mucho mas genérica del campo de juego. de enjambres [6], etc.

PlayerState Los datos en este elemento resumen Coach

el estado del mundo real y la situacion del agen-

te desde su propio punto de vista. Se basa no sélo Este componente al igual qi@ayer contiene varios

en informacion sensorial, sino en mediciones del elementos que ayudan a implementar las estrategias de
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Figura 5: Estructura interna de la clase baseCoach.

control y colaboracién a nivel de equipo. Como puede

import jplayer .x;
public class myTeam extends Team {
public myTeam(String name, String hostint port) {
super(name, host, port, 4);//team with 4 players

public Player getPlayerint number) {
switch (number) {
case 1: return new myPlayer ();
case 2:
case 3:

case 4: return new otherPlayer();

}
}

public static void main(String[] args) {
Team t =new myTeam(args[0], "localhost",
t.connectAll();

6000);

observarse en la figura 5, esta clase es una adaptacion

simplificada deP1layer, ya que no se requiere un pre-
dictor de movimientos ni se tiene acceso al estado in-
terno de los jugadores. Adicionalmente, se ha elimina-

Figura 6: Cédigo Java extendiendo la clas&eam.

do el elemento concentrador de llamafiasernalAPI
debido a que normalmente la estrategia del entrenador
accede a un subconjunto bastante reducido de los méto-
dos y campos existentes BorldState Y Commander

(e.g, el entrenador sélo puede emitir comandag pa-

ra comunicarse con sus jugadores [5]).

Implementacién en Java

La infraestructura propuesta en la seccién anterior no

import jplayer .x;
public class myPlayer extends Player {
public myPlayer () {
super();

public void strategyCycle() {
//this should be the highlevel strategy
Fieldltem ball field.getBall();
if (ball.getDistance () < 0.5)
player . kickToGoal ();
else
player.interceptBall ();

depende directamente de ninguna caracteristica del len-,

guaje de programacion utilizado. Sin embargo, debido

a que Java es un lenguaje orientado a objetos, multi-
plataforma, completamente portable y con excelente so-
porte al uso de interfaces de usuario graficas, Java fue la
primera opcion para la implementacién de nuestra in-

fraestructura.

Todo el desarrollo de la nueva infraestructura se baso
en la utilizacion deOpenJDK1.6.0 a través déet-
Beans6.7.1. Ademas, para la implementacién del mé-
duloParser se us@avaCC(version 4.1), un generador
de analisis sumamente popular en aplicaciones Java.

El mapeo entre la estructura original de la propuesta y

Figura 7: Cédigo Java extendiendo la clas@layer.

o La implementacién d@arser soporta todos los
protocolos dé&soccer Servetlesde la version 4 has-
ta la version 13.

o En el caso particular de la clageach, ésta ac-
cede a los métodos publicos implementados por
WorldState Y Commander mediante los campos
fieldy coach, respectivamente.

De acuerdo a lo expresado, la figura 6 muestra un ejem-
plo de como crear un equipo de futbol mediante la ex-

las clases Java implementadas es practicamente directension de la claseeam en Java. Puede observarse, que
to. Sin embargo, entre los aspectos mas sobresalienteslespués de configurar cada uno de los parametros prin-

gue tuvieron que definirse durante la fase de implemen-
tacion podemos mencionar:

o La estrategia de control de alto nivel debe ser im-
plementada a través del métogerategyCycle

gue es invocado al final de cada ciclo de comuni-
cacion.

LaclaselnternalAPI incluye 2 campos principa-
les (fieldy player) através de los cuales se ofre-
ce acceso a todos los métodos publicos implemen-
tados poforldState,Predictor, PlayerSta-

te Yy Commander.

La implementacion deredictor Unicamente re-

serva espacio para las Ultimas 5 ubicaciones en las
gue han sido observados los jugadores y el balén.

cipales, el codigo asigna los agentes de control de ca-
da jugador conforme su numero de identificacion. Si el
equipo tiene un entrenador, su namero de identificacion
seria el 0.

De forma similar, la figura 7 presenta un ejemplo de co-
mo extender la clasBlayer para crear un agente de
control para uno o varios jugadores. Como se observa,
la estrategia de control debe incluirse dentro del méto-
do strategyCycle haciendo uso de los campos here-
dadosfield y player. En el ejemplo presentado, el
jugador intenta siempre acercarse al balon, y en caso de
conseguir su objetivd.e., distancia< 0.5), patea en la
direccion del gol contrario.

Finalmente, la figura 8 muestra un ejemplo de como ex-
tender la clas€oach de manera a crear un entrenador
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Para dificultar su tarea, un agente contrario trata de in-
terceptar el baldn, lo cual limita las posibilidades de pa-
se dentro del equipo de agentes cooperantes.

import jplayer .x;

public class myCoach extends Coach {
public myCoach() {

super(); ,
Los resultados de este experimento son mostrados en
public void strategyCycle() { la tabla . Dt_—zspués de 100 intentos de pase, _casi 9 de
/Ithis should be the highlevel strategy cada 10 tuvieron suceso. Note que la estrategia de alto

if (field.getStatus() !'= field.PLAY_ON) . . . .z
coach.say("Goto_initial _position™) nivel no busca solamente realizar un pase, sino también
} mantener el balén lejos del agente contrario, y desde el

punto de vista del agente receptor, inclusive la captura
del balén fue realizada con éxito la mayoria de las veces.

Figura 8: Cddigo Java extendiendo la clas€oach.

para el equipo. En el ejemplo presentado, el entrenador Partido de futbol
es sumamente simple y Gnicamente genera un mensaj
cada vez que el juego se interrumpe por cualquier moti-
vo. Note también la posibilidad de acceso a los campos
heredado$ieldy coach.

®Si bien las evaluaciones anteriores ya presentan resul-
tados interesantes, no hay mejor indicacion de que tan
buena es una infraestructura de desarrollo de Agentes
RoBOCUP que la construccién de un equipo de futbol
completo y enfrentarlo en un partido 11 contra 11. Ob-
viamente, como las estrategias de alto nivel no son el

De forma a evaluar las caracteristicas de la infraestruc- €nfoque principal de este trabajo, se implementaron me-
tura propuesta, se han creado jugadores individuales y €anisSmos de control S|mple§ donde cadgjugador intenta
equipos completos con estrategias de juego simples. Es-mantenerse en una zona asignada previamente, capturar
tos elementos seran colocados en situaciones controla-cuando sea posible el balon, y pasarlo a un compafie-

das para analizar la facilidad de uso y poder de accion 0 mejor posicionado. Adicionalmente, el arquero tiene
de nuestra infraestructura. una zona de cobertura mas reduciday su prioridad es in-

terceptar el balon. Por otro lado, los atacantes priorizan

Todos los experimentos fueron realizados en un compu- g| patear hacia el arco contrario cuando es factible.
tadorPentium Dual Corea 3.4 GHz ejecutando Linux

2.6.31 (Fedora 12) co®penJDK1.6.0. También fue- Al enfrentarse 2 equipos basados en las mismas estra-
ron instalados los paquet8sccer Servet4.0.2 ySoc- tegias de control simple, se percibi6é un equilibrio en el
cer Server Monitod4.0.1. juego que no deja entrever mayores conclusiones. Qui-
zas, esta no es la mejor forma de evaluar un equipo de
agentes, pero algunos trabajos futuros mencionados en
Este experimento confronta un agente atacante (con ca-la Gltima seccién de este articulo nos permitiran reali-
racteristicas goleadoras) contra un arquero. El atacantezar mejores evaluaciones del desempefio de un equipo
intenta 100 veces marcar un gol pateando desde posi-basado en la infraestructura aqui propuesta. No obstan-
ciones aleatorias ubicadas entre 25 y 30 unidades delte, es importante mencionar que durante el partido entre
arco rival. Del otro lado, el arquero, hace su mejor es- estos 2 equipos, se consume en media 20 % del tiempo
fuerzo por agarrar el balon. Este experimento muestra la de CPU.

robustez y eficiencia de los métodos de alto y bajo nivel
ofrecidos por la infraestructura. En el caso del arque-
ro se usa principalmente ‘interceptar el balon’, mientras
gue el atacante simplemente invoca ‘patear hacia el arco
rival’.

Evaluacion

Arquero vs. Goleador

Trabajos Relacionados

Los primeros intentos por ofrecer bibliotecas para usar-
las en la construccién de agentesgCuUP fueron nor-

Los resultados del experimento son presentados en lamalmente la liberacién de partes del cédigo fuente de
tabla . Como se puede ver, el arquero intercepta el ba- equipos ya existentes. Uno de los equipos que mas su-
I6n el 61 % de las veces. Si bien el atacante escoge elceso tuvo en este sentido fG&Unitedganador de B-
mejor angulo de disparo para hacer el gol, los goles no sgoCup 1998 y 1999 [7]. El problema en este caso es
ocurren tan frecuentemente. De hecho, 5% de las vecesque el codigo incluye poca o ninguna documentacion y
el balén sale desviado. Considerando el indeterminis- sy funcionalidad esta estrechamente ligada a la estruc-
mo introducido por eSoccer Servecreemos que estos  tura del equipo original.

nameros son bastante representativos de un comporta-

miento ‘normal’ en partidos de futbol reales. Comportamiento final NUmero
Pases del Balén El arquero atrapa el balén 61
. o ) El atacante marca un gol 34
Para evaluar la capamfjad de coordmacpn e_ntre varios El balén abandona la cancha 5
agentes usando los métodos de alto y bajo nivel ofreci- Total 100

dos por nuestrainfraestructura se ha construido un equi-
po de 4 jugadores que intenta pasar el balén entre ellos. Tabla 1: Arquero vs. Atacante.
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Comportamiento final NUmero

El pase es realizado con suceso 88
El atacante intercepta el balén 5
El balén abandona la cancha 7
Total 100

Tabla 2: Pases del balén.

Sumge entonces la necesidad de bibliotecas bien estruc-
turadas y documentadas para que cualquier programa-
dor pueda utilizarlas [8]. Ejemplos de este tipo de bi-
bliotecas sorlLibsclienty RobolLog Libsclientes una
biblioteca de funciones en C que provee funcionalida-
des basicas a los cliente®RoCuP. Por otro ladoRo-
boLoges una biblioteca Prolog construida sobre C++
[9], lo que facilita la utilizacién de inferencia l6gica en

la programacion de los agentes BoCUP.

Conforme aumenta la funcionalidad de estas bibliote-
cas, también aumenta su tamafio, y pronto aparece la
necesidad de utilizar el paradigma de orientacion a ob-
jetos. Este cambio facilita el reuso de cédigo y extien-
de la modularidad de las bibliotecas. Ejemplos de esta
tendencia sofiRoboSog Atan RoboSoes implemen-
tado en C++ y esta orientado al desarrollo de agentes
con propositos educativos [10]. En cambAanes par-

te del proyectd/SOCque pretende construir un equipo
RoBoCuP donde cada jugador basa su control en el uso
de RNA [11].Atanesta basado en el lenguaje Java.

Al igual que varios trabajos previos, esta infraestructu-
ra nace de la necesidad de crear un equipe®Cupr

orientado al estudio de la inteligencia de enjambres [6].
Al percibir las falencias de las plataformas de desarro-
llo existentes, nuestra meta fue ofrecer funcionalidades

de alto nivel a mas de las basicas ya existentes en esos

otros ambientes. Ademas, se hizo énfasis en la modula-
ridad del codigo para que las estrategias de control de
alto nivel puedan inclusive reemplazar parte del codigo
interno con funcionalidades distintas o implementacio-
nes optimizadas de las ya existentes.

Finalmente, nuestra infraestructura busca ofrecer sopor-

te a diversos tipos de estrategias de control de una mane-

ra bastante general. Si bien existen propuestas para usa
IA a través de RNA, algoritmos genéticos o inteligencia
de enjambres [12, 13, 14], existen otras que combinan
principalmente algoritmos de programacion convencio-
nal con ciertas rutinas de 1A [15, 16, 17].

Conclusiones

Este trabajo demuestra la factibilidad de implementar
un equipo RBOCUP flexible y colaborativo con pocas
lineas de cédigo. Es asi que la infraestructura propuesta
ayudara a que laiga de Simulaciépueda ser utilizada
facilmente en la ensefianza de 1A mediante estrategias
PBL, mejorando el entendimiento de los diversos con-
ceptos y aplicaciones asociados a IA. La flexibilidad y
modularidad incluida en nuestra infraestructura permite
abordar los problemas inherentes a#®Cup con di-
versos grados de profundidad, permitiendo tanto el uso

de reglasif-else simples como quizas esquemas de
control adaptable. Por otro lado, la facilidad de usar co-
municacion auditiva entre los agentes y la posibilidad
de incluir un entrenador, abren nuevas areas de experi-
mentacion para el estudio de la colaboracién en sistemas
multi-agente.

En un futuro cercano, pretendemos hacer algunas me-

joras y extensiones a nuestra infraestructura. Entre las

principales podemos mencionar:

. El desarrollo de estrategias de control de alto nivel
basadas en técnicas tipicamente asociadas a IA.

. El desarrollo de un sistema de entrenamiento au-
tomatico basado en el comportamiento de equipos
ganadores, muy Util al trabajar con RNA.

3. La adaptacion de una serie de experimentos que
puedan ser usados como laboratorio para la ense-

flanza de IA en la USFQ.
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Abstract

The results of the study of anaerobic co-digestion of agro-industrial organic waste and
animal manure are presented in this work. The experiments are divided in two stages. In
the first stage the optimal ratio between vegetable waste and animal manure is studied in
batch reactors. Once the results of the optimal mixture are obtained, the research of the
anaerobic co-digestion continues in semi-continuous operating reactor. In this reactor, the
main operating parameters can be controlled. The daily biogas production and the consum-
ption of the buffering solution are monitored in function of the hydraulic residence time
(TRH) and the daily organic load in the feed. It can be observed that the reactor operation

is stable at TRH greater than 10 days and organic loads up to 4$8Hg’d. A yield
of de 100 kghqo/m2....or is achieved, while the specific biogas production obtained is of
O,31mgiogas/ngQ()7fccd. When the TRH is reduced below 10 days and the organic load is

increased simultaneously, the digester enters an unstable operation regime and it tends to
acidify. This indicates that the methanogenesis is the limiting step in the process.

Keywords. biogas, anaerobic digestion, co-digestion, agro-industrial waste.

Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de la co-digestién anaerdbica de desechos or-
ganicos agroindustriales y animales. Para esto se han realizado experimentos en dos eta-
pas. En la primera etapa se estudia la mezcla éptima entre desecho vegetal y animal en
reactores discontinuos. Obtenidos los resultados de la mezcla 6ptima, se prosigue con la
investigacion de la co-digestion en un reactor de régimen semi-continuo. En este reactor
se controlan los principales parametros operativos y se monitorean la produccion de bio-
gas y el consumo de solucion amortiguadora de pH, en funcion del tiempo de residencia
hidraulico (TRH) y de la carga organica diaria en la alimentacion. Se puede observar que

el biodigestor opera en condiciones estables a TRH mayores a 10 dias y cargas organicas

de hasta 4,0 kgoo/m*d. El rendimiento alcanzado es de 100bk@/m2, . .o:. La pro-
duccion especifica de biogéas es de OrﬂvgaslngQo,anmemado. Al reducir el TRH por

debajo de los 10 dias y simultaneamente aumentar la carga organica diaria, la operacion del
biodigestor es inestable y tiende a acidificarse, lo cual indica que bajo estas condiciones, la
metanogénesis es el paso limitante en el proceso de digestion.

Palabras Clave.biogas, biodigestidon anaerodbica, co-digestion, desechos agroindustriales.

Introduccién razéon es de suma importancia que la disposicion final

. . . de desechos organicos considere los procesos de degra-
El manejo adecuado de los desechos organicos agroin-qacién de los mismos.

dustriales es uno de los retos tecnologicos en la actua-

lidad. Debido a su naturaleza, la descomposicion de los Por otro lado, con la co-digestion de los desechos orga-
desechos organicos conlleva la formacion de lixiviados, nicos vegetales, éstos pueden ser transformados en una
liquidos que en caso de entrar en contacto pueden contafuente de energia renovable: el biogas. La biomasa ob-
minar aguas subterraneas, y gases de efecto invernadetiene su valor energético de la energia solar [3, 4]. Me-
ro, como diéxido de carbono y metano [1, 2]. Por esta diante la fotosintesis las plantas convierten,Ggua
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en cadenas de carbono. Estas cadenas de carbono libe- Metodologia

ranla energia acumulada al momento de romperse los

enlaces para volver a convertirse en moléculas mas sim-Equipos para la biodigestion anaerobica

ples como CQ, vapor de agua, metano u otras. Estas ) ) o
reacciones pueden llevarse a cabo por procesos fisico-L0S €xperimentos para determinar la mezcla optima en-
quimicos como en una combustion rica en oxigeno o {re el material organico animal y vegetal se efectuan en
en una pirélisis, una reaccién en ausencia de oxigeno.€gimen d|scont|nuo._ Los d|ge§tores utilizados durante
Estos procesos son comunes cuando la biomasa de 1££5t0S ensayos son kitasatos dispuestos sobre una plan-
que se dispone es seca. Si la biomasa original contie-cha de calentamiento (thermolyne nuova S18425), lo
ne un alto porcentaje de humedad, los procesos biol6- qUe permite mantener constante la temperatura de ope-
gicos son energéticamente mas eficientes, ya que no sé@cion elegida de 3562 °C. Las mantas cuentan ademas
necesita eliminar el agua de los desechos antes de po-ON un sistema de agitacion magnetica que induce la ho-
der ser aprovechados energéticamente [3]. Al igual que Mogeneizacion de la mezcla a digerir.

en los procesos fisico-quimicos mencionados anterior-
mente, los procesos hioldgicos también se pueden dife-
renciar de acuerdo a la presencia o ausencia de oxigeno
Cuando la biomasa tiene contacto con oxigeno se habla
de procesos aerol?lc_os y los productos pnnmpales SON qura lateral del digestor con la de un kitasato de igual
CO, y materia orgénica no degradable, conocida como

hUMUS 6 compost. Si la dearadacién se lleva a cabo en capacidad, el cual funciona como dispositivo de alma-
post. 9 .cenamiento del biogas. Este kitasato esta conectado a

gi%soerl(g: dﬁ:é(i'gaelgg’ﬁg%?;iioeieeg?gggigzrgssigagrso'su vez a una probeta graduada. Todo el sistema esta
un .as co?nbusrt)ible fgrmado or una mezcla d @Og 'herméticamente cerrado y contiene una solucién acida
9 P @ (H2SOy 0,05 M), que evita la absorcion de Gl gas

SH‘*’ }:jblt?:’ un IOdQ gpnsntw?o por materlatqrg?n|ca5ng generado durante el proceso se mide por desplazamien-
egradable anaer6bicamente y rico en nutrientes [5, 6]. to de la solucion del kitasato a la probeta.

Los reactores se encuentran cerrados en la parte supe-
rior con un tapén de goma con un orificio central, en el
gue se introduce un termémetro para el monitoreo de la
temperatura. Una manguera plastica conecta la tubula-

Los desechos organicos vegetales son considerados maPara los experimentos realizados en régimen semi-conti-
terias primas secundarias, ya que no son cultivados o nuo se dispone de un reactor de 3 litros con control au-
producidos especificamente para ser utilizados energé-toméatico, modelo Cole Parmer Fermentation Systems
ticamente, sino que son los residuos de otro proceso pro-KH-29207-00. Este modelo cuenta con sistemas de agi-
ductivo. Debido al origen de la materia prima para es- tacién continua; alimentacion y muestreo semi-continuo,
te proceso, la utilizacién energética de esta biomasa nocontroladores de temperatura, pH y nivel, ademas de un
afecta a la seguridad alimentaria y no compite con los sistema de medicion volumétrica del biogas generado
cultivos existentes. Por lo tanto, esta es una fuente de por desplazamiento de agua.

energia renovable de segunda generacion [7, 8]. . L . |
g g g [7.8] El sistema de agitacién consta de agitador, motor eléc-

trico y controlador de revoluciones. El sistema de ali-
mentacién y muestreo consiste de un tubo de alimenta-
cion hacia la mezcla reactiva, una valvula de regulacion
de flujo y un piston neumatico. La mezcla a alimentar-
se se coloca en el pistén, y éste a su vez se adapta a la
valvula de regulacion. Una vez abierta la valvula, el pis-
tén empuja la mezcla a través de la mangueray el tubo
de alimentacion. Este dltimo deposita la alimentacién
dentro de la mezcla. Para la extraccion de la muestra,
se coloca el piston vacio en la valvula de control y se
succiona la muestra que pasa hacia la manguera, y fi-
nalmente se colecta en el piston.

En este proyecto se investiga un posible tratamiento pa-
ra los desechos organicos agroindustriales con un alto
contenido de humedad. Por esta razon se decidid uti-
lizar un proceso biologico anaerébico para su degra-
dacién. Como productos se obtienen biogas y biol. El
biogas tiene un alto contenido energético y es utilizado
para producir energia térmica o eléctrica, y mejorar el
balance energético del proceso en general. El biol es un
fertilizante organico rico en nutrientes y microelemen-
tos, que puede ser recirculado al inicio de la cadena de
produccién de la materia prima organica.

Los resultados de la investigacion de la co-digestion ana- Los sistemas de control de temperatura, pH y nivel con-
erdbica de desechos organicos agroindustriales con es-sisten en los respectivos sensores, elementos de control
tiércol animal estan divididos en dos etapas. En el pri- final y controlador automatico. La temperatura se mide
mer paso se investiga la mezcla 6ptima entre el material mediante un RTD y se controla con un sistema de con-
organico vegetal y animal para la biodigestion. Estos trol automatico marca ThermoWorks. El calentamiento
experimentos se realizan en reactores por lotes. En else realiza con una hornilla eléctrica en un bafio de agua.
segundo paso se opera un biodigestor de régimen semi-El control de pH se realiza con un sensor de pH. El siste-
continuo durante 120 dias para maximizar la produccién ma de control marca Oaklon 800 series mantiene el pH
especifica de biogas con respecto a la carga organica ali-entre los limites de 6,0 y 8,0. El elemento de control fi-
mentada diariamente al reactor y el tiempo de residencia nal esta compuesto por bombas peristalticas conectadas
hidraulico. a soluciones de hidréxido de sodio 1 My acido citrico 1
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M. Al registrar un parametro inferior o superior, el con- limites en la capacidad de asimilacién de carga varian
trolador activa la bomba respectiva. Este tipo de bom- dependiendo del control que se mantenga de las otras
ba permite alimentar pequefias cantidades de solucién,variables de control.

la cual se mezcla en el reactor y provoca el incremen-
to o disminucién deseada en el pH. El nivel se controla
por medio de un sensor de conductividad. Si el nivel del

El tiempo de residencia hidradlico (TRH) de la mezcla
reactiva esta estrechamente relacionado a la carga orga-
liquido o de las espumas alcanza el nivel maximo, se nica diaria. Durante la operacién del biodigestor se re-

prende una alarma en el controlador marca Cole Parmerduce_gradualmente el iempo de residencia de la mezcla
modelo 01973 reactiva en el reactor.

Finalmente, la produccién de biogas también se controla
diariamente como el desplazamiento de agua generado
por la acumulacion de biogas en el sistema hermético.

El gas generado se mide por desplazamiento de la so-
lucion &cida analogo a los reactores por lotes descritos
anteriormente. El gas generado se extrae del reactor por

un siste_rpa de mangueras conectadas similar al de ali-pyrante la operacion del biodigestor se desea mantener
mentacion y muestreo. constante a los parametros operativos como son agita-
cion, temperatura 'y pH. Mientras tanto las variables que
se desean optimizar varian a lo largo de los experimen-
tos, como son maximizar la carga organica diaria y mi-

Durante los experimentos se debe mantener un registronimizar el tiempo de residencia hidraulico. La reSpueSta
diario de la agitacion, la temperatura en el reactor, el pH del sistema frente a estos cambios se expresa en forma
promedio, el consumo de soluciones reguladoras de pH, de produccion de biogas y consumo de NaOH, varia-
la carga organica alimentada, el tiempo de residencia y bles que deben ser registradas diriamente para evaluar
la produccion de biogas. El control de estas variables €l rendimientoy la estabilidad del proceso de digestion
permite mantener un ambiente apropiado para el desa-anaerobica.

rrollo de bacterias metanogénicas, y su consecuente ca-
pacidad de generacion de biogas [9, 10].

Parametros controlados durante la operacion de los
biodigestores

Métodos de caracterizacion

Los métodos de caracterizacion que se realizan para ana-
lizar la mezcla reactiva y de la alimentacién son la de-
manda quimica de oxigeno (DQO), sélidos totales (TS),

y sélidos organicos totales (0TS).

La agitacién es proporcional a la capacidad de asimila-
cion del reactor [11]. La agitacion promueve el mezcla-

do en el reactor, lo que facilita el acceso a los nutrientes
por parte de los microorganismos. Ademas, es un factor

primordial en el control del pH, pues evita la formacion | 3 DQO se determina por dos métodos diferentes: el
de microambientes dentro del reactor [9]. método analitico 5220 de acuerdo al libroStandard
Methods [13], y el método colorimétrico con viales

La temperaturay la tasa de generacién de biogas son di- o
b y 9 g Test'n Tubgede acuerdo al procedimiento de Hach [14].

rectamente proporcionales [10]. Esto quiere decir, que C ¢ i lculan | I d
a mayor temperatura, mayor capacidad de generacién. on estos analisis, Se caiculan 10s valores de carga or-

Como regla general, la tasa de generacion de metano segémic"’_1 aser aIimentado_s diariamente yse dete_rmina la
duplica por cada 16C de incremento en la temperatura capacidad de degradacion de la materia organica en el

de operacion [9]. Por motivos de requerimiento ener- reactor.

getico, este experimento se opera en rango mesofilico | os analisis de TS y 0TS se realizan diariamente a las
entre 30 y 40°C, en lugar de un rango termofilico que  myestras extraidas del reactor segtn los métodos des-
ocurre entre 50 y 60C. critos en [13]. Esto permite mantener un registro de la
Sacumulacic’m de sélidosy la capacidad de los microorga-

Debido a las bajas tasas de crecimiento de las bacteria: . . S
Jusmos para transformar la materia organica en biogas.

metanogénicas, se requiere que el proceso anaerébic
opere en las condiciones mas favorables para ellas. Para

conseguir estas condiciones de operacion se utiliza el Resultados y Discusién

sistema de control automatico de pH para mantener el

rango 6ptimo que se encuentra entre 6y 8 [11]. Resultados de la biodigestion anaerdbica en el proceso
discontinuo

La baja tasa de crecimiento de las bacterias anaerébi-

cas para una determinada cantidad de substrato resultéPara la determinacién de la mezcla éptima entre mate-
en requerimientos nutricionales mas bajos comparadosria organica vegetal y animal se utilizan los reactores
con las bacterias aerébicas [12]. Debido a esto, la can- en lotes. La mezcla a digerir contiene agua y el mate-
tidad de materia organica que se alimenta al reactor serial organico animal y vegetal. Como indculo se utili-
convierte en un parametro de control fundamental. Es- zan lodos provenientes de otros reactores anaerébicos
te parametro, conocido como carga organica diaria, es- en funcionamiento. La variacion de la proporcién entre
ta expresado como la cantidad de demanda quimica dela materia organica vegetal y animal permite establecer
oxigeno (DQO) en la alimentacion con respecto al vo- la mezcla mas adecuada para la biodigestion anaerdbi-
lumen de reaccién y dia kgo/m*d. Sin embargo, los  ca, tomando en cuenta la cantidad de biogas generadaen
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un tiempo de residencia de 21 dias de acuerdo al métodoEl biogas producido depende del tipo de sustrato a di-
GB,; (DIN 38414 Teil 8) [15]. La cantidad de aguay de  gerir, asi como de las condiciones de operacion del pro-
indculo utilizados se mantienen constantes en todos los ceso. Distintas cargas organicas y composiciones gene-

ensayos.

1000 = materia anamal 0%
900 « materia animal 10%
£00 —+—materia anamal 30%

materia animal S0%
T00 -+~ materia animal 100%

[mi]

lIl"-l:|.||'|'|. L]

R N e L=

0 5 10 15 20 25
Tiempo [dias]

Figura 1: Volumen normado de biogéas producido a distintas con-
centraciones de desecho animal y vegetal.
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Figura 2: Transcurso de la temperatura y la agitacion durante Is
120 dias de operacion del reactor semi-continuo.
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Figura 3: Valores de pHy consumo de NaOH durante los 120 dias
de goeracion del reactor semi-continuo.

ran distintos volimenes de biogas. Por ello se probaron
diferentes relaciones del desecho animal y vegetal. Co-
mo se observa en la Figura 1, al utilizar solo el mate-
rial animal, la produccién de gas es casi nula, puesto
gue no existe materia organica facilmente digerible, ya
que por si es un producto final del metabolismo biol6-
gico. Al usar el material vegetal en un 100 %, hay una
produccién considerable de gas pues el desecho vegetal
proporciona una fuente importante de carga organica.
Sin embargo, se puede observar un aumento significa-
tivo en la produccion de biogas en los experimentos en
los cuales se combinaron ambos sustratos. De estos en-
sayos se determina que la relacién 6ptima entre el ma-
terial animal y vegetal es de 1 a 9. Esto se debe a que el
desecho vegetal aporta la carga organica necesaria para
la digestion, mientras que el material animal proporcio-
na alcalinidad al sistema, indispensable para controlar
el pH del proceso, uno de los pardmetros de operacion
mas importantes. Puesto que durante estos experimen-
tos no hay ningun control del pH, el aporte de ambos
desechos define la capacidadferdel sistema.

Resultados de la biodigestién anaerobia en el proceso
semi-continuo

Los resultados de la operacion del biodigestor semi-con-
tinuo se dividen en tres conjuntos: parametros de con-
trol operativos, variables de optimizacion y variables de
respuesta del sistema. Los tres grupos de variables es-
tan estrechamente interrelacionados, como se presenta
a continuacion.

Como se observa en la Figura 2, durante el tiempo de

operacion del biodigestor, la temperatura se mantiene
en un valor promedio de 32 °C. La agitacién durante

los primeros 30 dias de operacion es de 200 rpm. Poste-
riormente, se la incrementa a 300 rpm para combatir la

formacion de espumas.

En la Figura 3 se observa que el pH se mantiene en
un promedio de 6,1 durante los primeros 100 dias de

operacion. A partir de entonces, las medidas empiezan
a desviarse de la media y alcanzan un maximo de 6,7
en el dia 118. Este subito incremento en la desviacion

del pH se debe al incremento en la cantidad de solu-

cion amortiguadora afiadida al reactor. Se puede obser-
var que durante los primeros 90 dias de operacién se
mantienen valores inferiores a los 20 ml/dia. Esta canti-

dad aumenta considerablemente durante los Gltimos 30
dias de operacion hasta alcanzar un valor maximo de
140 ml NaOH/dia.

A suvez, el incremento en el consumo de soluciéon amor-
tiguadora se debe a la reduccidn del tiempo de residen-
cia hidraulico (TRH) y al incremento de la carga organi-

ca alimentada, como se observa en la Figura 4. El TRH
se mantiene por encima de los 10 dias durante los pri-
meros 80 dias de operacién. A partir de esta fecha, se
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Figura 4: Tiempo de residencia hidraulico y carga organica diaia Figura 6: Produccion especifica de biogas y remocién de DQO en
alimentada al reactor. funcién de la carga organica diaria.

4000 También podemos observar que en este mismo rango
5 3 de carga orgéanica se alcanza la maxima produccion es-
E 3000 - 'i!J' pecifica de biogas de O,31%[g]gaslngQo,alimenmdo 6
§ S50 - .H ,.I{ . 0,38 nﬁiogas[kg]q@o,removido. Con un contenido d_e me-
£ LLIE T tano en el biogas entre el 60 %y el 65 % se obtiene una

w -z
g 2000 - o 4 producciéon de metano de Oyz%m/ngQO,re_movido-
$ 1500 - Este valor representa el 66 % del valor te6rico de 0,35
g Frofes Mg, Ik ~
,g 1000 .h: CH4 gDQO,rcmowdo-
- |
500 #_*'“-;
b it .
o - - Conclusiones
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo [dias] En este trabajo se ha investigado la co-digestion anaero-

bica de desechos organicos vegetales y animales. Para
esto se trabaja en dos etapas. En la primera etapa se es-

reduce semanalmente hasta alcanzar un tiempo de 6,4tudia la relacion (’)pti_ma entre desecho animal y vegetal
dias en la tltima semana. Paralelamente a la reduccionCOn respecto al maximo potencial de produccion de bio-
del TRH, se incrementa la carga organica alimentada. 9aS €n reactores por lotes. Estos resultados se aplican
En la primera semana no se alimentd el reactor hasta €N |2 segunda etapa para investigar el comportamiento
que se establezcan condiciones anaerébicas en el reacdel proceso de biodigestion frente a un incremento con-
tor. Luego se incrementa semanalmente la carga en 0,68linNU0 en la carga organica alimentada y una reduccion
kgpgo/m3d hasta alcanzar un valor de 3,05kg/m3d simultanea del tiempo de remden/cu’_;t hidraulico. Se pue-
alrededor del dia 40. Después de una pequefia reducciérfl® observar que para cargas organlcas,d%{ggﬁd

en la carga por problemas operacionales, se contintia in-Y fil€mpos de residencia mayores a 10 dias, el proceso es
crementando la carga organica alimentada en intervalos @stable, con una produccion especifica de biogas de 0,38

de 0,48 kgqo/m*d hasta alcanzar un maximo de 7,0 mbiqga_s/ng_QQJemOVidO'_AI seguir aumentando la carga
kgpgo/med. orgénica diaria y reducir el tiempo de residencia hidrau-

lico, el biodigestor muestra un comportamiento inesta-
Como se observa en la Figura 5, durante los primeros ple, el cual se refleja en un alto consumo de NaOH para
80 dias de operacion la generacion de biogas mantienemantener el pH en el rango deseado y una reduccion
promedios semanales inferiores a los 1500 ml/dia. Es- en |a produccion especifica de biogéas, asi como de la
ta capacidad incrementa de manera significativa duran- remocion especifica de DQO. Esto indica que cargas or-
te los dias posteriores, alcanzando promedios cercanosganicas mayores a 4 kgo/m*d ocasionan en este caso
alos 3500 ml/dia. un desbalance entre la produccion de acidos volatiles en
la etapa acetogénica, y la produccion de metano en la
Al realizar el balance de masa durante la operacion del etapa metanogénica. Adicionalmente, se observa que la
digestor de operacion semi-continua se obtiene la pro- produccion especifica de biogas se encontré por debajo
duccion especifica de biogas y la remocion especifica de del valor teérico con 0.23 f;,/ kKgpQo removido-
DQO en funcioén de la carga organica diaria. En la Figu-
ra 6 se puede observar la remocion de DQO en funcion Agradecimientos
de la carga organica diaria, la cual alcanza un maximo
de 100 kgqo/m,..... Para una carga organica de 4 Los autores agradecen a la Universidad San Francisco
kgpqo/m?d. de Quito por los fondos entregados al proyecto a través

Figura 5: Produccion diaria promedio de biogas.
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de Small Grants 2008 ala Empresa EcoFroz por el
interés en el estudio de factibilidad de la biodigestion
anaeroébica de desechos organicos.
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Abstract

Activated Carbons owe its adsorptive properties to their highly developed porous structu-
re. As a result, activated carbons have extensive specific surface areas. Currently, granular
activated carbons produced from coconut shells are widely used for gold recovery from
alkaline cyanide solutions. Magnetic activated carbons (MACs) for gold recovery, synthe-
sized from sources different that the traditional ones, have been developed at the University
of Utah, mixing a carbon source with a magnetic precursor, and putting the mixture under
controlled conditions of temperature and gaseous phase composition. This document con-
tains fundamental aspects and preliminary experimental results during the development of
magnetic activated carbons.

Keywords. Activated carbons, magnetic, gold recovery.

Resumen

El carbon activado debe sus propiedades adsorptivas a su estructura porosa altamente desa-
rrollada. Como resultado, éstos generalmente exhiben una elevada area superficial especifi-
ca. En la actualidad, carbones activados granulares producidos a partir de cuescos de coco
son ampliamente utilizados para la recuperacion de oro disuelto en soluciones alcalinas
de cianuro. Carbones activados magnéticos (MACs) para recuperacion de oro, producidos
de fuentes diferentes a las tradicionales, han sido desarrollados en la Universidad de Utah
mezclando una fuente de carbono con un precursor magnético, y sometiendo la mezcla a
condiciones controladas de temperatura y composicién de gases oxidantes. En este docu-
mento se presentan los fundamentos y resultados experimentales iniciales en el desarrollo
de los carbones activados magnéticos.

Palabras Clave.Carbén activado, area superficial, magnético, recuperacioén de oro.

Introduccién activado aumente, principalmente en el campo del trata-
miento de aguas [3, 4].

Caibon activado es un nombre genérico que se utili- go ede producir carbén activado de una gran varie-

zapara identificgr a compuestos polimericos complejos 54 qe materias primas. Entre ellas se tiene huesos, car-
con gran capacidad de adsorcion, en donde el Carbonobon mineral, carbon vegetal, madera, cuescos de nueces,

Stuescos de coco, y semillas de frutas, entre otras [5]. De
“entre las diversas maneras de produccién, el proceso en
'dos etapas de pirdlisis y gasificacion es el preferido pa-

ra generar carbdn activado para la recuperacion de oro
disuelto en soluciones alcalinas de cianuro.

adsorptivas del carbén activado se deben a su estructu-
ra porosa altamente desarrollada, su extensa area supe
ficial, y a los grupos funcionales generados durante el
proceso de activacion [1].

Los Estados Unidos de Norteamérica es el principal pro- La pirélisis de la materia prima, también conocida co-
ductor de carbon activado en el mundo, con 190 000 mo carbonizacion, se lleva a cabo en una atmdsfera iner-
toneladas métricas en 1999 [2]. La demanda de carbdnte a temperaturas entre 700 y 1100 K. El producto for-
activado en los Estados Unidos, Europa, y Japén se hamado en el proceso se conoce simplemente como car-
incrementado en una tasa del 6 % anual durante las Ulti- bon. Durante la pirdlisis, la mayoria de los componen-
mas dos décadas y se espera que el consumo de carbotes volatiles son removidos como gases con la pérdi-

@0

Avances201Q Vol. 2, Pags. C18-C24
http://www.usfqg.edu. ec/avances/articulos/C18-2-2010



Mufoz Avances,201Q Vol. 2, Pags. C18-C24

da de parte del carbono en forma de gases tales como
metano (CH,), &cido acéticoCH3; COOH), mondxido

de carbono (O), y diéxido de carbono{O-), prin-
cipalmente. El carbono se reagrupa en unidades crista-
logréficas organizadas, conocidas como cristales grafiti-
cos elementales o microcristales. El arreglo de estos mi-
crocristales es altamente irregular, quedando intersticios
libres entre cristales. Alquitranes que se forman durante
el proceso de pirdlisis tienden a llenar y bloquear es-
tos intersticios. Los productos carbonaceos producidos
durante la pir6lisis tienen una reducida area superficial
especifica, y baja capacidad de adsorcion [6, 7].

Posterior a la pirélisis viene el proceso de gasificacion,
también conocido como activacion, durante el cual se | ]
genera la extensa microporosidad caracteristica del car- 2 A7 [R7-28 yhese {
bén activado. La gasificacion del carbon se realiza po- e g F
niendo en contacto el producto carbonaceo obtenido en -
la pirdlisis (carbono) con un gas oxidante a temperatu- Figura 1: Imagen obtenida por microscopia electrénica de barri
ras entre 1100 y 1300 K. Las reacciones quimicas de do de la superficie pulida de un_grénulo de carbo6n activado co-
gasificacion con vapor de agua, diéxido de carbono, y Mercial utiizado enla recuperacion de oro.

oxigeno como gases oxidantes son, respectivamente:

tienen aberturas menores a 2 nm, mesoporos tienen aber-
turas entre 2 y 50 nm, y los macroporos tienen abertu-

C + Hy0 < CO + H, L ras que exceden_los SQ nm. La abertura de un poro se

define como la distancia entre las paredes de un poro

C+CO; < 2C0 (2) que tiene la forma de una ranura, o el radio de un po-
ro en forma cilindrica [9]. Los microporos contribuyen

C+ 02 & CO; 3 en la mayor parte a la superficie interna de un carbon

activado, y la mayor parte del fenémeno de adsorcion
Se ha determinado que las las reacciones de gasificaciorocurre en los microporos. Los mesoporos y macroporos
en donde la especie oxidante es agua o diéxido de car-SOn importantes en la estructura de un carbon activado
bono son endotérmicas, mientras que la gasificacién delya que sirve como conductos para el transporte de las
carbono con oxigeno resulta en una reaccion altamen-€species hacia los microporos. Los macroporos gene-
te exotérmica [8]. En condiciones précticas de gasifica- ralmente exhiben bajas areas superficiales. A pesar de
cién a una temperatura sobre los 1100 K, la reaccién que la superficie de los macroporos no contribuye sig-
del carbono con el oxigeno es alrededor de 100 veceshificativamente al area superficial especifica del carbon
mas rapida que las reacciones del carbono con vapor deactivado, éstos pueden retener importantes cantidades
agua o diéxido de carbono. Esto conduce a una reac- de liquido, debido al gran volumen vacio que represen-
cién controlada por difusién con un excesivo consumo tan [10].
de carbono localizado en la superficie, y como resulta-
do se produce un minimo desarrollo de porosidad en el
carbén resultante. Por estas razones, la activacion con

oxigeno no es utilizada industrialmente [6]. Recuperacion de oro con Carbén Activado.

En ciertos casos los procesos de pirdlisis y gasificacion g carbén activado ha encontrado una aplicacin impor-
de un material carbonaceo se los puede realizar simulta-tante en la metalurgia extractiva del oro. Durante 1999,
neamente. Generalmente, los carbones activados tieneng cantidad de carbén activado adquirido por la industria
areas superficiales especificas de 800 a 1509, roon en los Estados Unidos y el resto del mundo es estimado
poros con un tamafio promedio de 0.5 a 20 nm. Las pro- en 4000 y 7000 toneladas métricas, lo que representan
piedades fisicoquimicas de los carbones activados sonyentas en el orden de 8 y 14 millones de délares respec-
altamente dependientes de la materia prima, y de las tiyamente [11]. Los métodos convencionales de recupe-
condiciones operativas de pirdlisis y gasificacion [5]. La  racion de oro comprenden la trituracion y molienda de
Au(CN); 1 muestra una imagen de microscopia elec- |3 mena aurifera, seguido de la disolucién de oro en una
tronica de barrido de la superficie pulida de un granulo spjycién oxigenada y alcalina de cianuro. Las reaccio-

de carbon activado comercial utilizado en la recupera- nes quimicas que rigen el proceso de disolucion de oro
cion de oro. son:

Metodologia

2Au +4CN~ 4+ 2H20 + 02 <
La IUPAC (International Union of Pure and Applied 2:;(0]\[)5 ++H2022 +J;OI2:I— (4)

Chemistry ha clasificado el tamafio de poro para los
carbones activados como sigue: Microporos aquellos que 2Au+4CN ™~ +2H205 < 2Au(CN); +20H ™~ (5)



Avances201Q \ol. 2, Pags. C18-C24 Mufioz

la pulpa o de la solucién, el complejo aurasa(CN)5

es eluido del carbdn activado para posterior precipita-
cién y purificacion.

Los circuitos convencionales de recuperacién de oro por 0 4
medio de carbédn activado utilizan éste en particulas gra- Tiempa i)

nu'%res' las cuales SOQ significativamente de mayor taj' Figura 2: Efecto del tamafio de particula en la cinética de adsor-
mafio que la mena molida, de tal manera de poder reali- cién de oro en un carbén activado comercial. Condiciones de ad-
zar una efectiva separacién del carbon activado Cargadosormén: 1 g carbén activado/L solucién, 100 mg Au /L solucién,
con oro de la pulpa, a través de un cribado mecénico. El 0.01 MNaCN, pH 11, 200 RPM, 298 K.

cribado mecanico es la manera mas simple de separarayctivado magnético presente un incremento en la ciné-

cion de solidos, y se basa Unicamente en la diferencia ic de adsorcion de oro, al compararlo con el anterior
de tamafios de las particulas a separar. [15]

La separacién del carbon activado de la pulpa por cri- _ _ .
bado presenta varios problemas. Las cribas pueden ce-El uso de carbones activados magnéticos para otras apli-
garse y romperse debido al uso excesivo, requieren con-caciones, tales como tratamiento de aguas industriales,
siderable energia para operar, y requieren reemplazo ypuede tener un notable impacto en las operaciones ac-
mantenimiento frecuente. Ademas, se pueden producir tuales, debido a que no es necesario remover los solidos
pérdidas por abrasion de carbon con oro adsorbido a la€n suspension de las corrientes a tratarse con el carbon
superficie externa. Las pérdidas debido a estos factoresactivado magnético, lo que produce un incremento en el
pueden ser de alrededor de 50 gramos de carbén portipo de soluciones o suspensiones a procesarse [15].

tonelada métrica de mena [12], y las pérdidas acumu- | 5 tactibilidad de producir un carbon activado magné-
ladas d_e carbdn fino pueden llegar a niveles en dond,etico se puede explicar utilizando un diagrama de equi-
se requiere reeemplazar hasta un 20 % anual del carbonyjp g para el sistem&e — O — C. Este diagrama es
fino perdido [14]. Esto representa significativas cantida- ampliamente conocido, y es extensamente utilizado en
des de oro adsorbido al carb6n activado que no es re- | angjisis de reacciones gas-sélido que involucran la re-

cuperable por cribado. La Figura 2 muestra el efecto §yccign de menas de hierro para producir hierro metali-
del tamafio de particula de un carbén activado comer-

cial en la cinética de adsorcion de oro. A medida que

el carbon activado disminuye de tamafio, se produce un La Figura 3 muestra el equilibrio entre hierro, oxigeno,
incremento en la cinética de adsorcion de oro. A pe- Y carbon a una atmosfera de presion total, en donde las
sar de las ventajas desde el punto de vista cinético queregiones de predominancia para las espekiedeO,

un carbdén activado en p0|vo presenta, éste no se pue_y F6304 se encuentran identificadas. El diagrama ade-
de utilizar en circuitos convencionales de recuperacién Mas incluye la reaccion de gasificacion del carbdrip (

de oro, debido a que el carbon activado y la mena en con diéxido de carbond{0O-) para producir monéxido
suspension tendrian tamarios similares, y la separacionde carbonoO) descrita en la Ecuacion 2. Analizan-

de éstos por cribado, filtracion, o sedimentacién no son do el equilibrio de esta reaccion en la Figura 3 se puede
opciones viables [15]. observar que a temperaturas sobre 1000 K, se favore-

ce la formacién deCO, y que a temperaturas superio-
res a los 1100 K, la conversién dea CO es mayor

El concepto de un carboén activado magnético (MAC, al 90 %. Una atmésfera rica en didxido de carbono fa-
por sus siglas en inglédagnetic Activated Carbois vorecera la gasificacion del material carbonaceo. En la
surge a raiz de los aspectos mencionados en la discusiorFigura 3 también se puede apreciar que en una atmos-
anterior. Al desarrollar un carbon activado, que ademas fera rica enCO-, el 6xido de hierro méas estable es la
tenga propiedades magnéticas, se esperaria que éste pueagnetita Fe;O,4). Este andlisis sugiere que un mate-
da ser facilmente separado de una solucién o suspen-rial carbonaceo en contacto con un 6xido de hierro a
sion utilizando un separador magnético, inclusive si en una temperatura adecuada y bajo una atmésfera rica en
la suspension se tienen concentraciones significativas deCO-, se encuentra en condiciones dptimas para la gasi-
sélidos en suspension. Adicionalmente, al producirse un ficacion del carbén, y a su vez, se favorece la formacion
carbon activado magnético con un tamafio de particu- de magnetita como la especie de hierro predominante.
la mas pequefio que el carbdn activado granular actual- Como consecuencia, la sintesis de un carbén activado
mente utilizado en la industria, se espera que el carbdn magnético es termodinamicamente posible.

El oro, disuelto como el complejau(CN); (aurodi- WA ¢ T - 1
cianuro), es recuperado de la solucién por diferentes  fe " ¥ |
métodos que utilizan carbdn activado, tales como car- % r =

bon en pulpa (CIP), carbén en lixiviacion (CIL) y car- 20 /

boén en columna (CIC). Los Estados Unidos produjo 340 : ! ff’

toneladas métricas de oro de mina en 1998, de las cua- £ i - —
les el 78% fue recuperado utilizando carbén activado § s | e~ =

[12, 13]. Luego de la separacion del carbon activado de 3 |~ Tamafia de pariculs ,

Qi
&
R
=
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=

Carbén Activado Magnético.
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Figura 3: Diagrama de equilibrio para el sistemaFe — O — C,y

para la reaccion C + CO 2CO Figura 4: Imagen obtenida por microscopia electrénica de bard
2= .

do (SEM) de particulas de MAC-P.
Sintesis de Carbones Activados Magnéticos.

En la Universidad de Utah se han desarrollado y paten-
tado varios procedimientos para la sintesis de carbones
activados magnéticos, mezclando una fuente de carbono
con un precursor magnético, y sometiendo la mezcla a
condiciones controladas de temperatura y composicion
de gases oxidantes. Detalles sobre la preparacion de és-
tos y sobre los procedimientos utilizados para su carac-
terizacion y evaluacion se pueden encontrar en la litera-
tura correspondiente [15, 16, 17, 18, 1].

Se presentan a continuacion algunos de los resultados
obtenidos con un carbén activado magnético sintetizado

a partir de aserrin de pino (fuente de carbono) conunta- _ )
mario de particula entre 250 y 60, e impregnado en Figura 5: Imagen obtenida por SEM que permite observar la po-
una solucion de 2.5 g Fe/l soluciér; (Fe como citrato de rosidad generada en MAC-P durante el proceso de gasificacion.

hlgrro, precursor magnétlco). Este carbon activado mag- (e |a naturaleza amorfa, no cristalina del carbén activa-
nético obtenido de aserrin de pino fue codificado como 4o En cambio, el difractograma correspondiente a la

MAC-P, tiene un grado de activacion de 55%y un con- estra de MAC-P, presenta ademas, picos muy defini-
tenido de hierro de 5.2 % en peso. El grado de activacion yos en las regiones®2de 35.42, 56.94, y 62.5F que

de un carbon activado se define como el porcentaje engon caracteristicas, en posicion e intensidad, de mag-
peso que una muestra de carbon pierde durante el proceyetita. Se puede concluir que andlisis de difractometria
so de gasificacion. La Figura 4 muestra una imagen de e rayos X confirman la prediccion termodinamica que

microscopia electronica de barrido de varias particulas 5 gjtag temperaturas (1100 K) y en una atmésfera rica
de MAC-P. En la Figura 5, se puede apreciar la poro- en c(,, |a especie de hierro formada sera magnetita.

sidad generada en una particula de MAC-P durante el fematita, maghemita, hierro elemental u otras especies
proceso de gasificacion. de hierro no fueron detectadas durante el andlisis de la
muestra MAC-P, al menos dentro de los limites de de-

teccién del difractémetro de rayos X.

Resultados y Discusion

Caracterizacién y Evaluacién de MAC Area superficial especifica y distribucién de porosidad.

La Figura 7 muestra isotermas de adsorcion-desorcion
de nitrégeno para el MAC-P. Con propésitos de compa-
La Figura 6 muestra un difractograma de rayos X del racién, se presenta ademas una isoterma de adsorcion-
MAC-P. Para efectos comparativos se incluyd un di- desorcién de nitrégeno de un carbdn activado granular
fractograma de un carbon activado preparado a partir comercial, utilizado en la industria, el cual ha sido pre-
de aserrin de pino sin impregnacion de sales de hierro. viamente molido a un tamafio de particula similar al del
Este carbén activado fue codificado como CA-P, tiene MAC-P, esto es, 250-600m, y se lo llamo CC. La iso-

un grado de activacion de 48 %, y no se detectd hierro terma de adsorcion-desorcion de nitrégeno correspon-
durante el andlisis quimico. El difractograma del CA-P diente al carbén activado comerial, CC, es de tipo |,
es caracteristico de una muestra de carbon activado con-caracteristica de fendmenos de quimisorcion o de fisi-
vencional. Las extensas bandas que se presentan en lasorcién en materiales microporosos, como es el caso de
regiones ® de 10-30y 40-50 grados son caracteristicas carbones activados. La mayoria de la adsorcién de nitro-

Identificacion de la fase magnética.
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Figura 6: Difractogramas de rayos X para MAC-P y CA-P. Figura 7: Isotermas de adsorcion-desorcion para MAC-P y CC
utilizando N2 como adsorbato en un bafio de nitrégeno liquido a
gerp ocurre a bajas presiones relativas (P/Po <0,01), pa- /735 K.
ra posteriormente alcanzar la plataforma. Es importante 00
notar que la curva de desorcion no muestra histéresis,
lo que indica que el mecanismo de desorcion esigualal ¢ g
mecanismo de adsorcion. El area superficial especifica =
fue calculada por medio de la ecuacion BET en 1161 % .,
m?/g para el CC. La isoterma de adsorcion-desorcion % | |
de nitrégeno para el MAC-P muestra un comportamien- 5 ” b
to diferente. Se puede apreciar que hay una considerable o |
adsorcién de nitrégeno a bajas presiones relativas, (P/Po .
<0.01), pero a moderadas y altas presiones relativas, la & *'7 | il
adsorcién de nitrégeno continda, sin formar una plata- i1 VRN
forma, como en el caso del CC. Este fenémeno se debe i B e T

a la presencia de mesoporos y macroporos adicional a
la microporosidad caracteristica de carbones activados.
Ademas la isoterma correpondiente al MAC-P muestra Figura 8: Incremento de area superficial vs. distribucion de tana-
histéresis, esto es una indicacion que el proceso de con-fio de poro para CCy MAC-P.

densacion de nitrogeno durante la adsorcion sigue un ye |55 cyrvas de las isotermas de adsorcién-desorcion
mecanlsmo_fnstlnto al proceso d_e evaporacion durqn- de nitrégeno presentadas en la Figura 7.

te la desorcion. Numerosos investigadores han sugerido
que esto se debe a la presencia de mesoporos que poCinética de adsorcion de oro.
seen aberturas estrechas, las cuales se amplian a medid
gue el poro crece en longitud.

Aberiura 38 o ihim)

Ca Figura 10 muestra el porcentaje de oro adsorbido, en
carbones activados analizados, de una solucion inicial
con 10 mgAw/L solucién, 0.01 MNaCN, y pH 10. La
solucién fue agitada a 200 RPM, a temperatura ambien-
te (293 K). Por motivos de comparacion, se incluyé el
carbon activado comercial con su tamafio de particula
original (1180-335Q:m). Se puede apreciar claramen-
te que el carbon activado granular tiene la cinética de
adsorcién mas lenta. Luego de una hora de adsorcion,
menos del 3% del oro disuelto ha sido adsorbido por
el carbon activado granular. En el caso de los carbones
activados CC y MAC-P éstos presentan cinéticas de ad-
sorcion de oro mas rapidas debido a su menor tamafio
de particula. Los dos carbones activados finos remueven
mas del 70 % del oro en solucién durante los primeros
10 minutos

La Figura 8 presenta curvas de incremento de area su-
perficial especifica vs. distribucion de tamafio de poro
para MAC-P y CC. La muestra de carbén activado co-
mercial, CC, muestra una distribucién bimodal de poro-
sidad. La mayoria del area superficial esta dada por los
poros en la region entre 0.4-1 nm, y por poros en una
segunda region con tamafios entre 1-3 nm. En el caso
del MAC-P, una distribucién trimodal de la porosidad
es evidente. La primera region abarca poros en el rango
0.4-1 nm, que es en donde la mayoria del area super-
ficial del MAC-P es generada. La segunda region esta
localizada entre 1-2 nm, y la tercera region esta 2.3-58
nm, correspondiente a mesoporosidad.

La Figura 9 muestra curvas de incremento de volumen La velocidad inicial de adsorcién de oro, R, para CC-
de poro vs. distribucién de tamafio de poro. El grafico granular, con un tamafio de particula de 1180-3380
que correponde a CC sugiere que la porosidad esta daddue calculado en 0.12 (mgi/g C)/min. El mismo car-
por microporos, en el rango de 0.4-3 nm. La curva para bdn, luego de ser molido a un tamafo de particula de
MAC-P muestra claramente la presencia de mesoporos.250-600um, esto es, una reduccién de 5 veces su tama-
Estos resultados estan en concordancia con las formasfio original, tiene un valor R de 1.87 (n#ga/g C)min.
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0.05 ; peraciones aceptables de los MAC, por sobre el 98 %,
| utilizando un separador magnético en himedo de alta
B o h intensidad (WHIMS).
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Abstract

In this article we investigate the major problem of the micro/nano-electronic: How to redu-
ce the Equivalent Oxide Thickness (EOT) in the sub-nanometric range and improving the
MOSFET performance? To reduce the EOT it is necessary that the semiconductor indus-
try introduce the highs material as the Hafnium (Hf) in the dielectric layer. However the

Hf produces a reduction of the mobility and therefore a reduction of the MOSFET speed.
We explain through a simple semi-empirical model this mobility degradation in order to
familiarize the reader with the concept of mobility for the highfOSFET. Afterward we

focus on two optimized processing methods for the EOT reduction yielding the best gate
stack quality. These processing methods are the Fully-Silicide (FuSi) gate with HfSION
dielectric and the Metal Gate with HfQvhich are both “gate first” based integration sche-
me. The important results we found is that first we can obtain a sub-1nm EOT in the both
cases although it was thought impossible to make it with high thermal budget process such
as the FuSi method. Second, the mobility degradation is very similar in the both case in
spite of the very different chemistries we use to form the gate stack. We conclude that the
modern deposition technique does not allow controlling the dielectric quality as of 0.8 nm
and we suggest using the “gate last” based integration scheme to improve further the gate
stack quality.

Keywords. Microelectronics, MOSFET, higla; sub-1nm EOT, mobility, Coulombic inter-
action.

Resumen

En este articulo investigamos un problema mayor de la microelectronica moderna. Para
reducir el EOT y aumentar el desempefio del MOSFET, la industria tiene que introducir
el material high-x como el Hf. Pero eso genera una degradacién de la movilidad y una
pérdida de la rapidez de los dispositivos. Explicamos esta degradacién con un modelo muy
sencillo para familiarizar al lector con el concepto de movilidad. Después nos enfocamos
en dos procesamientos optimizados (Fully-Silicid con HfSION y Metal Gate con)HfO
para reducir el EOT y causar un minimo de defectos en el film. Un resultado muy impor-
tante es que podemos lograr un EOT sub-nanométrico en los dos casos ya que esto fue
considerado imposible con el FuSi/HfSION. Otro resultado importante es que en los dos
casos la degradacion de la movilidad es muy parecida a pesar de que los dos procesamien-
tos generan una pila de compuerta de naturaleza quimica muy diferente. Concluimos que
con las técnicas de deposicion moderna no se controla la calidad del dieléctrico a partir de
0.8 nm y sugerimos cambiar el esquema de integracion con un “gate last”.

Palabras Clave.Microelectréonica, MOSFET, high; EOT sub-nanométrico, movilidad,
interacciones Coulémbicas.

Introduccién ray el teléfono celular son simplemente dos ejemplos
de su impacto. En medio de todos los dispositivos, el
Hace mas de 50 afios que los dispositivos del estado s6-MOSFET [1] es el dispositivo que ha jugado el rol pro-
lido han revolucionado las sociedades humanas en casit2gonico en las tecnologias modernas (memoria, aplica-
cualquier aspecto de la vida cotidiana. La computado- €ion l6gica etc.) por medio de los circuitos integrados
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[2] y gracias a el “scaling” o la miniaturizacién [3, 4].  wafers estan hechos de Si con dopaje fpde 200 mm
Sin embargo, la reduccién de las dimensiones vertica- de diametro, cortado en el plaiio00) y los transisto-
les, o de la “Equivalent Oxide Thickness (EOT)”, del res son integrados en la direcci¢ii0) con el método
MOSFET hecho con Si/SiDo Si/SION, se acerca de llamado “self-aligned”.

1nm lo que impone un limite fisico que no permite ga-
rantizar el desempefio de los MOSFET de la generacion
a venir. Los principales problemas son la degradacion
de la capacitancia y el aumento de la corriente de la
compuerta (“Gate”) [5]. De este modo la solucién mas
realista conduce a cambiar el Si© SiON por un ma-
terial llamado de “alta constante dieléctrica”. Nos refe-
riremos a ellos como materiales de highEntre todos

los materiales high:, el didxido de hafnio (HfQ@) esta
considerado como la mejor opcién [5]. En el MOSFET

En el caso del FuSi, preparamos el wafer con el “In-
Situ-Steam-Generation (ISSG)” [10] para hacer crecer
una capa de 0.4-0.5 nm de Siespués eso deposi-
tamos una capa de HfSjOpor medio de “Metal Orga-
nic Chemical Vapor Deposition (MOCVD)” [11] (con
60 % de Hf) a 650 C. El nitrogené es introducido por
medio de un “Decoupled Plasma Nitridation (DPN)” y
de un “Post Nitradation Annealing (PNA)” a 96C con

O: [12]. Una capa de Poly-Si (100 nm) es deposita-

con high« la estructura vertical (o gate stack) es de ti- da ;tc?bre lc‘;"vcgea dfogj ?ODN con,“CQemlial Vapor De-
po multi-capas. Tenemos una capa de Interfacial Oxide position ( . ) a 7 esp,l’Jes € esta operacion
Thickness de 10T = 0.4-1 nm hecha con Si@ebajo la uniones S_ource/Draln (S/D)” son activadas con un
de un capa de material high{1-4 nm de HfQ) y de Spike Ann’eallng (1000C, 1s). Una vez que los con-
un compuerta hecha con metal (TiN o TaN) como lo tactos estan hechos, una capa (.je Ni es deposnadz?\ S0
muestra Tsaét al. [6]. Con este tipo de estructura po- bre la compuerta y con dos “Rapid Thermal P.ro_cessmg
demos alcanzar un EOT = 0.8 nm, con una densidad de(RTP)“ formamos una compuerta hecha de NiSi o FuSi
corriente de compuertd; — 1A/c7,712 lo que es me- [13]. El caso del MG, la preparacion de la superficie del
nor en un factor 3 al MOSFET con Sj,cpuro [5]. Pero wafer se hace conun IMEC_ clean o IMEC’Q.A' [14]. El
Ragnarsson el al. [7] encontraron también una degra- Hffé&gfﬁof'ti gon3At0mg:olajac):/erlgep(t)5|tlg_n, (Al‘LD
dacion de la movilidad de los portadores con los MOS- 0 )" ( -od s nm, )[15] y también la
FET high+ cuando reducimos su EOT. Esta degrada- compuerta TaN/T!N (12 nm/100 nm) [16] con PVD a
cion se explica por una reduccion del efecto de apanta- temperatura ambiente. Antes de formar la compuerta

H 13 ” — — e}
llamiento que a su vez disminuye las interacciones entre ip7llcamos u(rjw I_Delgas sea ? T__,?’Sg oaa IT_45(t)' c
los portadores de carga y los defectos eléctricos con- E:i(')aw %aer?a;eu;l]if)l:leas Zznﬁzgergggtréri(?rmé n'?e?:i)::/ae-l mé
temd.os en la capa hlg,k!-o a las interfaces de la capa todo “Solid Phase Epitaxial regrowth (SPER)” (63D,
de high« [8]. La densidad de estos defectos depen- ) " . :
de del método de procesamiento. Por ejemplo podemoslm'n)[18] 0 con el método Splk(_a. El proqgsawento MG
usar menos Hf para tener menos defectos [9] pero eso c_orresponde aun esquema de integracion llamado “gate
va a reducir el valor de la constante dieléctrica ¥« first”y el F_US" gate f|rst_/Iast [19]._En los dos Casos la
en teoria reducir la posibilidad de obtener un EOT fino capa de hlgm_se deposita posteriormente a _Ia_ activa-
(1nm) [5]. En este articulo hacemos una investigacion cion de las uniones para satisfechar los requisitos de la

de métodos de procesamiento optimizados, y compara—indUStria d(? la microelectronica. En este estudio nos en-
mos el méaximo de movilidad que podemos lograr pa- focamos sélo sobre los N-MOS (los portadores de carga
ra un EOT sub-nanométrico en cada caso. Para empe-son electrones).

zar vamos a explicar la degradacion de la movilidad por pmétodo de caracterizacion eléctrica

medio de las interacciones Coulémbicas con un nuevo

y sencillo modelo semi-empirico. Después vamos a de- En este trabajo el método descrito en [20] que consiste
tallar dos métodos de procesamiento optimizados paraen extraer la movilidad con la caracteristica de la co-
el material highx y basados en el esquema mas usado rriente (I-V) y la medicion de la capacitancia (C-V). Pa-
en la industria, llamado “gate first/last” o “gate first’. rael C-V usamos el método llamado “Split-CV”, ya sea
El primer método es el “Fully Silicide (FuSi)” con Hf-  basico [21] o avanzado (“RF Split CV” [22]).

SiON (o Fusi/HfSION) que se realiza a alta temperatura
(1000°C). El segundo, “Metal Gate (MG)” con HfO

(0 MG/HfOs) se puede realizar a baja temperatura. Fi-
nalmente vamos a comparar las dos tecnologias y en-
contrar que llegamos a una limite fisico de reduccion de Rew = Vbs Rs o)
EOT también con el Hafnio y que eso no depende del Ips

tipo de procesamiento.

Los efectos de las resistencias en serie estan corregidos
con la Ecuacion 1:

dondelpgs|[A] es la corriente fuente-a-drenajés =
50mV la caida de potencial entre la fuente y el drenaje
Reu[Q — em] es la resistencia del canal o intrinseca y
Método Procesamiento de los dispositivos Rg es laresistencia en serie o parasitica.

Metodologia

Lo dispositivos highx que vamos a estudiar estdn he- La movilidad efectiva se ha obtenido por medio de la
chos con las tecnologias descritas a continuacién. Los siguiente Ecuacion:
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400 : : nm con menos de una mono-capa de Hf®ciclos con
e ALD) [26]. De esta manera podemos considerar que las
colisiones producidas por “Remote Phonons Scattering
(RPS)” [27] son muy débiles en comparacién de las
colisiones producidad por “Remote Coulomb Scattering
7 ] (RCS)” o interacciones con defectos eléctricos produci-
g 7 SIONHIO Poly-Si dos por la capa de high-Recordemos que las colisio-
v SIONPoly-Si nes de los portadores de carga en el MOSFET dependen
e del campo vertical o campo efectivo en régimen 6hmi-
0.8 12 18 co. Las interaccidnes en campo débil son de naturaleza
E. MVicm] Couldmbica de tal manera que el efecto de los defectos
Figura 1: Ejemplo de extraccion de la movilidad y comparacion del high+ deberia observarse sélo en campo débil.
de la movilidad entre un dispositivo de tipo high+ y SiON.

04

Basado en la regla de Matthiessen y de las ecuaciones
semi-empiricas de cada intereaccién [28] podemos dar
una descripcion mas detallada de las interacciones en
presr(Va) = L Ips(Ve) 1 2) campo débil (Figura 2a). Pero decidimos proponer tam-
W Vps Qs(Va) bién un nuevo modelo semi-empirico mas adecuado a
nuestro caso. De este modo las interacciones tanto de
donde@Qs = ¢Ns[C/cm?] es la carga de inversion  |os RCS vy las impurezas ionizada como de los defec-

(g = 1,6021 x 10~ '9C es la carga de Coulomb]{cm)] tos en la interface Si/SiQestan descritos con solo una
la longitud yW[em] el ancho del canal. La carga de in-  ecuacion:

version se deduce de la capacitancia en regimen de in-
version medida con el método Split-CV.

: . _ L =d\N§.T 5
La extraccion del campo efectivo se ha obtenido con la Ho 1S ®)
Ecuacién 3 [20]: .

[20] donded} y ¢’ son constantes empiricd3,K | es la tem-

eratura.
Ees(Va) = @pep +1Qs ©) P . ) ] . )
efFAVG si En esta ecuacion los dos tipos de interaccion Coulom-
bica (RCS y defectos de interface) son descritos como
dondecg; es la permitividad dielectrica del S&(1,04 x una reduccion del efecto de apantallamiento de la car-

10~*2F/em), Qprp €s la carga de agotamientoyy ga inversa del canal del MOSFET. Asi obtenemos un
describe la contribucion de lag@n el campo eléctrico  modelo de la movilidad efectiva mas preciso (Figura
efectivo o vertical [20]. Un ejemplo de la extraccién de 2b). La comparacion entre un dispositivo de SifSiO

la movilidad esta dado en la Figura 1. Las explicaciones Si/SiO,/HfO, (Figura 1) muestra que la movilidad en
de la degradacion estan dadas en el parrafo siguiente. campo débil es mas alta cuando no hay Hf en la pila
de compuerta del MOSFET. En consecuencia el tiempo
entre dos colisiones de los portadores de carga es mas
largo cuando no hay Hf. Este fénomeno nos conduce a
conlcuir que se produce un aumento en las interacciones
en campo débil debido a los defectos eléctricos produ-
cido por la capa de Hf©

La extraccion de la 10T se ha hecho con los datos de la
C-V, para los dispositivos Hf© En el caso del MG/HfQ

el valor nominal es muy diferente del valor real debido
a un recrecimiento con la temperatura de la activacién
de las uniones [23, 17]. La ecuacién para la 10T es:

10T — EOT — (ESioz ) (4) La,reducci(’)n de Ips_,defecto_s Coulémbicos depende del
€hk método de deposicion del higheomo lo vamos a mos-

o . ) trar en los parrafos siguientes.
donde la permitividad relativa del SiCes 3.9 €s.0,)

y 20 para el HfQ (ex.) [24]. El espesor fisico de la  El compromiso Hf/EOT
capa highx esty,;[nm]. El EOT se ha obtenido con el

algoritmo de “fitting” desarollado por Hauseral. [25] Eluso del Hf es positivo para reducir el EOT y mantener
un nivel de corriente de compuerta suficientemente bajo

en relacién con las especificacion de la ITRS [29]. Pe-
ro al mismo tiempo encontramos una degradacién de la
movilidad, negativa para la rapidez de funcionamiento
del MOSFET. El problema de la degradacion es causa-
Como lo explicamos en la introduccion, la degradacion do fisicamente por la reduccion del tiempo de colision
de la movilidad (Figura 1) viene de una interaccién en- de los portadores como lo explicamos en el parrafo pa-
tre los portadores de carga y los defectos eléctricos de sado. Para reducir los defectos eléctricos de la capa de
la capa de Hf@. En la Figura 2 se muestra la movili- Hf podemos sea reducir la cantidad de Hf o modificar el
dad de un dispositivo high-con capa de SION de 2-1.5 método de procesamiento en términos de temperatura.

Resultados y Discusion

Evidencia de las interacciénes Coulémbicas
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Figura 2: La movilidad para diferentes tipos de interacciones:Coulémbicas en campo débil, phonones en campo medio y rugosidad de
interface en campo fuerte de acuerdo con [20]. Las interacciones con defectos de interface estan dadagpgry con defectos dentro la pila
high-x 0 RCS por p. ;. De acuerdo con la Ec. 2 el campo es proporcional a la densidad de la carga de inversiop.NEn a, las interacciones
estan descritas con un modelo complicado y no permite obtener una buena descripcién de la movilidad efectiva. En b usamos un modelo
mas sencillo (Ec. 5) y obtenemos una mejor precisiéon para la descripcion de la movilidad efectiva.

En el caso de un dispositivo de puro HfCel control Thermal Budget SPER SPER  Spike
de la temperatura y de la concentracion g&®Hcon la Dews 450°C 350°C 450°C
temperatura del “Degas”), es muy importante para redu- peaky [cm? [V .s] 260 250 240
cir la cantidad de defectos [17] y obtener un EOT més Net[10M2em 2] 1.2 13 1.6
fina. De hecho una temperatura demasiado at&50 (PIV)

°C) generaunarecristalizacion de la capa de HJ8D]. Npwir[101%em=2.cy—1] 0.8 0.87 1
Pero latemperaturay la concentracion g&Hgas pre- (CP)

cursor de ALD) también genera un recrecimiento del

espesor de _la capa de SiQOT) que reduce una par-  Tapla 1: Lista de la densidad de defectos en la pila TiN/TaN/Hf@

te la posibilidad de tener un EOT fino [23] y de otra exracta con dos tecnicas, “(Pulse-1V (PIV)” y “Charge Pumping

parte la calidad de la interface SiBIfO, [17], sobre (CP)"y del pico de la movilidad efectiva por disposotivos con la
° : : misma IOT y EOT. La mejor movilidad esta en correlacién con la

todo p"?“a B 900°C [.31]' En un trabajo.antenor [17] menor densidad de defetos (SPER+450C).

concluimos que un dispositivo con HfGiene que ser

procesado a una temperatura menor o igual a 650

y con una concentracion de,8 muy baja. La Tabla 1

sintetiza este resultado.

HfSION con una compuerta de FuSi que tenga una EOT
~0.8 nm (Figura 3a). La concentracién de N permite au-
mentar el valor det del HfSION [12] asi que podemos

En el caso del Hf@el recrecimiento del SiQhace au- alcanzar un EOT muy fino también con este tipo de pro-
mentar el EOT . Entonces el procesamiento que tiene un ¢&Sa@miento (alta temepratura o “high thermal budget”).
menor “thermal budget” y con un “Degas” a T=450 Tenemos que tomar también en cuenta el efecto del N

sera preferido. Por esta razén tenemos que usar una ace" 12 capa de Si© De acuerdo con [32] el N impide
tivacion de union de tipo SPER que trabaja a 86G&n un recr_e’C|m|ento de la IOT debido a su pr(_Jp|edad de
lugar de un Spike. No obstante la reduccion de la capa réduccion. No obstante el N puede contaminar la capa
de SiO, genera mas interaccion entre los portadores de d€ interface y generar un material mas cerca del SiON
cargay los defectos eléctricos en la interface,8i0, que del SiQ. El SiON tiene un valor dé& ~ 7 que es

y dentro la capa de Hf© Ademas los esquemas de inte- Mas alta que para el Siy eso contribuye seguramente
gracion usados en industria moderna necesitan una acti-& reducir el EOT. La reduccion de la presion parcial de

vacion de tipo Spike (mejor calidad de las uniones S/D). Oz durante el PNA, ayuda también a una mejor intro-
duccion del N en la pila de la compuerta como lo indica

La otra opcion es de disminuir la cantidad de Hf y usar la concentracion proveida por la medicién “X-ray Pho-
una capa highs hecha con una aleacion de HfSiON en toelectron Spectroscopy (XPS)” (Figura 3a).

su lugar. La ventaja de esta aleacion es que el N per-

mite que la capa tenga una estabilidad con respecto aEl aumento de N genera también una degradacién de la
la temperatura cerca del SiOPero el valor del Hf- movilidad como lo muestra la Figura 3b, tal como se ha
SIiON (=~ 12) es inferior al HfQ (= 20). Eso significa reportado en [33]. Se supone que el N genera interac-
gue no podemos alcanzar EOT del mismo espesor concién Coulémbica con los portadores de carga en el canal
los dos tipos de materiales highen teoria; los EOT y este efecto se vuelve mas importante cuando el N se
mas finos se han observado con dispositivos hechos deencuentra cerca del la interface Si/Si@&n un dispo-
HfO, (EOT ~0.8 nm) [23, 6]. Sin embargo si usamos sitivo con EO®0.8 nm, el experimento XPS muestra
condiciones de PNA en las cuales la presidon parcial de también un perfil de N mas cerca de la interface (Figu-
O es mas baja (ver Tabla 2) obtenemos un dispositivo ra 4) sugiriendo una penetracién mas importante del N
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Figura 3: a muestra la correlacion entre la reduccion del EOT y elhumento de la concentracion de N. A partir de 8 % de N se obtiene un
valor de k suficiente alta para alcanzar una EOT de 0.8 nm usando una interfaz de SiOcon una activacién de las uniones de 100CC. b
muestra la caida de movilidad que esta en correllacion con la reduccion de EOT debido a un aumento de la concentracion de N.
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Figura 4: Perfil de N para el dispositivo con el mayor espesor de cion del EOT en cualquier procesamiento. Obtenemos un EOT
HfSION. Se oberva un pico de N en la direccion del canal, sugi- sub-nanométrico con un procesamiento hecho con un “thermal
riendo una concentracién mas importante cerca del canal de in- budget” alto o estandar.

version. Este pico es méas importante para el dispositivo que tiene

la menor movilidad y la més alta concentracién de N.

[=]

IOT (0 espesor de la capa de $)OLa razdn es que los
efectos Coulémbicos de los defectos disminuyen con el
aumento del efecto de apantallamiento. Este efecto de
apantallamiento proviene de una parte de los atomos de

en la capa interfacial y la interfaz.
Podemos concluir que con cualquiera de los procesa-

m|entos: o_ptlmlzados es posible alcanzar un EOT sub- \ata1enla compuerta (Ni, Tay Ti) y de otra parte con el
nanométrico. Ante este res_u_ltado surge una pregunta:espesor del IOT [27]. Tenemos que comparar los efec-
¢es el efecto sobre la movilidad el mismo en los dos o de |as cargas (defectos) que degradan la movilidad
casos? en funcién de los efectos de apantallamiento. Entre FuSi
y MG la magnitud del apantallamiento es igual como lo
hemos mostrado en [34]. Si comparamos con la misma
IOT podemos deducir cual dispositivo o procesamien-
to genera mas defectos debido a la concentracion de Hf

Compromiso EOT/Movilidad por varios procesamien-
tos optimizados

En ésta Ultima parte intentamos comparar la movilidad
entre los dos tipos de dispositivos estudiados en l0s pa- " 1o N En |a Figura 6, podemos ver que los dispositi-

rafos precedentes: FUSYHISION y MG/HJO vos realizados con un procesamiento optimizado de tipo
En términos de EOT encontramos una movilidad muy MG (con TaN/TiN) o de tipo FuSi (NiSi) siguen la mis-
parecida (difiere de 15 %) para el mismo EOT (Figu- ma tendencia y en consecuencia obedecen a la misma
ra 5). Tenemos que indicar que el método de extraccion variacion del IOT o del efecto de apantallamiento.

usado para los dispositivos FuSi fue mas preciso que

para los dispositivos MG, y que el dopaje del canal para Podemos suponer que los efectos de carga son indepen-
los MG no fue tan precisamente controlado como en el dientes del procesamiento usado. La reduccion del EOT
caso de los dispositivos FuSi. De hecho para los dispo- con N por el HfSION genera una densidad de defectos
sitivos FuSi usamos el método de RF-split CV en el que igual a la de un dispositivo HfPque tiene por natu-

no hay impresiciones por corrientes de fuga a traves la raleza mas defectos. Para concluir esta parte podemos
compuerta. Entonces esta diferencia se debe probable-decir que la reduccién de escala por medio de un pro-
mente a un error de medicién. Bajo el punto de vista fi- cesamiento optimizado particular (que sea de bajo/alto
sico tenemos que mostrar la movilidad en funcién de la presupuesto térmico o “thermal budget” y con alta/baja
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Samples IL[nm] HfSION[nm] DPN PNA EOT[A]

S1 0.5 1.7 DPN2 PNAl 10
S2 a5 1.7 DPN1 PNA1 9.5
S3 0.5 2.3 DPN1 PNA1 11
S4 0.5 2.3 DPN1 PNA2 8.3

Tabla 2: Diferentes parametros de procesamientos para las mueas usadas en este esdudio. DPN1: potencia de RF E850W, presion
8mT, f = 10kHz, DC = 20 % y la duracion 20s, DPN2 es més suave que DPN1, es decir con menor DE%). PNA1: T=900°C
durante 15 s bajo O, a presion cercana a 0.5 T. PNA2 es mas suave que PNA1 es decir con me@gy presion (0.1% de 0.5 T).

400 queda dentro del limite de recristalizacidn, la reduccion

SION/Paly-Si o .
sof i * - del 10T, que disminuye el efecto de apantallamiento,
High-</MG -+ Highes/Poly-5i R . ..
3004 A 8 igh-x/Poly-31. puede explicar la caida de la movilidad cuando alcan-
< 250 Eﬂ* (No MG) zamos un EOT=0.8 nm. Con dispositivos hechos con
E 200 rﬂﬂ D ] FuSI/HfSION, la estabilidad es mucho mejor asi que el
"~ 150 r W Highw/MG ] problema de defectos eléctricos deberia ser menos im-
100 v O =IO, portante. No obstante, el uso de condiciones de nitri-
-~ ) HISIONIFUSI - L ; S
&0 & =Silhudhay dacién optimizada permite alcanzar un dispositivo con
A EOT~0.8 nmy con un “thermal budget” alto o estandar
0 O . —
0 5 10 15 20 25 30 33 (Spike) lo que fue considerado imposible con HfSION
10T [A] en el pasado. Pero el uso exagerado del N para reducir el
Figura 6: La reducién del 10T ensefia como se reduce el efectode ~ EOT p.uede generar un Camb'q de la naturaleza de la pi-
apantallamiento. La reducién del pico de la movilidad se explica la HfSION/SIG,. De hecho el Si@se vuelve probable-

como una reduccién de este efecto y es universal para cualquier mente SiON y el HfSION se encuentra con un valor de
tipo de dieléctrico. Obtenemos la misma tendencia entre los dos z _
procesamientos (FuSi o MG) sugiriendo que para un EOT menor k mUChO mas alto“d(_e lo que con_ocemos. 59'0 _una carac
de 1nm la densidad de defecto en el film no esta controlada. Los te”Z_aC|0_n fisica (“High Re_50|Ut|0n'Tran5m|53|0n Elec-
datos de la movilidad para los dispositivos con compuerta de Poly- tronic Microscopy”, “Fourier Transform Infra-Red” y
Siy TiN (anicamente) [7]. “Elastic Recoil Detection Analisys”) podria aclarar esta
modificacidn de la naturaleza de la pila del dispositivo;

concentracién de N) no tiene efecto sobre el desempe- para esto es necesario usar instrumentos con una preci-

fio de la movilidad y del EOT del MOSFET. En otras sion de O'.3'0'5 hm. Entonces, reduci_r’el EOT a e_sg:ala
palabras, bajo 1nm no es posible controlar la calidad nanometrica resulta en una_degradacmn de la movilidad
de materiales de interfaces o de las capas de materiale ue perjudica al funcionamiento del MOSFET como lo
high-x y SION. En consecuencia no podemos controlar emos mostrado.

el desempefio del MOSFET a esta escala con las téc-

nicas de deposicion que son la mas usadas en industria

(ALD, MOCVD, Nitradation etc.) con un esquema de
integracion de tipo “gate first”. Podemos pensar ahora
a cambiar de esquema de integracién y usar un proce-
samiento “gate last” como lo impuls6 INTEL [35] y/u
orientar las investigacion hacia otro material como el Zr.

Finalmente hemos comparado la movilidad de los dos
dispositivos con la variacion del IOT y resulté que con
un método 6 con el otro no podemos controlar la degra-
dacidn de la movilidad, es decir la calidad de las interfa-
ces materiales bajo 1 nm con las muy usadas técnicas de
Conclusiones procesamiento (ALD y MOCVD) con el esquema de in-
tegracion donde la deposicion del highes anterior a la
En este estudio, hemos enfocado nuestra atencién en elctivacion de las uniones (“gate first”). Entonces la op-
impacto de los defectos eléctricos debido a los materia- timizacién del procesamiento para reducir el EOT no es
les high« sobre la movilidad. Dada la simplicidad del compatible con el desempefio de la movilidad para los
modelo semi-empirico que hemos utilizado, podemos dispositivos highx hechos con Hf. Las industrias pue-
entender adecuadamente la degradacion de la movili- den usar un “thermal budget” estandar (1080 para
dad. De todos los métodos de procesamientos de mateHograr el mismo desempefio que un dispositivo con un
riales highx hemos elegido dos de los mas optimizados procesamiento mas “exético”, es decir con una activa-
y adecuados para el Hf: el MG/H§Qon activacién de cion de unién de tipo SPER que dafia la calidad y la re-
union de tipo SPER y el FuSi/HfSION con DPN+PNA. sistividad de las uniones (control del desempefio de los
En dispositivos de tipo MG/HfQ si el “thermal bud- MOSFET de canal cortes 50 — 30 nm) [36]. Por otro
get” es bajo podemos alcanzar un EQU.8 nm gracias lado, si queremos aumentar la movilidad por el medio
a la valorx del HfO, y a la reduccion del recrecimiento  de la calidad del film para los MOSFET con EOT sub-
de IOT. Pero el problema surge también del ke nanométrico tenemos que investigar otro tipo de esque-
genera una interface de mala calidad con el,Si@e- ma de integracion como el “gate last” o investigar otro
mas de defectos dentro el Hf. Aunque la temperatura material como el Zr.
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