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I Ciencias fisicas

Colisiones elasticas y seccion eficaz total hadron - hadron a altas energias

Carlos Avila Bernal

Departamento de Fisica, Universidad de Los Andes, Colombia

Resumen

Presentamos un estudio de la seccion eficaz diferencial para colisiones pp y pp basado en una parametrizacion de
la amplitud de dispersion en funcion de dos términos exponenciales que difieren en una fase. Esta parametrizacion
describe correctamente los datos experimentales, incluyendo el minimo de difraccion que es diferente para ambos
tipos de colisiones. Se presenta también un estudio detallado de la seccion eficaz total, o7, para colisiones pp, pp,
np y K*p. Para este estudio se usa una parametrizacion basada en un crecimiento logaritmico de 7 con la energia de

la colision. Se hace uso de relaciones de dispersion integrales para maximizar la muestra de datos estudiada. Todos
los datos existentes hasta la fecha (incluidos los datos del experimento TOTEM) son tenidos en cuenta. El estudio
concluye que o7 aumenta con la energia de la forma /n*(s) y predice un valor para o7 en colisiones pp a la energia
de 14 TeV de o= 109,1 = 1,6 mb. El documento adicionalmente presenta una revision de los métodos usados para
estudiar colisiones elasticas.

Palabras clave: dispersion elastica, seccion eficaz total, amplitud de dispersion, relaciones de dispersion, teoria de Regge.
Elastic scattering and hadron-hadron total cross sections at high energies
Abstract

We present a study of the differential cross section for pp and pp collisions based on the use of a parametrization
of the scattering amplitude as a function of two exponential terms with a phase difference. This parametrization
describes correctly the experimental data, including the diffraction minimum which is different for both processes.
Also, a detailed study of the total cross section, ¢, for pp, pp, n"p and K “p collisions is presented. This study uses a
parametrization based on the logaritmic increase of o7 with the energy of the collision. Integral dispersion relations
are used in order to maximize the data sample studied. All the existing experimental data up to date (including data
from the TOTEM experiment) are taken into account. The study concludes that 6T increases with energy as /n%(s)
and predicts a value for 67 in pp collisions at the energy of 14 TeV of 7= 109,1 + 1,6 mb. The document aditionally

presents a review of the methods used to study elastic collisions.

Key words: Elastic scattering, total cross section, scattering amplitude, dispersion relations, Regge theory.

L. INTRODUCCION

Entre el 20% al 25% de las colisiones entre hadrones son
elasticas. En estas colisiones ambos hadrones incidentes
salen intactos después de la colision, sin producir particulas
adicionales, sufriendo una pequefia desviacion con respecto a
sus trayectorias iniciales (con angulos de dispersion menores a
unos pocos miliradianes), pero manteniendo la magnitud de su
momento inicial y conservando todos sus numeros cuanticos.
Dado que el momento transferido en este tipo de colisiones
es muy bajo, no se pueden usar los métodos perturbativos
de la cromodinamica cuantica (QCD) para describirlos,
porque la constante de acoplamiento fuerte toma valores
muy grandes y hace que la serie perturbativa sea divergente
[1]. La tinica forma de entender la dindmica de los procesos
elasticos es a partir de observaciones experimentales y del uso
de modelos fenomenoldgicos basados en propiedades de la
amplitud de dispersion y en algunas suposiciones adicionales
sobre la estructura interna de los hadrones. Las suposiciones

de los diferentes modelos son probadas a medida que nuevos
datos experimentales son accesibles, lo que permite ajustar
los modelos sobre la evidencia experimental de una manera
iterativa y asi ir acercandonos a una descripcion aproximada
de los fendmenos internos que ocurren en los hadrones en el
momento de la colision.

La principal observable experimental es la seccion eficaz
diferencial, do/dt, donde ¢ es el cuadrado del cuadrimomento
transferido que explicaremos en la seccion II. La estructura que
presenta do/dt es la herramienta que tenemos para descifrar la
dinamica interna del proceso de dispersion elastica. A partir de
do/dt podemos medir otras variables experimentales como son:
la seccion eficaz elastica (0,), la seccion eficaz total (a7), el
cociente de la parte real a la parte imaginaria de la amplitud de
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dispersién (p) y el pardmetro de pendiente nuclear (B).
En la seccién III describimos cada uno de estas variables.
Durante mas de 50 anos diferentes experimentos han pro-
porcionado mediciones de do/dt a varias energias de cen-
tro de masa y tipos de colisiones hadronicas, lo que ha
permitido entender cémo la estructura de do/dt y demas
variables de dispersién eldstica cambian con la energia,
y asi tratar de establecer que fendmenos internos de dis-
persién dominan en diferentes regimenes de energia.

En este trabajo hacemos una revision de los datos ex-
perimentales que se tienen actualmente en colisiones pp,
pp, m¥p y K*p. Usamos la parametrizacién propuesta
por Amaldi [2] y relaciones de dispersién integrales que
nos permiten hacer un ajuste simultaneo de los datos
experimentales de o y p para los diferentes tipos de co-
lisiones hadronicas, con el fin de demostrar que todas las
colisiones hadrén-hadrén estudiadas tienen el mismo in-
cremento gradual con la energia y que la magnitud de las
secciones eficaces a altas energias difieren de acuerdo al
conteo y tipo de quarks que participan en la colisién. El
ajuste a los datos nos permite verificar si la seccién eficaz
total a las energias de los aceleradores actuales cumplen
con el limite de Froissart [3], el cual es explicado en la
secciéon V C. Los resultados de los fits son consistentes
con las mediciones recientemente publicadas por el ex-
perimento TOTEM a las energias de centro de masa de
7 TeV y 8 TeV [4-6], y nos permiten predecir el valor de
or para colisiones pp a la energia de 14 TeV. El colisio-
nador LHC empezara a tomar datos a esta energia en el
ano 2015. Para describir la estructura de do/d¢ usamos
una parametrizacién sencilla, propuesta inicialmente por
Phillps and Barger [7], basada en construir la amplitud
de dispersién nuclear como la suma de dos términos ex-
ponenciales que difieren en una fase. En este trabajo
mostramos que esta parametrizacién describe apropiada-
mente do/dt para colisiones pp y pp sobre todo el rango
de energias accesible.

En el presente documento empezamos por describir la
cinemética de las cosilisones eldsticas (seccién II), luego
en la seccién III hacemos una revisién de los datos experi-
mentales. En la seccién IV explicamos detalles de la con-
figuracion experimental para etiquetar y estudiar even-
tos de dispersion eldstica. Posteriormente hacemos una
breve revisién de modelos fenomenolégicos (seccién V)
y de las relaciones de dispersién (seccién VI). En las
secciones VII y VIII describimos los estudios realizados
con los datos de la seccién eficaz diferencial y total, res-
pectivamente. En la seccion IX presentamos nuestras
conclusiones.

II. CINEMATICA Y DEFINICION DE
VARIABLES

Para una colisién elastica A+ B — A+ B, con A
considerada como la particula proyectil y B la particula
blanco, en el sistema de laboratorio, y con cuadrimomen-
tos iniciales p;4, p;p y cuadrimomentos finales ps4, prp,

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):5-17, 2014

para A y B respectivamente, definimos el cuadrado de la
energfa del centro de masa (CM), s, como:

s = (pia +pip)? = m4 +m% +2mpE (1)

donde E es la energia en el sistema de laboratorio para
la particula proyectil. El cuadrado del cuadrimomento
transferido se define como:

t=(pra—pia)® = —dk?sen*(0/2) (2)

donde k es la magnitud del vector momento y 6 el &ngulo
de dispersién, ambos medidos con respecto al CM. s y ¢
son invariantes de Lorentz conocidas como variables de
Mandelstam.

Hay dos contribuciones a la dispersién de hadrones car-
gados: interaccién Coulomb e interaccién nuclear. La
amplitud de dispersién de Coulomb se obtiene a partir
de la ecuacién de Rutherford:

L 2khcaG3(t)

fc: ‘t‘

(3)
Donde el signo ”+” (”-”) es para interaccién de hadrones
de carga eléctrica de signo opuesto (del mismo signo).
« es la constante de estructura fina y G(t) es el factor
de forma electromagnético del protén, el cual se suele
aproximar a [8]:

i

G(t) = (1 + 0,71>2 (4)

De observaciones experimentales se ha encontrado que
para valores de |t| < 0,1 (GeV/c)? la amplitud de dis-
persién nuclear se puede parametrizar como:

_ kor(p+ i) exp(—31)

4mhe (%)

Donde B es el parametro de pendiente nuclear. Esta
parametrizacién es consistente con el teorema éptico:

47
O'T:?

Adicionalmente definimos p como:
_ Re(fult=0)
Sm (fu(t = 0))
La seccién eficaz diferencial viene dada por:
o TP )
Donde f = f, + f.e™?M) y ag(t) es la diferencia de fase

entre las amplitudes de dispersién de coulomb y nuclear,
¢(t), que se puede escribir como [9]:

fn

Sm{fu(t =0)} (6)

(7)

0,08
It]

o(t) =In < ) — 0,577 (9)
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Figura 1: Aporte porcentual a do/dt de la amplitud de dis-
persién de Coulomb, nuclear e interferencia nuclear-Coulomb.

Debido a la diferencia de fase entre la dispersion
coulomb y nuclear aparece un término de interferencia
nuclear-coulomb que también contribuye a la seccién efi-
caz diferencial. Usando las ecuaciones 3 a 5 podemos es-

do.

cribir de manera explicita la contribucién Coulomb (“%¢),

interferencia nuclear- Coulomb (%), y nuclear (%)
do.
a at-
do. A (he) 0 GA(t)
dt It]?
= +
dt It ()
don (1+p*)ot
— = — = exp(—Bl|t 10
o = Gt T exn(bl) (10

Donde el signo “+” es para colisiones antihadrén-hadrén
y el signo “-” para colisiones hadrén-hadrén. Con el fin
de entender la contribucién de cada término a do/dt,
usamos como ejemplo las mediciones recientes del ex-
perimento TOTEM a /s = 7.0 TeV [5] (B = 19.89
(GeV/c)™2, o7 = 98.6 mb) y asumimos un valor de
p = 0,145 (esperado a esta energia) y graficamos do/dt
para estas condiciones (Figura 1). A la energfa de /s =
7.0 TeV el término de interferencia tiene su maximo
aporte (10,2 %) para valores de |t| &~ 0,00076 (GeV/c)?
(que corresponde a un éngulo de dispersién de aproxi-
madamente 4 microradianes), a este valor de ¢ las disper-
siones nuclear y Coulomb tienen igual contribucién. La
dispersién de Coulomb domina a valores muy bajos de [t],
para |t| ~ 0,0001 (GeV/c)? la contribucién de Coulomb
es de =~ 95%. Para valores [t| > 0,005 (GeV/c)? la dis-
persién nuclear tiene una contribucién superior al 95 %,
mientras que la contribucién de dispersién Coulomb es
menor al 2 %.

Colisiones elasticas y seccion eficaz total hadron

III. REVISION DE DATOS EXPERIMENTALES
A. seccién eficaz diferencial, do/dt

La cantidad que se mide experimentalmente es dN/dt,
que corresponde al nimero de eventos que registra un
detector por intervalo de cuadrimomento transferido ¢ y
en un intervalo de tiempo definido. Este nimero se debe
corregir por la ineficiencia y cubrimiento azimutal (acep-
tancia) del detector, por tiempos muertos debido a regis-
tro de la informacién y por sustraccion de background.
Para encontrar el 4ngulo de dispersion 6 y de alli obtener
t, es importante conocer con alta precisiéon la posicién
del detector con respecto al haz de particulas, y los cam-
pos eléctricos y magnéticos por los que atraviesan las
particulas entre el punto de colisién y la ubicacién del de-
tector. Adicionalmente este angulo necesita ser corregido
debido a que el detector tiene una resolucion finita, que el
haz de particulas tiene dimensiones transversales (ancho
del haz), que las particulas dentro del haz no necesaria-
mente colisionan de manera frontal (divergencia del haz),
y que cada colisién no ocurre exactamente en el mismo
punto debido a la forma gaussiana en el eje longitudi-
nal del haz de particulas. Finalmente, se usa una medida
del flujo de particulas que colisionan como normalizacién,
usando como referencia el mismo intervalo de tiempo de
la medicién de dN/dt, (Luminosidad integrada, L [10])
para asi obtener la seccién eficaz diferencial:

dr _ 1dN "
dt L dt

Las mediciones que existen para do/dt son més abun-
dantes para colisiones pp y pp, donde hay cubrimiento de
energia desde unos pocos GeV hasta 7 TeV. La energia
mas alta corresponde a resultados recientes del experi-
mento TOTEM del colisionador LHC, se espera para el
2015 nuevas mediciones de TOTEM a /s= 14 TeV. El
cubrimiento en cuadrimomento transferido va desde va-
lores muy bajos de [t| &~ 0,0001 (GeV/c)? hasta |t| ~ 12
(GeV/c)? y es diferente para cada energia ya que depende
del cubrimiento logrado por cada experimento [11]. Las
Figuras 5 y 6 muestran los datos de do/dt para colisiones
pp y pp a altas energias, respectivamente. A valores de
[t| > 0,005 (GeV/c)? domina ampliamente la dispersién
nuclear y se observa un decaimiento exponencial hasta
llegar a un minimo de difraccién. El minimo de difraccién
para colisiones pp es mas profundo y bien determinado
comparado con colisiones pp donde se tiene un minimo
mas plano que es mas consistente con un cambio de pen-
diente. Posterior al minimo de difraccién se aprecia un
nuevo decaimiento exponencial con una pendiente mas
pequena, también se observa que a medida que la en-
ergia de la colisién incrementa el minimo de difraccién
se mueve hacia valores més bajos de |t| haciendo que el
decaimiento exponencial antes del minimo de difraccién

tenga una pendiente mucho més pronunciada.
La seccién eficaz elastica se obtiene a partir de integrar
la seccién eficaz diferencial proveniente de dispersién nu-
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clear:
/ dﬂdt (12)

Podemos obtener una buena aproximacién para la
seccion eficaz total elastica a partir de integrar la
seccién eficaz diferencial proveniente de dispersién nu-
clear, asumiendo no estructura para 92 e
mando dt" a la exponencial decayente antes del minimo
de difraccion:

do, (do,
- () emnom) (13)

Con esta parametrizacién obtenemos:

Ut2()t (1 + p2)

el = 14
Tl 167 B(hic)? (14)
El ignorar la estructura de ‘%" mas alld del minimo de

difraccién sélo tiene un efecto menor al 0,2 % en el célculo
de la integral.

B. Seccién eficaz total, or

La seccién eficaz total coresponde al area efectiva del
hadrén que interactua con el haz de particulas que incide
sobre él. La medicién de la seccion eficaz total para un
proceso de dispersion especifico provee informacion del
tamano del hadroén, el cual depende de la dindmica del
proceso de dispersiéon. Dado que el hadrén es un sistema
compuesto de quarks y gluones, cada constituyente con-
tribuye de manera diferente al proceso de dispersion y
esta contribuciéon depende de la energia de la colision.

Existen tres métodos para medir la seccién eficaz total:
1) Normalizacién de Coulomb, 2) Método dependiente de
luminosidad, y 3) Método independiente de luminosidad.
La normalizacion de Coulomb se puede usar cuando se
pueden medir dngulos de dispersién muy pequetios (del
orden de microradianes), tal que se alcance a tener un in-
tervalo de cuadrimomento transferido donde la dispersién
Coulomb sea la contribucién dominante a la seccién efi-
caz diferencial: d" R~ dg;, y dado que d;; corresponde a
la dispersion de Rutherford, que es completamente cono-
cida, podemos usar la ecuacion 11 para determinar el
valor de luminosidad. Adicionalmente, usando las ecua-
ciones 10 y 11, con la extrapolacion ( o ) para dispersiéon
nuclear en el punto ¢ = 0, y la luminosidad obtenida de
la normalizacién de Coulomb podemos obtener:

167 [ dN, 1/2
14 02)? = he n 1
or (1+ %) L\ dt ), (15)

Dado que el parametro p toma valores pequenos a altas
energias, el uso de una extrapolacién de méas bajas en-
ergias para p producird una incertidumbre inferior al 1%
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en la determinacién de op. En el caso que un experi-
mento dado no alcance a registrar angulos donde la dis-
persién de Coulomb tenga una contribucién significativa
requerird hacer una medicién adicional para la luminosi-
dad (método dependiente de luminosidad), que se hace
usualmente midiendo las caracteristicas de los haces de
particulas que colisionan, estas mediciones por lo general
tienen incertidumbres altas (4% en el acelerador LHC y
13% en el acelerador TEVATRON) que afectan la pre-
cisién con que se pueda llegar a conocer op [12]. Para
evitar la dependencia de la luminosidad en la medicién de
or se debe hacer una medicion simultanea del nimero de
colisiones eldsticas (N,;) e ineldsticas (N;ner) producidas
en un intervalo de tiempo determinado, haciendo las co-
rrecciones respectivas a cada una de ellas por eficiencia,
aceptancia de los detectores usados, background y tiem-
pos muertos producidos por el sistema de adquisicién de
datos. Con estos dos valores la seccién eficaz total se
puede escribir como:
Nel Ninel
OT = Oel + Tinel = T + T
La dependecia de la luminosidad integrada L se
puede evitar combinando esta ultima ecuacién con la
ecuacién 15 (método independiente de la luminosidad):

(16)

167 (hc)? 1 <dN
ar =

- 17
1+172 Nel+Ninel dt >t0 ( )

la misma aproximaciéon que en la

1 (dN,
Na=— 1
: B< dt >t=0 ()

Niner incluye todas las topologias de las colisiones
que no son eldsticas, esto significa que se debe medir el
nimero de colisiones donde ambos hadrones incidentes
se rompen después de la colisién (colisiones no difracti-
vas), donde alguno de los dos permanece intacto (coli-
siones difractivas simples) o donde ambos permanecen
intactos después de la colision perdiendo parte de su
energfa y generando nuevas particulas (colisiones doble-
mente difractivas). Los detectores centrales alrededor del
punto de colisién con calorimetros y reconstrucciéon de
vertices juegan un papel fundamental para la medicién
de Niper [13-15], algunos experimentos que no han con-
tado con estos sistemas centrales han tenido que requerir
condiciones especiales del haz de particulas con el fin de
sustraer los backgrounds de sus sefiales [16], [17]. Cuando
se tienen muy altas luminosidades instantédneas,L (£ >
1032em=2s71) se puede explotar el fenémeno de “pile-
up” para medir g, cuando dos conjuntos de hadrones
cruzan el punto de interacciéon puede haber mas de una
colisién simultanea. La probabilidad de que ocurra un
nimero n de colisiones ineldsticas en un mismo cruce de
conjunto de protones sigue la distribucién de Poisson:

Realizando
ecuacién 13:

po
P(n,p) = O (19)
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Donde p = LoineAt, donde At correponde a una ven-
tana de tiempo muy corto, tipicamente de 1 segundo. Se
puede medir la probabilidad P para diferentes luminosi-
dades instantaneas y diferente niimero de vertices prima-
rios de interacion reconstruidos, n y de alli extraer ojpe;.
Este método novedoso ha sido implementado por primera
vez en el experimento CMS del acelerador LHC [13].

La Figura 7 muestra los datos de las secciones eficaces
para colisiones pp y pp en funcién de la energia de centro
de masa. A bajas energias (/s < 30 GeV) las secciones
eficaces totales van decreciendo a medida que la energia
aumenta. A energias /s > 30 GeV las secciones efi-
caces aumentan de manera logaritmica con la energia. A
bajas energias o7¥ es mayor que oi¥ pero ambas conver-
gen al mismo valor a medida que la energia aumenta,
esto significa que los procesos de dispersién parténica
varian a medida que la energia de colisién cambia. A
bajas energias los quarks constituyentes de los hadrones
(quarks de valencia) dominan la interaccion, los canales
de aniquilacién quark-antiquark hacen que o sea mayor
que 0¥, a medida que la energia aumenta también se au-
menta la probabilidad de fluctuaciones de gluones a pares
quark-antiquark dentro del hadrén, generando quarks
adicionales a los constituyentes (quarks del mar), estos
gluones y quarks del mar dominan la interaccién a al-
tas energias, haciendo que las secciones eficaces hadron-
hadrén y hadrén-antihadrén converjan al mismo valor.
Existen mediciones de o%” producidas en experimentos
de rayos césmicos, las cuales se caracterizan por sus altas
incertidumbres debido a que las cantidades medidas en el
experimento estdn indirectamente relacionadas con o4’
Entre estas cantidades estan la composicién de los rayos
c6ésmicos y la composicién molecular de la atmésfera. Se
mide la seccién eficaz ineldstica para colisiones protén
-aire y usando modelos para el chorro de particulas gene-
radas se infiere o;ne; y o' [18]. La Figura 9 corresponde
a or para colisiones 7¥p y K*p donde se verifica que
todas las secciones eficaces hadrén-hadrén y antihadrén-
hadrén convergen al mismo valor e incrementan con la
energia de manera logaritmica en la misma proporcion.

C. Cociente de la parte real a la parte imaginaria
de la amplitud de dispersién, p

Del teorema 6ptico (ecuacién 6) se deduce que la parte
imaginaria de la amplitud de dispersiéon en la regién
frontal (dngulos de dispersién de cero) aumenta con la
energia. Como veremos en la seccién VI las propiedades
de analiticidad y simetria de cruce de la amplitud de dis-
persién relacionan el cociente de la parte real a la imag-
inaria de la amplitud de dispersién en la regién frontal,
p, con la seccién eficaz total, por lo tanto mediciones de
p son complementarias y ayudan a entender el compor-
tamiento de o a altas energias.

El pardmetro p aparece en los términos de dis-
persién nuclear y de interferencia nuclear-coulomb (ver
ecuacién 10). Dado que los valores de p por lo general
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son pequenios (p <0,15) el término de interferencia es el
mas sensible a p y es el que experimentalmente se usa
para su mediciéon. Experimentos cuyo objetivo es medir
p necesitan alcanzar valores de t cercanos a la regién de
méxima interferencia nuclear-coulomb (|tintery.| =~ 103
(GeV/c)?) y medir 92, p se obtiene a partir del ajuste de

la funcién de interferencia descrita en la ecuacién 10 al
‘fi—‘; medido en el experimento.

La Figura 8 muestra los datos para pP? y pPP. Los datos
para colisiones pp son mas abundantes. Ambos, pFP y
pPP. convergen hacia un mismo valor a altas energfas, con
valores siempre por debajo de p < 0,15, lo que implica
que a altas energias la parte imaginaria de la amplitud

de dispersiéon domina ampliamente.

IV. CONFIGURACION EXPERIMENTAL PARA
MEDICIONES DE DISPERSION ELASTICA

A medida que incrementa la energia de la colision los
valores de ¢t (y por lo tanto de dngulos de dispersién
0) por debajo del minimo de difraccién, que son ttiles
para la medicién de or y p se hacen muy pequenos
(Jt| <0,5 (GeV/c)? que corresponde a valores de 6 de
una fraccién de miliradian). Se necesitan dispositivos y
condiciones especiales del haz de particulas para poder
detectar estos dngulos. Los dispositivos que se usan con-
sisten en contenedores de acero que se incrustan den-
tro del tubo del acelerador y pueden ser reposicionados
de manera remota hasta unos pocos milimetros del cen-
tro del haz de particulas, con una resolucién de unos
pocos micrémetros. Se ubican en posiciones longitudi-
nales muy lejanas al punto de interaccién con el fin de de-
tectar particulas dispersadas que viajan dentro del tubo
del acelerador [19]. Estos dispositivos sirven como ollas,
dentro de las cuales se ubican los detectores que regis-
tran las coordenadas x, y de las particulas que llegan a
ellos (con resoluciones tipicas del orden de 100 pm). Los
primeros dispositivos de este tipo fueron desarrollados
en la decada de 1970 por un grupo de la universidad de
Roma para ser usados en el primer colisionador protén -
protéon del laboratorio CERN, desde entonces se les de-
nomina “Ollas Romanas”. Las ollas romanas cuentan con
un sistema de fuelles que les permite cambiar su posicién
sin afectar el vacio del acelerador (ver Figura 2). El sis-
tema de posicionamiento consiste en un motor de paso
cuyo numero de giros es calibrado para indicar la ubi-
cacion de la olla romana en milimetros. Para reducir las
incertidumbres en la posicion se usa por lo general un
sistema adicional de sensores como por ejemplo trans-
formadores diferenciables variables lineales (LVDT, por
sus siglas en inglés). Para reducir el material que deben
atravesar las particulas en su paso hacia el detector, a
las ollas romanas se les coloca una ventana en frente del
detector de menos de 100 micrones de grosor. Los detec-
tores que se usan para el registro de las particulas deben
ser de pequenas dimensiones, tal que quepan dentro de
la olla y cuentan con un sistema de pines que permitan
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su correcta ubicacién y alineacién. Los detectores por lo
general son de tres tipos: detectores gaseosos, fibras de
centelleo o detectores de silicio. Adicional al detector de
coordenadas de la particula se debe contar con bloques
centelladores que permitan hacer registro de tiempo de
vuelo de la particula desde el punto de interaccién a la
ubicacién del detector.

Con el fin de etiquetar correctamente los eventos
eldsticos en colisionadores hadrénicos se colocan esta-
ciones de ollas romanas de manera simétrica a ambos
lados del punto de interaccién, con por lo menos un par
de estaciones a cada lado. En cada estacién se debe
contar como minimo con un par de ollas romanas con
sus respectivos detectores que se puedan acercar al haz
de particulas ya sea en el plano vertical u horizontal.
Se verifica la propiedad de colinearidad de los eventos
elasticos (las dos particulas dispersadas después de la
colisién deben viajar en direcciones opuestas con iguales
dngulos de dispersién) en ollas romanas diagonalmente
opuestas al punto de interacciéon para proceder con el re-
gistro de cada evento. Dada la 6ptica del acelerador de
particulas, entre el punto de interaccién y la ubicacién del
detector se pueden tener magnetos para enfocar el haz o
desviar su trayectoria. Por esta razon las particulas no
viajan en linea recta entre el punto de interaccion y el
detector. Si se conoce la 6ptica del haz, se puede estable-
cer una relacion entre las coordenadas de la particula en
un detector (z;, y;) y las coordenadas(zo, yo) y el dngulo
de dispersion en el punto de interaccion (6, 6):

x; = Myxo+ Ly 0,
yi = Myiyo + Ly,by (20)

Donde M, ;, Ly (My,, Ly;) son elementos de trans-
porte en el eje horizontal (vertical) para la localizacién
del detector [10], los cuales son funciones de los campos
eléctricos y magnéticos por los que atraviesa la particula
desde el punto de interaccién hasta la ubicacion del de-
tector. En el caso que las coordendas xg, yg en el punto
de interaccién sean despreciables (que es lo que normal-
mente se espera ya que el punto de colisién corresponde
al punto (0,0)), entonces el dngulo de dispersién se ob-
tiene como el cociente de la coordenada medida en el
detector sobre el el elemento matricial L, esto es equiva-
lente a determinar el &ngulo como si la particula hubiese
viajado en linea recta una distancia longitudinal L, (L)
y una distancia lateral = (y) , por esta razén a Ly (Ly)
comunmente se le llama distancia efectiva en el eje z (y).

La Figura 2 muestra como ejemplo la configuracién ex-
perimental para estudiar eventos elasticos de colisiones pp
en el experimento DO del acelerador TEVATRON [20].
El punto de interaccin (PI) se encuentra ubicado en el
centro del detector principal del experimento D0 (que
no se incluye en el diagrama). Alrededor del punto de
colisién se observa una serie de magnetos cuadrupolares
usados para enfocar los haces de particulas en el PI. Un
protén/antiprotén dispersado pasa a través de los magne-
tos cuadrupolares y llega a la primera estacion de ollas ro-
manas (ubicadas a 23 m del PI), posteriormente atraviesa
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un separador electrostatico, para mantener apartados los
haces de protones y antiprotones fuera del punto de in-
teraccion, y arriba a una segunda estacién (ubicada a 31
m del PI). Los registros de coordenadas de los detectores
atravesados en ambas estaciones permiten reconstruir el
angulo de dispersion en el PI usando la ecuacién 20
y teniendo conocimiento de los campos magnéticos y
eléctricos producidos en los magnetos y en el separador.
Las estaciones atravesadas por un antiprotén (protén)
dispersado son llamadas A; (P1) y As (P2). En cada
estacién hay 4 detectores (U,D se mueven sobre el eje ver-
tical alrededor del haz, y O,I sobre el plano horizontal).
Un evento eldstico es etiquetado si hay un antiprotén
atravesando dos detectores Ay y Ao, en coincidencia con
un proton atravesando dos detectores Py y Ps | exigiendo
que las coincidencias de los detectores cumplan con la
condicién de colinearidad.

La Figura 3 muestra una comparacién tipica de las
coordenadas verticales para antiprotones y protones dis-
persados en la misma colision. Se observa la correlacion
de las coordenadas correspondientes a la condicién de
colinearidad pero adicionalmente se observan eventos de
background superpuestos a la banda de correlacién, que
se deben sustraer en el andlisis de datos. El ancho de
la banda de correlacién es consecuencia de la divergen-
cia de los haces de particulas y de la resolucién de los
detectores.

En los colisionadores de particulas de altas energias
se tiene como objetivo principal la bisqueda y estudio
de eventos con secciones eficaces muy bajas, lo que re-
quiere tomar datos con las luminosidades més altas posi-
bles. Para incrementar la luminosidad se usan los mag-
netos cuadrupolares para enfocar al maximo los haces de
particulas y reducir sus areas transversales en el punto de
colisién. Esto tiene como efecto que las dreas transver-
sales del haz en otros puntos del acelerador se incremen-
tan haciendo que las ollas romanas no puedan ser ubi-
cadas tan cerca al centro del haz de particulas como se
requiere. Para la toma de datos de colisiones eldsticas,
por lo tanto, se requiere lo opuesto: bajas luminosidades
a traves de un menor enfoque en el punto de colisién, de
esta manera se reduce el area transversal en los puntos
donde estan ubicadas las estaciones de las ollas romanas
permitiendo que se puedan ubicar més cerca al centro del
haz de particulas.

V. MODELOS FENOMENOLOGICOS

Dado que la cromodinamica cudntica perturbativa no
puede explicar dispersién elastica, se recurre a la ex-
pansién de la amplitud de dispersién en ondas parciales
para extender las propiedades de unitariedad, analitici-
dad y simetria de cruce de la amplitud de dispersién a
dominios de momento angular mas amplios, como por
ejemplo valores continuos y valores complejos. Si se ig-
nora spin la amplitud de dispersién se puede expandir
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Figura 2: Esquema de las estaciones de ollas romanas (A1, Az, P1, P2) del experimento DO del laboratorio Fermilab. Las letras
U, D, I, O indican los detectores que se pueden mover cerca al haz de particulas.
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Figura 3: Comparacién de coordenadas verticales (medidas
desde la base del detector) para coincidencias entre detectores
de protones y antiprotones. La banda oscura corresponde a
la correlacién de las coordenadas debido a que el dngulo de
dispersién de ambas particulas que colisionan eldsticamente es
el mismo. Los puntos superpuestos a la banda de correlaciéon
corresponden a eventos de background.

como una serie de polinomios de Legendre:
1 [e.°]
= > (20 + 1) Py(cosb)ay (k) (21)
£=0

Donde s, t son las variables de Mandelstam y ay(k) es
la amplitud de dispersién para la f-ésima onda parcial.
Esta ultima se puede determinar a partir del corrimiento
de fase d; de la onda parcial con momento angular ¢:

621‘52 -1

24

as(k) = (22)

La propiedad de unitariedad de f(s,t) garantiza que la
suma de las secciones eficaces de dispersion o, para cada
onda parcial nos debe dar como resultado la seccién efi-
caz total (o = Zag) en otras palabras la propiedad

de unitariedad ex1ge que la suma de las probabilidades
de dispersién de cada onda parcial sea igual o menor
que la unidad. La propiedad de analiticidad se refiere a
que la amplitud de dispersion se puede expandir en una
serie de potencias convergente y por lo tanto es infinita-
mente diferenciable, excepto en un nimero finito de pun-
tos. La simetria de cruce se refiere a que la observacién
del proceso de interaccién a + b — ¢ + d implica la exis-
tencia de las interacciones donde se cruza la particula al
otra lado de la reaccién cambidndola por su antiparticula:
a+é—b+d d+é—b+a, at —b+c+d, etc.

A. Modelos Geométricos

La descripcién de una interaccién desde mecdnica
clasica se hace a través del parametro de impacto b que
corresponde a la distancia perpendicular entre la trayec-
toria inicial de movimiento de la particula proyectil y el
centro dispersor. Los modelos geométricos que describen
dispersion elédstica estdn basados en la representaciéon de
la amplitud de dispersién en el espacio del pardametro
de impacto [21] y en la propiedad de unitariedad de la
amplitud de dispersion. A altas energias la amplitud de
dispersion debe tener contribuciones de ondas parciales
con valores muy grandes de ¢, por lo que se hace conve-
niente cambiar la suma discreta de ondas parciales por
una integral (3 — [df), para esto usamos la relacién

¢

clésica entre momento angular y parametro de impacto
y por conveniencia adicionamos a ¢ un factor de 1/2 que
tiene un efecto despreciable para valores grandes de ¢:
{+ % = bk. Igualmente podemos usar la siguiente aprox-
imacién para los polinomios de Legendre: para { — oo,
Py(cos) — Jo(gb), con ¢> = —t y t definido en la
ecuacion 2 (¢ 'es el momento transferido). Poniendo estas
aproximaciones juntas podemos reescribir la amplitud de
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dispersion en términos de una doble integral:

f(s,t) = /Zkao(qb)a(b,s)db (23)
b oo 2m .
= = [ bdb | a(b,s)e'Tlde (24)

Donde se ha sustituido a;(k) por a(b,s) y en el ltimo
término de la derecha se usé la representacion integral de
la funcién de Bessel Jo(gb) (¢ hace referencia al dngulo
azimutal). La parte fenomenolégica entra en modelar
la funcién a(b,s) que describa correctamente los datos
experimentales. Siguiendo la relacién 22, a(b, s) se puede
escribir como:
a(b,s) = l (e_ﬂ(b’s) - 1) (25)
23
Donde (s, b) corresponde a la opacidad que presenta
el hadrén para un pardmero de impacto b. La amplitud
dispersién se escribe como (d2b = bdbdg):

_ ﬁ 27 iGb (1 —Q(b,s)
fs,t) = 5 /d be (1 e ) (26)

Diferentes modelos de estructura del hadrén se ven re-
flejados en la funcién (b, s) [22-25]. Siguiendo las rela-
ciones 6 y 12 y usando la ecuaciéon 26 podemos escribir:

or =

2/%6{1 — e 2N 2p (27)
Oel = / 11— e 2091242 (28)

Un modelo sencillo es asumir que el hadrén es un disco
negro de radio R, en este caso Q2 — oo y o = 27R?,
o = mR2, es decir que el caso en que asintéticamente
con la energia el hadron se llegue a comportar como un
disco negro se esperaria la seccién eficaz eldstica sea la
mitad de la seccién eficaz total. Existen trabajos que
indican que con los datos existentes de o ya se puede
confirmar este comportamiento [26].

B. Teoria de Regge y el Pomerén

La teoria de Regge esta basada en extender la ex-
pansién en ondas parciales al plano complejo de momento
angular. Usamos la transformacién de Sommerfeld-
Watson [27] para este propdsito:

F(s,t) = 2”{( 1) (E;) (6,5, 6)d0  (29)

El contorno de integracion C rodea el eje real positivo de
¢, como se indica en la Figura 4. Las funciones a(¢,s) y
P(¢, s,t) son las continuaciones de as(k) y los polinomios
de Legendre Py a valores complejos de ¢£. Como los polos
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Im(l)

Re(l)

Figura 4: Contornos de integracién para la Transformacién
de Sommerfeld-Watson donde se indican dos polos de Regge.

del integrando se encuentran en valores enteros de ¢, por
el teorema de residuos obtenemos la expansién original
en ondas parciales dada por en la ecuacién 21.

Si deformamos el contorno C' a C7, donde C7 va desde
un valor de 1/2 —ico a 1/2 + ico (una linea vertical pa-
ralela al eje imaginario con Re(¢) = 1/2), el nuevo con-
torno C; puede encerrar polos de a(l,s). Si el i-ésimo
polo ubicado en £ = «a(t) (llamado polo de Regge) tiene
un residuo 3;(t) podemos reescribir la amplitud de dis-
persién como :

N
2+7,oo

/ (20 + 1)8“(17’5)19(& s, 1)de

fst) = L en(mf)

2ik

_ B aft),s
+ zi:sin(wai(t))P( (8):5:%) (30)

En el limite cuando s — oo la integral de la expresién
anterior tiende a cero y la funcién P(a(t), s, t) s=s s,
por lo que la amplitud de dispersién se simplifica a:

f(s,t) s=s B(t)s*® (31)

Donde 3(t) contiene todos los factores que dependen de ¢.
Para valores reales y positivos de ¢ los polos de Regge re-
presentan resonancias y estados ligados, «(t) representa
una trayectoria de Regge (o Reggedn) que se interpola
entre las diferentes resonancias o estados ligados y que
sigue una linea recta: a(t) = a(0) + a/t.

Si usamos esta trayectoria de Regge y la ecuacién 8
podemos escribir la seccién diferencial elastica como:

dO‘el
dt

_ F(t)sza(o)72672(1/“””(8) (32)

Donde F(t) tiene en cuenta los residuos.También pode-
mos usar el teorema éptico para obtener:

oT 5= Sa(0)71 (33)

El intercepto de la trayectoria de Regge es el que con-
tribuye a la seccién eficaz total. Las trayectorias de Regge
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conocidas hasta el momento tienen interceptos a(0) < 1,
lo que implicaria que o decreceria con la energia, lo cual
estd en contraposicién con las observaciones experimen-
tales que indican que o7 decrece con la energia hasta
llegar a una regién plana y luego comienza a aumentar.
Para conciliar la teoria de Regge con los experimentos se
hace necesario la existencia de una trayectoria de Regge
con intercepto «(0) > 1, a esta trayectoria se le llama
Pomeroén, la cual hasta el momento no se puede asociar
con ninguna particula y es tema de estudio tanto a nivel
tedrico como experimental. Una indicacién de que efec-
tivamente el Pomerén es una buena explicaciéon para el
creciemiento de o son las parametrizaciones propuestas
por Donachie y Landshoff [28] donde los datos experi-
mentales de o son correctamente descritos a través de
la suma de un Reggeén mas un Pomerén. Existen al-
gunos modelos tedricos que predicen la existencia de mas
de un Pomerdén [29] y la existencia de un companero del
Pomerén llamado Odderén [30] para el cual no hay evi-
dencia experimental hasta el momento, pero que puede
tener consecuencias en el comportamiento asintotico de
arT.

C. Teoremas asintéticos

A partir de la expansiéon en ondas parciales de la am-
plitud de dispersién y de sus propiedades de unitariedad
se puede encontrar una cota para el crecimiento de la
seccién eficaz total con la energia, que se le llama el limite
de Froissart, el cual indica que para que se mantenga uni-
tariedad la seccién eficaz total no puede crecer mas rapido
que In?(s) [3]:

o7 < ——In?(s) (34)

M

Donde m. es la masa del piéon. Las observaciones hechas
con los ultimos aceleradores de particulas, en el rango de
energias de TeV, han conducido al debate de si existe evi-
dencia suficiente de la saturacién del limite de Froissart
y qué implicaciones tendria esta saturacién [31].

El comportamiento asintotico de los parametros que
describen dispersion elastica se convierten en una herra-
mienta fundamental para restringir los diferentes mode-
los fenomenoldgicos. Este comportamiento asintotico se
puede determinar a partir de las propiedades de la ampli-
tud de dispersién. El teorema de Pomeranchuk [8] es una
de las restricciones mas importantes que deben cumplir
los diferentes modelos. Este teorema predice que a al-
tas energias las secciones eficaces para colisiones hadrén-
hadrén y antihadrén-hadrén (por ejemplo pp y pp) con-
vergen a un mismo valor. La predicién del teorema de
Pomeranchuk es ratificada por los datos actuales, como
se puede ver en la Figura 7.

Colisiones elasticas y seccion eficaz total hadron

VI. RELACIONES DE DISPERSION

A partir del teorema de Cauchy se pueden derivar rela-
ciones de dispersién integrales que establecen ecuaciones
entre las partes real e imaginaria de la amplitud de dis-
persién [32]:

Ref(E 711-P/<Jme/

Smf(-E') ’

+ B+ E )dE (35)
Donde P antes de la integral significa el valor principal
de Cauchy.

Si consideramos la amplitud de dispersién, f, como
compuesta de dos términos con paridad par (f4) e impar
(f-), podemos escribir la amplitud de dispersién para
colisiones hadrén-hadrén (ab) y antihadrén-hadrén (ab)
como:

fab = f++f—
fav = f+—f- (36)
(37)

Se puede demostrar que las amplitudes fi, f— cumplen
con las siguientes relaciones de dispersién en términos de
derivadas [33, 34]:

e [E (4 \]Smp
Refr = s%tan {2 (a 1+ dln(s))} = (38)
Ref_ = s%tan [ﬂ- <a+ dls(s))} J?af7 (39)

En este trabajo usaremos las relaciones de dispersién
integrales para poder estudiar simultaneamente los datos
de or v p.

VII. ESTUDIO DE LA SECCION EFICAZ
DIFERENCIAL

En este trabajo presentamos un estudio modelo-
independiente de do/dt. Basados en el hecho que do/dt
muestra un decaimiento exponencial pronunciado antes
del minimo de difraccién y un segundo decaimiento ex-
ponencial, menos pronunciado, después del minimo de
difracciéon. Podemos construir una amplitud de dis-
persién como la suma de dos términos exponenciales con
diferente pendiente nuclear y que difieren de una fase en-
tre ellas. La interferencia que se presenta entre los dos
términos exponenciales puede explicar la profundidad del
minimo de difraccién y también porque esa profundidad
es diferente para colisiones hadrén-hadrén y antihadron-
hadrén. La amplitud de dispersién la podemos escribir
como:

F(s,8) = Lol (14p?)1/2 (72112 4 CemBatl2i%) (a0)
C
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Figura 5: do/dt para colisiones pp y sus correspondientes
ajustes. La escala vertical ha sido normalizada de manera
diferente para diferenciar los datos de cada energia

Nuestra motivacion para proponer esta amplitud de dis-
persién es meramente empirica, al igual que en los tra-
bajos desarrollados en [7] y [35]. Esta parametrizacién
también converge a la ecuacién 10 cuando solo un
decaimiento exponencial es considerado para do/dt.
Sin embargo, términos similares para la amplitud de
dispersion se obtienen a partir del modelo quark-

diquark [36], [37].

En las Figuras 5 y 6 se presentan los resultados a
los ajustes hechos a los datos de do/dt para colisio-
nes pp y pp respectivamente, donde se demuestra que
la parametrizacién propuesta describe correctamente los
datos desde energias de colision de 19 GeV hasta 7 TeV
para colisiones pp (desde 19 GeV hasta 1.96 TeV para
colisiones pp). Las energias de 19 GeV y 53 GeV, donde
se tienen datos para ambos tipos de colisiones, muestran
que las pendientes nucleares antes y después del minimo
de difraccién son similares, dentro de las barras de error,
para colisiones pp y pp. La diferencia en do/dt para am-
bos tipos de colisiones se presenta en el minimo de de
difraccién que en un caso es constructiva (pp) y en el
otro caso es destructiva (pp).
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Figura 6: do/dt para colisiones pp y sus correspondientes
ajustes. La escala vertical ha sido normalizada de manera
diferente para diferenciar los datos de cada energia

ESTUDIO DE LA SECCION EFICAZ
TOTAL

VIII.

En el presente trabajo estudiamos el comportamiento
logaritmico de la seccién eficaz sin estar atados a un mo-
delo fenomenolégico en particular, en vez de esto usamos
la parametrizacién propuesta por Amaldi [2]:

o= AlEiNl + A2E7N2 + Co + Cllnw(s) (41)

Donde el signo “+” (“-”) se usa para obtener oz, (0pp)-
Los dos primeros términos son usados para describir el
comportamiento de la seccién eficaz a baja energia. El
altimo término describe el comportamiento asintético de
orT.

Dado que o es proporcional a la parte imaginaria de
la amplitud de dispersion, y el pardmetro p esta definido
como el cociente entre la parte real sobre la parte imagi-
naria de la amplitud de dispersion, usando relaciones de
dispersion integrales podemos obtener el producto po,
para colisiones pp como:

E 7 o Op
kpo— B4+ —P PP _ PP L dE'
po=5+4 /(E’(E’—E) E’(E’—i—E))
(42)
De manera similar se obtiene una ecuacion para el pro-

ducto po para colisiones pp (intercambiando o, por opp,
en el integrando).
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Figura 7: or para colisiones pp y pp y sus correspondientes
ajustes.

Las ecuaciones 41 y 42 se pueden usar para hacer un
ajuste simultaneo por el método de minimos cuadrados
(usando el paquete MINUIT [38])a los datos de o y
p para las colisiones pp, pp, 7tp y K¥p [39], [40]. La
parametrizaciéon usada no describe la regién de energias
donde se presentan resonancias de op, por eso sélo se
incluyen datos con energias mayores a /s =5 GeV. En
la referencia [41] se reporta un trabajo similar, usando
relaciones de dispersién diferenciales, solo para colisiones
ppy pp. El aporte del presente estudio es incluir los datos
de otras reacciones y el uso de relaciones de dispersién
integrales. Dado que nuestra muestra de datos es mayor,
especialmente a bajas energias, el estudio que se presenta
permite obtener con mayor precisiéon los parametros de
la parametrizaciéon de Amaldi.

En total se consideraron 575 datos para el fit si-
multdneo, con 18 parametros libres. Los datos fueron
obtenidos de la bse de datos de Durham [42] y del grupo
de datos de particulas [43]. Siguiendo los resultados de
Donnchie y Landshoff [28], quienes fueron los primeros
en demostrar que las secciones eficaces de diferentes pro-
cesos hadrén - hadrén incrementan en la misma pro-
porcién con la energia, se asumio en los fits realizados
como parametros comunes, para todos los tres tipos de
reaccion estudiada, los exponentes de la parametrizacién
de Amaldi: N, N3, v. Los resultados obtenidos indi-
can que la parametrizacin de Amaldi describe apropia-
damente los datos experimentales (x?/grado de libertad
= 1,1), los cuales son compatibles con un crecimiento
con la energia para o como In%(s) (y = 2,14 4 0,15)
por lo que se concluye que a altas energias or para co-
lisiones hadrén-hadrén y antihadrén-hadrén crece a la
maxima rata esperada por el limite de Froissart pero no
hay evidencia experimental suficiente que permita con-
cluir que este limite se viole. Aunque el valor de o
obtenido estd por encima de 2,0, la incertidumbre ain
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Figura 8: Parametro p para colisiones pp y pp y sus corerspon-
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Figura 9: Datos de or para colisiones mp y Kp y sus corre-
spondientes ajustes.

lo hace estadisticamente compatible con 2,0.

A bajas energias las secciones eficaces 77p v 77 p
difieren entre ellas por los canales adicionales de
aniquilacién de los quarks u y @ (presentes en la reaccién
77p) que tienen mayor contribucién que los canales de
aniquilacién entre quarks d y d. En el caso de colisio-
nes Kp los canales de aniquilacién quark-antiquark se
reducen y ademds intervienen quarks tipo s o 5§ en la
reaccién, por esta razén la seccién eficaz es mas baja que
en colisiones 7p y pp, como se muestra en la Figura 9.

Aunque se usaron los datos de p para colisiones mp y
Kp no se incluye una grafica dado que son muy pocos
los datos que existen. La tabla I presenta el valor de
los parametros que mejor se ajustan a los datos con
sus respectivas incertidumbres. Los resultados de los
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Tabla I: Valores de los pardmetros con el mejor ajuste a los
datos experimentales (x?/grado de libertad = 1.1).

Valor Valor

N 0,39 £ 0,05 7 3,61 £ 0,12
Na 0,50 & 0,01 ct 15,84 + 1,91
y 2,14 + 0,15 CF 0,12 4+ 0,05
AP 40,5 + 1,27 B~ -19,21 =+ 4,78
AP 20,4 + 0,74 AKX 11,33 + 1,31
cP 28,5 + 2,85 AK 8,15 + 0,29
cP 0,14 + 0,07 c¥ 13,93 £ 1,29
BP -11,4 + 7,67 ck 0,11 + 0,05

T 21,08 + 1,23 BP =254 + 6,54

ajustes permiten hacer una extrapolaciéon a la energia
de 14 TeV, correspondiente a la energia de diseno del
acelerador LHC y a la cual se espera tomar datos en
el ano 2015. La prediccién para o} que se obtiene es:
o =109,1+ 1,6 mb. A esta energia los dos primeros
términos de la parametrizacién de Amaldi tienen una
contribucién despreciable (= 0,03%), lo que indica que el
comportamiento asintdtico estd inicamente dictado por
el término logaritmico.

IX. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha hecho una corta revisiéon
de dispersion elastica y secciones eficaces totales hadron-
hadrén y antihadrén-hadrén. El estudio realizado de
do /dt para colisiones pp y pp permite corroborar que los
datos experimentales son adecuadamente descritos por
una amplitud de dispersiéon compuesta por dos términos
exponenciales que difieren en una fase. El término de
interferencia que resulta por la diferencia de fase es el
que determina la forma del minimo de difraccién, que
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es diferente para colisiones hadrén-hadrén y antihadrén-
hadrén. El estudio realizado a las secciones eficaces to-
tales para las reacciones pp, pp, m¥p, K*p permite con-
cluir que las secciones eficaces para estos procesos tienen
la misma rata de crecimiento a altas energias y que el
valor de la secciéon eficaz depende del tipo de quarks que
intervienen en la reaccién, por esta razén las secciones
eficaces para colisiones Kp son mas bajas que en el caso
mp y este ultimo a su vez tiene una seccién eficaz mas
baja que en el caso pp, dado que hay menor ntimero de
quarks interviniendo en la reacciéon. Se demostré en el
presente trabajo que el incremento de la seccién eficaz
total con la energia, a altas energias, se puede describir
como un término de la forma In?(s) donde ~ es compat-
ible, dentro de su incertidumbre, con el valor de 2,0, por
lo que se concluye que los datos experimentales indican
que la seccién eficaz total incrementa a altas energias a
la rata maxima que permite la condicién de unitariedad
(descrita por el limite de Froissart) y no existe eviden-
cia experimental de violacién del limite de Froissart. Los
datos que se tomen a la energia de centro de masa de 14
TeV, en el acelerador LHC, seran fundamentales para re-
ducir la incertidumbre del parametro . Actualmente los
datos a altas energias provienen, en su mayoria de medi-
ciones con rayos cdsmicos, que presentan incertidumbres
muy altas. Finalmente, se ha hecho una prediccion para
o’ ala energfa de centro de masa de 14 TeV de 109 mb
con una incertidumbre de 1,5 %.
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La Superconductividad:
sus origenes, sus teorias, sus problemas candentes hoy.

Rafael Baquero
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Resumen

En este trabajo doy un breve panorama de los origenes de la superconductividad, sus caracteristicas y las
teorias que han podido explicar con mucho éxito la llamada superconductividad convencional. Me refiero
luego a la superconductividad de alta temperatura critica y menciono algunos de los problemas de interés en la

investigacion actual.

Superconductivity: discovery, theories and some topics of current research

Abstract

In this work I briefly refer to the origins of superconductivity, to its characteristics and to the theories that explained
very well the so call conventional superconductivity. I further deal with the new high temperature superconductivity
and mention briefly some of the problems of interest in the research in the field nowadays.

1. Introduccion

Este articulo esta dirigido a un publico general pero puede
ser util para personas mas familiarizadas con el tema. El 8
de abril de 1911, K. Onnes (1853-1926) descubrio el efecto
Ilamado superconductividad [1, 2]. La superconductividad
se descubri¢ en metales. Un cristal metalico estd compuesto
por iones (atomos que han perdido electrones) que vibran
alrededor de posiciones determinadas (como los vértices
en un cubo) y electrones libres que circulan por el espacio
libre entre ellos. Intercambian energia en unidades llamadas
fonones (ver abajo). Explicar la fisica de este fenomeno ha
constituido un reto intelectual desde su mismo comienzo.

SOa,

o LOOOOODOOB,
Y
e

Kamerlingh Onnes

18

Fue tan solo hacia 1957, a mas de 45 afios de su descubri-
miento, que surgié la primera teoria capaz de dar cuenta
de ella. Y es que la superconductividad es un fendmeno
cuéntico macroscopico que requirid, para su explicacion, de
la aparicién de la Mecénica cuéntica ocurrida hacia 1927,
de la teoria cuéntica del campo, del descubrimiento del
Principio de Pauli y de la superficie de Fermi en los metales,
hechos que no se conocieron y conjuntaron cabalmente sino
hacia la década de los cincuentas del Siglo XX. La aparicion
del efecto isdtopo que consiste en que la temperatura critica,
Tc, mas abajo de la cual aparece la superconductividad,
depende de la masa del is6topo (&tomo idéntico pero con
diferente masa). Este hecho indic6 el camino para describir
el fendmeno como un efecto de interaccion entre los elec-
trones y la red (electron-fonon) descrita por Frolich [3].
Pero fue solo cuando Cooper [4] describid el efecto que
una atraccién de cualquier origen tiene sobre un par de
electrones situados sobre un mar de Fermi ( ver més abajo)
que Bardeen comprendié que estaba enfrente de la clave de
la superconductividad. Asi surgio la Teoria BCS [5] y muy
poco después, su extension, las ecuaciones de Eliashberg
[6] que dieron cuenta exacta de todos los superconductores
convencionales. En 1986, cuando se celebraban los 75 afios
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del descubrimiento de la superconductividad, el fendémeno se
conocia bien, las aplicaciones tecnoldgicas posibles habian
sido realizadas, esencialmente, y, lo bajo de las temperaturas
criticas a las cuales el fenomeno aparecia (siempre menores
a 23K) determinaban que nuevas aplicaciones fuesen econo-
micamente desventajosas. La superconductividad como tema
de estudio, desaparecia. Todo estaba hecho en este campo.
No habia nada que investigar.

En ese mismo afio de 1986, sucedid algo inusitado, tremendo,
impresionante. Simplemente, Berdnoz, el asistente de Miiller
en ese laboratorio, retorné esa tarde, aunque ya queria regre-
sar a casa. Habia dejado la medicion de la resistividad en
funcion de la temperatura, de un compuesto de lantano.
Fue entonces cuando ocurrié la sorpresa. Observé que a
30K, aparecia la superconductividad [7]. Increible! Algo
realmente nuevo tenia enfrente. Y asi fue. Berdnoz y Miiller
[8] descubrieron la nueva superconductividad de alta tempe-
ratura critica en el afio de 1986 y fueron galardonados con
el Premio Nobel en 1987. Poco después, Chu [9] descubrié
el YBCO con una Tc de alrededor de los 90K y abri6 el
camino para el descubrimiento de elementos de una mayor
temperatura critica. Las posibilidades tecnolégicas de la
superconductividad parecian abrirse camino. Pero, para los
tedricos el reto regresd. No sabemos explicar la nueva super-
conductividad! El reto persiste incluso hoy (noviembre 2014).
Esa es la fascinante historia de este peculiar fenomeno.

El interés en la superconductividad viene también por la
inmensa cantidad de aplicaciones posibles y ya realizadas. En
este articulo pretendo pasar revista a algunos de los problemas
que me parecen interesantes con respecto a la situacion
actual de la superconductividad. La perspectiva de que pueda
existir superconductividad a temperatura ambiente, abre un
interés especial tanto desde el punto de vista teérico como
desde el punto de vista de las aplicaciones tecnologicas.
Aungue la superconductividad convencional (ver mas abajo)
sido explicada en todo detalle, la superconductividad de alta
temperatura critica que bien podria ser no-convencional, per-
manece como una de las incognitas mas fascinantes y un
reto intelectual inmenso para los investigadores del tema en
los albores del Siglo XXI, como ya lo mencioné.

La definicion de la superconductividad, los pares de Cooper,
la teoria BCS y su extension, las ecuaciones de Eliashberg,
que explican la superconductividad convencional son temas
que trataré en una primera parte. En la segunda, abordaré
el tema de los nuevos superconductores de alta temperatura
critica, la superconductividad y el magnetismo, un tema de
gran interés. Omitiré dos temas que merecen una amplia
discusién y son de gran interés actualmente. El primero es

LEl grado Kelvin mide la temperatura desde el cero absoluto situado
hacia -278 grados Celcius.

La Superconductividad

“superconductividad, grafeno y grafito” y el segundo, el de la
prediccion de la temperatura critica de los superconductores,
un reto enorme que no ha sido resuelto totalmente aun. Poder
predecir de primeros principios la temperatura critica de los
superconductores abriria la puerta a la ingenieria tedrica de
materiales superconductores con enormes consecuencias. De
esto es de lo que trata esta breve presentacion.

2. Definicion de superconductividad

La superconductividad se presenta en sistemas de caracter
metalico, es decir, en sistemas que tienen estados ocupados
en una banda de conduccion. Hay dos experimentos que
definen la superconductividad en una muestra en volumen.
El primero es la pérdida total de la resistencia a una cierta
temperatura que es caracteristica de cada superconductor y
que recibe el nombre de temperatura critica, Tc. En la Figura
1, se ilustra el resultado de una medida de la resistencia vs.
temperatura en el momento del paso al estado superconductor.
El segundo experimento es el efecto Meissner- Ochsenfeld
que consiste en que una muestra expulsa el flujo magnético
y, como consecuencia, flota sobre un iman, al pasar al estado
superconductor. Esta propiedad se ha utilizado para construir
trenes que literalmente flotan sobre la via y, al evitar el
rozamiento, pueden alcanzar velocidades del orden de
500kms/h sin desgastar los rieles. Para viajes del orden de
1000 Km, estas velocidades compiten con las de un avién ya
que, en este Ultimo caso, los tiempos de abordaje se afiaden
al del viaje mismo. El Japon esta a la cabeza en este tipo de
aplicaciones. EI experimento se ilustra en la Figura 2.

Cuando una muestra volumétrica pierde la resistenciaauna
Tcy, a esa misma temperatura aparece el Efecto Meissner,
la reconocemos (solo entonces) como un superconductor.

R(T) / La resistencia se hace cero

A\

Tc T

Figura 1. La resistencia de un superconductor va a cero a una cierta
temperatura llamada critica.
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EFECTO MEISSNER-OCHSENFELD (1933) ‘

Un superconductor flota
sobre un iméan

Figura 2. El Efecto Meissner-Ochsenfeld define la superconducti-
vidad junto con la pérdida total de la resistencia.

Es importante distiguir entre un conductor perfecto y
un superconductor ya que, de acuerdo a las Ecuaciones
de Maxwell, un conductor perfecto, si bien tiene resistencia
cero, es un sistema termodinamicamente metaestable v,
por lo tanto, no se le puede aplicar las leyes de la termodi-
namicay de la estadistica que requieren que el sistema esté o
pueda llegar a una estado de equilibrio termodinadmico. Las
ecuaciones de Maxwel relacionan el campo electrico y la
conductividad de acuerdo a la Ley de Ohm. Un conductor
perfecto tiene una conductividad infinita y es facil demostrar
que esto implica una inducciéon magnética siempre constante.
Un superconductor la tiene siempre, en toda circunstancia,
igual a cero. Se puede mostrar que este hecho implica que se
trata de un sistema en equilibrio termodinamico [10]. Un
superconductor expulsa el flujo magnético y constituye un
diamagneto perfecto, como se ilustra en la Figura 3

Figura 3. Un superconductor excluye el flujo magnético de su
volumen y constituye un diamagnético perfecto. Ver texto.
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3. Pares de Cooper

El concepto fundamental de la superconductividad lo cons-
tituyen los pares de Cooper. La superconductividad es la
fisica de los pares de Cooper [11,12]. El concepto esta a
la base de la explicacion del hecho que un superconductor
pierde la resistencia pero, simultdneamente, los mejores
superconductores? son los peores conductores®. Esto quiere
decir que los mejores superconductores tienen una mayor
interaccion con la red, lo cual parece, a primera vista, contra-
dictorio con la idea de resistencia cero. El trabajo original
de Cooper [4] de donde sali6 la idea de los pares de Cooper,
habla de dos electrones que se atraen, colocados por encima
de una superficie de Fermi (ver abajo). El Principio de
Pauli (ver abajo) juega un papel fundamental para lograr
este resultado ya que dos electrones libres en un espacio
tridimensional sometidos a una interaccién atractiva, solo
pueden producir un estado ligado si su energia esta por
encima de un cierto umbral. Sin embargo, cuando estan por
encima de una superficie de Fermi, la dimension efectiva del
sistema es dos y cualquier atraccion infinitesimal produce
un estado ligado de los dos electrones [13]. En el caso de
la superconductividad convencional, la atraccién la suple la
red, mas exactamente, la interaccion electron-fonon, como
pasamos a ver, en mas detalle.

3.1. Electrones, iones y fonones.

Los metales se caracterizan por tener electrones libres dentro
del espacio delimitado por los iones que forman la red
cristalina. En la parte superior de la Figura 4, se puede apreciar
un ejemplo de red cristalina. Tiene iones en los vértices de un
cubo y en el centro del mismo.

Esta red cristalina se Ilama centrada en el cuerpo (CC). En
inglés recibe el nombre de body centered cubic (bcc). En la
misma figura, muestro como una cadena de iones estd rodeada

de electrones libres que son los que conducen la corriente.
Gracias al hecho de que estan libres, un cable de cobre
puede conducir corriente sometido a un potencial producido
por una pequeia pila de 1.5 V. Pero no pueden salirse del
volumen definido por los iones, es decir, por la red. Para
sacarlos se necesita energia. A la energia necesaria para sacar
un electrén de un metal, se le llama funcién de trabajo.
Se saca un electron de un metal, por ejemplo, irradiandolo
con una energia mayor a su funcioén de trabajo. A ésto se
le conoce como efecto fotoeléctrico por cuya explicacion,
Einstein recibié el Premio Nobel en 1921. Para hacer circular
una corriente por un cable se necesita un potencial (una
diferencia de potencial, mas correctamente) que haga circular
los electrones. Pero ;por qué se manifiesta una resistencia?

2Es decir, los que tienen una temperatura critica mas alta.
Es decir, los que tienen una resistencia mayor.
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Figura 4. Un metal tiene electrones libres que son los conductores de
la corriente. La resistencia que observamos se produce por interaccion
con lared. Lared tiene estados colectivos cuanticos que se caracterizan
por valores discretos de la energiay el momento, llamados estados
vibracionales como se ilustra en esta figura (ver texto).

La manifestacion mas importante del paso de la corriente es
el calor que se genera®. Este se produce por interaccion entre
los electrones libres y la red. Esta interaccion constituye
una transferencia de energia del sistema electronico (que la
adquiere del potencial externo) al sistema ionico. La energia
se termaliza, subiendo la temperatura de todo el sistema
que se manifiesta como calentamiento hacia el exterior. Los
iones que forman la red son un sistema cudntico que tiene
varios estados de energia posibles que se llaman estados
vibracionales. Son estados de vibracion colectiva (forman
una cuerda como se ilustra en la Figura 4). Una red presenta
varios estados vibracionales que se caracterizan por su ener-
gia y su momento. Las energias estan cuantizadas, es decir,
son niveles discretos. Cuando los electrones y los iones
intercambian energia y momento, la red pasa de un estado
vibracional a otro. El espectro de estados vibracionales es
una caracteristica de cada sistema especifico (de un cristal).
La diferencia en energia y momento entre dos estados vibra-
cionales, constituye la Gnica transferencia posible entre iones
y electrones al interactuar entre si. A esa diferencia se le llama
fondn. Un fondn tiene energia y momento como cualquier
particula, pero no es una particula en el sentido estricto. Por
eso se le denomina cuasi-particula. Obviamente hay varios
fonones en un cristal (todas las diferencias posibles entre
estados vibracionales) Los fonones son una caracteristica
especifica de cada sistema cristalino.

4 Nos interesa el calor cuando calentamos el café, por ejemplo. Pero
si trasladamos de una hidroeléctrica a una ciudad electricidad, el
calor es una pérdida que deseamos evitar (se puede llegar a perder
hasta un 35% de la energia transportada que solo sirve para calentar
el aire a lo largo de la linea eléctrica). La superconductividad se usa
para evitar esas pérdidas.
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3.2. Ondas de Bloch. Primera Zona de Brillouin.

Los iones vibran en estados colectivos llamados estados
vibracionales, como acabamos de ver. Los electrones estan,
unos, atados al i6n pero, otros, en los metales, estan libres
dentro del espacio generado por la red. Los estados elec-
tronicos estan cuantizados también, pero algunos de ellos
resultan estar tan cerca (en energia) unos de otros que mejor
los dividimos en grupos que llamamos bandas. Entonces
saber cudles son los estados de energia de los electrones en
un metal es conocer sus bandas de energia. Hablamos de la
estructura electrénica de bandas. Estas se obtienen, al
igual que los estados vibracionales de los iones, por medio
de la solucion de la ecuacion de Schoédinger independiente
del tiempo.

Hy (r)=ey(r) (1)

donde H es el operador Hamiltoniano del sistema, definido
como la suma de T (operador de energia cinética) mas V
(operador de energia potencial), y(r) es la funcion de onda
y € la energia correspondiente. El volumen de un metal esta
compuesto por muchas redes cristalinas como la descrita
arriba. En la teoria, suponemos que las redes cubren todo el
espacio. Esta hipotesis lo que implica, en realidad, es separar
la descripcion de un volumen del de una superficie. Pero la
hipotesis de un volumen infinito y compuesto por unidades
iguales (la red cristalina) requiere una descripcion tal que la
funcion de onda sea periddica. Esta condicion se introduce
explicitamente por medio de las llamadas ondas de Bloch.

v, (r)= e[k'ruk (r) 2

donde u(r+R)=u(r). R es tal que u(r) tiene la periodicidad
de la red. Entonces, describimos un electron dentro de un
cristal metalico por medio de una funcién que es el producto
de una onda plana y de otra funcién que tiene la periodicidad
de la red.

El nimero cuantico que caracteriza las diferentes soluciones,
el vector K, no es cualquiera, describe los diferentes estados
electrdnicos posibles. Es importante suprimir el doble conteo.
Los k’s diferentes se encuentran dentro de un cierto espacio
tridimensional llamado Primera Zona de Brillouin que es
parte del espacio reciproco, el espacio-k. Puede mostrase que
la relacion entre el momento del electrén, p, y el vector k es

p =7k @)

donde h es la constante caracteristica de los fendmenos
cuénticos, la constante de Planck. Los electrones dentro
de un cristal tienen una compleja estructura de bandas. Sin
embargo, para fines de definir con claridad el concepto de
superficie de Fermi, podemos tomar la energia total de cada
estado igual a la energia total de una particula libre,

P @

2m  2m
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En este caso, los diferentes estados de energia dependen solo
del valor absoluto del vector de onda k (hk) es el momento
cristalino, que caracteriza cada estado electronico). Si dibu-
jamos los diferentes valores de la energia (que no depende
de la direccion), en una estructura tridimensional, obtenemos
una esfera en el espacio de las k’s como se ilustra en la
siguiente Figura 5.

3.3. El Principio de Pauli. La Superficie de Fermi.

(Por qué los estados electronicos forman una esfera? ;Por qué
no pueden quedarse todos en el estado de minima energia?
La razén es el Principio de Pauli que dice que no puede
haber dos fermiones (electrones) ocupando el mismo estado.
Ya he mencionado la importancia de este principio en la
formacion de los Pares de Cooper [13]. Cada estado ocupa
un cierto espacio finito del espacio fase. El espacio fase es
la combinacidn del espacio tridimensional real y del espacio
de los vectores k. Por esa razén, a medida que colocamos
los electrones en los estados del espacio k tenemos que ir
subiendo en energia porque el espacio disponible entre k y
k+dk se va agotando a medida que lo cubrimos con electrones.
Es asi como formamos el mar de Fermi y, una vez que hemos
colocado todos los electrones, se forma la superficie de
Fermi (una esfera, en este caso) que separa la energia de los
estados ocupados de los desocupados. Es la misma idea que
ocupar una escalera muy larga con un nimero de personas

Figura 5. Los estados de energia de los electrones ocupados dentro
de un metal forman, en tres dimensiones, una esfera llamada Mar de
Fermi cuya superficie se conoce como la Superficie de Fermi. En el
caso real la superficie difiere de la de una esfera porque la energia no
es exactamente la de una particula libre. El vector k de mayor valor
absoluto recibe el nombre de vector de Fermi y define la maxima
energia que tienen los electrones dentro del metal a temperatura
OK. En este caso, se trata de un estado altamente degenerado ya que
todas las direcciones que terminan sobre la superficie representan
estados con la misma energia. La figura explica también como se
forma un Par de Cooper (ver texto).
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menor al ndmero de peldafios cuando solo cabe una persona
en cada peldafio, sin dejar ningtin peldafio vacio. Va a haber
un peldafio mas alla del cual ya no hay personas. Notemos
una cosa. Si pedimos que suban un peldafio, solo el de mas
arriba puede hacerlo ya que es el Unico que tiene vacio el
peldafio inmediato superior. Igualmente, los electrones de
la superficie de Fermi son los més activos, puesto que son
los que pueden recibir energia, ya que tienen estados vacios
a donde dirigirse al recibir dicha energia y al igual que en el
caso de la escalera, solo puede haber uno en cada estado. La
superficie de Fermi tiene una gran importancia en la fisica
de los metales.

3.4. Los Pares de Cooper.

La superconductividad es la fisica de los pares de Cooper.
Este concepto es, por lo tanto, la esencia de la supercon-
ductividad. Volvamos a la Figura 5. Tenemos dos electrones
colocados por encima de un mar de Fermi. Es decir, no
pueden perder (ceder) energia porque no hay estados de
menor energia que se puedan ocupar. Si, por alguna causa,
se produce una atraccion entre los dos electrones, entonces
se produce una transicién de fase en la cual los electrones
forman un estado ligado. La energia de amarre de este par
es negativa y el nuevo estado se convierte, entonces, en el
estado base. A estos pares se les denomina pares de Cooper.
(Qué sucede entonces, en el estado superconductor?

4. Lateoria BCS

Desde el descubrimiento de la superconductividad en 1911,
el conocimiento cientifico desarrollé conceptos nuevos que
permitieron encontrar una explicacion teorica de la super-
conductividad. La ecuacion de Schrodinger se establecio
en 1927 [14], la interpretacién de la misma es, incluso hoy;,
motivo de discusion. La interpretacion hecha por Bohr
[15] a pesar de las objeciones de Einstein [16] se impuso y
las aplicaciones tecnolégicas de la mecénica cuéntica revo-
lucionaron el siglo XX. La existencia de la superficie de Fermi
en los metales fue establecida hacia los afios cincuentas,
como ya lo mencioné. La superconductividad es un fendmeno
cuantico no-relativista macroscopico de muchos cuerpos. La
teoria de campo fue establecida durante la primera mitad del
siglo XX. La versién no-relativista explica de una manera
muy elegante, partiendo de un Hamiltoniano gran canonico
(funciones de Green dependientes de la temperatura), el
fenomeno de la superconductividad [17]. Fue en el afio de
1957, cuando, uniendo todos estos conocimientos, aparecid
la primera teoria de este fenomeno [5], a mas de 45 afos
de descubierta. Entonces, en sus primeros cincuenta afos,
esencialmente, la investigacion de la superconductividad,
como resultado mas sobresaliente, logrd establecer una teoria
del fenémeno aceptada en forma general. Fue formulada por
John Bardeen, Leo Cooper y Alexander Schrieffer y lleva el
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nombre de teoria BCS. Pero fue solo hasta comienzos de los
setentas cuando se reconoci6 la validez y la importancia de
esta teoria y se les concedi6 el Premio Nobel en 1972.

Consiste la teoria BCS en la hip6tesis acertada de que la
superconductividad se forma porque, al bajar la temperatura
hasta un valor critico como se muestra en la Figura 1, el
sistema forma pares de Cooper con los electrones cercanos
al nivel de Fermi.

El punto de partida es un Hamiltoniano que describe la exis-
tencia de electrones y de fonones:

H, :ngc;ck+2ha)qa;aq (5)
k q

donde los operadores C,*y C, son operadores de creacion y
aniquilacion de electrones, respectivamente, y los a*, y a,
son los correspondientes para fonones. Los operadores son
operaciones matematicas que se hacen sobre la funcion de
onda que describe el sistema. El producto de un operador de
aniquilacion y otro de creacion del mismo caracter constituye
un contador ya que el primero quita una particula al sistema
con el resultado de que si ésta existe, se obtiene un sistema del
mismo tipo con una particula menos (si no existe la particula,
no la puede quitar y el resultado es cero); el otro operador
restituye la particula dejando el sistema idéntico. El nimero
de veces que puedo realizar la operacion me dice cuantas
particulas hay, ya que los términos correspondientes a las que
no existen, contribuyen con cero [11, 17]; hw, es la energia
del fonén con momento q y ¢, es la energia del electron
con vector de onda k. La ecuacion contabiliza, entonces,
cuanta energia hay tanto en el sistema electrénico, como en
el fonénico. El hamiltoniano describe la existencia de los
elementos fundamentales en un metal: electrones y fonones.
No hay un término que permita la interaccion, es decir, que
permita que pase energia de un sistema al otro. Vamos a
agregarlo ahora, vamos a agregar la interaccion electron-
fonén. El término que tenemos que agregar debe decir: un
electron absorbe (cede) la energia de un fonon. Entonces, un
electron en un estado k pasa a otro estado k’ y, al mismo
tiempo, destruye (crea)® un fondén con energia y momento
igual a la diferencia entre los dos estados electronicos. Esta
frase se escribe asi,

H, = Z M, (@, +a)ece, (6)
k.k'.q
El primer operador destruye un electrén en el estado k’, el
segundo crea un electrén en el estado k. Hay dos opciones
para conservar energia y momento. Una, crear un fonéon
(primer término entre paréntesis) y, entonces el balance de
los momentos (y de la energia) es:

®Cuando la red pasa de un estado vibracional a otro de mayor ener-
gia decimos que se crea un fonon. Si es de menor energia decimos
que se aniquila un fonon.
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teniamos k’, generamos k y -g. Por lo tanto la suma de los
dos ultimos debe ser igual al primero: k’=k-q. En la segunda
opcion (segundo término en la suma), tenemos k’, generamos
k y perdemos (destruimos) g. Por lo tanto k’=k-q . Y vemos
que la idea de definir el momento del operador de creacion
“-Q” es para que la ecuacion de conservacion de momento
tenga la misma forma en ambos casos. M, . es un término
que mide, esencialmente, la probabilidad de que cada uno
de esos eventos ocurra. La suma es por todos los eventos
posibles. El hamiltoniano de Frohlich [3] que describe un
sistema de electrones y de fonones interactuando entre si,
queda entonces, asi:

H=H_+H, @)

Queremos describir, dentro de este formalismo, a los pares
de Cooper.

Repito, la superconductividad es la fisica de los pares de
Cooper, es decir, que es un sistema donde solo existen pares
de Cooper (aparte de la red) en el mismo sentido que un metal
en estado normal es un sistema donde solo existen electrones
libres (aparte de la red).

Un par de Cooper esta formado por dos electrones que se
atraen. ;Quién provee la atraccion?. En la Figura 6 se esque-
matiza la atraccion entre dos electrones mediada por la red.
El electrén 1 polariza la red. Esto genera una zona de exceso
de carga positiva que resulta en una atraccion para otro elec-
tron 2. Entonces, la polarizacion dinamica generada por el
electron 1, es seguida por el electron 2, lo cual constituye una
atraccion efectiva. Este hecho puede caricaturizarse asi: si
dos chicos desean andar con la misma chica, lo mas probable
es que donde esté la chica quieran estar los dos, asi se odien,
en realidad. La chica constituye una atraccion efectiva entre
los dos chicos. Como podemos ver en la Figura 6, el electron
1 da energia a lared (la polariza, crea un fonoén) y el 2 la toma

Superconductividad

convencional

electrén-fonon

La interaccion @ 1
[ ]
([ J

’ Par de Cooper
G
[ ]
Y Un electron es atraido al otro por
2 o la polarizacion que el otro genera
o a través de la red

Figura 6. La atraccion entre dos electrones en un medio cristalino.
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(se acelera en el campo causado por la polarizacion, destruye
el fonén creado por el electron 1). Esto lo podemos dibujar
por medio de un diagrama de Feynman [17] que son muy
ilustrativos®. En la Figura 7, el diagrama muestra como un
electron con momento -k, energia €, y espin hacia abajo’ crea
un fondn con energia hcoq y momento g que otro electrén con
momento K, energia ¢, y espin hacia arriba absorbe (destruye)
de acuerdo al proceso descrito en la Figura 6. La red no se
queda, al final, ni con energia, ni con momento. Noétese que
ésto explica por qué los mejores superconductores son los
peores conductores, como mencioné mas arriba. La razon es
que si la interaccion con la red es grande (mal conductor),
la energia de polarizacion lo sera también y, por lo tanto, la
energia necesaria para romper esa atraccion de la red, sera
mayor lo cual implica que la temperatura a la cual se rompera
la correlacion (que es representativa de esa energia) sera
también mayor (un mejor superconductor). La interaccién
puede, entonces, se puede describir como dos electrones que
intercambian un fonoén. Y el proceso debe repetirse de forma
continua para que siempre haya solo pares de Cooper. Es
decir, la dispersion lleva de un par de Cooper a otro. Notese
que este proceso se respeta en el que se ilustra en la Figura 7.
Un par de Cooper se dispersa en otro par de Cooper.

Figura 7. El Par de Cooper

®Un diagrama de Feyman remplaza expresiones matematicas de
la teoria cuéntica de campos que describen la interaccion entre
particulas por diagramas que permiten visualizar muy claramente
la fisica que hay detras.

" El espin es un nimero cuantico relativista. En mecanica cuantica no
relativista, se agrega para contar los estados en forma conveniente ya
que dos estados electrénico con la mismaenergiay el mismo momento
pero diferente espin, son diferentes y pueden ser ocupados por un
electron cada uno. El electrdn tiene espin ¥ con dos proyecciones
(estados diferentes) : -1/2 y +1/2 que también se suelen representar
con flechas indicando espin hacia “arriba” y hacia “abajo”. Esta
designacion tiene que ver con experimentos en presencia de campos
magnéticos. Los fermiones tienen espin semi-entero.
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(Qué implica esto? La implicacion fisica de este hecho puede
leerse de la Figura 7. Si originalmente, ambos electrones
tenian su energia sobre la superficie de Fermi o muy cercana
a éste, al intercambiar un fonon, uno de ellos va hacia un
estado situado por debajo de esa energia y el otro a un estado
por encima. ;Qué tan abajo y qué tan arriba? Eso depende del
tamaio de la energia del fonon. En esto influye la ocupacion.
A T=0K, un metal en estado normal tiene sus electrones
libres en estados por debajo del nivel de Fermi. No hay
ninguno por encima (como en el caso de la escalera). Esto
es, la probabilidad de ocupacion, N(g) = 1, si € <g.y N(g) =
0, si € > ¢ Solo si la temperatura, T, es mayor que cero, T >
0, habra electrones ocupando estados por encima de &_. Pero
la dispersion de par de Cooper a par de Cooper, que se nece-
sita para mantener el estado superconductor, implica que, a
T=0K (ver Figura 7), haya estados disponibles por debajo del
nivel de Fermiy que, por encima del nivel de Fermi algunos
estados estén ocupados. Solo asi la dispersién descrita en
la Figura 7 puede realizarse. La probabilidad de ocupacion
va a ser diferente, va a ser como la que se muestra en la
Figura 7. Como puede verse, el ancho de la zona energética
donde solo existen pares de Cooper, va a determinar que tan
grande es la energia de amarre de los pares. Este ancho
esta determinado por la méaxima energia que los electrones
pueden intercambiar en un material especifico y es, por lo
tanto, una caracteristica de cada superconductor. En esta
region energética no existen electrones libres. Por debajo de
ella si. Por lo tanto, si queremos excitar un electrén libre en
un superconductor, debemos dar la suficiente energia para
saltar la barrera energética. Esa barrera que, como vemos en
la Figura 7, se sitla, simétricamente, por encima y por debajo
del nivel de Fermi, recibe el nombre de brecha del estado
superconductor, 2A. Es simétrica alrededor del nivel de
Fermi, porque un electron puede absorber el fonon de maxima
energia existente en el material y se dispersa hacia un estado
de mayor energia o lo puede ceder (pierde esa energia).
Esperamos, obviamente, que la brecha esté directamente rela-
cionada con la temperatura critica. Una de las ecuaciones mas
importantes de una teoria de la superconductividad es, en
consecuencia, la que permite calcular la brecha.

4.1. Las Ecuaciones BCS

El hamiltoniano de Frolich (electron-fonon) se puede escribir
(después de haber hecho una transformacién candnica) de
la siguiente manera, méas apropiada para describir los pares
de Cooper.

hao
H'=Hy+ Y |M,[ 2 ,
ll:kk (gk _gqu) _(hwq)
“k'=q

Cl:'+qcl:—q Ck ck (8)

donde todos los términos ya estan definidos y, estrictamente
hablando, hemos omitido términos que no contribuyen en
el estado superconductor. Observemos que, si las energias
electrénicas en el denominador se encuentran muy cercanas
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entre si, su diferencia puede ser menor que la del fonén y la
interaccion se vuelve atractiva (negativa). Los operadores de
creacion y aniquilacion de los electrones, describen un par
de Cooper yendo a otro par de Cooper cuando k = -k’. El
Hamiltoniano conserva el momento.

Toda esa fisica fue muy elegantemente simplificada en
la teoria BCS [5] describiendo el sistema de la siguiente
manera,

Hy :z g(ce +ce) _Z V€€ €4y 9)
K k'

Observemos que el hamiltoniano BCS describe exactamente
la dispersion de un par de Cooper a otro par de Cooper y
que la condicién que vimos arriba, k” = -k, ha sido incluida
explicitamente. Una simplificacion adicional fue definir la
atraccion como una constante que solo actda en el rango de
energia de los fonones, es decir, en el intervalo de la brecha,
esencialmente,

Vo =V =cte,si e, —ho,, <&<é&. +ho,,, 10
Vi = 0 en cualquier otro intervalo

Es decir, que la atraccion se ejerce solo cuando el fonon que
se intercambia existe. La frecuencia, ho__, es la del fonon de
maxima energia que se suele identificar con la frecuencia de
Debye del material. Ante la imagen fisica que hemos cons-
truido, es claro que identificar esta méxima frecuencia con la
frecuencia de Debye [18], es discutible. Esta aproximacion
para el potencial le quita la dependencia en k también a la
brecha. Convirtiendo las sumas en integrales y suponiendo
constante la densidad de estados e igual a su valor sobre el
nivel de Fermi, un algebra directa nos lleva a la ecuacion
para la brecha (a T=0K) [12, 19].
-1

hao NG
~ (ep)V
~2ha, e "

AO e ma)i
sinh| ————
(N(SF)VJ

La ecuacion para la temperatura critica, Tc, se deriva en
forma directa,

(11)

-1
T =1.14ho, """

de donde se deduce una de las relaciones universales por las
cuales es famosa la teoria BCS,

2A

(12)

0 =352 (13)
B ¢
que es, precisamente, la relacién entre la Tc y la brecha
mencionada arriba. Las teoria BCS es cualitativa ya que la
atraccion, el parametro V, en un sistema real depende tanto
de la frecuencia del fondén, o, como del vector de onda
del electron k. Ademas, el parametro V no puede determi-
narse con exactitud, ni tedrica, ni experimentalmente. Sin
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embargo, las predicciones cualitativas de la BCS, resultaron
tan correctas y convincentes que no quedd duda de que
la superconductividad es la fisica de los pares de Cooper.
Este paso fundamental, abri6 el camino para desarrollar
la misma idea con las técnicas de teoria de campo no-
relativista (teoria de muchos cuerpos). El resultado son las
Ecuaciones de Eliashberg que dan plena cuenta de todos los
superconductores convencionales®.

En el estado normal, la densidad de estados en funcion de
la temperatura, para un gas de electrones libres, va como la
raiz cuadrada de la energia. En el estado superconductor la
expresion BCS es

N, = N(g,)———tt

T @

Como es obvio, el paso al estado normal al subir la tem-
peratura implica que A es, en general una funcion de la
temperatura, A(T). El denominador de la Ec. 14, da la energia
de las exitaciones elementales en teoria BCS.

Propiedades muy conocidas del estado superconductor
predichas por BCS, son el salto en el calor especifico y el
coeficiente de atenuacion ultrasonica. La superconductividad
es una transicion de fase de segundo orden en ausencia de
campo magnético lo cual implica que el calor especifico
tiene una discontinuidad en T=Tc. La atenuacion ultrasénica
atestigua que, en un superconductor, el sonido no se atenda
en absoluto a T=0K, hecho que se ha podido comprobar
experimentalmente®. Otra relacion universal involucra el
salto en el calor especifico electronico, en unidades del mimo
a T=Tc", justo arriba de la transicion, en el estado normal.
Ver detalles en [10, 19], por ejemplo.

AC,

7Te
En conclusion, la teoria BCS formulada en 1957 [5]
(Bardeen, Cooper y Schrieffer obtuvieron el Premio Nobel
por ella en 1971) es el paso conceptual mas importante en
la explicacion de la superconductividad. Demuestra que la
superconductividad es la fisica de los pares de Cooper, es
decir, el resultado de la atraccion que un grupo de electrones
con energia cercana o igual a la del nivel de Fermi, resiente
debido a su interaccion con la red (fonones). El hamilto-
niano BCS simplifica la complicadisima atraccion de muchos
cuerpos que depende tanto de la energia de los fonones como
del estado electrénico involucrado, por una constante que
describe un potencial atractivo en su minima esencia. Con ese
hamiltoniano simplificado para describir un sistema de pares

=1.43 (15)

8El grupo de superconductores donde los electrones forman Pares de
Cooper intercambiando un fonon, se suele llamar “convencional”.

°Cuando uno grita, a una distancia grande, ya no lo oyen. El sonido
se atentia. Dentro de un superconductor no.

25



Baquero R

de Cooper, BCS reproduce cualitativamente, resultados como
el salto en el calor especifico, la variacion de la brecha con la
temperatura, la atenuacion ultrasonica, el campo magnético
critico, entre otros muchos, y, ésto es muy importante, ofrece
una explicacion directa y simple del efecto isotopo. Obtiene
una ecuacion para la brecha en funcion de la temperatura y
otra para la temperatura critica. Finalmente, las relaciones
universales son un resultado muy importante y que, aun hoy
en dia, son un punto de referencia. Con base a este fantastico
trabajo, se pudo desarrollar la misma idea de una manera
mas exacta, las ecuaciones de Eliashberg, que dan cuenta, en
detalle, de la superconductividad convencional.

5. Las ecuaciones de Eliashberg

Como lo mencioné en la seccion anterior, las Ecuaciones
de Eliashberg [20] resultan del desarrollo en teoria de
muchos cuerpos (teoria cuéntica de campos no-relativista)
de la fisica de un sistema de pares de Cooper. Para obtener
resultados exactos, es necesario introducir datos detallados
del sistema descrito. Estos datos incluyen, la superficie real
de Fermi alrededor de la cual estén los estados involucrados
en la transicion, la interaccion electron-fonon y los fonones
existentes en el material. Toda esa informacion se condensa
en una funcion, la funcién de Eliashberg, o’F(®), que
representa el espectro efectivo de la interaccion electron-
fonén en el estado superconductor. Esta funcion es el dato
de entrada. Puede obtenerse tanto teéricamente como expe-
rimentalmente. Para el célculo numérico [21] es mejor
escribir las ecuaciones de Eliashberg en el eje imaginario
de las energias. Las voy a escribir a continuacion en funcion
de la frecuencia (la dependencia en K estd integrada para
simplificarlas). Las escribo para que el lector tenga una idea
de su complejidad. Obviamente se trata de una ecuacién para
la brecha. Durante la década de los setentas se presentaron
varios codigos para resolverlas. EI grupo de J.P. Carbotte
[21] fue uno de los primeros en establecer un algoritmo ade-
cuado para resolverlas. La ecuacion puede linearizarse a
T=Tc y es mas facil de resolver. Con base en esa solucion se
puede implementar la solucion para temperaturas inferiores
y calcular las funciones termodinamicas en funcioén de la
temperatura, La ecuacion [20] es

P

A(w):%'rdvae A(a)')

w) 5 Jo-A (o)

{K+((<), CO') - lu*}

(1-z(0)o = ]: do'Re % {K (0,0}
donde (16)

K (0,0 =jdv azF(a)){ ! . ! , }
- o o+o+tv+ic o'+to+v-—ic
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La frecuencia o, es una frecuencia de corte necesaria para la
solucién numérica. Hay formas de escogerla de tal manera
que no influya en los resultados. La ecuacion, como ya men-
cioné, se puede linearizar a T=Tc. El problema esta en que
el parametro p*, que es un seudopotencial que describe la
repulsion electron-electrén promediada por todas sus variables
para convertirlo en una constante, no se puede obtener con
la precision suficiente ni teorica, ni experimentalmente. Por
esa razon, la ecuacion linealizada valida a Tc, no se usa para
predecirla sino, més bien, introduciendo el valor experimental,
se obtiene el valor consistente de p* por medio de la Ecuacion
linearizada de Eliashberg. Ese valor se incrusta en la ecuacion
no-lineal valida para T < Tc. El valor tipico oscila entre 0.1-
0.13. La precision necesaria para que el calculo numérico no
diverja es de seis decimales significativos.

De la solucion se puede obtener toda la termodinamica del
estado superconductor para todos los materiales convencio-
nales. Es importante mencionar que estas ecuaciones permiten
evaluar e interpretar, desviaciones de los valores de las
relaciones universales BCS. Otra extension de la BCS que
es importante mencionar es la teoria de Abrikosov-Gorkov
para aleaciones superconductoras [22]. Omito los detalles
por razones de espacio pero es muy importante mencionarla.
Una conclusién por destacar es que ni BCS, ni las Ecuaciones
de Eliashberg, pueden predecir la temperatura critica de
los superconductores de primeros principios. Ese es un
tema abierto. Su solucién daria un tremendo empuje a la
ingenieria tedrica de materiales superconductores.

5.1. La derivada funcional

Uno de los resultados interesantes que emanan de las
ecuaciones de Eliashberg es la derivada funcional de la Tc
con respecto a la funcion de Eliashberg [23].

oL, (17)

oa’F ()

Esta derivada nos permite saber cudl serd la influencia que
un cambio en la funcién de Eliashberg (dopando o sacando
el material de la estequiometria) tiene en el valor de la Tc
(subiéndola o bajandola). El resultado méas interesante que
emana de esta derivada funcional es el hecho de que existe
una frecuencia privilegiada, la frecuencia optima, O, Para
cada material que determina la Tc. Esto quiere decir que
los electrones se acoplan, de manera ideal para el sistema
considerado, a un cierto fonoén bien definido. Cuando la
frecuencia no coincide exactamente con la de un fonén del
material, entonces es posible que exista una forma de doparlo
con éxito para subir su Tc. Cuando coinciden, el material
estd ya optimizado [23]. Pero lo que mas llama la atencion
es el hecho de que, en unidades de Tc, el maximo resulta
universal. Esta relacion no ha sido explorada lo suficiente
hacia la prediccion de la temperatura critica que, como ya
mencioné, es un problema abierto. La relacion universal es,
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hio

t
—2 = const

BT ¢
donde la constante tiene un valor entre 7'y 8 que es universal.

(17a)

6. La Teoria de Ginzburg-Landau.

Muy importante es la teoria de Ginzburg-Landau [24] que
ha sido muy fructifera para el tratamiento tedrico de la super-
conductividad. La teoria trata de manera general, las transi-
ciones de fase y se aplica muy bien a la superconductividad.
Puede mostrarse que coincide con la BCS en el régimen que
corresponde (cerca de Tc). Los superconductores de tipo
Il (casi todos los de alta Tc lo son)™ fueron descubiertos
tedricamente por Abrikosov [25] en los afios cincuentas como
una aplicacion de la Teoria de Ginzburg-Landau. Fue solo
después de descubierta la superconductividad de alta Tc que se
not6 la importancia de ese trabajo. Abrikosov y Gorkov fueron
galardonados con el Premio Nobel en el 2003. Esta teoria se
encuentra en casi todos los libros de superconductividad (ver
[12, 19] por ejemplo).

7. Los superconductores de alta TC.

La nueva superconductividad y algunos de los nuevos pro-
blemas. En 1986, Bednorz y Miiller [8] abrieron un campo
nuevo, totalmente nuevo. El de la superconductividad de
alta temperatura critica. Y digo nuevo, no solo porque las
temperaturas criticas se incrementaron enormemente® sino
también porque el apareamiento entre los electrones bien
podria no ser mediado por los fonones de la red. En ese
sentido se habla de superconductividad no-convencional. Se
ha ofrecido varias posibilidades para explicarlo pero aun hoy
(noviembre 2014) no hay consenso sobre el mecanismo que
da lugar a esas temperaturas criticas altas. Voy a describir
algunos de los materiales superconductores que han generado
un gran interés. Destacaré fundamentalmente el YBCO por
ser el sistema maés estudiado, quizas, y el MgB, por ser el
superconductor electron-fondn con una temperatura mucho
mayor a las conocidas entre los convencionales antes de
1986. Mas adelante abordaré el tema de superconductividad
y magnetismo. No trataré el tema de superconductividad en el
grafeno y en el grafito por razones de espacio, muy a mi pesar
porque es un campo muy activo en la investigacion actual.

0] os superconductores de tipo | se distinguen de los de tipo 1l por
la forma que adoptan cerca de la transicion. Los de tipo II forman
vortices y la fisica de éstos es muy interesante. Mas detalles en [18].

1 La Tc maxima reconocida por consenso es de un compuesto del
YBCO bajo presion, Tc= 167K. Hay un sitio web, de acceso publi-
co, que pretende haber logrado temperaturas muy superiores, super-
conductors.org, cuyos datos no son universalmente aceptados por
la comunidad cientifica.
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7.1. Los Cupratos

Dentro de la familia de los superconductores de alta Tc, los
cupratos ocupan un sitio muy importante, no solo porque el
primer material descubierto es un cuprato [8], sino también
porque el primero con Tc mayor al nitrégeno liquido [9] fue,
justamente, el YBCO, otro cuprato, quizas, el mas estudiado
de todos. Me voy a referir a este material.

Lo primero que se puede destacar es la complejidad de la
estructura cristalina comparada con la simpleza de la de los
superconductores convencionales. Observemos la Figura 8.
Este tipo de estructuras reciben el nombre de perovsquitas.
La estructura es casi tetragonal y hay varios trabajos tedricos
en la literatura que lo tratan como tal, pero, estrictamente
hablando, es ortorrombica (grupo espacial Pmmm). Las
medidas de sus lados son a=3.8231, h=3.8864, c=11.6807
A (Angstroms??). Los atomos estan identificados en la Figura
8. Se trata de la estructura estequiométrica. Una de las carac-
teristicas de este material es que tiene varios conjuntos de
atomos donde los electrones tienen un comportamiento
diferente. Se les denomina escenarios. Las cadenas de CuO,
los planos de CuO, y el eje-c. Los planos de cobre son los
mas importantes ya que ahi se forman los Pares de Cooper
(y, posiblemente, en las cadenas). Las distintas familias se
pueden diferenciar por el nimero de planos de CuO,. Un
tratado muy completo y relativamente reciente es la ref. [26].
El diagrama de fases aparece en la siguiente Figura 9.

La familia del YBCO, comienza con un material que no
tiene oxigeno en las cadenas, el YBa,Cu,O,. Por encima de
una cierta temperatura de Neel, es dieléctrico, por debajo
es antiferromagnético. El antiferromagnetismo yace en los
planos de CuO, (Ver Figura 8). A medida que la muestra va
ganando oxigeno (éste se deposita en las cadenas) emigran
electrones de los planos de CuO, , a través del oxigeno apical
(ver Figura 8) hacia las cadenas de CuQO. De esta manera,
se abren huecos en los planos de CuO,. Estos huecos
actlan como portadores de carga positiva (ausencia de un
electron en una banda llena). Y los pares de Cooper que se
forman en esos planos son de portadores positivos. Desde
una cierta concentracion de oxigeno, la muestra se vuelve
metalica, después de haber pasado por una fase de vidrio de
espin (Ver Figura 9). Un poco después de volverse metalico
el sistema, se vuelve superconductor. La temperatura méxi-
ma (92K) la adquiere para YBa,Cu,O,,,, poco antes de la
composicion estequiométrica YBa,Cu,O, (87K). El dopaje
ulterior de oxigeno disminuye la temperatura critica hasta
que la superconductividad desaparece. La cantidad de datos
experimentales sobre este material es enorme. En los Ulti-
mos afos, se ha intensificado el estudio de las interfaces de

21 A=10%cm.
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Figura 8. La estructura cristalina del YBCO7

T dieléctrico YBa,Cu,0¢,x
metal
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Figura 9. El diagrama de fases del YBCO7

este material (sobre todo en situacion estequimétrica) con
diversos materiales. De especial interés es la interface con semi-
conductores. Nosotros hemos estudiado la interface YBa,Cu,O./
GaAs [27, 28] con el sorprendente resultado de que las capas del
semiconductor adyacentes al YBa,Cu,O, se vuelven metalicas.
Esto permite esperar que la superconductividad se induzca en
el semiconductor, permitiendo que la tecnologia de los nano-
circuitos con compuestos semiconductores, aproveche las
propiedades propias del estado superconductor, especialmente,
la no generacion de calor.

7.2. Algunas propiedades de estos superconductores

El estado superconductor, mas que un conjunto de pares de
Cooper no relacionados entre si, es un estado macroscopico
coherente. Esto quiere decir que se necesita un volumen
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minimo para que la transicion de fase al estado superconductor
sea posible. Este volumen se caracteriza por medio de la
Ilamada longitud de coherencia que puede pensarse como la
longitud caracteristica del par de Cooper (como la distancia
entre los dos electrones que constituyen el par de Cooper).
Entre mas grande sea, mas alejado puede estar un electron
del otro con el que forma el par. Entre mas grande sea esta
distancia, podemos pensar que el “amarre” es mas débil.
En los superconductores convencionales esta distancia (que
depende de la temperatura) es del orden de algunos cientos
de angstroms a T=0K, pero puede llegar, como en el Al
(Tc=1.2K), hasta los 1000A. De lo anterior se deduce que la
longitud de coherencia es inversamente proporcional tanto a
la brecha, A, y ala Tc. La formula es, en efecto,

2hv
&= =

A0
donde v, es la velocidad de Fermi y el sub-indice 0, indica
que el valor estad tomado a T=0K. La longitud de coherencia

de los nuevos materiales es muy inferior, es de decenas de
Armstrong. Para el La, ,Sr,,CuO, con Te= 40K, &=25A.

(18)

La brecha. Uno puede preguntarse, dada la pequefia longi-
tud de coherencia y dada la existencia de escenarios en estos
materiales como el YBCO, si, en realidad, existe una brecha
y una Tc para cada escenario. Veamos el panorama. La
conductividad a lo largo de las cadenas es casi el doble de
la que se mide en la direccion perpendicular [29]. El tercer
escenario (el eje-c) es metalico [30, 31, 32]. La diferencia,
sin embargo, es que los electrones a lo largo del eje-c,
permanecen en estado normal, por debajo de la Tc. Esto es
algo nuevo, algo muy peculiar. Los dos escenarios, planos
y cadenas, tienen la misma temperatura critica, es un hecho
experimental. Pero podrian tener dos brechas diferentes.
Hay, en efecto, algunas evidencias experimentales acerca de
la existencia de dos brechas. Por ejemplo, mediciones de la
dependencia con la temperatura del desplazamiento Knight
[40] y del tiempo de relajacion de la resonancia nuclear
magnética [33, 34] se encontrd, en ambos casos, una funcion
diferente cuando la medida se hacia sobre los planos y sobre
las cadenas. Se encontrd, ademas, que la relacién entre la
brecha y la temperatura critica, Ec. 13, es del orden de 5
para los planos (mayor que BCS) y de 1.8 para las cadenas
(mucho menor que BCS) [35]. De interés a este respecto es
la ref. [36] donde, partiendo de la hipdtesis de la existencia
de dos valores de la brecha, se explican varios experimentos
de manera coherente.

Esta es una breve descripcion de las propiedades mas sobre-
salientes de los cupratos, materiales sobre los cuales hay
una gran actividad de investigacion tanto tedrica como expe-
rimental aun hoy (noviembre 2014). Una de las incognitas
principales es el origen, el mecanismo, que da lugar a la
transicion de fase superconductora. Mas abajo abordaré
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el tema no sin advertir que no hay consenso acerca de ese
punto que, junto con la prediccion de la Tc, sigue como tema
abierto y de gran interés.

7.3. El diboruro de Magnesio.

La estructura cristalina del diboruro de magnesio, MgB,,
aparece en la Figura 10.

Figura 10. La estructura del diboruro de Magnesio

Es el superconductor de mecanismo electron-fonén con la
temperatura critica mas elevada que se conoce (Tc=40K), casi
el doble del récord anterior a 1986, del Nb,Ge con Tc= 23K
(ver la ref. 23 acerca de ese material). Como puede verse, la
estructura cubica de los atomos de magnesio, sostiene una
estructura hexagonal formada por atomos de Boro. Los pares
de Cooper se forman en la estructura hexagonal debido a la
atraccion que suple un fonén en ese plano, las vibraciones de
la red que dan lugar a ese fonon estan marcadas con flechas
en la figura. Se trata, por lo tanto, de un superconductor,
esencialmente, bi-dimensional y anisotropico.

Se observo dos brechas, 1.6 y 6.8 meV. La causa podria
ser que el fonon involucrado es altamente anarmonico y es
posible que se acople de distinta forma a diferentes grupos
de electrones. Se trata de un superconductor de tipo I, su
longitud de coherencia es de 4.4 nm (nanémetro®®) a T=0K,
La superconductividad en este material fue descubierta en
el 2001. Lo curioso es que este material se conocia desde la
década de los cincuentas y se vendia comercialmente. Pero
nadie le midié la Tc, antes del 2001. Su estudio sigue activo
(noviembre 2014)

8. Superconductividad y magnetismo.

La coexistencia entre superconductividad y magnetismo es
un tema apasionante. Tiene varios aspectos. Las fluctuaciones
de espin, por ejemplo, pueden actuar como un mecanismo
que destruye la superconductividad electron-fonoén [37] pero
también ha sido invocada como un mecanismo posible en

B1nm=10°m
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los nuevos materiales superconductores de alta Tc (ver mas
abajo). En esta seccion trataré, brevemente, dos aspectos
importantes de este tema, Uno la superconductividad en
materiales que contienen hierro y el otro el comportamiento
re-entrante.

8.1. Los compuestos con Hierro (pnictides, en inglés)

Hasta cierto punto, los compuestos con hierro son inespe-
rados ya que una impureza magnética rompe totalmente la
superconductividad electron-fonén [37]. Sin embargo, en
febrero del 2008 se anuncio la existencia de un superconductor
con Hierro, el LaO, ,F,FeAs con Tc=26K, y una estructura
laminar (ver Figura 11), formada por planos de LaO y de FeAs.
La familia, los oxinitrogenuros, son estructuras tetragonales,
laminares, de formula general (Figura 11a) LnOTmPn, donde
O es oxigeno, Ln=Ce, Pr, Nd, Sm, Th, Dy; Tm es un metal de
transicion y Pn=P, As, Bi. La otra familia es la de los arseniuros
ternarios de formula general (Figura 11b) AFe,As, donde
A=Ca, Sr, Ba. En estos materiales la Tc=26-55K.

La investigacion de estos materiales esta muy activa e,
incluso, ciertas caracteristicas cristalinas llaman la atencion.
Una de ellas es que la Tc depende de la constante de red
del material con diferentes Ln, como se ve en la siguiente
Figura 12. La sintesis misma de estos materiales es objeto de
investigacion todavia.

En la fase no-superconductora del LaOFeAs (compuestos no-
dopados) se ha encontrado, por difraccion de neutrones y de
rayos X, una transicion de fase estructural a T=155K de una
estructura tetragonal a otra ortorrémbica. Posteriormente,
a T=137K, la aparicion de un orden magnético de largo
alcance, es causa de una transicion antiferromagnética en los
atomos de Fe. Al dopar los materiales, estas transiciones se
suprimen y solo permanece la transicion superconductora.
Por otro lado, se ha encontrado también que la Tc depende
de un cierto angulo de la estructura. Este es otro aspecto sin
explicacion cabal en estos complejos materiales que son
actualmente tema de intensa investigacion.

Figura 11. Estructura cristalina superconductores con Fe
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Figura 12. Relacion entre el elemento usado en el compuesto
LnOTmPn que determina una constante de red del material y la
temperatura critica. Esta dependencia no esta explicada.

8.2. El comportamiento re-entrante

Comportamiento re-entrante se llama al hecho de que, por
debajo de la temperatura critica superconductora un material
regrese espontaneamente al estado normal. Hay tres tipos
diferentes de comportamiento re-entrante. En los dos primeros
hay presencia de Tierras Raras en el material que forman,
a una cierta temperatura de Neel, T, una sub-red magnética
que colapsa el estado superconductor, regresando la muestra
al estado normal. El segundo tipo, se da en muestras en las
cuales, a una temperatura aun menor que la de Néel, la super-
conductividad reaparece. El tercer tipo de comportamiento
re-entrante se presenta en compuestos donde no hay Tierras
Raras. Cuando el compuesto tiene Tierras Raras, como en los
Borocarburos del tipo RT,B,C donde R es una Tierra Rara (S,
Y, La, Ho, Er, por ejemplo), y T= Ni, Pd, Ru, por ejemplo, la
sub-red de la Tierra Rara se vuelve antiferromagnética a T, <
T.. Por esa razon, la muestra pasa al estado superconductor y, al
descender la temperatura hasta la temperatura de Neel, el orden
antiferromagnético da cuenta de la superconductividad, como
ya lo mencioné [38]. El fenomeno fue descubierto hacia los
afios setentas. Presento aqui, un descubrimiento hecho en
1993, una muestra donde la superconductividad reaparece a
una temperatura menor a la de Néel, como se ilustraen la Figura
13. En algunos casos la superconductividad no reaparece.
Este comportamiento re-reentrante es un problema abierto,
sin explicacion aun.

Un problema diferente, aparentemente, es el comportamiento
que presentan los compuestos que no contienen tierras raras,
Un caso de este tipo fue reportado para el experimento de
dos monocristales intercalados entre si [39], Bi,Sr,CaCu,O,/
Bi,Sr,Ca,Cu,O, . Ante una corriente pequefia de S0pA, la
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resistencia del sistema de cristales intercalados entre si, pasa
al estado superconductor a 105K y regresa a un estado de
resistencia finita (estado normal) a una temperatura inferior
para después volver al estado superconductor (resistencia
cero) a los 92K. No hay tampoco explicacién convincente
para este experimento. EI modelo que los autores usan para
explicarlo es un sistema compuesto por un superconductor
en interface con un semiconductor.

Enun estudio posterior [40] se fabric un intercalado de micro-
particulas de CdS dentro de una ceramica de Bi-Pb-Sr-Ca-
Cu-O. EI material base es el Bi-2223 (Bi,Sr,Ca,Cu,0, ). El
resultado se ilustra en la Figura 14. Aparecen dos curvas que
corresponden a una medida de resistencia contra temperatura

Figura 13. Resistencia vs. Temperatura. Descubierto por R. Cavaen
1993 en el borocarburo HoNi.B,C, este intrigante comportamiento
re-re-entrante se ha encontrado en varias muestras del mismo
tipo y sigue aun sin explicacion. La muestra regresa al estado
superconductor a una temperatura por debajo de la T .

Figura 14. El comportamiento re-re-entrante en un composito
intercalado con micro-particulas de CdS.
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de la ceramica sola (curva inferior) y del composito (curva
superior). La ceramica comienza a bajar su resistencia hacia
los 94K y registra resistencia cero a los 76K, el ancho de la
transicién es de 18K. Permanece en el estado superconductor
a toda temperatura por debajo de los 76K. La curva superior
es una medida de la resistividad del composito. Su resistencia
hacia los 200K es del orden de tres veces mayor que la de
la ceramica sola. EI composito comienza la transiciéon a una
temperatura igual a los 65K y el valor cero de la resistencia
se mide a los 56K, la transicion es de 9K, mucho menor que
la de la ceramica sola. EI composito pasa al estado normal
por debajo de los 50K y regresa al estado superconductor
por encima de los 40K. En este caso no hay Tierras Raras. El
fendémeno requiere una explicacion diferente a la formacion
de una sub-red antiferromagnética. Otro problema abierto.

9. El mecanismo.

Ha habido una busqueda tenaz del mecanismo. La interaccion
electron-fonon fue presentada por el grupo de Berkeley
como un posible mecanismo al observar que en el YBCO?7,
un fonoén cercano a los 80 meV se ablandaba (se corria
hacia frecuencias menores) a la temperatura de la transicion
superconductora [41]. Una reinterpretacion del experimento
[42] mostr6 que las fluctuaciones de espin podrian explicar
el experimento de igual manera. Las fluctuaciones de espin,
si tienen que ver con el mecanismo tienen que mostrarse
en experimentos de susceptibilidad magnética. Esta funcion
presenta una resonancia a 40 meV en YBCO7, la cual
fue utilizada por Carbotte et al. [43] como la funcidén
de Eliashberg para calcular, usando las Ecuaciones de
Eliashberg, la termodindmica del YBCO?7. Sin embargo, un
audaz experimento demostrd que la hipdtesis era incorrecta
[441. Este es el reporte de uno de los muchos intentos en esta
direccion. EI mecanismo sigue como un problema abierto.

10. Conclusiones

La superconductividad ha sido un campo muy fértil que ha
influido el desarrollo tanto tedrico como experimental en
muchas areas de la fisica incluyendo la teoria de Muchos
Cuerpos y las particulas elementales. El fendmeno es cuantico
macroscopico no relativista. Su interés se ha aumentado ante
la posibilidad de multiples aplicaciones tecnoldgicas. La
teoria BCS (1957) establecié que la superconductividad es
la fisica de los pares de Cooper los cuales se mantienen por
interacciéon con la red (fonones). Esta abri6 el camino para
que una formulaciéon mas exacta basada en teoria de campo
no-relativista, estableciera las ecuaciones de Eliashberg y
lograra una explicacion total y cabal del fendmeno. En 1986,
Bednorz y Miiller [45] descubrieron los superconductores de
alta temperatura critica, re-abriendo el campo desde cero. Los
problemas que se planteaban en 1911, afio en que K. Onnes
descubrid la existencia de la superconductividad, se plantean
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aun hoy (noviembre 2014) para la nueva superconductividad
no-convencional. Una rica serie de fenomenos nuevos se
presentan, y una busqueda tenaz para entenderlos hace de
esta disciplina una de las mas interesantes y activas entrada
ya la segunda década del siglo XXI. Un gran problema
abierto por encima de todos: predecir la temperatura critica
desde primeros principios. Registro, por completez, los
trabajos del grupo de Gross [46] a los cuales no me referi
por falta de espacio. Tampoco me referi a “grafeno, grafito
y superconductividad” que es un tema en estudio de gran
interés por las propiedades muy novedosas del grafeno.
Hay superconductividad para otro siglo mas, al menos. Y
pensar que, a comienzos de 1986, creiamos que todo estaba
terminado para la superconductividad.
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Resumen

La composicion microscopica de la materia oscura y la observacion directa o indirecta de su presencia, mas alla de
sus efectos gravitacionales, representa uno de los problemas mas urgentes que enfrentan la Fisica de Particulas, la
Astrofisica y la Cosmologia. Desde hace varios afios se han llevado a cabo busquedas experimentales de diversa indole,
sin ningln resultado concluyente. Toda la evidencia indica que los constituyentes microscopicos de la materia oscura
no pueden pertenecer al espectro de particulas del Modelo Estandar. Varios modelos tedricos proponen candidatos a ser
los constituyentes fundamentales de este tipo de materia; entre ellos, algunas versiones de modelos supersimétricos,
en las cuales los neutralinos mas ligeros son estables, masivos, neutros y sin carga de color, haciéndolos excelentes
candidatos. En los experimentos del LHC se han llevado a cabo busquedas exhaustivas de particulas supersimétricas
durante las primeras corridas a energias de 7 y 8 TeV, sin ninglin resultado positivo. Estas busquedas se han concentrado
en canales de produccion fuertes, con gluinos y s-quarks en el estado final. Dados los resultados negativos, es imperativo
llevar a cabo busquedas detalladas en canales de produccion electro-débiles, en los cuales las particulas supersimétricas
del estado final deberan ser mas ligeras y, por tanto, tener mayor probabilidad de ser observadas, incluyendo los
neutralinos. Los canales de produccion de materia supersimétrica mediados por la fusién de bosones vectoriales son,
hoy por hoy, los mas prometedores, desde este punto de vista. En este articulo se presenta una revision de las busquedas
de materia oscura en las primeras corridas del LHC, haciendo énfasis en los canales de fusion de bosones vectoriales y
se presentan estrategias para llevar a cabo estas busquedas, en la proxima corrida, a una energia de 14 TeV.

Search for Supersymmetric Dark Matter in the LHC

Abstract

The microscopic composition and the direct or indirect observation of dark matter, other than trough its gravitational
effects, is currently one of the most urgent and important problems in particle physics, astrophysics and cosmology.
Since several years ago, different kinds of experimental searches have been conducted without any conclusive
results. All the evidence shows that the microscopic constituents of dark matter cannot belong to the particle spectrum
of the Standard Model. Several other theoretical models provide candidates to be the constituents of this kind of
matter, among them some versions of supersymmetric models, in which the lightest neutralinos are stable, neutral,
massive and do not have color charge, making them excellent candidates. The LHC experiments have conducted
thorough searches of supersymmetric particles during the first runs of the LHC at 7 and 8 TeV, without any positive
result. These searches have been concentrated in strong production channels, with gluinos and s-quarks in the final
state. Given the negative results, it is necessary to perform detailed searches in electro-weak channels in which the
supersymmetric particles in the final state are expected to be lighter, and therefore, have higher probability to be
produced, including the neutralinos. The supersymmetric production channels mediated by vector boson fusion are
the most promising ones. In this article, a review of the dark matter searches performed during the first runs of the
LHC are presented, making emphasis on the vector boson fusion channels, as well as the strategies for the searches
to be performed in the next run, at 14 TeV.

1. Introduction

En 2012, con el descubrimiento del boson de Higgs en los
experimentos CMS y ATLAS en el acelerador LHC del
laboratorio CERN [1, 2], se cerrd una pagina importante
en la historia de la Fisica. Esta era la tltima particula por
descubrir del Modelo Estandar de Particulas e Interacciones
(SM, Standard Model), aun cuando paraddjicamente era, tal
vez, la méas importante dado el papel que juega al proveer
términos de masa para los demas campos y, de paso, para
restablecer larenormalizabilidad de todo el modelo. Sibien el
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SM representa una excelente version de las leyes de la fisica,
al nivel mas elemental, continta teniendo algunos problemas
a nivel tedrico que tienen que ver con su comportamiento
matematico a muy altas energias y con su incapacidad para
dar explicaciones microscopicas satisfactorias a los dos
problemas pendientes mas importantes de la Astrofisica
y de la Cosmologia: la naturaleza de la materia oscura y
de la energia oscura. Todo indica que el SM es una teoria
efectiva que funciona muy bien a la escala electro-débil,
es decir, a energias que van hasta los TeVs, pero que
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tiene un comportamiento matematico insatisfactorio a
escalas de energia superiores, como lo es la escala de
Gran Unificacién (~ 10'3 TeV). Durante los tltimos 50
anos, se ha llevado a cabo un gran esfuerzo por construir
modelos tedricos que vayan més alld del SM, pero que,
por supuesto, lo incluyan y reproduzcan sus resultados a
la escala electro-débil (BSM, Beyond Standard Model).
Todos estos modelos predicen la existencia de una gama
de nuevas particulas elementales muy masivas que, por
lo tanto, solo son observables en ambientes con altas
densidades de energia, como lo fueron las épocas tem-
pranas del universo y como lo serian las colisiones entre
protones en aceleradores como el LHC. Estas particulas,
dada su alta masa, tendrian tiempos de vida muy cortos
y habrian decaido muy pronto después del Big-Bang,
contribuyendo a la composicién actual de la materia
bariénica y lepténica, y a la radiaciéon césmica de fondo
del universo. Sin embargo, en ciertas versiones de estos
modelos, algunas de estas particulas son estables, a
pesar de ser masivas y, ademas, son el producto final de
las cadenas de decaimiento de particulas de mayor masa.
En consecuencia, enormes cantidades de ellas deberian
haberse acumulado después del Big-Bang y continuar
deambulando por el cosmos atn hoy en dia. Dada la
alta masa de estas particulas y a su gran cantidad, sus
efectos gravitacionales deberian ser manifiestos, pero
también, dado que ain no las hemos descubierto en la
Tierra, deberian interactuar muy poco con la materia
ordinaria que conocemos. La materia ordinaria tiene
una alta interaccién electromagnética a nivel atémico
y una alta interacciéon fuerte a nivel nuclear. Es de
esperarse, por tanto, que estas particulas interactien
gravitacionalmente, y a lo sumo, débilmente (WIMP,
Weakly Interacting Massive Particle). Modelos tedricos
BSM, como por ejemplo, los modelos supersimétricos
(SUSY, Supersymmetry) y los modelos con dimensiones
espaciales extra (ED, FExtra Dimensions) proponen
particulas que cumplen con estas condiciones bésicas.
Los efectos gravitacionales de estas particulas deberian
ser notorios, proporcionando una respuesta al problema
de la composiciéon microscépica de la materia oscura;
una forma de materia de la cual solo conocemos sus
efectos gravitacionales a gran escala.

Las primeras evidencias de una forma de materia
cuya naturaleza desconocemos, pero que tiene efectos
gravitacionales notorios, provienen de las observaciones
astronémicas de Fritz Zwicky, quien, en 1933, llevé a
cabo un estudio detallado de la dindmica del cimulo de
galaxias Coma, conformado por unas 2000 galaxias y
localizado a 300 millones de anos luz de la Tierra. Usan-
do la técnica de corrimiento Doppler de la luz recibida
de cada galaxia para determinar su velocidad, Zwicky
estimé la masa contenida en el cumulo. El resultado
indicaba que esta masa era mucho mayor a la cantidad
de materia visible, unas 500 veces mayor [3] (actualmente
se estima que es s6lo 200 veces mayor). Sinclair Smith,
en 1936, obtuvo resultados similares para el cumulo de
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Virgo [4]. Zwicky continué sus estudios a nivel galdctico,
midiendo velocidades de rotacion de estrellas orbitando
alrededor del nicleo de galaxias espirales. Sus resultados
indicaban que, también en este caso, la dindmica de
estas estrellas estaba alterada con respecto a lo que se
esperaria, dada la cantidad de materia observada. Si se
usa gravitaciéon newtoniana para calcular las velocidades
de rotacion de las estrellas, no se obtienen los resultados
medidos, a menos que se considere la presencia de un
halo de materia que no observamos, pero que ejerce
una influencia gravitacional importante [5]. Toda la
evidencia recolectada por Zwicky parecia indicar que en
el universo habia grandes cantidades de materia oscura.

En galaxias espirales, la gran mayoria de estrellas visi-
bles estan concentradas en un nicleo central. Las demds
estrellas y gases orbitan alrededor del nticleo en un disco
exterior. Las estrellas que estan en este disco deberian
seguir patrones de movimiento similares a los que siguen
los planetas que orbitan alrededor del Sol. La velocidad
de rotacién de una estrella es de la forma:

oir) =/ S (1)
donde
M(r)=4n /OT p(r )" dr’ (2)

es la masa incluida al interior de la dérbita y p(r) es el
perfil de densidad de masa de la galaxia. En consecuen-
cia, si consideramos que la gran mayoria de la masa de
la galaxia estd acumulada en su nucleo, y despreciamos
la masa que estd en el disco, entonces v(r) o< 1/4/r, en la
regién del disco. Por el contrario, las estrellas al interior
del ntcleo galactico deberian poseer velocidades que in-
crementan con la distancia al centro. El resultado deberia
ser una curva de velocidad rotacional que aumenta desde
cero en el centro galactico y que llega a un maximo en
la frontera del nicleo, para después disminuir en la re-
gién del disco (ver Figura 1). Sin embargo, esto no fue
lo que observé Zwicky; lo que él observé fue una curva
que incrementa al interior del nicleo, para después hacer-
se constante en la regién del disco galdctico (ver Figura
1). Este tipo de estudios fueron llevados a cabo hasta la
década de 1970, usando la técnica de corrimiento Doppler
para la luz visible de estrellas y de nubes de gas lumino-
so al interior de las galaxias. El uso de radio-telescopios
para medir corrimientos Doppler de la radiacién emiti-
da con una longitud de onda de 21 c¢cm por nubes de
hidrégeno, orbitando mas alla de los limites visibles de
las galaxias, permitieron extender las curvas de velocidad
de rotacién [6, 7]. Estos estudios mostraban que hasta los
limites detectables de las galaxias, las curvas contintdan
siendo planas, aun a grandes distancias del nicleo. Una
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forma de explicar estos resultados es asumiendo que hay
una cantidad apreciable de materia invisible, que se es-
parce en forma de halo hasta los confines de la galaxia,
conteniendo de 5 a 10 veces mas masa que la que obser-
vamos, afectando la dindmica de la materia visible. Este
halo deberfa poseer un perfil de densidad p(r) o 1/72, de
tal forma que M (r) o r y por tanto v(r) o const.

Figura 1: Curva de rotaciéon para la galaxia espiral NGC 6503.
Los datos son consistentes con la presencia de materia lumino-
sa, de gas y de materia oscura, como se muestra en la grafica
(tomada de la referencia [6]).

Nuestra galaxia, la Via Lactea, deberia contener una
cantidad apreciable de materia oscura en forma de halo
permeando la regién visible e incluyendo al Sistema
Solar. El movimiento de las estrellas que se encuentran
fuera del plano galactico; de los cimulos globulares;
de galaxias satélites como las Nubes de Magallanes; al
igual que la interaccién gravitacional con nuestra galaxia
hermana Andrémeda, permiten estimar la cantidad de
masa en el halo que resulta ser unas 10 veces mayor que
la masa de la materia luminosa que observamos [8-11].

El caso de las galaxias elipticas, en el cual es mucho
mas dificil hacer curvas de velocidad de rotacién, dado
que no hay un plano bien definido en el cual las estrellas
estén rotando, los estudios de ensanchamiento de las
lineas espectrales de la luz emitida por las estrellas, nos
dan una medida de las velocidades estelares al interior
de la galaxia. El teorema Virial nos permite establecer
una relacion entre la energia cinética total del sistema y
la energia potencial que, en este caso es gravitacional.
De esta forma podemos determinar la energia potencial
gravitacional y, por tanto, la masa total de la galaxia.
Nuevamente, este tipo de estudios muestran un exceso
de materia oscura que es 5 a 10 veces mayor que el
de la materia luminosa [12]. Sin embargo, estudios
muy detallados de las distribuciones de velocidad de
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nebulosas planetarias (las nubes de gas emitidas por
estrellas que estdn muriendo), en galaxias elipticas
cercanas, muestran que algunas de ellas parecieran
tener muy poca materia oscura, o no tenerla. Este es
un resultado sorprendente que proyecta una sombra
de duda sobre algunos preceptos relacionados con las
teorias de formacién y de estructura de las galaxias,
a la luz de la existencia de materia oscura [13]. Otro
resultado, igualmente intrigante, es la existencia de
galaxias oscuras, que contienen muy pocas estrellas,
pero poseen grandes cantidades de materia oscura. Un
ejemplo de este tipo de galaxias es el objeto denominado
VIRGOHI21, descubierto en 2005 por medio de la
deteccion de ondas de radio de 21 cm emitidas por nubes
de hidrégeno [14]. Esta galaxia oscura parece tener una
masa de 10,000 millones de soles y extenderse por una
regién del espacio de 50,000 anos luz.

Los estudios de la dindmica de los cimulos y su-
percimulos de galaxias, mas alld de las observaciones
iniciales llevadas a cabo por Zwicky y Smith, han
mostrado que, aun incluyendo la masa proveniente del
gas ionizado presente en el espacio intergalactico, la
masa visible o detectable de estos objetos no alcanza un
décimo de la masa que se deduce de su comportamiento
dindmico [15, 16].

Una evidencia bastante directa de la presencia de
materia oscura en el universo proviene del fenémeno
conocido como lente gravitacional. Segun la teoria de la
Relatividad General, un haz de luz es desviado al pasar
cerca de una fuente intensa de campo gravitacional. Por
lo tanto, un cuerpo muy masivo que esté en el camino
entre un objeto luminoso y un observador, actuara como
un lente convergente, magnificando la imagen del objeto.
Si el objeto, el cuerpo masivo y el observador estdn
alineados, la luz del objeto se desviara produciendo una
imagen en forma de anillo desde el punto de vista del ob-
servador. Si el alineamiento no es perfecto, se observaran
varias copias del objeto, distorsionadas en forma de
arcos, como las observadas por Walsh, Carswell y Wey-
mann en 1979 para el qiasar 09574561 [17]. El ejemplo
por excelencia del fenémeno de lente gravitacional es
el cimulo Abell 2218, en la constelacién del Dragén,
que muestra imagenes distorsionadas en forma de arcos
de més de 100 galaxias que estdn en un cimulo mucho
més distante (ver Figura 2). Un andlisis cuidadoso de
la distorsion presente en este tipo de imagenes permite
estimar la cantidad de masa que estd en el camino y
que estd produciendo el lente gravitacional. Este tipo de
estudios han mostrado que en el caso de cimulos y de
supercimulos de galaxias, la cantidad de materia oscura
es de 10 a 100 veces mayor que la cantidad de materia
visible [18, 19]. Actualmente, la cantidad y la calidad de
los datos recolectados permiten hacer detallados mapas
de la distribucion de materia oscura en el universo
observable.
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Figura 2: Imagen del lente gravitacional generado por el
ciumulo Abell 2218. Los filamentos y las figuras arqueadas
corresponden a galaxias més lejanas, cuyas imagenes son dis-
torsionadas por el lente gravitacional generado por la masa
del cimulo que, en su gran mayoria, no es visible (imagen
tomada de [20]).

Por tltimo, el estudio de la formaciéon de galaxias a
partir del Big-Bang, a la luz de la informacién de alta
precisién provista por el espectro de radiaciéon césmica
de fondo, parece indicar que son necesarias grandes
cantidades de materia oscura que aporten el campo
gravitacional necesario para explicar este proceso [21].

En resumen, la evidencia a favor de la existencia de
materia oscura en el universo es enorme, atin cuando hay
algunos resultados contradictorios. La curvas de rotacién
de galaxias espirales, la dindmica de los cimulos galacti-
cos y el estudio de las imagenes de lente gravitacional,
proveen argumentos muy convincentes que indican una
cantidad de materia oscura en el universo que es unas
10 veces mayor que la cantidad de materia visible.

;,Cudl es la naturaleza de esta materia oscura? ;Podria
ser materia ordinaria que, por algiin motivo, no es visible
o detectable, o mas bien, se trata de una nueva forma de
materia 7 jPuede alguno de los candidatos provenientes
de modelos BSM ser el constituyente microscépico de esta
nueva forma de materia?

II. COMPOSICION DE LA MATERIA OSCURA

Si en el universo hay grandes cantidades de materia
que no vemos, jpodria esta materia ser simplemente
materia ordinaria, de caracter bariénico, que no emi-
te luz, o que emite muy poca? Los halos galacticos
podrian estar compuestos de objetos macroscépicos,
suficientemente pequenos como para no ser detectados.
Nada excluye la posibilidad de que existan cuerpos del
tamano de rocas o de asteroides flotando alrededor de
las galaxias. Pero lo que si es muy dificil de justificar es
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el tipo de procesos que habrian llevado a que la gran
mayoria de la materia en el universo hubiese terminado
de esta forma. Cuerpos de este tamano estan compuestos
por elementos quimicos pesados (tan pesados como el
carbono, o més) y estos elementos solo son producidos
como resultado de explosiones de supernovas, lo cual
los hace muy poco abundantes. Seria mdas probable
que hubiese una gran cantidad de objetos més grandes,
pero de baja luminosidad, como por ejemplo enanas
blancas, estrellas de neutrones o agujeros negros. Estos
cuerpos constituyen el remanente de estrellas muertas,
compuestas originalmente por hidrégeno y por helio.
Las estrellas de neutrones y los agujeros negros son
resultado de la explosién de estrellas muy masivas,
que son poco abundantes. Existe la posibilidad de que
en etapas tempranas del universo se hubiesen creado
grandes cantidades de estrellas muy masivas, que,
rapidamente, habrian colapsado en forma de agujeros
negros. Otra posibilidad son las enanas rojas, estrellas
muy pequenas, que, debido a su baja luminosidad, son
muy dificiles de observar. También podrian ser enanas
cafés, cuerpos unas decenas de veces mas grandes que
Jupiter, que no alcanzan a convertirse en estrellas, y
que, por tanto, emiten muy poca radiaciéon. Si bien las
enanas rojas o cafés son muy dificiles de detectar, los
nuevos instrumentos astrondémicos de alta resolucion han
permitido observar una cantidad suficiente de ellas, como
para hacernos una idea de su abundancia. Nuevamente,
la cantidad de este tipo de objetos no es suficiente para
explicar la composicion de la materia oscura, o al menos,
de una fraccién significativa de ella.

Si bien muchos de estos candidatos no son del todo
plausibles, no pueden ser descartados. Varios equipos de
investigadores han llevado a cabo bisquedas de objetos
masivos y compactos en el halo galdctico (MACHO,
MAssive Compact Halo Object). La forma de detectar
estos cuerpos, tan pequenos y oscuros, es usando la
técnica de Microlente Gravitacional (microlensing),
debido a que, si bien, el campo gravitacional de un
MACHO es muy pequeno, alcanza a desviar la luz que
pasa cerca de su superficie. Cuando uno de estos MA-
CHOs se atraviesa en la linea de visién de una estrella
que esta siendo observada desde la Tierra, el pequeno
lente gravitacional que produce va a enfocar una mayor
cantidad de luz sobre el observador (tal y como lo hace
una lupa). El resultado es que durante el perfodo en el
cual el MACHO estd atravesando la linea de visién, se
observard un aumento en el brillo aparente de la estrella,
produciendo una curva de luminosidad caracteristica.
El brillo de la estrella puede aumentar en unas cuantas
decenas y la duracion del pico de luminosidad puede ser
de unos cuantos dias.

Los lugares més adecuados para buscar eventos de mi-
crolente gravitacional son la Gran Nube de Magallanes y
la Pequena Nube de Magallanes, galaxias satélites de la
Via Lactea. Dada la cercania de estas galaxias, podemos
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distinguir estrellas en forma individual. Cuando un
MACHO perteneciente a la Via Lactea se interpone en
la linea de visién de una estrella en una de las nubes
de Magallanes, el fenémeno del microlente se observa
desde la Tierra. Desde la década de 1990, varios equipos
de astrénomos han monitoreado una gran cantidad de
estrellas en las nubes de Magallanes, en busqueda de
éste tipo de eventos [22, 23]. Dada la dificultad de estas
btsquedas, los resultados no han sido concluyentes, pero
la evidencia indica que la contribuciéon de los MACHOs
a la masa del halo galdctico no puede ser mayor al 20 %,
y, muy probablemente, no supera el 10%. Si bien los
MACHOSs existen, no son la respuesta al problema de la
materia oscura.

Dado que la informacién que poseemos sobre la
materia oscura proviene en gran medida de sus efectos
gravitacionales, bien podria ser que esta materia no
exista, sino que sea el resultado de efectos gravitacio-
nales a gran escala, cuya naturaleza ignoramos. Esta
es la idea basica de los modelos tedricos de Dindmica
Newtoniana Modificada (MOND, MOdified Newtonian
Dynamics). En la versién original de éste tipo de teorfas,
presentada por Mordehai Milgrom en 1983 [24-26], el
comportamiento de la fuerza gravitacional depende de la
aceleracién del cuerpo. Si esta aceleracion es mayor que
un valor de umbral, la fuerza gravitacional se comporta
de la manera Newtoniana, es decir, inversamente pro-
porcional al cuadrado de la distancia entre los cuerpos.
Sin embargo, si la aceleracién es menor que este valor, la
fuerza se vuelve inversamente proporcional a la distancia.
Para estrellas ubicadas en el disco de galaxias espirales,
la aceleracién es tan pequena que la fuerza gravitacional,
segin MOND, seria inversamente proporcional a la
distancia al centro galictico, resultando en velocidades
de rotacién constantes y explicando las observaciones
astrondmicas para este tipo de sistemas. Otras teorias,
basadas en cambios en el valor de la constante gravita-
cional de Newton, debido al cardcter cudntico de campo
gravitacional, también pueden reproducir muchos de los
resultados de dinamica gravitacional a nivel galactico e
incluso cosmoldégico [27].

Si bien las teorias tipo MOND explican la dindmica
galactica, tienen problemas para explicar objetos como
VIRGOHI21, un cuerpo muy masivo, pero que posee
cantidades muy pequenas de masa luminosa. De igual
forma, MOND tiene problemas para explicar la gran
cantidad de informacién, muy detallada, proveniente de
las imagenes de lente gravitacional. Recientemente, una
nueva evidencia a favor de la existencia de la materia
oscura, y contraria a soluciones del tipo MOND, ha
surgido a partir del estudio del cimulo Bala, en la
constelacién de Carina. En realidad, se trata de dos
cumulos de galaxias, alejandose el uno del otro después
de haber colisionado. Los dos ciimulos estan compuestos
por materia bariénica, en forma de galaxias y de gas, y
por materia que solo se manifiesta gravitacionalmente,
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es decir, materia oscura. La materia en forma de galaxias
ocupa un volumen muy pequefio, mientras que el gas
se esparce por todo el volumen de los dos cimulos.
Como resultado de la colisién, las galaxias solo sufrieron
un retardo en su movimiento debido a la interaccién
gravitacional. Por el contrario, la interaccién electro-
magnética entre los gases de los dos cimulos deformé sus
distribuciones espaciales, como lo muestran las imagenes
de rayos X. En el caso de la materia oscura, su presencia
ha sido inferida a partir del estudio de imagenes de lente
gravitacional. Si la materia oscura es no interactuante
(collisionless) o, més bien, solo interactia débilmente,
las nubes de los dos cumulos debieron haber pasado, la
una a través de la otra, sin deformarse. Si asumiéramos
MOND, la deformacién de las nubes de gas causaria
una deformacién similar en el campo gravitacional
y, por tanto, en las imdgenes de lente gravitacional.
Los resultados de los estudios de rayos X y de lente
gravitacional para el cimulo Bala muestran que las
nubes de materia bariénica sufrieron la deformacién
esperada, mientras que las nubes de materia oscura, no
(ver Figura 3) [28]. La evidencia muestra la existencia de
un tipo de materia con efectos gravitacionales notorios,
pero que no participa en colisiones. Es decir, materia
que no interactia ni electromagnética ni fuertemente.

Figura 3: Imagen compuesta del cimulo Bala. El cimulo pe-
queno, del lado derecho de la imagen, atravesd al ciumulo
grande. El color rojo representa la distribucién de materia
bariénica en forma de galaxias y de gas. El color azul repre-
senta la distribucién de materia oscura. Como resultado de
la colisién, la materia bariénica sufrié una deformacién y un
retardo, mientras que la materia oscura no sufrié ninguna de-
formacién (imagen tomada de [29]).

Otro resultado importante a favor de la existencia
de materia oscura no-bariénica emerge del proceso de
nucleosintesis durante el Big-Bang. Estudios de este
proceso indican que, dada la abundancia de hidrégeno,
helio, deuterio y litio en el universo, la densidad
de materia baridénica necesaria para generarlas deberia
ser menor al 10 % de la densidad de energia total [30-32].
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Si se evalian todos los resultados astronémicos en pers-
pectiva, se puede concluir que hay fuertes evidencias a fa-
vor de la existencia de una materia oscura que estd com-
puesta por particulas muy masivas, que no son bariones,
que no poseen carga eléctrica y que, a lo sumo, inter-
actian débilmente.

III. ESTRUCTURA MICROSCOPICA DE LA
MATERIA OSCURA

Multiples modelos tedricos proponen candidatos para
constituir la materia oscura a nivel microscopico. Todos
estos modelos deben representar, de una forma u otra,
extensiones del SM para poder explicar la naturaleza
no-baridénica de la materia oscura y, a la vez, no contra-
decir a la fisica de particulas ya establecida. La soluciéon
mas sencilla habria sido uponer que la materia oscura
estuviese compuesta por particulas conocidas, pertene-
cientes al SM, como por ejemplo, los neutrinos. Pero
la masa de estas particulas es tan pequena que tendria
que haber una cantidad enorme de ellas deambulando
por el universo, en contradiccién con toda la evidencia
astronémica y con los modelos cosmolégicos de evolucion
a partir del Big-Bang [33, 34]. Otra posibilidad es que
existieran neutrinos con helicidad derecha, que tuvieran
alta masa (la helicidad hace referencia a la orientacién
del espin de la particula con respecto a su direccién de
movimiento). Sin embargo, los neutrinos del SM solo
interactian débilmente y poseen helicidad izquierda.
Al ser los neutrinos particulas masivas, podrian tener
helicidad derecha pero, entonces, no interactuarian débil-
mente y, dado que no poseen carga eléctrica ni tampoco
carga de color, solo interactuarian gravitacionalmente.
A este tipo de neutrinos se los denomina estériles. En
los modelos tedricos en los que se incluyen neutrinos
estériles, la masa de estas particulas puede llegar a tener
valores muy altos, convirtiéndolas en candidatos a ser
constituyentes de la materia oscura [35].

Otra posibilidad es que el espacio-tiempo en el que
vivimos tenga mas de 4 dimensiones. Ademds de la
dimensién temporal y de las 3 dimensiones espaciales,
podrian haber dimensiones espaciales extra, compacti-
ficadas hasta escalas microscépicas, de tal forma que
no las notariamos a nivel macroscépico. Excitaciones de
Kaluza-Klein (KK) de los campos/particulas del SM en
un universo con dimensiones espaciales extra (ED), le
darfan mayor masa a estos campos/particulas. Modelos
tedricos con ED proponen excitaciones de KK como can-
didatos a ser constituyentes de la materia oscura [36, 37].

Los candidatos mas populares a ser los constituyentes
de la materia oscura provienen de modelos SUSY. Todos
estos modelos recurren a una extensién de la simetria
espacio-temporal, denominada supersimetria, que coloca
a los campos fermiénicos y bosénicos del SM en un mis-
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mo plano, juntandolos en supercampos cuyas particulas
son las que conocemos en el SM, sumadas a companeras
supersimétricas de mayor masa. Diferentes versiones de
este tipo de teorias incluyen candidatos a constituir la
materia oscura, como por ejemplo, los neutralinos en
el caso de modelos que conservan la paridad R, o los
gravitinos en el caso de modelos con rompimiento de
SUSY mediado por gauge, o los s-neutrinos en algunas
otras parametrizaciones.

Otros candidatos méas exoticos han sido considerados;
como por ejemplo: axiones [38], materia oscura ligera [39],
materia oscura superpesada [40], particulas provenientes
de modelos con Little Higgs [41], Q-balls [42], particulas
espejo [43], particulas cargadas masivas (CHAMP, CHar-
ged Massive Particle) [44], materia D (D-matter) [45],
materia oscura en forma de branas [46], cryptons [47],
entre otros. Si bien algunos de estos candidatos son me-
nos plausibles, no pueden ser descartados y las diferentes
busquedas de materia oscura deben tener en cuenta las
senales que ellos producirian. En este articulo nos con-
centraremos en los candidatos supersimétricos.

IV. MATERIA OSCURA SUPERSIMETRICA

Como ya se ha mencionado anteriormente, existen
varios argumentos tedricos para sospechar que el SM
es una teoria efectiva para energias inferiores a los
TeVs. Ademds de sus 28 o mdas pardmetros libres, y
de no proporcionar una explicacién microscopica para
la materia oscura ni para la energia oscura, a nivel de
teoria cuantica de campos, el SM exhibe problemas que
hacen poco satisfactoria su extension a escalas de energia
superiores. Entre estos problemas estd el denominado
falta de naturalidad de la masa del Higgs.

El problema de la falta de naturalidad de la masa mg
del campo de Higgs emerge cuando se calculan correccio-
nes radiativas a su propagador. En la Figura 4 se mues-
tra la contribucién al orden més bajo, debido a loops
fermioénicos.

La contribucién a la funcién de dos puntos, asociada a
este tipo de diagrama, es [48]:

Qm%
=2y |’

4
dkl 1 )

f —
it (0) = =2X; / (2m)* | k% —m?

donde Ay es la constante de acoplamiento entre el
campo fermiénico y el campo de Higgs y m; es la masa
del fermién. Esta integral es cuadraticamente divergente
e independiente de my. Si el limite superior de la inte-
gral se corta a un valor de momentum A, del orden de la
masa de Planck, entonces la correccién dm?% es de unos
30 ordenes mayor que m? mismo. Ademds, si se lleva
mpy a cero, la correccién no se hace cero. Esto indica

que no existe una simetria en el SM que proteja la masa
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Figura 4: Correccién al propagador del campo de Higgs, H,
debido a un loop fermidnico, f.

Figura 5: Correccién debida a loops s-fermidnicos al propaga-
dor de h.

del Higgs, haciendo de este un parametro no-natural.
Atn cuando esta divergencia se puede renormalizar de la
forma habitual, en una extensién de la teoria a la escala
de gran-unificacién (~ 10'® GeV), la renormalizacién de
la masa del Higgs requeriria una cancelacion de términos
con una precisién de ~ 10725, lo cual es considerado
poco natural e insatisfactorio [48].

La supersimetria es una extensiéon del grupo de
Poincaré, que es el grupo de simetria fundamental
del espacio-tiempo a un grupo de Super-Poincaré que,
ademds de continuar siendo un grupo de simetria
del espacio-tiempo, transforma campos bosénicos en
fermiénicos y viceversa [49]. Esta supersimetria permite
construir teorias de campos en términos de supermul-

40

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):34-55, 2014

tipletes de particulas de igual masa que incluyen igual
nimero de grados de libertad fermidnicos que bosénicos.
Regresando al problema de la falta de naturalidad de mg
en una extensién SUSY del SM, por cada loop fermidnico
habrfa que incluir un loop bosénico (s-fermiénico) con
igual constante de acoplamiento, pero con signo opuesto,
como se muestra en la Figura 5.

Con la inclusién de estos términos, las divergencias
cuadraticas en el propagador del campo de Higgs
desaparecen [50, 51]. Las divergencias remanentes son
logaritmicas y dependen de my en forma tal que, cuando
este parametro se lleva a cero, estas desaparecen. La
teoria recupera asi su naturalidad y las extensiones a
escalas de energia superiores se hacen viables. Esta es
la razén fundamental por la cual, atun después de més
de treinta anos de busqueda experimental fallida, SUSY
continda siendo una teorfa deseable [52].

Un modelo de teoria de campos tipo SUSY estd escrito
en términos de supermultipletes de particulas de igual
masa. Estos supermultipletes pueden ser:

= Supermultipletes quirales :
= Supermultipletes de gauge :
= Supermultiplete del graviton : (2, %) — (G,G’).

A este nivel, el SM no puede reescribirse en términos
supersimétricos, ya que los fermiones y bosones cono-
cidos no se pueden poner juntos en supermultipletes,
debido a que sus numeros cudnticos no lo permiten. La
unica forma de implementar una teoria de este tipo para
las particulas elementales conocidas, es introduciendo
nuevas companeras SUSY de igual masa para cada
una de las particulas del SM. Dado que ninguna de las
particulas SUSY ha sido observada experimentalmente
en el rango de masas conocido, SUSY debe ser una
simetria rota. La ruptura de esta simetria debe ser tal
que genere una diferencia de masas entre las particulas
del SM y sus companeras SUSY, del orden de cientos de
GeV, hasta varios TeV, para no entrar en contradiccion
con las observaciones experimentales.

La versién méas econémica de SUSY, que incluye en
forma adecuada al SM, es el Modelo Minimo Super-
simétrico Estdndar (MSSM, Minimal Supersymmetric
Standard Model). Este modelo posee el siguiente espectro
de particulas:
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SM

leptones cargados — [*
neutrinos — v;

quarks — ¢

bosones vectoriales cargados — W=

bosones vectoriales neutros — v, Z°

gluones — ¢

higgs — H

El rompimiento de la simetria electrodébil presente en
el SM, se manifiesta en el sector supersimétrico en térmi-
nos de una mezcla entre los gauginos (Winos, Binos, y
higgsinos), resultando en un nuevo conjunto de estados
observables denominados charginos y neutralinos, y un
nuevo conjunto de campos de Higgs, como se muestra a
continuacién:

charginos ligeros — )Zli

charginos pesados — )22i

X§ < el més ligero
X5

X5

X3 ¢ el més pesado

neutralinos —

h < el mas ligero
H

A

Hi

higgs —

El modelo MSSM incluye un ntimero cuantico multipli-
cativo que se conserva denominado Paridad R. La con-
servacién de esta cantidad fue introducida inicialmente
en la teorfa para prevenir el decaimiento del protén. La
Paridad R esta definida como:

R= (_1)SB+L+2S’ (4)

donde B es el ntmero bariénico, L es el numero
lepténico y S, el espin. De esta definicién se puede de-
ducir que R = +1 para todas las particulas del SM y
R = —1 para todas las compaiieras SUSY (s-particulas).
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MSSM

s-leptones — [
s-neutrinos — 7

s-quarks — §

Winos — W+
fotino, Zino — 7, Z
gluinos — g

higgsinos — H?, HS

La conservacion de la paridad R tiene las siguientes con-
secuencias:

= Cualquier decaimiento de una s-particula contiene
otra s-particula.

» La particula SUSY maés ligera (LSP, Lightest Su-
persymmetric Particle) tiene que ser estable.

= Toda la materia SUSY termina decayendo en LSP.

= En una colision como las del LHC, las s-particulas
tienen que ser creadas en pares.

= En una colisién como las del LHC, tiene que haber
al menos un par de LSP en el estado final.

En el modelo MSSM, la LSP es x{ que solo interactia
débilmente y es estable. Esta particula se comporta en
forma similar a un neutrino, solo que a diferencia de
este, es muy masiva.

Las Figuras 6 y 7 muestran los canales de decaimiento
de charginos y neutralinos. En el Cuadro I se listan los
canales de decaimiento mas importantes de s-leptones, de
s-quarks y de gluinos. Como se puede constatar a partir
de esta informacion, todas las particulas SUSY generan
cadenas de decaimientos que llevan a charginos y a neu-
tralinos, hasta que finalmente se llega a los neutralinos
mas ligeros, x{, que son las LSP del MSSM. Como conse-
cuencia de todo esto, si en las etapas tempranas del uni-
verso se produjeron grandes cantidades de materia SUSY,
toda ella debi6 decaer rdpidamente en particulas del SM
y neutralinos x¢. Estos neutralinos serfan los constituyen-
tes microscopicos de la materia oscura que observamos.
Por otro lado, en una colisiéon entre dos protones a una
energia suficientemente alta, como lo son las colisiones
del LHC, se podria producir materia SUSY, que gene-
rarfa una cadena de decaimientos, terminando en un par
de x{. Estas particulas no dejan trazas en los detectores,
pero transportan una cantidad apreciable de momentum
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Figura 7: Decaimientos de Neutralinos segin el MSSM [48].

y de energia; es decir, dejarian faltantes de energia y mo-
mentum significativos. La observacién de colisiones de
alto momentum transversal con cantidades igualmente
altas de energia transversal faltante, consistente con pre-
dicciones de SUSY, representaria el descubrimiento de
neutralinos y, por tanto, la observacion indirecta de ma-
teria oscura de naturaleza supersimétrica.

En el SM, los campos de gauge W*, Z° y ~, son re-
sultado de la mezcla de los campos Wy, Wy, W3 v B.
Los companeros SUSY de los campos de gauge se pue-
den expresar en una base o en la otra. Por ejemplo, los
4 neutralinos del MSSM son resultado de la mezcla de
los gauginos B 'y W3, y de los higgsinos HY y HS. El
neutralino més ligero, X¢, se puede escribir como [53]:

)2‘17 = N11§+N12W3 +N13ﬁ? +N14I:Ig 5 (5)

4
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| s-particulas [Decaimientos ‘
s-leptones :
B S
— )22:
Dl — )Zz
— U XT
gluinos y s-quarks :
Simg < Mj
7 - qq
q - q X?i
i
- 4 Xy _
— gbb 4+ gbb
Si mg > Mj
g - q éfai
e
— 449 Xﬁ:
P
- 97 X
— it +ti
— bbb+ bb
q =49
—q xfi
P
— ¢ Xk

Cuadro I: Decaimientos de s-leptones, de s-quarks y de gluinos
segin el MSSM [48].

donde N;; son elementos de la matriz de mezcla para
los neutralinos.

A pesar de su simplicidad, el MSSM posee un nimero
enorme de parametros libres, del orden de 100, que
permiten un amplio espectro de posibilidades tedricas.
Para reducir este niimero de posibilidades de tal forma
que se puedan hacer predicciones concretas que faciliten
las busquedas experimentales, es necesario hacer algunas
suposiciones que tengan un sustento tedrico solido. Por
ejemplo, cuando en un modelo SUSY promovemos la
supersimetria a un nivel local, en forma similar a como
construimos campos gauge en el SM, debemos incluir un
super-campo gauge, que resulta siendo el campo gravita-
cional, mediado por el gravitén (una particula sin masa
de espin 2) y su compaiiero SUSY, el gravitino (masivo
y de espin 3/2). Esta versién de SUSY es conocida como
Supergravedad (SUGRA, SUper GRAvity) [54]. En
este escenario el nimero de parametros libres se reduce
asumiendo ciertas condiciones de frontera a la escala de
Gran Unificacion.
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Otra posibilidad para construir diferentes modelos
SUSY es explorar el mecanismo de rompimiento de
supersimetria. Existen multiples posibilidades que
resultan en diferentes versiones de SUSY. Por ejemplo,
rompimiento de SUSY mediado por anomalias (AMSB,
Anomaly Mediates Symmetry Breaking) [55, 56]; rompi-
miento de SUSY mediado por gravedad (GMSB, Gravity
Mediated Symmetry Breaking) [57]; rompimiento de
SUSY mediado por gauge [58-60]; rompimiento de
SUSY mediado por gauginos [61, 62]; entre otros. Cada
uno de estos escenarios predice diferentes tipos de LSP.
Por ejemplo, en el caso de SUGRA, el neutralino x¢
continuia siendo la LSP, pero posee un alto contenido
de higgsino; en el caso de AMSB, la composicién del
neutralino es dominada por el Wino; en el caso de
rompimiento de SUSY mediado por gravedad o por
gauge, el gravitino se convierte en la LSP.

En el caso de modelos SUSY en los cuales el neutralino
X{ es la LSP, la composicién de este estado en términos de
gauginos y higgsinos tiene consecuencias fenomenologicas
con importantes implicaciones cosmoldgicas y experimen-
tales [119]. Estudiar experimentalmente esta composicién
es crucial para poder inferir el modelo SUSY més viable,
y para determinar las consecuencias que esto pueda tener
al momento de describir la materia oscura.

V. INTERACCIONES DE LA MATERIA
OSCURA CON LA MATERIA ORDINARIA

La existencia de particulas masivas, neutras y que, a
lo sumo, interactien débilmente, no garantiza que ellas
sean las constituyentes primordiales de la materia oscura
que observamos en el universo. Estas particulas, y las
leyes a las que obedecen, deben ser tales que, de la mano
con los modelos cosmolégicos de expansién del universo,
a partir de Big-Bang, se pueda explicar la abundancia
actual de materia oscura. Supongamos una particula x
con masa m,, producida en forma copiosa durante los
primeros instantes del Big-Bang. Si las condiciones son
adecuadas, se puede llegar a establecer un equilibrio
térmico que resulte en un valor estacionario para la
abundancia de esta particula. La densidad de equilibrio
se alcanza cuando se igualan las tazas de creacién y
de aniquilacién. La particula x y su antiparticula x
pueden ser creadas en procesos del tipo Il — x¥ , donde
[ es alguna otra particula. Este tipo de procesos se da,
siempre y cuando, la temperatura del medio sea superior
a m,y. De igual forma, también vamos a tener el proceso
inverso: aniquilaciones del tipo xx — [l. Las tazas de
creacién y de aniquilacién van a tender a igualarse,
llegando a un valor de equilibrio para la abundancia
de x que depende de la temperatura. En la medida
en que la temperatura del universo disminuye, esta
abundancia también disminuye. Cuando la temperatura
cae por debajo de m,, como resultado de la expansién del
universo, el proceso de creacién 1l — yx es suprimido,
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dado que no se cuenta con suficiente energia cinética. El
proceso de aniquilacién xy — [l también es suprimido
debido a la caida en la densidad de x quedando una
densidad remanente de x (relic density). El valor de
esta densidad va a depender de la naturaleza de la
particula x, de su masa y de los procesos de creaciéon y
de aniquilacién involucrados. Por tanto, no basta con
ser un WIMP; la fisica asociada al candidato debe ser
la adecuada para reproducir la densidad remanente de
materia oscura, si es que se quiere dar explicacion a este
problema.

Actualmente, los valores mas exactos que se poseen de
la densidad remanente de materia oscura y de materia
bariénica provienen de ajustes numéricos de parametros
cosmolégicos. Estos parametros estan restringidos por los
datos de multiples experimentos astronémicos, tales co-
mo la distribucién espacial de galaxias en el Universo ob-
servable, el espectro de fluctuaciones de temperatura en
el CMB y la abundancia de cimulos de galaxias [64, 65]:

Qparh? = 0,1198 & 0,0026 (6)

Qh? = 0,02207 £ 0,00027 , (7)

donde Q = p/perit es el pardmetro de densidad, prit es
la densidad critica de masa del universo (que corresponde
a un universo plano), h es el pardmetro adimensional de
Hubble, vy Qpar v Qp son los pardmetros de densidad de
la materia oscura y de la materia baridénica, respectiva-
mente. Si la materia oscura estd compuesta por WIMPs
X, la densidad remanente de estas particulas estaria dada
por [66]:

T3 _0lpb-c
Mo = (oa)

Q,h?* = const. , (8)

donde Ty es la temperatura actual de la radiaciéon
césmica de fondo (CMB, Cosmic Microwave Back-
ground), Mpr, es la masa de Planck, ¢ es la velocidad
de la luz, o4 es la seccién transversal total de aniqui-
lacion de y, y, v es la velocidad relativa entre los dos
WIMPs, en el marco de referencia de centro de masa.
Si la temperatura a la cual cesa la creacién de x es
del orden de Tr =~ m, /20 (freeze out temperature),
la velocidad v es no-relativista, lo cual, de acuerdo
con la ecuacién (8), resulta en o4, del orden de los
pico-barns, es decir, del mismo orden de magnitud de las
secciones transversales para interacciones débiles. Este
tipo de resultados dan valor a la hipétesis de los WIMPs
como constituyentes fundamentales de la materia oscura.

En el caso supersimétrico, como ya ha sido menciona-
do, en muchas de las parametrizaciones méas plausibles,
el WIMP es el neutralino més ligero, x¢. A pesar de no
poseer carga eléctrica, ni carga de color, esta particula
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si interactia débilmente, resultando en varios canales de
aniquilacién [67]:

= X9X9 = I,

. X — WIW—,

" X{XT — Z7Z°,

" XIX? — 99,

" XIXT =Y

= XS — WE 4+ SUSY-Higgs,
" X9x§ — Z° + SUSY-Higgs,

" X7x9 — SUSY-Higgs,

donde SUSY-Higgs hace referencia a los campos de
Higgs del MSSM: h° H°, A° y H¥ ; f hace referen-
cia a fermiones, f = [l,v,q ; donde | = e, u,7 ; y
q=u,d,s,c,b,t.

Si bien las secciones transversales de aniquilacién
de neutralinos son pequenas, la cantidad de ellos en
el cosmos seria enorme, de tal forma que habria una
probabilidad finita de observar, a nivel astronémico,
senales de estas aniquilaciones.

La materia oscura no solo interactia con si misma
para aniquilarse, también puede interactuar con materia
ordinaria, produciendo reacciones de dispersion elasticas
e ineldsticas (scattering) con nucleos atémicos. La
interaccién elastica de un WIMP con un nicleo puede
causar que este retroceda con una energia del orden
de decenas de keV. La interaccién inelastica puede
generar una reaccién nuclear que resulte en el retroceso
y en la excitacién del nicleo, seguido por la emision
de un fotén durante el proceso de desexcitacién. Otra
posibilidad es la interaccién con un electrén atémico
para producir su emisién, dejando al &tomo en un estado
ionizado. La probabilidad de estas interacciones en el
caso supersimétrico depende de las secciones transversal
neutralino-quark, neutralino-gluén y neutralino-electrén,
que son calculables a partir de los modelos SUSY.

La produccién de materia oscura supersimétrica du-
rante las etapas tempranas del universo se debié haber
dado por medio de las mismas reacciones de aniquilacion
mencionadas anteriormente pero en direccién opuesta y
produciendo grandes cantidades de pares x{xj o como
resultado del decaimiento de materia supersimétrica mas
pesada. Actualmente la inica forma de producir esta ma-
teria, con alguna esperanza de observarla, seria en las co-
lisiones protén-protéon del acelerador LHC, dada la alta
energia de centro de masa requerida. En este tipo de co-
lisiones, el proceso de produccién serfa: pp — X{x§ + X,
donde X representa un sinnuimero de posibles estados
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finales que involucran multiples particulas y topologias
cinemadticas. El par x{x§ producido escaparia a la de-
teccion, dado que solo interactiia débilmente, dejando
un faltante de energia en los detectores. Este faltante
de energia, sumado a una topologia consistente para las
demds particulas producidas e inconsistente con cual-
quier proceso conocido, representa la senal bésica en la

busqueda de materia oscura por parte de los experimen-
tos CMS y ATLAS del acelerador LHC.

VI. BUSQUEDAS DIRECTAS DE MATERIA
OSCURA

La produccién y deteccién de WIMPs por parte de los
experimentos del LHC no necesariamente es prueba de
que estas particulas sean las constituyentes basicas de la
materia oscura. También es necesario observar senales de
ellas a nivel astronémico, e incluso en la Tierra, ya que,
supuestamente, estan en todo lugar en la Via Lactea.
Muiltiples experimentos buscan senales directas de estos
WIMPs como resultado de colisiones con nucleos o
electrones atémicos. De igual forma, otros experimentos
buscan senales indirectas de la presencia de WIMPs en
la Via Lactea, al detectar particulas resultantes de su
aniquilacion.

Las técnicas experimentales que se usan en las busque-
das directas de WIMPs estan inspiradas, en su gran ma-
yorfa, en los experimentos de deteccién de neutrinos [68—
70]. Los neutrinos, al igual que los WIMPs, solo inter-
actian débilmente, por tanto, los esquemas de deteccién
y la sensibilidad requerida son similares. En el caso de
la materia oscura, el orden de magnitud de la masa y
de la seccién transversal de interacciéon de un WIMP
estdn, méas o menos, determinados dependiendo del mo-
delo tedrico que provea el candidato. Al momento de es-
timar el nimero de eventos de colision WIMP-Niicleo, la
otra cantidad relevante es la densidad de materia oscura
que deberiamos tener en la Tierra. Esta informacién pro-
viene de los estudios astronémicos de la estructura del
halo de materia oscura en la Via Lactea, ya que nuestro
planeta esta sumergido en este halo. El perfil de densidad
de materia oscura en galaxias espirales se puede extraer
de los datos de velocidad de rotacién de estrellas. Aun
cuando la Via Lactea es una galaxia espiral, su curva de
velocidad de rotacién no es tan bien conocida como la de
otras galaxias cercanas (es més facil medir las velocidades
estelares de una galaxia haciéndolo desde afuera). Este
tipo de estudios arrojan valores como: la velocidad del
WIMP relativa al blanco: (v) ~ 0,75 x 10~3¢ (220 km/s);
la densidad local de materia oscura: pg ~ 0,3 GeV/cm?;
y la seccién transversal WIMP-Ntcleo: oy _n ~ 10738
cm? (1072 pb). Con estos valores, y una masa tipi-
ca de un WIMP, m, ~ 100 GeV/c? podemos esti-
mar, por ejemplo, la densidad numérica local de WIMPs,
no = po/my =~ 3x 1072 WIMPs/cm?. El flujo de WIMPs
en la Tierra serfa ¢y = ng x (v) ~ 6,6 x 10* ecm~2s71.
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El nimero de interacciones electro-débiles por unidad de
tiempo y por unidad de masa del detector estaria dada
por [71]:

R~ Ny X ¢g X ow_n ~ 0,13 eventos kg tafio ™!, (9)

donde Ny = N4/A es el nimero de nicleos, N4 es
el nimero de Avogadro y A es la masa atémica del
material en el detector. La energia que cada una de estas
colisiones le imprime a un ntcleo es del orden de 30 keV
que es un valor muy pequeno en términos de deteccién.
Para maximizar la energia transferida al nicleo, es
deseable que m, ~ my; por tanto, se pueden usar varios
blancos con diversos valores de A, y asi poder restringir
el valor de m, en caso de observar un evento. Dado
el bajo nimero de eventos esperados por kilogramo de
materia y por ano, es necesario construir detectores con
volimenes muy grandes para maximizar el nimero de
eventos registrados.

Debido a que la Tierra orbita alrededor del Sol y que
este se mueve con respecto a la galaxia y a su halo, el flu-
jo de WIMPs deberia tener una dependencia estacional
y también ser mayor en la direcciéon en la cual se mueve
el Sol; esto es, en direcciéon a la constelacion del Cisne.
En un detector en el cual se pueda medir la direccion
de los retrocesos de los ntcleos, deberia observarse un
exceso de eventos con retrocesos en direccién opuesta a
Cisne y también observarse variaciones estacionales. Por
tanto, es deseable que el detector tenga esta capacidad,
para asi aumentar la certidumbre sobre el origen de los
eventos registrados.

El principal reto que enfrentan los experimentos de
busquedas directas de materia oscura es entender y
poner bajo control las senales de ruido en el detector
(backgrounds); es decir, todos aquellos procesos fisicos
que puedan suceder en el detector o cerca de él, y que
produzcan senales similares a las que se estan buscando
para los WIMPs. La principales fuentes de ruido en
este tipo de experimentos son: la radioactividad en el
aire debido a la presencia de raddn; las impurezas de
tipo radioactivo en el material de los detectores y del
blindaje; los neutrones producto de la fisién nuclear y de
otras reacciones nucleares que suceden en forma natural;
los rayos césmicos; y la activacién de los materiales del
detector debido a su exposicién a la radioactividad en la
superficie de la Tierra, antes de ser llevados a su lugar
de funcionamiento.

Las fuentes de ruido asociadas a rayos césmicos se
pueden atenuar colocando el detector bajo tierra, lo
mas profundo que sea posible para proveer blindaje
suficiente. Los hadrones presentes en el flujo de rayos
césmicos van a ser absorbidos al cabo de unos cuantos
metros de profundidad y, por tanto, dejan de ser
fuente de ruido. La situaciéon es muy diferente con los
muones que son particulas muy penetrantes. A grandes
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profundidades, solamente los muones ma&s energéticos
logran penetrar, pero son justamente estos los que
pueden representar un mayor problema. Cuando un p~
es capturado por un protén en un nucleo, se produce
un neutrén y un neutrino, un proceso conocido como
captura de muones negativos (negative muon capture),
en el que los neutrones son emitidos con energias de
decenas de GeV. Debido a interacciones con el medio,
esta energia se va a atenuar hasta llegar al rango de los
MeV. La interaccién de estos neutrones con nicleos en el
volumen activo del detector, puede producir retrocesos
con energias en el rango de los keV, que son las energias
esperadas para los eventos asociados a WIMPs. Para
controlar este ruido, es necesario rodear el detector
central con detectores de veto, que alerten al sistema
sobre la presencia de muones muy energéticos, o de cas-
cadas de particulas, resultado de interacciones de estos
muones con el medio. Otra fuente natural de neutrones
y de ruido para estos experimentos es la presencia de
particulas «, emitidas como resultado de decaimientos
radioactivos de 238U y de 232Th, que estdn presentes en
la roca que rodea al detector. Estas particulas pueden
desencadenar reacciones nucleares que emitan uno o
varios neutrones. Para controlar esta fuente de ruido,
es necesario conocer en forma muy precisa la composi-
cién de todos los materiales y la cantidad de isotopos
radioactivos presentes para asi determinar, a partir de
calculos muy detallados, el flujo de neutrones producidos.

La principal fuente de ruido proviene de los neutrinos,
ya que no existe ningin blindaje para este tipo de
particulas. Los neutrinos provenientes del Sol, resul-
tado de las reacciones del ciclo pp, pueden producir
retrocesos de electrones atomicos con energias en el
rango de los keV; unos 20 eventos por tonelada y por
ano. La capacidad que tenga el detector para distinguir
entre retrocesos electrénicos y nucleares es crucial para
controlar esta senal.

Experimentos basados en detectores de estado sélido
operados a temperaturas inferiores a 1 K son sensibles a
energias menores a 10 keV y tienen excelente resolucién,
pudiendo diferenciar entre retrocesos electrénicos y
nucleares. Ejemplos de este tipo de experimentos son:
CDMS, en el Laboratorio Subterrdneo de Soudan en
Minessota [72, 73]; CRESST, en el Laboratorio Nacional
del Gran Sasso en Italia [74, 75] y EDELWEISS, en el
Laboratorio Subterrdneo de Modane en Francia [76, 77].
Experimentos con detectores de ionizacion de Germanio,
operados a 77 K, alcanzan energias de umbral de menos
de un keV. Por ejemplo, CoGeNT, en el Laboratorio
Subterrdneo de Soudan [78], y TEXONO, en el Labora-
torio de Neutrinos de Reactor de Kuo-Sheng en Taiwan
[79]. Estos experimentos no pueden distinguir retrocesos
electrénicos de retrocesos nucleares.

Experimentos basados en el uso de elementos nobles,
en estado liquido como sustancia activa de detec-
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cién, ofrecen una alternativa al ser combinados con
la tecnologia de camaras de proyeccién de tiempo
(time-projection chambers). El uso de xenén liquido y
de argén liquido, que pueden actuar como materiales
centelladores al paso de particulas ionizantes, permiten
la construccion de detectores de gran tamano y de
gran masa. Ejemplos de este tipo de experimentos son:
ZEPLIN, en el Laboratorio Subterraneo de Boulby en
el Reino Unido [80, 81]; XENON10 y XENON100, en el
Laboratorio Nacional del Gran Sasso en Italia [75, 82];
XMASS, en Kamioka en Japdn [83, 84]; y LUX, en Black
Hills en Dakota del Sur [85].

Experimentos basados en el uso de cristales centella-
dores de ioduro de sodio (Nal) de alta pureza, ofrecen
una alternativa con muy bajos niveles de ruido. Los
experimentos del Proyecto DAMA [86], en el Labora-
torio Nacional del Gran Sasso en Italia, en particular
DAMA/LIBRA, son sensibles a variaciones estacionales
en el flujo de WIMPs. Experimentos similares entraran
en funcionamiento muy pronto, como es el caso de
ANAIS, en el Laboratorio Subterraneo de Canfrac en
Espafia [87, 88]; y DM-Ice, en la Antértica [89].

La seccion transversal de interacciéon WIMP-Ntcleo
depende del espin del WIMP y del espin de nicleo.
El espin del WIMP es desconocido. En el caso del
neutralino més ligero de modelos SUSY, el espin es 1/2;
pero, en otros modelos tedricos, puede tener un valor
diferente. Los experimentos sensibles al espin del WIMP
usan isotopos con espin impar, como el '°F, en liquidos
supercalentados. Ejemplos de este tipo de experimentos
son: PICASSO, en SNOLAB en Canada [90, 91], que
usa C4F19; COUPP, en Fermilab [92], que usa CFsl; y
SIMPLE, en el Laboratorio Subterraneo de Bas Bruit en
Francia [93, 94], que usa C2CIF;.

Las busquedas directas de WIMPs no han arrojado re-
sultados concluyentes hasta el momento. El experimento
CoGeNT reporto evidencia de un WIMP con una masa de
7 GeV, pero esta particula fue excluida por las busquedas
llevadas a cabo por CDMS, EDELWEISS y XENONT10.
El detector DAMA/LIBRA ha reportado evidencia de
una dependencia estacional en el nimero de eventos de
dispersién a bajas energias. Los experimentos DM-Ice y
ANAIS que entraran en servicio muy pronto, tienen como
uno de sus objetivos principales verificar estos resultados.
En los préximos anos, nuevas colaboraciones pondran
en funcionamiento detectores més grandes y més sen-
sibles, que permitiran explorar el espacio de pardmetros
de multiples teorias en fisica de particulas que predicen
candidatos a ser los constituyentes de la energia oscura.
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VII. BUSQUEDAS INDIRECTAS DE MATERIA
OSCURA

Otra opcién en la bisqueda de materia oscura es la
deteccion de senales de la aniquilacién de WIMPs. Si
bien se supone que los WIMPs son estables, esto no
impide que al interactuar con ellos mismos se aniquilen,
produciendo otras particulas como resultado de este
proceso. Las particulas resultantes pertenecen al SM, y
sabemos como detectarlas. La informaciéon cinematica
que ellas entreguen nos proveerd informacién indirecta
sobre las propiedades de los WIMPs, como, por ejemplo,
Su masa.

Aun cuando no conocemos las propiedades fisicas
de los WIMPs, dado que no los hemos observado,
si conocemos las propiedades de los candidatos mas
plausibles. En el caso de los neutralinos de SUSY, estas
particulas son fermiones (tienen espin 1/2) y son sus
propias antiparticulas (particulas de Majorana). Por
tanto, colisiones entre neutralinos podrian terminar en
aniquilaciones. Dada la gran cantidad de materia oscura
en el universo y, en particular en los halos galacticos,
las colisiones entre neutralinos podrian suceder con
suficiente frecuencia, a pesar de sus muy pequenas
secciones transversales de interaccién, como para que
sus senales sean detectables. Aun si los WIMPs no son
sus propias antiparticulas, todo indica que deberian
haber cantidades similares de WIMPs y de anti-WIMPs
en la materia oscura, de forma tal que deberian ocurrir
aniquilaciones WIMP — anti-WIMP, con senales similares
a las que producirian las aniquilaciones de neutralinos.

Las aniquilaciones de materia oscura deberian pro-
ducir particulas estables como: fotones, electrones,
positrones, neutrinos, protones y antiprotones; también
podrian producirse particulas inestables, pero ellas
decaerian rapidamente en las anteriores. Los protones y
electrones se confundirian con la materia ordinaria del
medio, pero fotones, neutrinos, positrones y antiprotones
podrian producir senales distintivas. Las busquedas in-
directas de materia oscura se concentran en estas senales.

Las senales de aniquilaciones de materia oscura
sucederian con muy poca frecuencia, al compararlas con
senales similares producidas por procesos conocidos.
Por tanto, se debe buscar primero en lugares donde
sea mucho mé&s probable que sucedan colisiones entre
WIMPs. Al interior de una estrella o de un planeta, la
probabilidad de que los WIMPs interactiien con nicleos
atémicos perdiendo energia, y cayendo en el campo
gravitacional del cuerpo, es més alta. Como resultado
de este mecanismo, se esperarian mayores densidades
de materia oscura al interior del Sol o de la Tierra
que en el espacio interestelar y, en consecuencia, mayor
probabilidad de colisiones entre WIMPs. Otro lugar con
alta densidad de materia oscura seria el centro de la Via
Léactea.
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Las aniquilaciones de WIMPs atrapados en el centro
de la Tierra producirian neutrinos muoénicos. Algunos de
estos neutrinos en camino hacia el exterior del planeta,
podrian interactuar con nucleos del medio, produciendo
muones, que tendrian una direccion de movimiento y
una energia muy similares a las de los neutrinos de los
cuales se originaron. Experimentos de neutrinos en la
Tierra detectarian muones que vienen desde abajo. Un
flujo de muones que viene desde arriba es normal en este
tipo de detectores, debido a los rayos cdsmicos; pero
un flujo de muones que viene desde abajo indicaria la
produccién de neutrinos en el centro de la Tierra. Si la
energia de los muones detectados, que es muy similar a
la de los neutrinos originales, esta en el rango de los GeV
a los cientos de GeV, seria consistente con aniquilaciones
de materia oscura.

Busquedas de este tipo de senales han sido llevadas
a cabo por telescopios de neutrinos como: MACRO, en
el Gran Sasso, en Italia [95]; BAKSAN, en Rusia [96];
SuperKamiokande, en Japén [97]; Lago Baikal, en Rusia
[98]; AMANDA, en la Antartida [99]; ANTARES, en el
mar Mediterrdneo [100]; NESTOR, en el mar Egeo [101];
y IceCube, en la Antédrtida [102]. Hasta el momento,
la estadistica acumulada por estos experimentos no es
suficiente como para obtener resultados concluyentes
sobre la existencia de WIMPs en el centro de la Tierra.
Algunos de estos experimentos pueden medir flujos de
neutrinos provenientes del Sol, buscando senales con
energias en el rango esperado para aniquilaciones de
WIMPs. También, en este caso, los resultados ain no
son concluyentes.

Las busquedas astrondémicas de senales de aniqui-
laciones de WIMPs se concentran en los fotones.
Diversos canales de aniquilaciéon resultan en cadenas
de decaimientos que terminan emitiendo rayos gamma
en un rango amplio de frecuencias. La cinematica de
las particulas en el estado final del decaimiento, es tal
que el espectro de gammas va a tener un valor maximo
de energia (cut-off energy). Esta energfa va a estar
directamente relacionada con la masa de los WIMPs que
se aniquilaron. La observacién de cortes en el espectro
de gammas provenientes de alguna regién particular del
espacio con valores de energia en la region de los cientos
de GeV, podria ser evidencia de estas aniquilaciones. En
algunos canales de aniquilacion, los dos WIMPs decaen
directamente en dos fotones. En consecuencia, la energia
de cada fotén va a ser igual a la masa del WIMP, salvo
correcciones cinéticas. La senial de este tipo de eventos
serfa una linea espectral bien definida, con cierto ancho
y con un valor central aproximadamente igual a la
masa del WIMP. Desafortunadamente, muchos procesos
astrofisicos que no tienen que ver con la presencia de
materia oscura, emiten grandes cantidades de gammas
en un amplio espectro, constituyéndose en ruido para
este tipo de biisquedas.

Busquedas de Materia Oscura Supersimétrica en el LHC

Aniquilaciones de WIMPs en el halo de nuestra gala-
xia deberian producir un espectro continuo de gammas
sumado a lineas espectrales provenientes de los canales
de aniquilacién a vy y a vZ. El tamano de estas senales
en alguna direccién particular estd relacionado con la
estructura del halo galdctico, que no es muy bien cono-
cida. Sin embargo, lo que si es claro es que estas senales
deberian ser méas fuertes en la direccién del centro de
la galaxia. Desafortunadamente, el centro de la galaxia
es una regién muy activa, con muchas fuentes de rayos
gamma de energias diversas. Experimentos como HESS,
en Namibia [103]; y FERMI/LAT, en 6rbita [104], han
observado fuentes puntuales de gammas con energias en
los rangos de los TeV y de los GeV, respectivamente. Sin
embargo, la posibilidad de que estas fuentes tengan un
origen astrofisico es muy alta. Un andlisis independiente
de los datos hechos ptiblicos por FERMI/LAT, ha mos-
trado un exceso en el espectro alrededor de ~ 130 GeV
[105]. Un nuevo andlisis muy cuidadoso de este exceso,
por parte de la Colaboracién FERMI/LAT, ha reducido
su significancia estadistica, haciéndolo compatible con
procesos astrofisicos conocidos.

Otras particulas que son producto de las aniquilacio-
nes de WIMPs, y cuya senal puede sobresalir del rui-
do césmico, son los anti-protones y los positrones. Aun
cuando estas son particulas de anti-materia, son esta-
bles y, mientras no sean aniquiladas camino a la Tierra,
podrian ser detectadas en érbita. Los antiprotones se pro-
ducirian como resultado de la hadronizaciéon asociada a
la produccién de anti-quarks, en canales de aniquilacién
de WIMPs. Los positrones se producirian como resulta-
do de canales con pares lepton — anti-leptén en el estado
final. Al igual que en otras biisquedas, la senal producida
por este tipo de procesos deberia ser pequefnia comparada
con el ruido proveniente de otros procesos que producen
antimateria a nivel césmico. Por ejemplo, colisiones de
rayos césmicos con la materia ordinaria del medio inter-
estelar producen importantes cantidades de antimateria
en forma de positrones y de anti-protones. Observatorios
en 6rbita como el satélite PAMELA y el detector AMS
en la Estacion Espacial Internacional, miden los flujos
de positrones, anti-protones y anti-nicleos, y los compa-
ran con los flujos de electrones, protones y nicleos en un
amplio rango de energias. Excesos de particulas de anti-
materia con energias en el rango de las decenas de GeV
podrian ser consistentes con aniquilaciones de materia
oscura en el halo galdctico. AMS y PAMELA han repor-
tado un incremento en la fraccién de positrones detec-
tados con energfas entre 10 y 200 GeV [108, 109]. Estos
datos no pueden ser explicados fdcilmente en términos
de produccion secundaria debida a rayos césmicos, pero
si se podrian explicar como resultado de aniquilaciones
de WIMPs. Sin embrago, las secciones transversales de
aniquilacion responsables de esta senal, serian demasia-
do altas para los modelos tedricos existentes, e inconsis-
tentes con otros resultados. En resumen, las biisquedas
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indirectas de materia oscura han aportado algunos re-
sultados intrigantes, pero estos ain son muy precarios e
inconsistentes con otros resultados similares.

BUSQUEDAS DE MATERIA OSCURA EN
EL LHC

VIII.

En cuanto a la biusqueda de materia oscura a nivel
microscopico, la tercera opcién es su produccién y
deteccion en aceleradores de particulas. Las pequenas
secciones transversales de interaccién, y la alta masa que
se espera para estas particulas, hace que su produccion
solo pueda darse en un colisionador de particulas de
alta energia y de alta intensidad. Hoy en dia, el tnico
lugar donde se podria lograr esto es en el acelerador
LHC del laboratorio CERN. ElI LHC es un acelerador
circular que hace colisionar haces de protones que viajan
en direcciones opuestas a altas energias. Los protones
colisionan en 4 puntos diferentes a lo largo del anillo
de 27 km de circunferencia del acelerador. Los 4 puntos
de colisién estan rodeados por 4 grandes detectores de
particulas: ATLAS [110], ALICE [111], CMS [112] y
LHCb [113]. Dos de ellos, muy similares en su disefio
y en sus objetivos cientificos, ATLAS y CMS, son
experimentos optimizados para la biisqueda de nueva
fisica, mas alla del Modelo Estandar. Su primer objetivo
cientifico ya fue alcanzado en gran medida: el descu-
brimiento y el estudio del bosén de Higgs. Su segundo
objetivo cientifico, la bisqueda de fisica BSM atin no ha
arrojado resultados positivos. Entre los modelos tedricos
candidatos a ser los responsables por esta nueva fisica,
los méas estudiados y més elaborados son los modelos
SUSY. Si bien el objetivo fundamental de ATLAS y de
CMS es la busqueda de nueva fisica, es muy probable
que cualquier descubrimiento en esta direccién venga
de la mano con respuestas al problema de la materia
oscura. Hemos mencionado el caso de algunos modelos
SUSY que proveen un candidato para ser el muy ansiado
WIMP: el neutralino més ligero. El descubrimiento de
senales experimentales de produccién de materia SUSY
con un par de neutralinos en el estado final, podria
significar un enorme paso en la lucha por entender la
estructura microscépica de la materia oscura. Como ya
ha sido mencionado, no solo se trata de observar estos
neutralinos; las masas y las secciones transversales deben
ser consistentes con los datos astronémicos y con los
datos provenientes de busquedas directas e indirectas.
En este sentido, el LHC y sus experimentos ATLAS y
CMS juegan un papel fundamental en la solucién de este
problema.

ATLAS y CMS estan localizados en los puntos 1 y
5 del acelerador LHC. En estos puntos, denominados
puntos de interaccién, haces de protones se cruzan,
produciendo colisiones cuyos productos son detectados
por estos dos experimentos. Los dos haces, que circulan
en direcciones opuestas en el anillo de 27 km, estan
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compuestos, cada uno de ellos, por una serie de paquetes
de protones (proton bunches). La energia de los protones,
durante la primera corrida fue inicialmente de 3.5 TeV
y posteriormente de 4 TeV, resultando en energias de
centro de masa de 7 y 8 TeV respectivamente; los cruces
de paquetes en los puntos de interacciéon sucedieron
cada 50 ns. Para la segunda corrida, programada para
iniciar en la primavera de 2015, se espera llegar a una
energfa de centro de masa de 13.5 a 14 TeV, con cruces
de paquetes cada 25 ns. Con esta energia, y una mayor
luminosidad (nimero de particulas por unidad de area y
por unidad de tiempo en los puntos de interaccién) se
podra escudrinar toda una nueva regién cinemadtica en
la btsqueda de nueva fisica.

Los detectores ATLAS y CMS rodean el tubo por don-
de circulan los dos haces de protones y estdn centrados
en sus respectivos puntos de interaccién. Estos detectores
poseen una simetria cilindrica y varias capas de detecto-
res. Moviéndose hacia fuera desde el punto de interaccion,
los sistemas de deteccién que las particulas encuentran en
su camino son:

= Sistema de reconstruccién de trazas (Tracker)

Es el detector méas cercano al punto de inter-
accion y estd instalado justo alrededor del tubo del
acelerador. Tipicamente estd construido a partir
de detectores de pixeles y de micro-cintas de silicio
y posee una alta resolucién espacial. La tarea de
este sistema es reconstruir las trayectorias de todas
las particulas cargadas eléctricamente que emergen
del punto de colisién.

» Calorfmetro Electromagnético (ECAL)

Esta construido a partir de materiales densos que
logran detener y absorber los electrones, positrones
y gammas provenientes del punto de interaccion.
Este sistema mide la cantidad de energia de estas
particulas.

» Calorimetro Hadrénico (HCAL)

Similar al calorimetro electromagnético. Su
proposito es detener y absorber los hadrones
que atraviezan el calorimetro electromagnético,
midiendo su energfa.

= Sistema de muones (u-System)

Localizado en la parte exterior del detector.
Su propdsito es reconstruir las trazas de los
muones producidos en la colisién. Los muones
son muy penetrantes y son las tnicas particulas
conocidas, con la excepcion de los neutrinos, que
logran atravesar las capas internas de deteccién.
Al ser particulas cargadas, van a dejar trazas en
estos detectores.
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[Particulas|Sistemas de Deteccién

ECAL

Tracker + ECAL

Tracker + p-System
Tracker + ECAL + HCAL
Tracker + ECAL + HCAL
Tracker + ECAL + HCAL
ECAL + HCAL
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Cuadro II: Particulas detectables y los principales sistemas de
deteccién involucrados.

Ademas de los sub-sistemas de deteccion, se cuenta con
una configuracién de campos magnéticos que permiten
identificar las diferentes particulas y sus cargas eléctri-
cas, a partir de la curvatura de sus trayectorias. En el
caso de ATLAS, se cuenta con un magneto solenoidal ro-
deando el tracker, y una serie de magnetos alrededor de
los detectores de muones, produciendo un campo toroidal
en esta region. En el caso de CMS, se cuenta con un mag-
neto solenoidal mucho mas grande que rodea el tracker y
los calorimetros. El campo magnético que emerge del so-
lenoide es compactificado por un enorme yugo de hierro,
donde se encuentran instalados los detectores de muones.
En la Figura 8 se presenta una versién esquematica del
detector CMS.

Las tnicas particulas que pueden ser detectadas
directamente en este tipo de experimentos son aque-
llas cuyos tiempos de vida son suficientemente largos
como para que logren avanzar, al menos unos cuantos
centimetros. Ademads, se requiere que estas particulas
interactien electromagnética o fuertemente, para que
dejen rastro de su paso por los detectores. En el Cuadro
IT se presenta un resumen de las particulas detectables
y de los sistemas de deteccion involucrados. Cualquier
otra particula no es detectable directamente, ya sea
porque posee una vida media muy corta, por ejemplo
7%, 0 porque solo interactia débilmente; por ejemplo,
los neutrinos.

Una colisién protén-protén a altas energias es en reali-
dad una colisién entre partones, es decir, entre quarks
y gluones al interior de los protones. Solamente un
partén de uno de los protones tendra una colisiéon dura
con otro partén del otro protén. Los demas partones
actuardn como espectadores y, como resultado de la
colision, quedaran en un estado de excitacion tal que, en
su proceso de desexcitaciéon, emitiran particulas de bajo
momento en todas direcciones; lo que se conoce como
evento subyacente. Por el contrario, los dos partones
que causaron la colisién dura generaran particulas con
alto momento en la direccién transversal (alto pr).

Busquedas de Materia Oscura Supersimétrica en el LHC

Figura 8: Diagrama esquemadtico del detector CMS con sus
diferentes componentes (imagen tomada de [112]).

Cuéles partones participan en la colisiéon dura, y con
qué fraccién de momento lo hacen, es una cuestién de
probabilidades que estd cuantificada en lo que se conoce
como: funciones de distribucién partonica (pdf, parton
distribution function). Estas funciones son distribuciones
de probabilidad que indican cual es la probabili-
dad de que, dado un tipo de partén, este posea cierta
fraccién x del momento total de protén al cual pertenece.

En cada cruce entre paquetes de protones en los
puntos de interaccion del LHC, se producen multiples
colisiones protén-protén (del orden de 20 en la primera
corrida y aproximadamente el doble en la segunda
corrida). Una de cada billén de colisiones tendra una
interaccién dura, parton-partén. Solo estas interacciones
pueden contener fisica interesante para experimentos
como ATLAS y CMS. En este tipo de colisiones se
producen partones, en el estado final, con altos valores
de pr que, al interactuar con el campo fuerte presente
en el medio, desencadenan un proceso conocido como
hadronizacion, en el cual se emiten chorros de particulas
en una configuracién cénica, conocidos como jets. Un jet
es, por tanto, la senal experimental de la produccién de
un partén de alto momento en la colision. La presencia
de jets con alto pr y/o muones con alto pr, son las
principales sefiales que usan los experimentos para filtrar
este tipo de eventos y para estudiarlos.
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Cuando se producen quarks b como resultado de
una colisién, ellos forman hadrones con vidas medias
suficientemente largas como para avanzar unos cuantos
micrémetros, antes de decaer en forma de jets. Detecto-
res modernos como ATLAS y CMS, estan en capacidad
de distinguir estos jets con vértices desplazados, e
identificarlos como b-jets. Un caso similar es el de los 7,
que en un 65 % de las veces decaen en forma hadrénica,
produciendo jets de particulas con una topologia espe-
cial, que permite distinguirlos, con cierta eficiencia, de
otros jets (7-jets). Si un 7 es muy energético, también
puede producir un jet con vértice desplazado, debido al
fenémeno de dilataciéon temporal de su vida media.

Por ultimo, tenemos los neutrinos, las otras particu-
las del SM con vidas medias suficientemente largas (pro-
bablemente infinitas) como para ser detectadas. El pro-
blema con los neutrinos radica en que solo interactian
débilmente y que por tanto, solo pueden ser detectados
con muy baja eficiencia en gigantescos detectores espe-
cialmente disenados para este propdsito. La probabilidad
de que un neutrino deje una senal en los detectores de
ATLAS o de CMS es précticamente cero. Lo que si pue-
den medir estos experimentos es el faltante que los neutri-
nos dejan en el balance final de energia de las colisiones.
La mediciéon de la cantidad de energia producida en el
estado final de una colisién, corre por cuenta del sistema
de calorimetros. Este sistema estd segmentado angular-
mente en un nimero discreto de celdas con valores me-
dios de angulo polar y angulo azimutal: 6,,, ¢,. A partir
de la informacién contenida en el sistema de calorime-
tros se pueden construir cantidades experimentales como
la Energfa Transversal Faltante, . (Missing Er). Esta
cantidad esta definida como:

Br=— Z{En sin 0,, cos ¢ni + E,, sin 0, sin (bnj}, (10)

n

donde FE,, corresponde a la energia depositada en
la celda (0,,¢,) del sistema de calorimetros. Si esta
cantidad es diferente a cero es porque hay un faltante de
energia en el estado final de la colisién. La informacién
vectorial de i nos indica en qué direccién, en promedio,
escapd esa energia. Definiciones més sofisticadas de esta
cantidad incluyen toda la informacién del tracker y del
sistema de muones. Eventos con neutrinos en el estado
final van a tener K, diferente a cero.

Regresando a las busquedas de materia oscura, la
produccién de WIMPs en el LHC deberia ser resultado
de colisiones duras con presencia de jets de alto pp.
Dado que los WIMPs solo interactian débilmente, se
comportarian como neutrinos muy masivos, es decir
deberian producir altos valores de ¥p. Por ejemplo, en
el caso de produccién de materia supersimétrica que
conserve la paridad R, cualquier pareja de particulas
SUSY, producidas como resultado de la colisién dura,
deberia generar cadenas de decaimientos que terminen en
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un par de x§. Las cadenas de decaimientos producirian
jets de alto pr y en muchas ocasiones leptones de alto
pr. Los x{ finales se manifestarfan en forma de altos
valores de Er.

Durante las corridas de 2011 y de 2012 en el LHC, la
sefial basica en las busquedas iniciales de materia super-
simétrica, correspondié a eventos con valores altos de Er
y jets de alto pr. Hasta el momento, los resultados han
sido negativos. Pero atin hay datos por analizar y estrate-
gias mas sofisticadas para llevar a cabo estas busquedas.

IX. BUSQUEDAS DE MATERIA OSCURA EN
CANALES FUERTES

Las busquedas iniciales de SUSY, con conservacion
de la paridad R, llevadas acabo por los experimentos
ATLAS y CMS, estuvieron enfocadas en canales de pro-
duccién fuertes. Estos canales deberian poseer secciones
transversales altas debido, precisamente, al cardcter fuer-
te del mecanismo de producciéon. En colisiones protén-
protén a energias de 8 o 14 TeV, los canales de produc-
cién dominantes son: la fusién de gluones, en el cual un
gluén de uno de los protones interactiia con un gluén del
otro protéon para producir pares de gluinos o de s-quarks;
y la aniquilacion quark—antiquark , en la cual se pro-
ducen pares de s-quarks, como se muestra en la Figura
9. Cada una de las particulas SUSY producidas deberia
generar una cadena de decaimientos independiente que,
en general, involucra jets, leptones cargados, neutrinos y
neutralinos. La topologia del estado final de un evento de
este tipo puede ser bastante compleja, como se muestra
en la Figura 10. Varias conclusiones se pueden inferir a
partir de esta figura:

» Las dos cadenas de decaimientos tienden a formar
hemisferios, en lo que a la deteccién de particulas
secundarias se refiere.

Estos hemisferios se van a sobrelapar, debido a des-
balances de momento entre los partones iniciales y
a la presencia de K1 en el estado final.

» La presencia de varias particulas neutras que solo
interactian débilmente (neutrinos y neutralinos),
hace imposible la reconstruccién completa del even-
to a nivel cinematico.

La energfa transversal faltante, B, puede ser resul-
tado de la presencia de neutrinos y de neutralinos.

La energia de umbral para la produccién de estos
eventos debe ser mayor que la masa de los dos glui-
nos o de los dos s-quarks.

Si la masa de los gluinos y de los s-quarks es muy
alta, este tipo de eventos quedan suprimidos a nivel
cinemético. La energia de centro de masa del sistema
partén-partén no es suficiente como para producir las
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Figura 9: Produccién de un par de s-tops y su decaimientos
en neutralinos.

Figura 10: Topologia del estado final de una colisién protén-
protén en la que se produjeron un s-quark y un gluino (imagen
tomada de [112]).

particulas SUSY iniciales. Pero, este hecho también
previene que se produzcan particulas SUSY maés ligeras
como resultado de las cadenas de decaimiento. Todo el
espectro de particulas SUSY cuyas masas sean menores
que las de los gluinos o s-quarks, queda excluido. Por
supuesto, la produccién de los neutralinos, x{, también
queda excluida, ya que ellos son las particulas SUSY
mas ligeras. Las busquedas de este tipo de eventos,
llevadas a cabo por ATLAS y por CMS, con los datos
a 8 TeV, han puesto limites inferiores a las masas de
s-quarks y de gluinos del orden de 1.5 TeV [114, 115].
Esto quiere decir que, para producir pares de estas
particulas se requeririan mas de 3 TeV en el centro de
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masa del sistema partén-partén. En el caso de colisiones
a 8 TeV, solo una fraccién de los 4 TeV que cada protén
posee, es transportada por el partén que participa en la
colisién dura. La probabilidad de que sucedan colisiones
partén-parton con energias de centro de masa mayores
a 3 TeV, es muy pequena.

En realidad, las buiisquedas realizadas hasta el momen-
to han establecido limites de exclusiéon elevados para
las masas de los s-quarks asociados a las dos primeras
familias de quarks. Aun existe la posibilidad de que, por
ejemplo, los s-tops tengan una masa por debajo de 1.5
TeV, y de que su senal esté presente en los datos a 8
TeV. El s-top deberia ser el s-quark mas ligero al estar
asociado al quark més pesado, el quark top. El canal de
decaimiento mas sencillo para el s-top es: t — ¢ + X3,
que implica que m; > my + mge. Las senales de la

produccién de pares £ ¢ son muy similares a las sefiales
de produccién de pares t t, salvo por la presencia de
mayor energia transversal faltante en el primer caso.
Si los valores de E; no son suficientemente grandes, y
la seccién transversal de produccién es relativamente
pequeiia, es muy dificil separar la sefial de ¢ £ del ruido de
t t. El problema se hace atin més dificil si m; ~ m;. En
este caso myge es muy pequena y E+ ~ 0, no pudiéndose
usar esta variable para discriminar entre la senal y el
ruido.

Si bien la busqueda de s-tops en los datos existentes
es muy dificil, vale la pena llevarla a cabo, ya que, como
hemos mencionado, no se han establecido limites de ex-
clusion para la masa de estas particulas. Recientemente,
varios andlisis que tratan de explotar estados finales y
circunstancias cinematicas diversas han sido propuestos
y estan siendo ejecutados [116, 117]. Hasta el momento,
no se han reportado resultados positivos.

X. BUSQUEDAS DE MATERIA OSCURA EN
CANALES ELECTRODEBILES

El problema con las busquedas de materia oscura
supersimétrica en canales fuertes es que hay que producir
particulas con carga de color (s-quarks y gluinos) para
que ellas decaigan en neutralinos. Como mencionamos en
la seccion anterior, si estas particulas son muy masivas
o dificiles de identificar, la presencia de materia oscura
queda escondida en los datos. La otra opcién es recurrir
a canales de produccion electrodébiles. En este tipo
de canales, las particulas mediadoras del proceso no
requieren carga de color, al igual que las particulas SUSY
producidas. Todas ellas provienen del sector electrodébil
del MSSM: bosones vectoriales, charginos y neutralinos.
En general, los charginos y neutralinos son particulas
mas ligeras que los s-quarks y los gluinos. Por tanto, su
produccion directa estd favorecida cinematicamente y la
posibilidad de encontrar senales en los datos existentes
no esté excluida.
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El mecanismo de produccién electrodébil involucra la
emisién de bosones vectoriales, W+ o Z°, por parte de
los quarks que participan en la colisién dura. Estos boso-
nes vectoriales se fusionan para producir particulas, del
SM, o del sector SUSY, como se muestra en la Figura 11
para la produccién de un par de x9. Después de radiar
los bosones vectoriales, los dos quarks pasan por el pro-
ceso de hadronizacién, convirtiéndose en dos jets de alto
momento, producidos a angulos pequefios (j¢, forward
jets). El resto del evento va a resultar en un estado fi-
nal con particulas de alto pr que tipicamente van a ser
emitidas a grandes angulos. En resumen, la estructura
cinemética del estado final de eventos producidos por fu-
sién de bosones vectoriales (VBF, Vector Boson Fusion)
es la siguiente:

q forward jet
~0
- 14
~
Xk
/s -0
X1
!
q .
forward jet

Figura 11: Produccién electrodébil de un par de neutralinos
acompanados por dos jets emitidos a dngulos pequeiios (for-
ward jets).

= Dos jets de alto momento, producidos a angulos
pequerios y en direcciones opuestas (forward jets)

= Particulas de alto momento transversal producidas
a angulos grandes.

= Una regién, comprendida entre los angulos pe-
quenos y los dngulos grandes, en la que no hay
presencia de particulas (pseudorapidity gap).

Estas senales cinemaéticas permiten separar eventos
producidos como resultado de VBF, de eventos produ-
cidos como resultado de la interacciéon fuerte. Esto es
importante por varias razones, siendo la primera el hecho
de que el ruido producido por eventos de interaccion
fuerte, propios del SM, suele ser enorme. Al exigir la
presencia de dos jf en el evento, sumado a la presencia
de gaps de pseudorapidez, se elimina la gran mayoria de
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este ruido. Otra razén es que el mecanismo de produc-
cién electrodébil es mas sencillo de calcular, y produce
una topologia de estado final mucho mas simple, co-
mo se puede ver al comparar la Figura 11 con la Figura 9.

El problema con la produccién de materia SUSY, o
de materia oscura, por medio de mecanismos de VBF es
que las secciones transversales son muy pequenas, dado
que los procesos son electrodébiles. Sin embargo, dadas
las circunstancias actuales con los datos del LHC a 8
TeV, en los cuales no se ha encontrado ninguna senal de
fisica BSM, es necesario, e importante, explorar este tipo
de canales, que no estan excluidos cineméaticamente, y
que son muy prometedores. Varias buisquedas en canales
de VBF han sido propuestas [118, 119], y estédn siendo
llevadas a cabo por grupos de andlisis al interior de las
colaboraciones CMS y ATLAS. Por ejemplo, en CMS se
estan desarrollando andlisis de datos en 12 canales de
VBF diferentes. Hasta el momento, no se han reportado
resultados positivos.

Adn si no se encuentran evidencias de materia oscura
en los datos de ATLAS y CMS a 8 TeV, en 2015 comen-
zard la segunda corrida del LHC a una energia de 13.5 o
14 TeV (este valor ain no se ha determinado). Con esta
energia de centro de masa, que es casi el doble de la de la
primera corrida, se abren nuevamente amplias ventanas
cinematicas para buscar fisica BSM. Todas las herramien-
tas de andlisis de datos desarrolladas y refinadas durante
la primera corrida, seran de la mayor utilidad con los
nuevos datos. Por tanto, es de esperarse que muy pron-
to, después de iniciada la operacién del LHC, ATLAS y
CMS estén en capacidad de presentar resultados, ya sea
positivos o negativos, de biisquedas de materia oscura en
canales fuertes y electrodébiles.

XI. CONCLUSIONES

Determinar la estructura microscopica de la materia
oscura es, hoy por hoy, el problema méas importante en
Fisica de Particulas, Astrofisica y Cosmologia. La eviden-
cia astronémica que se ha recolectado en los dltimos 80
anos no deja mayores dudas respecto a su existencia. Los
datos indican que esta materia es unas cinco veces mas
abundante que la materia que conocemos. Actualmente,
hay pleno convencimiento de que las particulas constitu-
yentes de la materia oscura tienen que ser de una natu-
raleza completamente nueva. Desde la década de 1980,
multiples experimentos han buscado estas particulas en
forma directa e indirecta, o han tratado de producirlas
en colisionadores de particulas. Actualmente, decenas de
experimentos, de la més diversa indole continian esta
bisqueda en 6rbita alrededor de la Tierra, bajo tierra,
bajo el mar, bajo el hielo polar, en grandes aceleradores
de particulas, etc. El nivel de sofisticacién al cual han lle-
gado algunos de estos experimentos promete resultados
concluyentes en los préoximos anos. El comienzo de la se-
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gunda corrida del acelerador LHC, en 2015, reanudaré la
bisqueda de materia oscura por parte de los experimen-
tos ATLAS y CMS, bajo condiciones cinematicas mucho
mas favorables. El sorprendente éxito de estos experimen-
tos en la busqueda del bosén de Higgs, durante la primera
corrida del LHC, ha dejado claro que estos estédn en capa-
cidad de descubrir cualquier rastro de fisica mas alla del
Modelo Estandar y que esté dentro del rango cinematico
accesible, incluidas las particulas de materia oscura. Los
préximos anos prometen ser muy interesantes para esta
area de la ciencia.
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Abstract

Systematic experiments of high-field (up to 50 kOe) fluctuation magnetoconductivity and Hall magnetoresistivity
in Hg - Re Ba,CaCu30,,; (x=0.18) polycrystalline samples growth by means the quartz tube technique are
reported. The analysis of the experimental data was performed by using the recognized Kouvel-Fisher method,
which is frequently applied to study of critical phenomena. Very close to the critical temperature 7, a genuinely
critical regime of fluctuations characterized by the critical exponent 4 =0.32+0.0/ was identified in absence of
magnetic fields. This result is consistent with the full dynamic 3D-XY universality class predicted by the model E
of Hohenberg-Halperin with a dynamic critical exponent z = 3/2. The genuine critical regime become be unstable
on the application of external magnetic fields H=0.1 kOe. Near above the critical temperature 7, the determined
exponent A;;=0.52+0.02 was interpreted as corresponding to homogeneous fluctuations, which develop in a space
with three-dimensional geometry. This region is destroyed upon the application of magnetic fields above 0.5 kOe.
Increasing the temperature, evidences of a homogeneous two-dimensional behavior are observed by means the
identification of a A,,=1.02+0.04. Applied fields H>20 kOe destroy this fluctuation regime. Far above T C, effects
of disorder and planar anisotropy produce a fluctuation spectrum characterized by a fractal topology with a critical
exponent Ag, g, =1.32+0.04. At last, very far T, a temperature region with A_,=1.52+0.04 was experimentally
identified. This corresponds to the confinement of the quasi-particles into the Lowest-Landau-Level, due to the
quantization of the electronic states around the axe of application of the external field. Measurements of Hall were
performed. In the normal phase, the Hall resistivity is hole-like and inversely proportional to the temperature. In
the mixed phase and when the applied field is below w,/ = 2 T, the Hall resistivity shows a double sign reversal.
For fields above 2 T, the Hall resistivity remains positive, although qualitatively showing the trends observed at
low fields. We attribute this behavior to two independent contributions with opposite sign. A negative term due to
thermal fluctuations is relevant near 7, whereas a positive contribution related to vortex motion dominates at lower
temperatures. Near the zero resistance state, the Hall resistivity varies as a power law of the longitudinal resistivity,
with a field independent exponent 3=1.41.

PACS: 74.40.+k; 74.25.Bt; 74.60.Ec; 74.72.Bk

Key words: Fluctuation conductivity, Critical phenomena, Mixed state, High-temperature superconductivity

Fluctuaciones en la magneto conductividad de alto campo y respuesta Hall inversa en el superconductor
Hg(Re)BaZCaZCu308+6

Resumen

En el presente trabajo reportamos experimentos sistematicos de fluctuaciones en la magnetoconductividad bajo
la aplicacion de altos campos magnéticos (hasta 50 kOe) y respuesta Hall en muestras policristalinas de Hg, _
Re Ba,CaCu,0O,,; (x=0.18) crecidas mediante la técnica del tubo de cuarzo. Los analisis experimentales fueron
realizados a través del método de Kouvel-Fisher, el cual es frecuente utilizado en estudios de fendmenos criticos. Muy
cerca de la temperatura critica 7y en ausencia de campo magnético fue identificado un régimen de fluctuaciones
genuinamente criticas caracterizado por el exponente 4 =(0.32+(0.01. Este resultado es consistente con el modelo
3D-XY cuya universalidad dindmica es predicha por el modelo E of Hohenberg-Halperin con un exponente critico
dinamico z=3/2. Este régimen se torna inestable bajo la aplicaciéon de campos magnéticos superiores a H=0.]
kQOe. Cerca y arriba de T, se observe un exponente 4,,=0.52+0.02 que fue interpretado como correspondiente a
fluctuaciones homogéneas desarrollandose en un espacio de geometria tridimensional. Esta region fue destruida
cuando campos magnéticos superiores a H=0.5 kOe fueron aplicados. Al aumentar la temperatura, se evidencio un
comportamiento de fluctuaciones homogéneas bidimensionales identificadas mediante el exponente 4, =1.02+0.04.
Este régimen desaparecio al aplicar campos magnéticos //>20 kQe. Lejos y arriba de T, los efectos de desorden de
anisotropia planar produjeron un espectro de fluctuaciones caracterizados por una topologia fractal con un exponente
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critico 4, ,,=1.32+0.04. Muy lejos en temperatura y arriba de 7, se identificé un régimen de fluctuaciones con
exponente 4, =1.52%(0.04, el cual fue interpretado como relativo al confinamiento de cuasiparticulas en el nivel
mas bajo de Landau, debido a la cuantizacion de estados electronicos alrededor del eje de aplicacion del campo
magnético externo. Por otro lado, se efectuaron medidas de respuesta Hall. En la fase normal, la resistividad Hall
fue de tipo hueco e inversamente proporcional a la temperatura. En el estado mixto y bajo la aplicacion de un campo
magnético inferior a 20 kOe la resistividad Hall mostrd una doble inversion de signo. Para campos por encima de
este valor, la resistividad Hall permaneci6 positiva pero conservando la misma forma cualitativa observada a bajos
campos. Este comportamiento fue atribuido a la existencia de dos contribuciones independientes de signo opuesto:
ana negativa debida a fluctuaciones térmicas cerca de 7, y otra positiva debida a movimiento de vortices que
domina a menores temperaturas. Cerca al estado en que la resistividad se anula, la respuesta Hall varia en forma
de una funcion potencial de la respuesta longitudinal, con un exponente independiente del campo aplicado p=1.41.

PACS: 74.40.+k; 74.25.Bt; 74.60.Ec; 74.72.Bk

Palabras clave: fluctuaciones en la conductividad, fenomenos criticos, estado mixo, superconductividad de alta

Superconductor High-field fluctuation magnetoconductivity

temperatura

1. Introduction

It is known that in the phase transitions of second order
the thermodynamic fluctuations of the order parameter
play an important role in their description (Stanley,
H.E., 1971). High temperature superconductors (HTSC)
exhibit characteristics, which are very different from those
properties of conventional low temperature superconductors.
In first, the superconducting transition is enhanced and non-
equilibrium Cooper pairs can be to occur in temperature
intervals above the critical temperature 7. These are the
origin of precursor effects of the superconducting phase
still in the normal state. Some equilibrium and transport
properties change considerably in the neighborhood of the
transition due to contribution of these fluctuation states.

Ginzburg (1960) effectuated the first estimation of the
fluctuation effects in the specific heat of superconductor
materials near 7, (Varlamov & Ausloos, 1997). Based
on Ginzburg-Landau theory, it was shown that the
superconducting fluctuations increase the specific heat
above and very close to 7. In 1968 was formulated the first
microscopic theory for electric conductivity fluctuations of
superconductors in the proximities of 7, which are known as
Aslamazov-Larkin theory (1968). These studies shown that
the size of the fluctuation effects vary inversely proportional
to the coherence length x, which determines the spatial
response of superconductor. HTSC possess an electronic
excitation spectrum extremely anisotropic and very short
coherence length. As a result of these characteristics, the
temperature region dominated by thermal fluctuations may
be attaining some ten degrees (Lobb, C.J., 1987).
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The manifestation of superconducting fluctuations above 7, is
conveniently demonstrated in the electric conductivity case. In
first approximation, this is reduced to four distinctive effects:

i) First effect is direct and consists in the apparition of non-
equilibrium Cooper pairs, with characteristic fluctuation
time n;n%n very close to T,. A number of these pairs
(depending of the proximity to 7,) is ever present in
certain unitary volume of the normal phase. Concerning
to electric conductivity, we could be to say that in 7 >
T, a new transference channel of charge, non-dissipative,
is opened as a consequence of presence of metastable
Cooper pairs. This direct effect of fluctuations on the
conductivity is known as paraconductivity or Aslamazov-
Larkin contribution.

i) Another consequence of the formation of vanishing-Cooper
pairs is the decreasing of the electronic state densities
into the Fermi level. When some electrons involve in the
pairing, they can not to participate simultaneously in the
charge transference and in the specific heat as excitations
of single particle. The several numbers of electronic states
can be to change due to Cooper interaction and only could
be occurs one distribution of levels along to the energetic
axe. Then, one pseudo-gap of fluctuations in the Fermi
level is opened (Di Castro, Castellani, Raimondi &
Varlamov, 1990). The decreasing of state densities of
single electron into de Fermi level arise a reduction of
the electric conductivity in the normal state. This indirect
correction to fluctuation contribution on the electric
conductivity is denominated contribution of the state
densities. This have opposite sign when the temperature
approximates to 7+ from the normal state and may be
singularly small when compared with paraconductivity
contribution. That is the reason which this contribution is
omitted near the transition.

i) Third effect have a purely quantic nature and consist of
fluctuations generated by elastic scattering of coherent
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electrons, which conform the Cooper pairs. This is known
as anomalous contribution of Maki-Thompson (1989),
which some time is important on the conductivity near
T,. This contribution is extremely sensible to processes
that modify the electronic wave function. So, inelastic
scattering processes, as electron-phonon scattering, which
origin the break of spin pairing of the electron pairs, limit
the lifetime of quasi particles.

v) Besides of these effects, in HTSC was experimentally
confirmed the existence of a genuine critical regime, which
is characterized by correlated fluctuations immediately
above T,. These can be described by mean of the 3D-
XY model (Pureur, Menegotto Costa, Rodrigues,
Schaf, & J. V. Kunzler, 1993; P. Pureur, R. M. Costa,
P. Rodrigues Jr., J. V. Kunzler, J. Schaf, L. Ghivelder,
J. A. Campa and 1. Rasines, 1994). In this model, the
superconducting order parameter has two components (real
and imaginary) as a wave function corresponding to one
condensed. This permits to infer that the thermodynamics
of superconductor presents a behavior of the type 3D-XY
near the transition, in analogous form to the He superfluid.

The effects of thermal fluctuations are more evident in tem-
peratures immediately above 7. However, some fluctuation
effects are strongly relevant in 7<7,. on application of
magnetic fields.

One phenomenon, which is very interesting due to diversity
of possible explanation, is related to the sign reversal of the
Hall response in the mixed sate of type Il superconductors.
This anomaly is not an exclusive characteristic of the
HTSC. It was experimentally observed in conventional
superconductors based on Vanadium and attributed to pinning
and thermal effects (Usui, Ogaswara, Yasukochi, Tomoda,
1969). In HTSC, it was proposed that the sign inversion of
the Hall resistivity is caused by granular effects (Galffy
& Zirngiebl, 1988), thermoeclectric effects (Freimuth,
Hohn & Galffy, 1991), vortex dynamics (Hagen, Smith,
Rajeswari, ... Lobb, 1993; Rice, Rigakis, Ginsberg &
J.M. Mochel, 1992; Ambegaokar, Halperin, Nelson &
Siggia, 1980), thermal fluctuations (Lang, Heine, Schwab,
Wang, & Béiuerle, 1994; Liu, Clinton, Smith & C.J.
Lobb, 1997), flux pinning effects (Wang, Dong & Ting,
1994) or processes of the skew scattering type (Feigel’man,
Geshkenbein, Larkin, & Vinokur, 1995). Additionally,
some HTSC exhibits a double sign reversal (Hagen, Lobb,
Greene & Eddy, 1991; Zavaritsky, Samoilov & Yurgens,
1991; Artemenko, Gorlova & Latyshev, 1989), introducing
more difficulties on the theories to explain this anomalous
phenomenon.

Section 2 is dedicated to examination of the fluctuation
theory. Ginzburg-Landau theory and the feature of thermal
fluctuations above and below the superconducting transition
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in the diagonal and Hall conductivities are remarked. Sample
characteristics and experimental procedures are specified in
section 3. Results of fluctuation analysis in both normal and
mixed states, low and high magnetic fields, longitudinal and
Hall conductivities, are discussed in section 4. At last, in
section 5 the conclusions are presented.

2. Fluctuation theory
2.1. Ginzburg-Landau Theory

Ginzburg and Landau, based on the phase transitions
of second order (Abrikosov, A.A., 1988), developed the
phenomenological theory of superconductivity near the
superconducting transition. Them proposed the existence of
an order parameter, which has a null value in 7>T, and is
defined in the simplest form as a complex quantity of the type

(1.1)

where “P(?)f:ns represents the density of superparticles
(Cooper pairs) and ¢(f ) is the phase.

P(7)= () e,

In the conventional low temperature superconductors, the
transition between normal and superconducting states is
correctly described by the Ginzburg-Landau theory, which is
equivalent to microscopic BSC in the limit 7—T7 . (Gor’kov,
L.P.,1958; 1959; 1960). Close to 7, in absence of magnetic
field, ‘P(F ) is small and the density of free energy can be
to expands in a power series, as performed in the phase
transitions of second order, fSQ‘PD:f" +a|¥[ +%ﬂ“}"4 +.
When there is external magnetic field, it is necessary to
introduce the corresponding term, %, in the density of free
energy. Furthermore, is important to consider the energy
associated to the spatial variation of ‘P(? ), induced by the
application of magnetic fields. Then, the density of free
energy is given by

A=A )+ oo

2m’
where m” and e represents the mass and the charge of a
electron pair, respectively, and f(7) is the density of free
energy in the normal state. Minimization of free energy
(1.2) with respect to the order parameter ‘I’(F), and the
potential vector 4, conduces to the fundamental equations
of Ginzburg-Landau theory,

(cinv-ca)ef+ g, (12)

o ¥|+ B+ (Cinv - af w =0, (13)
2m
j:me:(\y*v\y—\{’?\{f*)—(e?z|\y|221. (1.4)
2m m

Equation (1.3) is associated to the coherence length &(T),
which determines the spatial response of the superconductor,
while equation (1.4) is related with the London penetration
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depth, A, which determines the electromagnetic response of
the superconducting material. The corresponding definitions
are given by

1
E(T)=¢(0)e| 2. (1.5)
we” [P |
4, = | VN (1.6)
m

where £(0) is the coherence length in 7=0 and ¢ = (I-T)/T,
is known as reduced temperature.

In 7>T,, the density of superparticles is very small.
This permits the expansion of ‘P(?) in a Fourier series.
Introducing this series in the density of free energy (1.2) and
calculating the thermal media of the density of Cooper pairs,
we can be to obtain the probability of occurrence of certain
value of the order parameter (in the Fourier space),

2

w4l

w(\uq)oc eXp| ——— v (1.7)
2w’

Equation (1.7) shows that the probability distribution of the
Fourier amplitudes, ‘Pq, has a Gaussian characteristic. So,
non-correlated thermodynamic fluctuations, obtained by
mean the Ginzburg-Landau theory to 7>7, are denominated
Gaussian fluctuations. The amplitude of thermal fluctuations
creases and becomes to interact, in temperatures near 7, in
the so-called genuine critical region, where the fluctuation
system is dominated by a collective behavior. In this limit,
Ginzburg-Landau theory is not applicable. Then, the denom-
inated Ginzburg criterion (Varlamov & Ausloos, 1997) is
used to describe the regime, which is defined in the clean
limit and in three dimensions as

2
_ kB _|TG_TC
%{wﬁmmﬂ‘\nr o

where, oc is the jump in the specific heat at T, and £, is the
Boltzmann constant. This criterion defines a limit in temper-
ature, T,;. Below T, the Ginzburg-Landau theory is not more
valid. Then, the genuine critical interval is defined by

€S Eg. (1.9

2.2. Electric Conductivity Fluctuations at 7>T,

One experimental technique, which is much utilized to
study the phenomenon of thermal fluctuations near the
superconducting transition, is the electric conductivity.
Particularly in the normal phase, this method supplies the
necessary precision to detection of diverse effects as the
Aslamazov-Larkin contribution, for example. Calculus of this

Superconductor High-field fluctuation magnetoconductivity

contribution is performed based on the microscopic theory
(Aslamazov & Larkin, 1968), but the Ginzburg-Landau
theory else permits the derivation of this additional term
of the conductivity. Contribution of Aslamazov-Larkin to
the conductivity excess Ac depends of dimensionality of
system as:

1
————g 2 (3D),

e
Ao . = .1
4= 32mE(0)
2
e
Ac, = @g-l (2D), (2.2)
n eg0) 2
ro, =L sa e (ID), 23)

where s is the thickness of film in the 2D case and « is the
transversal section area of filament in the 1D case.

The Maki-Thompson contribution, in the 3D case, presents the
same divergence of Aslamazov-Larkin 3D-paraconductivity.
In the 2D and 1D cases, this contribution is not relevant for
the diagonal magnetoconductivity fluctuations. However,
appropriately defined, these are very significant to study of
Hall conductivity fluctuation (Gor’kov, L.P., 1958; 1959;
1960). Then,
Aoy, =

(2D), 24

e 5"5)

1p 4¢ €2

Ao, :AO'ALF 1+ (1D),

.5)

where, 6=(T,, -T.)/T. is the pair-break parameter and 7,
is the temperature of superconducting transition without
despairing effects.

Lawrence and Doniach (1971) develop a theory to systems
that have a high planar anisotropy. They propose that in
this systems the order parameters of adjacent planes are
weakly coupled through Josephson junctions. In their model,
the contribution of thermal fluctuations on the electric
conductivity is

LD e?

" 16hse

where s represents the superconducting interplanar distance

Ao (2.6)

(1+2a) 2

and a = @ = %S(O) defines the coupling parameter which
models the crossover between 2D, in high temperatures, and
3D limits near 7. The parameter a is strongly dependent
from microscopic details of system. 2D and 3D limits are
quantified by the dimensionless parameter d= %, which
conduce to a = (Zd 23)_1. When d’¢ >>1 the superconducting
planes are effectively uncoupled and the fluctuation regime is
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2D. In this case, equation (2.6) is similar to 2D-Aslamazov-
Larkin equation (2.2) for systems with thickness s. On the
contrary, when d’¢ <<1I, superconducting planes are coupled
and the regime is 3D. The corresponding Lawrence-Doniach
equation corresponds to Aslamazov-Larkin equation 3D (2.1).
However, the anisotropic quantity &(0) is substituted by the
coherence length & (0).

The Aslamazov-Larkin model, developed to homogeneous
systems, was enhanced by Char and Kapitulnik (1988) for
the case of inhomogeneous materials by mean of percolation
theory. In this model, it is considered that an inhomoge-
neous superconductor is conformed by regions with uniform
superconducting properties. The global superconductivity is
conserved through the strong or weak coupling between those
regions along whole material. Above T, the superconductor
is considered homogeneous, with dimensionality d, for length
scales of homogeneous regions L>¢ , where ¢ is the corre-
lation of percolation. So, Aslamazov-Larkin theory predicts

4.

Ao, ~&? (2.7)

In the opposite case, when L<§p, we can be to apply the
result of equation (2.7), by considering a random fractal with
spectral dimension d. Then, the Char-Kapitulnik paraconduc-
tivity is given by

d

Ac ~&? . (2.8)
This result is general to any fractal. In the case of percolation
network, the spectral dimension of the fracton has a universal
value d ~4/3 (Alexander & Orbach, 1982; Alexander,
Laermans, Orbach & Rosenberg, 1983).

The Ginzburg criterion defined by the equation (1.8) delimits
the validity of Ginzburg-Landau theory very close to T.
Then, the thermodynamics of superconductor is not more
described by the mean field theory as in the Gaussian regimes
of fluctuations. In the immediate proximity to the transition,
where T, is different to Ginzburg-Landau critical temperature,
the fluctuations interact and become to be strongly correlated.
When the temperature is decreased in direction to 7, the
long range order of the correlation of fluctuations increases
progressively up to turn infinite at 7=7 . Thus, the region
where fluctuations become infinitely coherent is denominated
genuine critical regime. The study of this region is usually
effectuated by mean the theory of dynamic and static scalings
(Hohenberg & Halperin, 1977), in which the free energy
is expanded in a power series of the coherent length, that is
the relevant scale of longitude for the critical phenomenology
near the superconducting transition. This theory predicts the
occurrence of a divergence in the conductivity excess (Ac)
very close to T, according to equation

Ao ~ g—v(2+z—d+7y) R (29)
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where v is the critical exponent related with the coherence
length, z is the dynamic critical exponent, d is the dimension-
ality of the fluctuation system and n=0 is the exponent
associated with the deviation of the correlation function
respect to mean field behavior. The simplest description of
transition in the critical regime suggests that the properties
of type II superconductors, without applied magnetic fields,
are that predicted by the 3D-XY-model (Pureur, et al, 1993),
in which v z% In his prediction, Lobb (1987) defines two
regimes at the critical region. First is a static critical regime
very close to 7, with con v = %/, where the exponents z and
n conserve the mean field values (z=2 y n=0), resulting in
a critical exponent to conductivity excess, that is given by
the equation 2 =v(2+z+d +7)= % Second corresponds
to a dynamic critical regime, closer to 7, where the effects
of dynamic scaling are relevant. Then, occurs a change of
the dynamic critical exponent, which acquire the value z=
% . In this case, it is predicted that the critical exponent of
conductivity excess in 3D systems is given by the expression
A=v(2+z+d+n)= Y-

2.3. Behavior of Electric Conductivity at 7<T,,

One very interesting aspect in the granular superconductors
is the occurrence of a two-step process in the normal-
superconductor transition (Pureur, et al, 1993; Gerber,
Grenet, Cyrot & Beille, 1990). This phenomenon is
described by supposing that the electronic pairing stabilizes
a superconductor state in mesoscopic regions (grains) of the
sample, very close to the bulk 7. On lower temperatures,
another critical temperature, 7, conduce the system to a
state with effective long range order of the phase coherence,
by mean like percolative processes which active the weak
junctions between diverse grains. At 7<T,, is reached the
rigorously null resistivity-state (Jurelo, Abrego Castillo,
Roa-Rojas, Ferreira, Ghivelder, Pureur, Rodrigues, 1999).

The theoretical description of this two-step transition is
performed in terms of a paracoherent-coherent phase
transition, which is proposed to granular superconductors
(Rosenblatt, Raboutou, Peyral & Lebeau, 1990; Roa-
Rojas, Menegotto Costa, Pureur & Prieto, 2000). In this
transition, the fluctuant phases of the Ginzburg-Landau order
parameter into the grains acquire long range order. One
scheme of this proposal is shown in figure 1.

As in the vortex-glass model (Rosenblatt, et al, 1990; Roa-
Rojas, et al, 2000), the phenomenology is described through
the tunneling Hamiltonian of Cooper pairs given by

H==>J, COS(Q‘ -9, _Aii)’ (2.10)
(i.4)

where, J;, is the intergranular coupling energy and g, g;

are the phases i and ;j of the order parameter, respectively.
Frustration is introduced by the phase factor 4, = gplj" Adl,
0 vJi
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where 4 is the potential vector and the line integral is
valued from center of grain i to center of grain ;. In absence
of magnetic field, Hamiltonian is formally the same of a
disordered 3D-XY-ferromagnet (Jurelo, et al, 1999). When
magnetic field are applied, the frustration factor 4, conduce
the system to a like spin-glass state (Rosenblatt, et al, 1990;
Roa-Rojas, et al, 2000).

Then, near to 7, a critical region takes place which extension
can be to estimate by mean of the renormalized Ginzburg
criterion (Jurelo, et al, 1999). Resistivity measurements
permit to identify the paracoherent and coherent regions
as observed in figure 2. It is important to remark that the
resistivity in the paracoherent regime is related to activation
and inactivation processes of the weak junctions into material.

Model represented by the intergranular tunneling Hamiltonian
belongs to the universality class 3D-XY. This implies the
occurrence of a phase transition paracoherent-coherent
of second order at the temperature value T, where the
phase of the order parameter turns identical to all grains of
material. Strong evidences of existence of this transition
were reported in studies of conductivity excess and specific
heat measurements.?”

2.4. Magnetic Effects on Conductivity at 7>T,.

When applied magnetic field is increased, the occupied
volume by the fluctuations decrease up to turns minor that the
coherence length &) (Tinkham, M., 1975). On the other
hand, in sufficiently strong magnetic fields, the quasiparticles
are effectively confined in the lowest Landau level (LLL),
due to quantization of the electronic states round the axe
of application of magnetic field (Bergmann, G. 1969). Is
denominated LLL the state where transversal fluctuations of
magnetic field are suppressed due to separation of Landau

28 T T T T T T T T T T
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Figure 1. Linear behavior of resistivity at high temperatures and
extrapolation to obtain the residual contribution at T=0 K.

Superconductor High-field fluctuation magnetoconductivity

orbital and are characterized by a length scale determined by
the magnetic field. At sufﬁc1entl strong magnetic fields, this
length scale is given by /,,= 7zH (Kim & Trochet, 1992). In
these circumstances, the dimensionality of system is reduced
and the fluctuations acquire an effectively one-dimensional
character along of magnetic field orientation. When magnetic
field are applied parallel to crystallographic axe ¢ in a thin
film, the characteristic volume of a typical fluctuation is [, s,
where s corresponds to the thin film thickness (Gerber, et al,
1990). This reduction on effective dimensionality increases
the relevance of fluctuations in certain region, near T.(H),
which creases proportionally to field creasing, according to
the Ginzburg criterion as a function of magnetic field (Ikeda,
Ohmi, Tsuneto, 1989).

2
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Figure 2. Characteristics of the (a) resistivity transition, (b)
temperature derivative of resistivity and (c) inverse of logarithmic
derivative of the conductivity excess for the Hg(Re)-1223 sample.
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where k=% is the Ginzburg-Landau parameter and H
represents the thermodynamic critical field.

On the practice, the critical behavior of the type 3D-XY
is applicable to a few interval of magnetic fields, in the
proximity of H=0. This means that is possible to observe
experimentally the genuine critical regime, still in presence
of weak magnetic fields. In a 3D system, the conductivity
excess follows a scale law (Salamon, Shi, Overend &

Howson, 1993)
1
AcH? = [ [ £ ]
HW

(2.12)

which relates the critical fluctuations with a behavior
dominated by the static critical regime 3D-XY. Then, the
corresponding dynamic critical exponent is v = 23. Very
close to T, the dynamic critical region is experimentally
accessible at certain values of applied magnetic field. In
high magnetic fields, occur a progressive suppression of
critical and Gaussian regimes and the fluctuation system
turns effectively 1D, i.e., is confined into the lowest Landau
level (Bardeen & Stephen, 1965). In this limit case and to 3D
systems, a power law governs the conductivity excess:

ol el

2.13
(HT)% (2.13)
2.4. Magnetic Effects on Conductivity at 7<T .

Presence of magnetic fields affects meaningfully the super-
conducting transition at 7<7,, as shown in figure 3. Picture
3a reveals that in low magnetic fields the intergranular
regime of the superconducting transition is affected,
while figure 3b shows that high magnetic fields become
to influence the intragranular region. Various models have
been proposed to explain the behavior of HTSC in the
mixed phase. More relevant are the classic of flux flow and
flux creep (Bardeen & Stephen, 1965; Anderson & Kim,
1964), superconducting glass (Ebner & Stroud, 1985;
Rodrigues, Schaf & Pureur, 1994; Morgenstern, Miiller
& Bednorz, 1988) and vortex glass (Roa-Rojas, J., 2002;
Fisher, Fisher & Huse, 1991). Last is based on dynamic
scaling theory, as far as results particularly interesting to
describe the characteristic fluctuations in the mixed phase.

Vortex glass model considers that the flux lines, typical of
the mixed state, adopt the configuration of magnetic ordering
which occurs in the spin glasses, where the atomic magnetic
moments are fix on time but are not oriented on magnetic
field direction, as in ferromagnetic or antiferromagnetic
materials. Spin glasses are magnetically disordered and
frustrated. Disorder remarks the importance of establishing
of a global state on system in which the interactions between
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all spin pairs can be simultaneously satisfied. Consequently,
the fundamental state of a spin glass is highly degenerated,
consisting of most not equivalent configurations. By this
analogy, the disordered solid phase in HTSC is denominated
vortex glass phase (Roa-Rojas, J., 2002; Fisher, et al, 1991)
and is characterized by magnetic frustration and disorder,
due to existence of pinning centers which immobilize the
vortex lines.

In the limit case of like granular disorder, the vortex glass
phase can be formally studied through the Hamiltonian given
by equation (2.10), H :_@Z;’)J ;€08(6, =0, — 4,). In this theory,
the phenomenon of dissipation is analyzed in terms of the
phase correlation of the order parameter. On the vortex glass
state, where the phase of the order parameter is correlated,
the longitudinal resistivity is strictly zero, originating a true
superconducting state. Vortex glass transition, which occurs
for a certain value of temperature 7, is continuous and has
place between the vortex-liquid and vortex-glass phases, as
observed in figure 4. Most authors relate this fusion line with
the phenomenon known as irreversibility line (Yeshurun &
Malozemoff, 1988; Houghton, Pelkovits & Sudbf, 1989;
Matsushita, T., 1993).

Some divergent quantities and universal laws of scaling charac-
terize the system in the vortex glass transition. Particularly,
the relevant length for this case is §g, which represents the
magnitude scale of correlation of the phase of the order
parameter. By this reason, §g is known as coherence length
of the vortex glass phase. The divergence in 7, is given by
(Koch, Foglietti & Gallagher, 1989; Koch, Foglietti &
Fisher, 1990)

g u(r-1,)" (2.14)
where v is the critical exponent related to &,. Associated to this
correlation length there is a relaxation time, whose scaling
law can be written as r=¢;, where z is the dynamic critical
exponent. Transport properties near 7, are discussed in terms
of scaling laws. When a test current density is applied to
system on a length L _=~ck,T/®,j*", the regimes above T %
can be analyze as (Abrikosov, A.A., 1988):

i) Inlow applied current and L _>¢ , the phases of the order
parameter are not correlated due to thermal fluctuations.
It is expected that the electric response have an ohmic
behavior. When temperature is reduced in direction to T,
the coherence length of the vortex glass ég creases while
the resistance diminishes up to the zero resistance state,
following a power law dependence in temperature

p(T)=4(r -1,
where s=v(z+2-d) and d represents the dimensionality of
system. The characteristic value of s in the RBa,Cu;0, 5 is
4 (approximately) (Roa-Rojas, et al, 2000).

(2.15)
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if) When LSC<§g, the applied current breaks the phase corre-
lation of the order parameter, originating a dynamic of
vortex lines. From the dynamic scaling is expected a
non-ohmic behavior, in the power law form, on the /-
characteristic.

3. Experimental procedures

The synthesis of a polycrystalline Hg, ,Re Ba Ca,Cu,O,
superconductor was performed by means of the sealed quartz
tube technique. Rhenium was added to the multiphasic pre-
cursor as ReO, within a stoichiometric ratio. The resulting
material was blended with HgO in order to form the final
compound, following a procedure which is described in
reference 49 and references therein. The obtained pellet was
partially powdered for x-ray diffraction experiments. The
obtained cell parameters from Rietveld analysis of the data
are a = 3.8519(6) A and ¢ = 15.686(3) A. Small amounts of
BaCuO,,; were detected. The often present residual phases
HgCaO, and Hg(Re)-1212 could be eliminated by a proper
choice of the partial pressure of oxygen in the cell (Sin,
Cunha, Calleja, ... Obradors, 1999). Samples prepared with
the same procedure were further characterized by energy-
dispersive x-ray analysis (EDAX). A bar-shaped sample with
dimensions 8x4x0.34 mm?* was cut out from the Hg(Re)-1223
pellet for transport measurements. Six contacts were attached
to the sample with silver paint in the conventional arrangement
for simultaneous measurements of the longitudinal and Hall
voltages. A low-frequency alternating current (ac) technique,
which employs a lock-in amplifier as a null detector, was used
to measure the transport voltages. In the case of the Hall-effect
experiments, the longitudinal voltage was used as the primary
source for the compensation signal in order to eliminate any
spurious effect from magnetoresistance. The details of this
technique were reported by Friederich (1976). The current
density was fixed at 1.45 A.cm™ in all transport measurements.
Temperatures were determined with a carbon—glass sensor and
a Pt resistor corrected for magnetoresistance effects. Fields
varying from 0 to 5 T were produced with a superconductor
solenoid. The accuracy and the large number of recorded data
points allowed us to calculate the temperature derivative of the
longitudinal resistivity in the region of the superconducting
transition. Structural characterization of these Hg(Re)-1223
samples was extensively studied by M.T.D. Orlando et al (Sin,
Cunha, Calleja, ... Obradors, 1998).

The determination of the irreversibility line was obtained
from magnetoresistivity measurements and conventional
magnetization experiments. First were performed in the
magnetoresistometer defined above and second by means a
commercial SQUID magnetometer. The zero field cooling
(ZFC) and field cooled cooling (FCC) prescriptions were
performed to the determination of the irreversibility line
in both experimental techniques (Roa-Rojas, et al, 2000;
Friederich, A., 1976).

Superconductor High-field fluctuation magnetoconductivity

4. Results and discussion
4.1 Analysis Method and Resistive Transition

The analysis of results for the fluctuation contribution on
magnetoconductivity is performed by assuming that the
conductivity excess is given by (Pureur, et al, 1993)

Aoc=c—-0y (4.1)

where o =0(T,B) is the measured magnetoconductivity,
ie., O'(T,B)= 1/p(T,B), with applied field B, and o, =1/ p,
is the regular term extrapolated from the high-temperature
behavior, as shown for several samples in figure 1. Notice
that the feature of the normal resistivity as a function
of temperature is approximately linear, which permits
to perform an easy linear extrapolation to determine p,.
According to the Aslamazov-Larkin proposal, the fluctuation
magnetoconductivity diverges as a power law of the type

Ao(T,B)= A& (4.2)
where 4 is a constant, & = % is the field-dependent

reduced temperature and A is the critical exponent.

Analogously to the Kouvel-Fisher method of analysis of
critical phenomena (Roa-Rojas, Pureur, Orlando, Baggio-
Saitovitch, 2000), the logarithmic temperature derivative of
Ag is given by d—dTln(AO'). Then, is defined the inverse of the
logarithmic temperature derivative as the quantity
_d _ 1 d(Ao)
2o ==y n(Ao)= 55
By substituting equation (4.2) in equation (4.3) it is obtained
that

(4.3)

7o =5r-1.)
Thus, obviating more complex procedures of adjustment,
simple identification of linear temperature behavior in plots
of -1 vs T allows simultaneous determination of critical
temperature T .- of fluctuation regime and the corresponding
critical exponent, A. At T<T,, by using the same analysis
method, we denote the critical exponents related with the
paracoherent-coherent transition as Kp.

(4.4)

The main source of uncertainty in the data analysis comes
from the extrapolation procedure to estimate c, near T
and from the numerical procedure to determination of the
temperature derivative of conductivity excess

L dp 1 dpg

d(AO')__ii_F
dT — p*dT  p2 dT

(4.5)

and the logarithmic derivative of Ds
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Errors introduced by the numerical calculation of equation
(4.5) and (4.6) are partially compensated because the term
involving p, is small compared to the term containing the
total resistivity p(7,B) near 7. Figure 2 exemplifies the
graphic analysis method by means of adjust of equation (4.4)
for the Hg(Re)-1223 sample. Picture (2a) shows the resistive
transition p(T ,B = 0), (2b) exhibits the temperature derivative
w and (2c) presents the corresponding logarithmic
derivative of the conductivity excess 7 (7, g ) as a function
of temperature. In (2c¢) it is possible to determine the critical
exponents and the respective critical temperatures of the
fluctuation regimes, by means of successive straight lines
which can be fitted to limited but reproducible temperature
ranges corresponding to these regimes.

By utilizing the temperature derivative of resistivity as a
function of the temperature, the bulk critical temperature T,
for the examined samples were obtained by assuming that
the temperature position 7' of the sharp maximum in Z—?,
corresponds approximately to the bulk critical temperature.
As a results of resistivity measurements, width of the super-
conducting transition was AT =TT w=4.2 K, with r=1 33.2
Kand T.,=129.0 K.

4.2 Magnetoconductivity Fluctuations at 7>T,

In the normal state, at temperatures sufficiently far away
from T, effects of Gaussian fluctuations predominate in the
electrical conductivity, as exemplified in figure 3. From the
analysis of experimental data, four regimes of power law
dominate by Gaussian fluctuations were identified through
the exponents 1, A, 4, ., and 4, as showed in table 4.1.
Meanwhile, note that 4 ., was observed only for H<0.5 kQOe.

The analysis of results was performed based on the
Azlamazov-Larkin theory (1968) for fluctuations in the
electrical conductivity. According with this theory the expo-
nents are given by

ﬁ.:z_ia
2

4.7)
where d is the dimension of the fluctuation space. Then,
this region identified by A_,=0.53(+0.02) corresponds
to a homogeneous 3D Gaussian regime. With increasing
temperature, the exponent A_,=1.02(+0.04) corresponds to
a dimensionality d=2 and, therefore, to 2D homogeneous
regime. The farthest region from 7, identified by A =
1.52(%0.04), corresponds to a 1D filamentar homogeneous
regime. The intermediate region between 2D and 1D, defined
by 4., ,=1.32(#0.04), corresponds to a inhomogeneous
fluctuational regime with spectral dimension given by the
Char-Kapitulnik model as d =1.35. This dimensionality
is very close to fractal dimensiono f the site-percolation
problem d = 4/3 (Char, K. & Kapitulnik, A., 1988).
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%o ' (K)

Temperature (k)

Figure 3. Gaussian fluctuation regimes identified for the Hg(Re)-
1223 sample.

Table 4.1: Gaussian exponents for the Hg(Re)-1223 sample. Values
of T, correspond to the maximum in dp/dT.

H T, Gaussian Exponents
(koe) (K) /1(13 }'GZ A’GZ—GI /1(11
133.7<T<134.1 134.1<T<I34.8 134.8<T<I142.2 138.5<T<146.1
0.0044<€<0.007 0.010<e<0.016 0.015<€<0.073 0.05<e<0.10
0 13313 0.54%0.03 1.06 £ 0.03
0.5 133.07 0.52%0.02 1.02+0.03 1.28 +0.04
2.5 13297 0.98 +0.04 1.35£0.04 1.46£0.04
10 132.73 1.09 £0.02 1.33£0.02 1.51£0.05
20 132.59 0.94 +0.05 1.34+0.03 1.52+0.03
40 13232 1.31£0.04 1.55%0.04
50 132.27 1.30+£0.04  1.58+0.05
Average 0.53 £0.02 1.02 £0.04 1.3240.04  1.52+0.04

It is possible to estimate the correlation length of the
Gaussian regimes by considering that these regimes vary as
in the Ginzburg-Landau theory, according to £(T) = & (0)8%.
Using the coherence amplitude &(0), typical of the Hg-based
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superconductors in the orientation parallel and perpendicular
to the Cu-O planes, éab(O)zZO/f and & (0)=1 A, respectively,
the correlation lengths for the Gaussian regimes & ,(7) and
& (T) can be estimate (Shen, Lam & Li, 1998).

For the 1D regime, the correlation length fall in the interval
63 A <& ,(T)< 72 4 in the Cu-O planes and 3.2 4 < & (T)
< 3.6 A in the c-axis. The result along the c-axis is much
less than the spacing between inner layers of Cu-O in the
material structure, as shown in Figure 4 (Chmaissen, Huang,
Antipov, ... Santoro, 1993). The non-homogeneous quase-
filamentar regime evidences correlation length 74 4 <
E(T) <1624 and 3.7 A < x(T) < 8.2 4 for the Cu-O

—
ot}

. 8
= -
I e atEt - 03 +
<t}

8

1

- pCu®)

=

A

-~ Cu() -

Figure 4. Crystalline structure of the Hg-1223 obtained from X-ray
diffraction experiments (Chmaissen, et al, 1993).
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planes and in the c-axis respectively. The value in the c-axis
orientation suggests that the fluctuations are restricted to the
double Cu-O planes structure. The fractality is due to the fact
that the superconducting coherence length is less than the
percolation correlation length, which is a consequence of
disorder in the material.

For the 2D homogeneous regime, we obtained /58 4 < &
<2104 and 8.2 4 < &(T) <10.1 4 in the Cu-O planes and
the c-axis respectively. The result for the c-axis reveals that
the superconductivity is still restricted to the double Cu-O
planes of the structure.

At last, for the 3D homogeneous regime, the values of the
coherence length are 239 4 < & (T) <301 A and 11.9 4
< &(T) <15.7 A, which indicate that the superconductivity
reaches 3D-dimensional long range order.

Very close to T, a genuine critical regime was observed. This
behavior was experimentally determined only for applied
magnetic fields below 0.5 kO, which is a characteristics of
the RBaCuO high temperature superconductors (Fabris, Roa-
Rojas & Pureur, 2001).

The critical exponent A ,=0.32 + (.01, determined from the
linear fitting in the inverse of logarithmic derivative of the
conductivity excess is shown in figure 5. This exponent is
explained by the 3D-XY model, according to the equation

/I:V(2+z—d+77), (4.8)

where v=2/3, n=0, z=3/2 and d = 3, and the complex
order parameter has two components, which is compatible
with symmetry s-pure or d-pure of the order parameters.

3.0 T
2
25 a2t
At
AQAA
20} N
‘ » ) %" Gaussian
Critical Fluctuations & ) 1
Q 15l Fluctuations |
: T
1.0 B
0.5} e
[
00 1 1
133.0 133.5 134.0 134.5

Temperature (k)

Figure 5. Genuine critical 3D-XY regime observed in the Hg(Re)-
1223 sample on the application of low magnetic fields.
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A dynamical exponent z=2 is expected (Fisher, et al, 1991),
which is characteristics of the dissipative dynamics described
by the model-A of Hohenberg and Halperin (1977). However,
experimental results (Roa-Rojas, Jurelo, Menegotto Costa,
et al, 2000) and theoretical calculations (Lidmar, Wallin,
Wengel, Girvin, Young, 1998) reveal that z=d/2=3/2, as
in the model-E of Hohenberg and Halperin, which is the
dynamical universality class for the superfluid transition in
“He and also for extreme type Il superconductors in absence
of screening (Lidmar, et al, 1998).

4.3 Magnetoconductivity Behavior at 7<T7,
4.4 Hall Response at 7<T,.

As reported for BiZBaZCaCu20y (Zavaritsky, Samoilov &
Yurgens, 1991) and 77,Ba,CaCu,0, (Hagen, Lobb, Greene
& Eddy, 1991), the Hall resistivity p, evidenced a double
signal change at temperatures below T, for applied fields up
to H <20 kOe, as showed in figure 6.

16 T T T T T T T T
14 _ (a) pm(T)

. » H=10kOe
2L . H=20KkOe

I H=40kOe

H=50k0e

Py, (MQ.cm)
oo

6 -
4 i
2 -
0 I E|
401 (b) p(T)
35 <+ H=10kOe
.ol ¢ H=20kOe
- L = H=40kOe
E 2°[ « H=50kOe
¢ 20}
3- L
& 15} 20 R
=Y L - /
10 e H,.M”““'“"“""““‘"-wj _
051 = o s, .
L ,nDD on.n“ S, & ]
00 e °°°°¢Mvwwm%
_0.5 -_ " 1 " 1 " Il 1 1 " 1 v 1 1 _-
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Figure 6: Behavior of the resistivity (a) diagonal p_ and (b) Hall
p,, on the application of magnetic fields H = 10, 20, 40 e 50 kOe.

66

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):56-70, 2014

On the application of high magnetic fields (above H < 20
kOe), Hall response is positive but the qualitative tendency
of the curve remains as in low magnetic fields.

As showed in figure 7, close to the zero resistance state,
T,,(H), was observed a power law of the type

o, (D))o [T =T, (D))

The characteristic exponent determined by the scaling of
figure 7 was 8 = 1.41 = 0.01, which is lower that other
reported for DyBa Cu,O, ; (Fabris, et al, 2001). Low values
of B are attributed to the occurrence of pinning vortex effects
introduced by the planar anisotropy of this superconducting
material and for granular disorder effects (Wang, et al, 1994).

(4.9)

In | pxy | (Fg-cm)

In{[T - T,(H)] / Too(H)}

Figure 7: Scaling of the Hall resistivity at low temperatures with
the equation 4.9.

4.5 Hall response at 7>T,,

In the normal state, Hall resistivity Py varies inversely with
temperature, in agreement with the figure 8. Between /70 K
and 260 K, Py follows the behavior given by
Mot ,
0,0084 T +0,05

where p_ is given in u€2.cm, H in Tesla and T in Kelvin.

pg(T,H)z (4.10)

The inverse of the Hall coefficient, I/R,, is given by the
denominator of equation 4.10. Then, the carrier density can
be schematized as showed in figure 9. The feature if carrier
density in the normal state varies with temperature according
to the equation

nY =0,62T + 3,61 (@.11)

In units of 10% carriers/cm’. In figure 9 the carrier density
is presented per volume of the unit cell as a function of
temperature.
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Figure 8: Normal behavior of the Hall response for Hg(Re)-1223
sample.

nyxV

Temperature (k)

Figure 9: Carrier density in the normal state for Hg(Re)-1223
material.

The Hall angle, defined as the ratio of the diagonal resistive
response and the Hall resistivity (magnetoresistance),
cot Hﬁ'z%fg, presents a quadratic behavior with temperature,
as showed in figure 10. This behavior is a universal-like
behavior of the normal Hall response in high temperature
superconductors (Roa-Rojas, Pureur, Mendon¢a-Ferreira,
Orlando, Baggio-Saitovitch, 2001), according with the
Anderson’s formula of equation 4.12 (Anderson P. W., 1991)

Cot0,=aT>+f. (4.12)

5 Conclusions

In this paper we report fluctuation magnetoconductivity
analysis and Hall response in polycrystalline samples of Hg
Re Ba CaCu,O,, ; (x=0.18) high temperature superconductor.
Through the Kouvel-Fisher method, a genuinely critical

Superconductor High-field fluctuation magnetoconductivity

cot @) (*10%)

Temperature (k)

Figure 10: Hall angle for Hg(Re)-1223 superconductor.

regime of fluctuations characterized by the critical expo-
nent A =0.32+0.01 was identified close to the critical
temperature 7, on the application of low magnetic fields.
We have interpreted this result on the full dynamic 3D-XY
universality class predicted by the model E with a dynamic
critical exponent z = 3/2. When the external magnetic fields
H=0.1 kOe, this regime becomes unstable. Above the critical
temperature 7¢, four Gaussian regimes identified by the expo-
nents A, A.,, 4., and A, were associated to fluctuations
occurring in spaces with geometry 3D (in the Cu-O planes),
2D (when the correlation between the Cu-O planes is weak),
2D-1D (determined by a fluctuation spectrum developing in
a space with fractal topology) and 1D (corresponding to the
confinement of the quasi-particles into the Lowest-Landau-
Level due to the quantization of the electronic states around
the axe of application of the external field). Measurements
of magnetoresistance reveal the anomalous Hall response
of this material. In the normal phase, the Hall resistivity is
positive and varies as predicted by the Anderson’s formula.
In the mixed phase and for applied fields below 2 T, the Hall
resistivity shows a double sign reversal. On the application
of applied fields above 2 T, the Hall resistivity returns to
the positive behavior. This behavior is interpreted as due
to two independent contributions: a negative term due to
thermal fluctuations which is relevant close 7. and a positive
contribution related to vortex motion which is dominant
close to the zero resistance state. Below the bulk critical
temperature, the Hall resistivity Py varies as a power law of
the longitudinal resistivity p_. The characteristic exponent
independent of the applied magnetic field was f=1.4. This
low value of the f is attributed to vortex pinning effects
introduced by the granular disorder effects which are
reinforced by the planar anisotropy typical of these high
temperature superconductors.
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Resumen

Se presentan los fundamentos y desarrollo histérico de los aceleradores de particulas, detallando en el sincrotron, en el
principio de estabilidad de fase, principio de sincrotron. Se introducen los anillos de almacenamiento, acumuladores
como sincrotrones de campo magnético constante. Para sincrotrones de electrones, se presenta la radiacion de
sincrotron y el aprovechamiento de esta radiacion con los onduladores como fuentes de rayos-X. Se destacan las
propiedades de la radiacion de onduladores para aplicaciones en ciencias, tecnologias e industria. Esto motiva
para presentar una propuesta de un centro de radiacion de sincrotron para Colombia, con sincrotron de electrones
en modo de anillo de almacenamiento y onduladores como emisores de rayos-X, con multiples aplicaciones para
investigacion, desarrollo e innovacion en ciencia, tecnologia e industria.

Palabras clave: Aceleradores de particulas, sincrotrones, radiacion de sincrotrén, onduladores.
Particle accelerators for colombia
Abstract

The foundations and historical development of particle accelerators are presented in this article, detailing on the
synchrotron, the principle of phase stability, synchrotron principle. Storage rings, synchrotrons at constant magnetic
field, are introduced. For the electron synchrotron, synchrotron radiation is presented and how to exploit it with the
use of undulators as X-ray sources. Radiation properties of undulators are highlighted for applications in science
and industry. This motivates to present a proposal for a synchrotron radiation center for Colombia with an electron
synchrotron operating as storage ring and undulators as X-ray emitters, for multiple applications for research,

development and innovation in science, technology and industry.
Key words: Particle accelerators, synchrotrons, synchrotron radiation, undulators.

1. Introduccién

En el mundo de los aceleradores de particulas de hoy existen
aproximadamente unos 15000 aceleradores. De ellos la gran
mayoria son instalaciones comerciales que se encuentran en
hospitales y estan dedicadas exclusivamente a la medicina
nuclear, para diagndéstico, terapia y para la produccion
de is6topos radioactivos de multiples aplicaciones en la
medicina. Hay también aceleradores de aplicacion en la
industria en los paises desarrollados vy, claro esta, también
los institutos de investigacion y laboratorios en las diversas
ciencias naturales cuentan con sus propios aceleradores,
principalmente en la fisica nuclear y en la fisica de altas
energias, donde se destacan las mayores instalaciones del
mundo como el Laboratorio CERN! en Ginebra, Suiza.

L CERN: Organizacion Europea para la Investigacion Nuclear,
Ginebra, Suiza. http://home.web.cern.ch/

En ese mundo de los aceleradores de particulas Latinoamérica
cuenta con instalaciones de aceleradores en los hospitales
para la medicina, principalmente con aceleradores lineales
de electrones que generan rayos de fotones para radioterapia.
Pero en la investigacion Latinoamérica esta muy modesta-
mente representada en el mundo de los aceleradores, apenas
con el Laboratorio de Campinas en Brasil, con la “Fuente
de Luz Sincrotrdn™ 2 y en Argentina, en Buenos Aires con el
“Tandar™?, (instalacion mediana de Tandem Van de Graaff
actualizado a Pelletron).

Con excepcion de Brasil, Latinoamérica estd en mora de
entrar en los desarrollos méas modernos del mundo de los
aceleradores de particulas.

2 LNLS: Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrén, Campinas, SP,
Brasil. http://Inls.cnpem.br/
8 TANDAR: Laboratorio TANDAR, Buenos Aires, Argentina.

http://www.tandar.cnea.gov.ar/
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2. Aceleradores de Particulas

Aceleradores de particulas son maquinas que aceleran parti-
culas cargadas eléctricamente mediante campos eléctricos
para aumentar su energia, lo que se manifiesta inicialmente a
energias no relativistas como un aumento de la rapidez de las
particulas (aceleracién) y luego acercandose a la velocidad
de la luz, en el rango relativista, como un aumento de la masa
ym,, de acuerdo con la relacion

E =mc? = ym @
donde m es la masa en reposo de la particula y

1 v
= — N = — y 2
Ve ,—1 > B B )

siendo v la velocidad de la particula.

La energia que reciben las particulas provienen de campos
eléctricos. Se utilizan también campos magnéticos, pero no
para aumentar la energia de las particulas, sino para guiarlas
en trayectorias curvadas, incluso cerradas en aceleradores en
anillo, y para enfocar los rayos de particulas mediante lentes
magnéticas, cuadrupolos magnéticos principalmente. Dado
que la fuerza magnética es perpendicular a la velocidad, el
campo magnético puede cambiar la direccion de movimiento
de la particula pero no puede enriquecer energéticamente a la
particula: La potencia suministrada del campo magnético a la
particula es siempre cero: £ -3 =0.

magn

Se aceleran principalmente protones(+) y electrones(-) y
su antimateria, sus antiparticulas, antiprotones(-) y pos-
itrones(+). Todas estas son particulas estables. Hasta el
presente todos los aceleradores en funcionamiento en el
mundo se restringen solo a acelerar particulas estables.
Excepcionalmente para el caso de muones, inestables que
con vida media de 2.2 microsegundos decaen en electrones
y antineutrinos, estd en desarrollo un primer acelerador?,
motivado por la necesidad de superar el efecto de radiacion
de sincrotrén en aceleradores de electrones en anillo, que
limita la energia alcanzable por pérdidas por radiacion,
efecto despreciable para muones por su mayor masa, 200
veces mayor que la de electrones.

Se aceleran también iones pesados, esto es nlcleos atdmicos
mas alla del hidrégeno simple, desde el deuterio (hidrégeno
pesado) hasta el plomo, tanto para estudios de la estructura
fundamental de la materia, por ejemplo colisiones plomo

4 MAP: Muon Accelerator Program, Fermilab, Batavia, Illinois,
Estados Unidos. http://map.fnal.gov/
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contra plomo para el estudio del plasma de quarks y gluones®,
como para aplicaciones en la medicina, por ejemplo terapia
hadrénica® contra el cancer con rayos de *2C.

Siendo los protones notoriamente mas pesados que los
electrones

~ 1830 - m

se diferencian los aceleradores de protones notoriamente de los
aceleradores de electrones, por presentar los electrones muy
rapidamente efectos relativistas, como el aumento relativista
de la masa, la igualdad (aproximada) de velocidades muy
cercanas a la velocidad de la luz, la radiacion de sincrotrén,
entre otros. Pero también desde el punto de vista de la
estructura de la materia hay diferencias notables, por ser
los electrones particulas elementales sin estructura interna
hasta donde se conoce a las escalas de energia alcanzables
en la actualidad, mientras que los protones tienen estruc-
tura interna, estan constituidos por quarks intercambiando
gluones, son asi sistemas complejos de particulas elementales
que participan de la interaccion fuerte que es ignorada por
los electrones. Las particulas aceleradas utilizadas como
proyectiles para incidir sobre la materia a estudiar, llevan a
procesos diferentes segln las interacciones fundamentales
de las que participan. También que los proyectiles sean
elementales o no, hace diferencia importante a las mas altas
energias, porque para electrones, siendo elementales, la tota-
lidad de la energia que llevan cuenta para el proceso de
colision, mientras que en el caso de protones interaccionan
sus ““partones™, que llevan solo una parte de la energia
total del proton, asi que solo una fraccion de su energia esta
disponible para el proceso.

mprotén electron 1

Rayos de particulas provenientes de los aceleradores se
utilizan para hacer visible la estructura de la materia a escala
atébmica y subatémica, como radiacion que incide sobre el
objeto a observar, donde la longitud de onda de la radiacion
incidente determina la resolucién espacial alcanzable, el
tamafio de lo mas pequefio que se puede distinguir. Con
aceleradores de particulas se logran longitudes de onda mas
y mas pequefias, entre mayor sea el momento que alcancen
las particulas aceleradas, entre mayor sea su energia. La
longitud de onda de ‘de Broglie’ 4, se relaciona con el
momento y energia de las particulas aceleradas:

h he

A ===
"o \/Em.n ~(Em + 2mocz)

S ALICE: Experimento ALICE con el Gran Colisionador de
Hadrones LHC del Laboratorio CERN. http://home.web.cern.ch/
about/experiments/alice

S HIT: Heidelberg lonenstrahl Therapiezentrum, Centro de terapia
hadronica, Universidad de Heidelberg, Heidelberg, Alemania.
http://www.hit-heidelberg.com
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h =6.626068 - 1034 Js

hc = 197.32696 MeV - fin

Se logra asi pasar de los micrometros alcanzables con luz
visible (2 = 500 nm) a longitudes de onda de

1= 124107 m

para electrones (m,c2= 0.511 MeV ) con E,, = 100GeV,
como fue en el acelerador colisionador LEP (Large Electron
Positron Collider), Gran Colisionador de Electrones con Posi-
trones del Laboratorio CERN, que estuvo en operacion entre
los afios 1989 y 2000, o longitudes de onda mas pequefias,

1y =177-10%m

para protones (m,c2= 0.938 GeV ) con E,, = 7000GeV,
como las energias alcanzables actualmente con el acelerador
colisionador LHC (Large Hadron Collider) Gran Colisio-
nador de Hadrones del Laboratorio CERN, en operacion
desde el afio 2011.

®)

Con rayos de particulas aceleradas con los aceleradores de
mas altas energias del mundo, que son los ejemplos aqui
dados, se observa la materia hasta esa escala de tamafios, lo
mas pequefio, 10 my 10-*® m. Tanto quarks como leptones
aparecen a esa escala de tamafios como puntuales sin mani-
festar directamente estructura interna alguna, puntuales sin
volumen observado, son particulas elementales.

Tabla 1. Cantidades relativistas en funcion de la energia cinética
para protones y electrones.

Protones: myc2=0.938 GeV

Energia total pc B=vlc y=E/my 2  \Broglie x 10*°
E B=pc/E
[GeV] [GeV] adimensional adimensional [m]
1 0,35 0,3466 1,07 35766,70
10 9,96 0,9956 10,66 1245,29
100 100,00 1,0000 106,61 123,99
1000 1000,00 1,0000 1066,10 12,40
10000 10000,00 1,0000 10660,98 1,24
Protones: myc2=0.000511 GeV
Energia total pc B=vlc y=E/my?  ABroglie x 10¥
E B=pc/E
[GeV] [GeV] adimensional adimensional [m]
0,1 0,10 0,999987 195,69 123981,62
1 1,00 1,000000 1956,95 12398,00
10 10,00 1,000000 19569,47 1239,80
100 100,00 1,000000 195694,72 123,98
1000 1000,00 1,000000 1956947,16 12,40

Se ha utilizado en esta tabla:
R = 2y2 Y _mev_pc
P E - (mec”) B c mc-c E

. h _hc
ABroglie =7 “pe

hc =1.2398 - 10 GeV - m

Aceleradores para Colombia

La Tabla 1 presenta para protones y electrones por separado
las cantidades relativistas Sy ) en funcion de la energia total
de la particula, asi como su longitud de onda de ‘de Broglie’.
Los datos presentados resultan de aplicar la relacion de ‘de
Broglie’ p = h/1y la expresion relativista momento energia:

E = /mic* + p*c® (4)

3. Estructura de Instalacion de Acelerador

y=E

2

Aceleradores de particulas son siempre parte de una insta-
lacion, donde la maquina de acelerar es central, requiere
una entrada y suministra una salida: Se tiene una fuente de
particulas a acelerar, una fuente de iones, donde sistemas
neutros de particulas (moléculas, a&tomos) son ionizados y
estos iones siempre cargados eléctricamente son conducidos
por un sistema de transporte de haz hasta el acelerador, la
maquina donde campos eléctricos entregan energia a las
particulas, y éstas ahora mas energéticas pasan al sistema de
extraccion del haz y sistema de transporte, que las llevan del
acelerador al blanco (objeto a estudiar), donde inciden y son
dispersadas, o generan nuevas particulas, que son registradas
por los detectores de particulas. Ver Figura 1.

Es asi como se aprende sobre el objeto de estudio (molécula,
atomo, nucleo atémico, nucleodn), registrando y analizando
la radiacién que suministré el acelerador e incidi6 en el
objeto, donde fue dispersada y finalmente dejo huella en el
detector. Ha sido asi en la fisica atomica y molecular, en la
fisica nuclear, incluso en la fisica de particulas elementales
y esta modalidad de exploracién de la materia se denomina
“experimentos de blanco fijo”. También la mayoria de apli-
caciones de aceleradores fuera de la fisica de altas energias
sigue esta modalidad.

Pero en los ultimos 30 afios, la fisica de mas altas energias
ha desarrollado un tipo de experimentos muy sofisticado
y exigente, donde el objeto sobre el que incide rayo de

Estructura esquematica de un acelerador
Produccion y

Fuente de lones
preparacion

l de particulas

\ 4

| Transporte del haz |

!

| Aceleracion de particulas |

]

| Transporte del haz |

v

| Experimento: Target y detectores |

Figura 1. Estructura esquematica de un acelerador
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particulas del acelerador no es un blanco fijo, sino otro rayo
de particulas que viene en direccion opuesta. Se tienen asi
colisiones frontales de particulas que en el punto de colision
relinen muy alta energia, que se materializa acorde con la
equivalencia de masa y energia, E = mc?, para producir nuevas
particulas segin las leyes fundamentales de la naturaleza,
surgiendo materia y antimateria, particulas y antiparticulas,
como en los primeros instantes del Universo luego del Big
Bang que le dio origen. Los detectores registran las nuevas
particulas, incluyendo el patron completo de productos de
la colision que constituyen un evento y contiene informa-
cion sobre las particulas y sus interacciones. Estos son
“experimentos de colisionadores”, como los realizados por
cerca de 30 afios con el colisionador protén-antiproton
Tevatron del Laboratorio Fermilab” en Batavia, Illinois,
Estados Unidos, o actualmente con el Gran Colisionador de
Hadrones LHC del Laboratorio CERN en Ginebra, Suiza.

4. Diversos Tipos de Aceleradores de Particulas

Ademas de reconocer como maquinas diferentes con sus
caracteristicas propias a los aceleradores de protones (acele-
radores hadrénicos) por un lado, y a los aceleradores de
electrones (aceleradores leptonicos) por otro lado, también se
clasifican los aceleradores segun el principio de aceleracion
de las particulas. Distinguimos los siguientes tipos de acele-
radores [Se07], [Wi05], [Wi06], [Co08]:

Aceleradores electrostaticos, que aceleran las particulas con
campos eléctricos constantes, que no varian con el tiempo.

Aceleradores por resonancia, donde un generador externo
suministra un campo eléctrico oscilante, cuya frecuencia
coincide, es resonante, con la frecuencia del movimiento
repetitivo de las particulas dentro de la maquina, al pasar en
una secuencia lineal de una unidad a otra, donde encuentra
los campos eléctricos (por ejemplo el acelerador lineal), o
al repetir millones de veces el paso por la misma unidad de
aceleracion siguiendo trayectorias circulares, o en espiral,
guiadas por un campo magnético (por ejemplo la trayectoria
en espiral en el ciclotron).

Aceleradores por induccion, donde las particulas son ace-
leradas por un campo eléctrico inducido por la variacion
temporal de un campo magnético (por ejemplo el betatrdn).

Aceleradores por principio de sincrotron, principio de
estabilidad de fase, donde un aumento del campo magnético
consigue que las particulas atraviesen la unidad de aceleracion
en el instante justo cuando el campo eléctrico tiene la mag-
nitud requerida para aumentar la energia en la cantidad justa
para que el radio de la trayectoria circular de las particulas
permanezca constante.

" Fermilab: Fermi National Accelerator Laboratory, Batavia,
[llinois, Estados Unidos. http://www.thal.gov/
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Los diversos tipos de aceleradores han surgido de la necesidad
de alcanzar energias cada vez mayores, por encima del rango
de las energias posibles de los aceleradores del momento.
Con gran ingenio en la aplicacion de los conocimientos
sobre electromagnetismo, sobre el movimiento de cargas eléc-
tricas en campos eléctricos y magnéticos, se ha logrado crear
nuevos tipos de aceleradores que han permitido llegar hasta
energias de TeV (102 eV). Y este desarrollo tecnoldgico no
se detiene.

Se inicié en la década de los afios 1920 en Karlsruhe, Alemania,
con el estudiante de ingenieria eléctrica Rolf Widerde,
noruego [Wa90]. A partir de 1923 Widerde inici6 una serie
de publicaciones en la revista “Archiv fir Elektrotechnik™,
donde presentd aplicaciones de electromagnetismo para lograr
altos voltajes y asi grandes campos eléctricos para acelerar
particulas. Sus articulos de 1923 y 1924 presentaron las ideas
fundamentales de los aceleradores por resonancia, ciclotron y
acelerador lineal [Wi23]. Luego en 1928 publicé como obtener
con un transformador por induccion electromagnética, ley de
Faraday, un campo eléctrico inducido que acelera electrones.
Presento su idea como “transformador de rayo”, que es el
principio del betatron [Wi28].

A partir de las ideas de Widerde se desarrollaron los primeros
aceleradores: En 1931 en la Universidad de California,
Berkeley, Ernest Orlando Lawrence y David Sloan constru-
yeron y operaron exitosamente el primer acelerador lineal
y el primer ciclotrén, ambos aceleradores por resonancia
propuestos por Widerde [SI31], [La32], [La36]. En ese
mismo afio de 1931 en la Universidad de Princeton y luego
en MIT Robert Van de Graaff construyd exitosamente el
generador electrostatico que lleva su nombre, alcanzando 7
millones de voltios [Gr33]. Luego en 1932 en el Laboratorio
Cavendish en Cambridge, Inglaterra, los colaboradores del
Profesor Ernest Rutherford, John Cockcroft y Ernest Walton,
alcanzaron energias de 400 keV con el “multiplicador de
voltaje”, hoy conocido como acelerador electrostatico
Cockcroft-Walton [C032].

Estos aceleradores fueron creciendo en tamafio y en maxima
energia alcanzable, tanto para protones, como para electrones
[La51]. En el caso del ciclotron pronto se reconocio el
problema de aumento relativista de la masa de los electrones,
que es grande en los electrones y rompia la resonancia entre
la frecuencia del movimiento en espiral de los electrones y la
frecuencia del generador externo que da el campo eléctrico
para acelerar las particulas. La maquina exige mantener la
resonancia, asi que falla para electrones relativistas, mientras
que es buen acelerador para protones y para iones pesados
no relativistas a las energias de MeV. Este problema motivo
el desarrollo de un acelerador diferente para electrones y la
solucion estuvo en la idea de la aceleracion por induccion
con el transformador de rayo de Widerde de 1928.
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En la Universidad de Illinois, Urbana, en 1940 Donald Kerst
perfecciond la idea del transformador de rayo y su disefio, el
betatron, constituyé un muy exitoso invento para acelerar
electrones hasta energias de cientos de MeV, que acelerador
que se mantuvo vigente hasta finales de la década de 1970
como el acelerador para aplicaciones médicas en terapia del
cancer [Ke40], [Ke41], [Ke42].

Los aceleradores circulares, donde las particulas guidas por
un campo magnético pasan repetidamente por la misma
unidad de aceleracion, se enriquecieron especialmente con
el invento del sincrotrén en 1940. Desde entonces este es el
acelerador en anillo mas exitoso, el acelerador moderno, que
en versiones de anillos acumuladores y colisionadores, lleva
a las més altas energias logradas en los mayores laboratorios
como Fermilab y CERN.

Los diversos tipos de aceleradores, luego de ser superados
por nuevos desarrollos tecnologicos requeridos para alcanzar
mayores energias que las maximas logradas por los ya
existentes, no desaparecen definitivamente. Si el rango de
energias de un acelerador es adecuado para cierta area de
investigacion que no requiere las mas altas energias o para
aplicaciones en la industria, 0 en la medicina, el acelerador
se mantiene, mientras su operacién sea razonable hasta ser
superado en los demas aspectos tecnoldgicos, o de costos
de operacion, como en el caso ya mencionado del betatron.
La Figura 2 presenta el “diagrama de Livingston” que
muestra los diversos tipos de aceleradores seglin su rango de
energias graficado como linea de tiempo desde 1932 hasta
1965. Se reconoce alli la vigencia de cada tipo de acelerador
y se destaca la frontera de las méas altas energias, que ha
ido aumentando continuamente desde la invencion de los
primeros aceleradores [Li62].

5. El Sincrotrén

A comienzos de la década de 1940 Edwin McMillan en la
Universidad de Berkeley, California, y Vladimir Veksler
en la Unidn Soviética, llegaron independientemente, y sin
conocimiento el uno del otro, a la idea de la “estabilidad
de fase”, también llamada “principio de sincrotrén”, que
es la base del funcionamiento del acelerador en anillo de
mayor importancia en el mundo y que luego de 60 afios
sigue siendo el acelerador moderno, el mas versatil y a la
vez el mas poderoso, el sincrotrén [Mc45], [Ve44], [Bo46].
Ver Figura 3.

En el sincrotron, las particulas a acelerar (protones, anti-
protones, iones pesados, o también electrones, o positrones)
siguen una trayectoria cerrada, en anillo, en el disefio original
una trayectoria circular de radio R. Un campo magnético
vertical B, perpendicular al plano de la trayectoria actGa a lo
largo de todo el recorrido de las particulas dentro de un tubo
toroidal que mantiene un alto vacio (10 Torr). El campo
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Figura 2. “Diagrama de Livingston”: Linea de tiempo de los
diversos tipos de aceleradores seguin su rango de energias. se destaca
la frontera de las mas altas energias. Fuente: [Li62]

magnético B provee la fuerza centripeta requerida para el
movimiento en circunferencia de las particulas de carga
eléctrica g, asi que la ecuacion de movimiento radial es:

2

= v
|qug=qu:mE ()

de donde se obtiene para el radio R de la trayectoria:
= %) = q% = const. (6)

En una cavidad de radiofrecuencia RF se tiene el campo
eléctrico sinusoide que oscila con una alta frecuencia acorde
con el movimiento de las particulas en el anillo, asi que
estas encuentran siempre el campo eléctrico E con la fase
adecuada para ser aceleradas.

El sincrotron es un acelerador de altas energias, para parti-
culas relativistas, asi que es buena aproximacion asumir que
todas las particulas tienen la misma rapidez, muy cercana
ac=3-10%%, pero no todas tienen la misma energia, lo
que se manifiesta en la masa relativista. Particulas con menor
energia, menor momento p, siguen en el campo magnético B
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una trayectoria circular de menor radio (R_) que particulas de
mayor energia (R_). Comparando con la particula ideal que
cumple la relacién R=mv/gB, esto es que tiene la energia que
corresponde al radio Ry al campo B de la maquina, particulas
de menor energia tienen trayectoria menor y a igual rapidez
llegan a la cavidad de radiofrecuencia antes que la particula
ideal, y aquellas de mayor energia, mayor recorrido a igual
rapidez, llegan més tarde. Ver Figura 4.

Es asi que el campo eléctrico que encuentran las particulas
en la cavidad de radiofrecuencia depende de su instante de
llegada, y para una fase inicial adecuada del campo eléctrico
oscilante se logra que particulas de menor energia encuen-
tren un campo eléctrico mayor para ser mas aceleradas, y lo
opuesto para particulas de mayor energia, que reciben menor

Figura 3. Configuracioén de un sincrotron, acelerador en anillo de
radio constante, basado en el principio de estabilidad de fase.

Figura 4. Tiempos de recorrido de una vuelta en el sincrotron para
particulas de diversa energia.
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Estabilidad
de fase

Figura 5. llustra la estabilidad de fase o principio de sincrotron. Se
presenta estabilidad para “punto de trabajo” en el flanco descendente
de la oscilacidon sinusoidal del campo eléctrico en la cavidad de
radiofrecuencia.

energia para que todas se acerquen a la misma energia de la
particula ideal y con ello se acerquen al mismo tamafio de
la trayectoria y a iguales tiempos de recorrido. Se tiene asi
estabilidad temporal, estabilidad de fase, si la fase inicial del
campo eléctrico oscilante se escoge asi que la particula ideal
encuentre el campo en el flanco descendente de la oscilacion
sinusoide como lo muestra la Figura 5.

Si se aumenta el campo magnético B que guia las particulas
en el tubo toroidal del sincrotron, disminuye el radio de
la trayectoria circular de todas las particulas asi que todas
tendran menor recorrido, llegaran antes de la ideal, y seran
aceleradas justo lo requerido para aumentar el momento p
asi que p/B recupere el valor ideal de disefio de la maquina
y el radio R ideal se mantenga constante pero ahora para un
campo magnético mayor (R=p/qB). Las particulas circulan
ahora con mayor momento p, mayor energia. Se han acelerado
respondiendo al aumento del campo magnético B. Esto es
precisamente lo que caracteriza el sincrotron: Al aumentar el
campo magnético B se aceleran las particulas en la cavidad
de radiofrecuencia justo lo requerido para mantener el radio
de la trayectoria constante, y esto se logra por la estabilidad
de fase, principio de sincrotrdn.

Si el campo magnético B de sincrotrén varia como funcién
sinusoide, solo pueden acelerarse particulas mientras el campo
B va en aumento, solo durante el intervalo de tiempo que
corresponde al flanco ascendente de la funcion seno, asi que
se inyectan particulas a la maquina justo después del instante
del minimo de la funcidn seno, se aceleran en millones de
revoluciones mientras B va en aumento, y poco antes de
alcanzar el maximo de la funcion seno deben extraerse las
particulas de la maquina, como lo muestra la Figura 6.
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Acelerador
sincrotrén

Figura 6. llustra por qué el sincrotrén es una maquina pulsada. Solo
se aceleran las particulas durante los intervalos de tiempo cuando el
campo magnético va en aumento.

El sincrotron es asi una maquina pulsada: Va entregando
paquetes de particulas aceleradas, que salen de la maquina
a intervalos de tiempo dados por la frecuencia de oscilacion
del campo magnético B.

6. Anillos de Almacenamiento y Colisionadores

Es posible mantener a las particulas circulando por muy largo
tiempo en el tubo toroidal del sincrotron, realizando millones
de millones de recorridos completos, si el punto de trabajo
del campo eléctrico se escoge en el flanco descendente con
valor cero para la particula ideal, que no sera acelerada.
Para campo magnético B constante, se mantienen asi las
condiciones de estabilidad en la maquina con la misma
energia. La particula ideal no es acelerada y pérdidas de
energia por radiacion, como radiacion de sincrotrén, se
compensan con la aceleracién que si reciben particulas de
menor energia que la ideal. La maquina se mantiene en estas
condiciones de estabilidad con energia constante y se le
llama entonces “anillo de almacenamiento” (Storage ring),
gue son sincrotrones con campo magnético B constante.

Es posible utilizar el anillo del sincrotrén inicialmente como
acelerador y luego como anillo de almacenamiento, como
se ilustra con la Figura 7. Las particulas provenientes de un
preacelerador son inyectadas al anillo, que inicialmente tiene
ya el campo magnético adecuado para cumplir con la condicién
(R=p/gB). Luego el campo magnético va en aumento tipo
rampa, hasta alcanzar la magnitud final, que corresponde a la
energia final, que es la energia del anillo de almacenamiento.
A partir de ese instante se mantiene B=constante, asi que el
anillo opera como anillo de almacenamiento. Este es el proce-
dimiento que se sigue actualmente con el Gran Colisionador
de Hadrones LHC del Laboratorio CERN.

Campo magnético en
el sincrotrén moderno

Figura 7. Evolucion temporal del campo magnético de un anillo
que inicialmente opera como sincrotrén y continlia luego a energia
fija como anillo de almacenamiento.

En el sincrotrén y en el anillo de almacenamiento circula
un gran nimero de particulas, reunidas por “paquetes de
particulas”, llamados “bunches”. Hoy se logra reunir hasta
10*2 particulas en un bunch, con alta densidad, asi que el
bunch de forma cilindrica tiene un didmetro de apenas
micrémetros y una longitud de algunos milimetros.

Los anillos de almacenamiento se emplean hoy para acu-
mular antimateria, recibiendo antiparticulas a medida que
van siendo generadas por colisiones de proyectiles con
suficiente energia, incidiendo sobre bloques de materia
pesada (alto nimero de protones Z en el nicleo atomico).
Asi por ejemplo protones con energia mayor a 2 GeV son
frenados al incidir sobre wolframio, emitiendo radiacion de
frenado ( “Bremsstrahlung” ) con suficiente energia para la
produccion de pares en proton antiproton. Los antiprotones
son desviados mediante campos eléctricos y magnéticos y
llevados al anillo de almacenamiento, donde se acumulan
hasta que se alcanza un buen nimero de antiparticulas para
formar bunches e inyectarlos en aceleradores mayores.

También se emplean los anillos de almacenamiento (sincro-
trones de B constante) como colisionadores. La instalacion
de sincrotrdn se mantiene con campo magnético constante
y con cavidad de radiofrecuencia activa, para que ésta
por estabilidad de fase recupere la energia que las particulas
hayan perdido por efectos de interaccion con las demas par-
ticulas del bunch o por radiacion de sincrotron. En el mismo
anillo pueden circular bunches en direcciones opuestas para
colisionar frontalmente, si se trata de particulas de carga
eléctrica opuesta, como en colisionadores proton-antiprotdn,
o electrén-positron. Para colisiones de particulas de igual
carga eléctrica se requieren dos anillos independientes,

7



Goémez-Moreno B

iguales, paralelos pero con campos magnéticos en direcciones
opuestas, como en el Gran Colisionador de Hadrones LHC
del CERN.

De especial importancia por las aplicaciones son los anillos
de almacenamiento de electrones de alta energia en el rango
de GeV. Estos anillos son las fuentes de radiacion de
sincrotron, también llamadas ““fuentes de luz sincrotron™.

7. Estabilidad Transversal y Radial

Ademas de la estabilidad temporal, estabilidad de fase, que es
el fundamento del sincrotrén, también se requiere estabilidad
espacial, tanto en el plano horizontal de la trayectoria
circular de las particulas, como en la direccion vertical. Sin
estabilidad las particulas se pierden en la maquina, que deja
de funcionar. [Wi05], [Wi06], [Co08]

Hay estabilidad cuando hay oscilaciones alrededor de la posi-
cion de equilibrio. Hay oscilaciones transversales, cuando
una fuerza restauradora vertical F, actda sobre la particula
que se aleja verticalmente dejando el plano de movimiento,
y es una fuerza proporcional a la desviacion: F,= —k, - z,
donde z = 0 corresponde al plano de la trayectoria. Ver el
sistema de coordenadas utilizado en la Figura 8.

Se logra estabilidad transversal, estabilidad vertical, con
lineas del campo magnético curvadas, asi que el campo
magnético principal B, esta acompafiado de una componente
menor horizontal B,, que da la fuerza vertical restauradora.
Ver Figura 9.

En el plano de movimiento se tiene estabilidad con una fuerza
restauradora en direccion radial, F, = — k, - X, midiendo x
como desviacion en direccion radial a partir del radio R de
la trayectoria ideal. Aqui tanto k, como k, dependen de la
posicién S a lo largo de la circunferencia: k, (s), K, ().

X

Figura 8. Sistema de coordenadas para descripcion del movimiento
de las particulas en el sincrotron.
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Figura 9. Estabilidad transversal (vertical) mediante lineas de campo
magnético curvadas adecuadamente.

Se logra estabilidad radial cuando el campo magnético B
varia mas lentamente que 1/R, como lo ilustra la Fig.10,
porque la aceleraciéon centripeta va como 1/R, asi que si
la particula se desvia al interior del anillo, r<Ro, la fuerza
magnética resulta menor que lo requerido como fuerza
centripeta, y la particula tiende a salirse. Si la desviacion
es hacia fuera del anillo, r>Ro, la fuerza magnética resulta
mayor que lo requerido como fuerza centripeta y el efecto es
hacia el interior. Aqui Ro es el radio de la trayectoria de la
particula ideal, que cumple la relacion (6): R,= VqB'

Inicialmente en la primera generacion de sincrotrones se
tenia a lo largo de la circunferencia una secuencia continua
de electroimanes dipolares para el campo magnético B del
sincrotron. Este campo ademas de guiar a las particulas
en la trayectoria circular también mantenia la estabilidad
transversal con la curvatura de sus lineas de campo y la
estabilidad radial disminuyendo méas lentamente que 1/r.
Se lograba asi un “enfoque débil” del haz de particulas
dentro del toroide del sincrotrén. Pero la amplitud de las
oscilaciones alrededor de la trayectoria ideal resultaba muy
grande y aumentaba con la energia de las particulas, llegando
a oscilaciones de 4 metros de amplitud para protones de 30
GeV, lo que llevaria a un limite del orden de 10 GeV como
maxima energia alcanzable para protones.

La solucion al problema del enfoque débil se encontrd al
ensamblar la secuencia de electroimanes bipolares a lo largo
del anillo alternando el gradiente del campo magnético B,
asi que a un electroimén con @<0, seguia uno con §—r>0,
aunque este tuviera efecto de desenfoque. Sin embargo la
secuencia de electroimanes con gradiente alterno tiene un
efecto global de enfoque, se conoce como “enfoque fuerte”
y lleva a oscilaciones de amplitud pequefia, muy reducida
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Figura 10. Estabilidad radial en el sincrotrén de enfoque débil:
El campo magnético debe disminuir mas lentamente que 1/R.

comparada con el “enfoque débil”. Asi que para protones de
30 GeV las amplitudes de oscilacion radial de 4 metros se
reducen en un factor de 1/20 a solo 20 cm. Los sincrotrones de
“gradiente alterno”, “enfoque fuerte”, permitieron superar los
50 GeV para protones y constituyen la segunda generacion
de sincrotrones [Co52], [Co57], [C058].

La evolucidn del sincrotron llevo a una tercera generacion al
separar la tarea de guiar a las particulas en el anillo mediante
dipolos magnéticos de la tarea de enfocar el haz dentro del
anillo mediante cuadrupolos magnéticos, manteniendo con
los cuadrupolos el esquema de alternar enfoque y desenfoque
del “enfoque fuerte”. Se organizan asi los electroimanes a
lo largo del anillo en una secuencia de celdas iguales, cada
una compuesta de cuadrupolo de enfoque (F), dipolos de
curvar la trayectoria (O), cuadrupolo de desenfoque (D), y
se denomina “celda FODO™, que se va repitiendo a lo largo
del anillo [Wi06].

La secuencia de celdas FODO da mayor flexibilidad para
configurar el sincrotrén, asi que la trayectoria de las particulas
no tiene que ser necesariamente circular. Hoy los sincro-
trones modernos pueden constar de tramos curvados seguidos
de tramos rectilineos donde no se requieren electroimanes
dipolares para guiar el haz, reduciendo los componentes del
acelerador y con ello reduciendo los costos. Se reemplaza
asi el anillo circular de la trayectoria de particulas en el
sincrotréon por poligonos regulares, configuraciones mas
sencillas que se adaptan a las necesidades de la instalacion
del laboratorio [Wi05], [Wi06].

8. Lentes Magnéticas

Dentro del sincrotrén moderno, o fuera de él en la linea de
conduccidn del rayo de particulas, se utilizan cuadrupolos
magnéticos como lentes magnéticas convergentes (+) o
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divergentes (-). La Figura 11 representa una lente magnética
compuesta por dos cuadrupolos, que se ubican en la linea del
haz, uno tras otro. Para particulas de carga eléctrica positiva
saliendo del plano de la pagina el primer cuadrupolo enfoca
en la direccién horizontal x, desenfoca en la direccion vertical
z. El enfoque es inverso con el segundo cuadrupolo.

Siempre un solo cuadrupolo magnético enfoca en una direccién
y desenfoca en la direccion perpendicular a la primera. Una
“lente magnética” consta de dos cuadrupolos seguidos, con
igual eje de simetria, donde el segundo cuadrupolo esta rotado
en 90 grados con respecto al primero. En cada direccion
(horizontal y vertical) se tiene enfoque de un cuadrupolo
y desenfoque del otro, y los efectos de los dos cuadrupolos
se complementan resultando globalmente enfoque en las
dos direcciones perpendiculares. Variando la intensidad de
la corriente eléctrica en los cuadrupolos, esto es variando
la intensidad del campo magnético en cada cuadrupolo, se
puede ajustar la distancia focal de la lente magnética.

9. Radiacién de Sincrotron

La radiacion de sincrotrén es un efecto muy importante que
aparece en electrones en movimiento circular o trayectorias
curvadas, cuando alcanzan energias relativistas, por ejemplo
en sincrotrones, un efecto que aumenta como la cuarta poten-
cia de la energia [Mc46]. Para electrones de 100 GeV
acelerados en anillo sincrotrén de 1 km de radio la pérdida
de energia por radiacion de sincrotrén no puede compensarse
razonablemente en la cavidad de radiofrecuencia, haciendo
imposible el funcionamiento del acelerador. Asi inicialmente
la radiacion de sincrotron aparecia solo como un limitante
serio para lograr rayos de electrones de muy altas energias,
pero luego al estudiar sus propiedades se reconocié el enorme
potencial que tiene como herramienta para aplicaciones en
muy diversas areas de desarrollo tecnolégico, innovador.
Es una herramienta bastante mas poderosa que los rayos-X
emitidos por los tubos de Réntgen.

Figura 11: Lente magnética compuesta por dos cuadrupolos, que se
ubican uno tras otro. Los dos cuadrupolos alternan polaridad.
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En la década de 1970 se inici6 muy timidamente el apro-
vechamiento de la radiacién de sincrotrén emitida tangen-
cialmente al anillo del sincrotron de electrones de energias de
2 GeV o superiores hasta 10 GeV. Se ofrecié como servicio
a la industria, que alquilaba el tiempo de “luz sincrotrén”,
generando ingresos para los laboratorios de fisica de altas
energias dedicados hasta ese momento solo a la investigacion
fundamental. El uso de la radiacion de sincrotron fue asi
“parésita” de los experimentos de los fisicos de altas energias,
pero luego en la década de 1980 se establecieron instalaciones
mayores, grandes centros de radiacion de sincrotron, dedicados
exclusivamente a las aplicaciones de la esta radiacion para
desarrollos tecnologicos innovadores.

Veamos las propiedades de la radiacion de sincrotron
[Ja99], [Wi05]. Toda carga eléctrica acelerada es fuente de
radiacién electromagnética, que se lleva parte de la energia
de la particula. Asi para una particula de carga eléctrica q,
que tiene masa en reposo m,y que circula en un anillo de
almacenamiento, o acelerador sincrotrén, de radio R, la ener-
gia radiada en una circunferencia recorrida:
4
AE, = const- —— . E_ (7)
(me?)” R
como lo presenta Edwin McMillan en “Radiacion por un
Grupo de Electrones en Movimiento en Orbita Circular”,
articulo en el Physical Review 68 de 1945, seguido a la
presentacién de su invencion del sincrotrén en la misma
revista [Mc45], [Mc46].

Como la energia radiada en cada revolucion en el sincrotrén
resulta proporcional a (mocz)"‘, el efecto de pérdida de
energia por radiacién de sincrotron es dominante en el caso
de electrones de masa 1830 veces menor que la de protones:

4

P 6 m, m(incz
rad , electron _ ( 0 prot )4 :18304: 1121013 (8)

2
(mO electro'nc

Asi comparando a la misma energia, la radiacion de sincro-
tron de electrones es 10* veces mayor que la de protones.
Fuentes de radiacion de sincrotrén son por esto sincrotrones
de electrones y para aplicaciones resulta 6ptimo el rango de
energia de electrones entre 1y 10 GeV.

rad , proton

Ademaéas como la energia radiada en cada circunferencia
recorrida aumenta con la cuarta potencia de la energia de la
particula y disminuye con el radio de curvatura, va propor-
cional a E*/R, el efecto es dominante a muy altas energias,
por mas que se disefie el anillo del sincrotron de gran tamafio,
R muy grande. La energia a la cuarta potencia es dominante.
Esto es lo que impone el limite a los aceleradores circulares
de electrones, pero es a la vez lo que hace atractivo el efecto
si se utiliza como fuente de radiacion, como “fuente de luz
sincrotrén”. Anillos pequefios de electrones a altas energias
son éptimos como fuente de radiacién.
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Espacialmente la radiacion de sincrotrén aparece emitida
tangencialmente a la trayectoria curvada de las particulas, esto
es perpendicular a la aceleracion centripeta, en la direccion
frontal hacia delante y “colimada” en un cono de angulo de
apertura © = 1/ y, donde y = E/(m,c?), como lo ilustra la
Figura 12. Este cono de radiacion es un efecto relativista
observado en el marco de referencia del laboratorio. Asi para
electrones con m,c?= 511 keV y energia total de 10 GeV
resultay = 19570 asi que el &ngulo de apertura del cono de
radiacion es de © = 5.1 - 10 radianes, aproximadamente
© = 0.003°. (Ver referencia [Wi05]).

Aungue el cono de radiacion de sincrotron es altamente
colimado con &ngulo de apertura tan pequefio, de décimas
a centésimas de mili radianes, en el laboratorio se observa
el cono desplazandose tangencialmente al electroiman del
sector del sincrotron que abarca el experimento instalado
en el exterior del anillo. Y se desplaza a la velocidad de la
luz, asi que se observa un “abanico continuo de emision de
radiacion” que proviene de todo el sector del sincrotron,
como lo muestra la Figura 13. Mediante diafragmas,
colimadores disefiados acorde a las necesidades del usuario,
se define un “haz de radiacidn de sincrotron”.

Figura 12: Cono de radiacion de sincrotron

Figura 13: Abanico de radiacion de sincrotron proveniente del
haz de electrones que atraviesan el sector del anillo cubierto por el
electroiméan observado.
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Este haz de radiacién de sincrotréon se obtiene pulsado
cada vez que un bunch del sincrotron recorre el sector del
acelerador que es observado por el usuario. Asi la frecuencia
de los pulsos esta dada por el producto del nimero de
bunches que circulan en el sincrotrén por la frecuencia de
revolucién del bunch:

1:pulsos = Nbunches ' 1:rev =N

1
bunches (ZER/C)

Nbunches '

f 27R ©)

pulsos —

10. Onduladores y Wigglers

Las ventajas de la radiacion de sincrotron al estar colimada en
un cono de angulo de apertura de solo décimas a centésimas
de mili radianes se pierden con el desplazamiento del cono
a lo largo del sector observado desde el exterior del anillo
del sincrotron. Recortar el abanico de radiacion mediante
diafragmas permite definir un haz, una linea de radiacion de
sincrotrén. Pero puede lograrse algo mejor: Onduladores y
wigglers permiten aprovechar significativamente mejor la
radiacion de sincrotron [Ja99], [Wi05].

Un ondulador es una unidad compuesta por un arreglo
rectilineo de magnetos que van alternando en polaridad, NS
... SN ... NS ... SN ..., estableciendo un canal de ancho
D, donde hay campo magnético uniforme, vertical, que
periédicamente cambia de direccion, alternando en el sentido
vertical. El periodo de este arreglo se denomina 4,y es cons-
tante a lo largo de toda la unidad de varios metros de longitud,
L, como lo representa la Figura 14. Los magnetos pueden ser
electroimanes, o preferiblemente imanes permanentes.

Un rayo horizontal de electrones de energia del orden de 1
GeV atraviesa el canal del ondulador, encontrando el campo
magnético transversal que cambia de direccion periddi-
camente. La respuesta del haz de electrones a la fuerza
magnética periddica es seguir una trayectoria ondulada con
el mismo periodo del arreglo de magnetos.

Figura 14: Ondulador de longitud L, periodo 4, y ancho de canal
D. El campo magnético va alternando en polaridad, direcciones
opuestas en arreglo periddico.

Aceleradores para Colombia

En la ondulacién del haz de electrones, en las porciones
alrededor de los méaximos de la ondulacion se tiene trayectoria
curvada con aceleracion centripeta causante de radiacion de
sincrotron, tangencial a la ondulacion.

Con un arreglo de 50 a 100 magnetos, se superponen los
conos de emision de radiacién de sincrotron proveniente
de cada ondulacion, dando como resultado un solo haz de
radiacion, cuyas propiedades pueden ser ajustadas mediante
la configuracion de magnetos y la energia del rayo de
electrones que atraviesa la instalacion. En el arreglo de
magnetos se puede variar la distancia entre magnetos, esto
es variar 4,. También se puede variar el ancho D del canal,
al reducirlo aumenta la intensidad del campo magnético y
con ello se curva més fuertemente el haz de electrones en
cada ondulacidn, esto es el radio de curvatura se reduce,
aumentando asi la potencia radiada en cada ondulacion
(P,, <E*'/R*).

rad
Al final de la unidad de magnetos se ubica un electroiman
que desvia a un lado el rayo de electrones, dejando entonces
el haz de radiacién resultante a lo largo del eje de la unidad
como un rayo de radiacion bien definido.

La ondulacién el haz de electrones ocurre en un plano,
horizontal en el ejemplo aqui presentado, asi que la radiacion
resultante del ondulador esta polarizada linealmente.

Se distingue entre onduladores y wigglers. En el caso de
wigglers el haz de electrones oscila con desviacion angular
grande comparada con el angulo de apertura del cono de
radiacion de sincrotron © = 1/ 7, asi que se obtiene un
abanico de radiacion.

En los onduladores la desviacion angular en cada ondulacion
es pequefia, asi que los conos de radiacién de sincrotron de
cada ondulacion se superponen, dando el resultado de un solo
cono de radiacion muy colimado en direccién frontal, hacia
adelante, esto es de angulo de apertura del cono muy pequefio.

Para obtener la frecuencia de la radiacion emitida por el
ondulador valen las siguientes consideraciones: El periodo
del ondulador 4, se mide en el sistema de laboratorio, pero
en el marco de referencia de los electrones que inciden con
y = E[(m,c?), el periodo del arreglo de magnetos aparece
como Z,/y por el efecto relativista de contraccion de Lorentz,
esto es un periodo notoriamente reducido. Asi los electrones
oscilan con frecuencia
femitida = i = : = L ) (10)
T (/) 2o

Esta es la frecuencia emitida en el marco de referencia de los
electrones, pero en el marco de laboratorio se observa una
frecuencia mayor por efecto Doppler relativista de la fuente
en movimiento acercandose al observador. El corrimiento
Doppler relativista es:
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I+v/c  1+v/c
1-v/c \/l—vz/cz

asumiendo para electrones relativistas v = c.

=y-(1+v/c) =2y,

Asi la frecuencia de la radiacion del ondulador observada en
el marco de laboratorio es:

2y°c
A

La frecuencia de la radiacion del ondulador observada en el
laboratorio tiene una dependencia cuadrética de la energia
del haz de electrones que atraviesan el ondulador, va como
2,y ademas depende del periodo del arreglo de magnetos, va
como I/A°. Para una energia constante del haz de electrones
y = const y para un arreglo de magnetos fijo, la frecuencia
observada del ondulador resulta ser aproximadamente
mono-cromatica, esto es de frecuencia f,,, con una pequefia
contribucion de sus armoénicos, multiplos enteros de f,,. De
acuerdo con las necesidades del usuario se puede escoger
esta frecuencia, ajustando la energia del haz de electrones en
el anillo del sincrotrén.

Jiao = Jomitiaa " 2Y = (11)

La frecuencia de la radiacién de ondulador puede llegar
hasta valores muy grandes segun sea la energia del haz de
electrones y el periodo del ondulador. Para electrones de
1 GeV y un ondulador de 5 metros de longitud con 100
magnetos, y — 1957, 4,= 5 cm, asi que f,, = 4.6 - 10 Hz.

Caracteristica de especial importancia que presentan ondula-
dores y wigglers es su alta brillantez, que resulta de combinar
tres factores: El flujo F de fotones emitidos en el intervalo de
tiempo At por radiacion de sincrotron por los electrones en
cada ondulacidn, el area de emision o, la divergencia angular
AO. Se da la brillantez [Wi05] para la fraccion del 0.1%
del “ancho de banda (AB)”, esto es el 01.% del intervalo
disponible de energias de los fotones y finalmente se
normaliza a una corriente i, =1 Amperio de electrones en el
sincrotrén operando en modo de anillo de almacenamiento.
Asi que la brillantez B se expresa como

B fotones
At-0-AO-0.1%AB i,

que con las unidades habituales se expresa como

(12)

B fotones
s mm* mrad®-0.1%AB- A

Se logra aumentar la brillantez con un mayor nimero de
magnetos en el ondulador, que implica mayor nimero de
ondulaciones, cada una fuente de fotones, y con un mayor
namero de electrones en el bunch de electrones que atraviesa
el ondulador.
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11. Ventajas de la Radiacion de Onduladores

Luego de 100 afios del descubrimiento de los rayos-X por
Wilhelm Konrad Réntgen la radiacion de onduladores y
wigglers viene a enriquecer el mundo de los rayos-X, con
verdaderos “rayos”. Con los tubos de descarga tipo Rontgen
los rayos-X se emiten en todas las direcciones, lo que obliga a
blindajes y colimadores para eliminar, o al menos para reducir
la radiacion en las direcciones no deseadas y poder definir
un rayo. Ademas solo se aprovecha una pequefia fraccion de
la radiacion emitida, fraccion que para algunas aplicaciones
resulta insuficiente. La radiacion que se obtiene de los tubos
Rdntgen no es coherente y no presenta polarizacién.

De los tubos Rontgen se obtiene el continuo de energias
de Bremsstrahlung a las que se superponen las energias
discretas de las lineas caracteristicas del material del
anodo del tubo [Br09]. El continuo de energias dificulta el
anélisis de radiografias y reduce su calidad, por efectos de
“endurecimiento del haz” (“beam hardening”), que resulta
de la dependencia de la energia que presenta el coeficiente
de absorcion de rayos-X por el material estudiado [Bul3].
Esto dificulta la determinacion de espesores de muestras
radiografiadas, a pesar de mediciones complementarias
de correccion del efecto. En especial para tomografias
[Ro12], para la reconstruccidn tridimensional del interior
de la muestra, la calidad del resultado se ve afectada por
efectos de los limites alcanzables en la correccion de endu-
recimiento del haz.

Comparando los onduladores con los antiguos tubos de
Rontgen, las ventajas que ofrece esta moderna fuente
de rayos-X, radiacién de sincrotrén y onduladores, son
significativas.

Se destaca la muy alta brillantez, porque el haz que se obtiene
es la superposicién coherente de radiacion de mdltiples
fuentes, de cada una de las ondulaciones, emitida desde un
area muy pequefia, que aproxima a fuente puntual, emitida
con divergencia muy pequefia de solo décimas a centésimas
de mili radianes, en intervalos de tiempo muy cortos dados
por el répido cruce de los bunches del sincrotrén a través
del ondulador.

La radiacion de onduladores resulta coherente, con todas las
ventajas que esto implica, las mismas que hacen del rayo
laser mejor fuente de luz que lamparas convencionales inco-
herentes. La radiacidn preveniente de onduladores constituye
la primera fuente coherente de rayos-X.

La radiacion del ondulador resulta aproximadamente mono-
cromatica, una frecuencia fundamental con pequefias contri-
buciones de sus armonicos, con la ventaja de ser ajustable
segun las necesidades del usuario, ajustando la energia del haz
del sincrotron, esto es ajunstando y, y segun sea el periodo
/, del ondulador.
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Si el ondulador es un wiggler, que lleva a mayores ondula-
ciones del haz de electrones se obtiene una banda ancha de
frecuencias en la radiacion resultante, asi que es posible
satisfacer las diversas necesidades de diversos usuarios,
segun el ondulador o wiggler utilizado, y en un mismo anillo
sincrotrén-acumulador de tercera generacién con varios
tramos rectos es posible ofrecer estas diversas opciones con
diversos onduladores o wigglers.

La radiacion emitida por el ondulador resulta polarizada
linealmente, debido a que las ondulaciones del haz de elec-
trones se mantienen siempre en un plano.

El rayo resultante del ondulador presenta una estructura
de tiempo bien definida y constante, un rayo pulsado de
alta frecuencia, pulsos cortos, resultado del paso de los
bunches de electrones con rapidez cercana a la de la luz a
través del ondulador. Esta estructura de tiempo es un gran
atractivo para experimentos que aprovechan la dependencia
temporal del haz.

Estabilidad es otra propiedad importante del haz de radia-
cion, rayos-X, proveniente del ondulador: Operando el
anillo sincrotron como anillo de almacenamiento, esto es
manteniendo constante el campo magnético del sincrotrén,
el haz de electrones en la maquina presenta estabilidad por
periodos prolongados de tiempo de varias horas, del orden
de 10 horas continuas, con las mismas condiciones.

12. Aplicaciones

El sincrotrén de tercera generacion operando en el modo de
anillo de almacenamiento de electrones, en estado continuo,
con onduladores insertados en los trayectos rectilineos
constituye hoy la fuente moderna de rayos-X, que se convierte
en una muy poderosa herramienta para la investigacion y la
innovacion tecnoldgica en multiples frentes, en

» fisica atomica, fisica molecular,

« fisica de materia condensada, [Bu03], [S098]

« ciencias de materiales, [C094], [P097], [Sp01]

* estudios de superficies,

« nanotecnologia,

« electrénica, [Be86], [Hi03], [Ko03], [Pi00], [T098]

» fisicoquimica, quimica, [Li10]

 microscopia, biofisica, biologia, medicina,

« fisica médica, radiologia, [AmO5], [Su03]

* ciencias marinas,

- arqueologia y ciencias forenses, paleontologia, [Ta06]

« geologia, geofisica, ciencias de la tierra,

« instrumentacion y métodos experimentales [Br08], [Gr83],
[He84], [Kr06], [Ro89]

» desarrollos industriales [Ha08], [Hal12].

Aceleradores para Colombia

Mirando hacia Colombia y contemplando la idea de lograr una
instalacion de sincrotrén de tercera generacién operando en
el pais, se encuentra un panorama muy prometedor: En todas
las areas de investigacion y desarrollo arriba mencionadas
se trabaja en Colombia y todas podrian beneficiarse con esta
herramienta moderna que ayuda para ser mas competitivos a
nivel mundial.

Asi por ejemplo la investigacién en fisica de materia con-
densada, en particular fisica de estado sdlido, es de larga
tradicion en Colombia, esto es desde los comienzos de la fisica
en Colombia hace ya 50 afios. En la actualidad en la mayoria de
las instituciones universitarias colombianas que cuentan con
programas académicos de fisica hay grupos de investigacion
activos en esta area o en areas afines, en ciencias de materiales.
Interesantes ejemplos de aplicacién en Colombia se tendrian
en las aplicaciones de rayos-X para el estudio de materiales,
desde difraccion, fluorescencia, radiografias en 2D hasta
tomografias axiales computarizadas resultando en imagenes
3D. Asi a manera de ejemplos se tiene:

El analisis de la difraccion de rayos-X por rocas provenientes
de regiones esmeraldiferas en Colombia, para determinar la
presencia de berilio y asi también la presencia de esmeraldas
en las muestras rocosas [Bel0].

El estudio de la estructura de carbones activados, obtenidos
de carbon bituminoso del norte de Colombia y tratados
mediante procedimientos fisicos y quimicos. Los rayos-X
permiten caracterizar la estructura resultante, la fraccion cris-
talina, apilamiento de capas de grafeno, entre otros [Ga08].

La caracterizacion de arcillas colombianas: Estudios cuan-
titativos detallados, en la identificacion y cuantificacion de
los minerales de arcillas presentes en las muestras, ademas
del estudio de las estructuras que presentan [Mo05].

El control de la calidad del hormigén comuln que resulta de
la mezcla de cemento, agua y aridos: La caracterizacion de
la mezcla ya solidificada, endurecida, es realizable mediante
los rayos-X [Qul4].

En el desarrollo de nuevas tecnologias para fuentes de ener-
gia nuevas y renovables (FENR) estan los paneles solares,
las celdas solares para aprovechamiento de la energia solar
empleando sistemas fotovoltaicos [Ro82], [Ro08]. Alli
también los rayos-X encuentran aplicacion en el estudio
de nuevos compuestos fotovoltaicos, en su caracterizacion,
en el estudio de sus propiedades Opticas, estructurales y
morfologicas [Arl2], [Bol3].

El desarrollo de la industria electronica puede beneficiarse
igualmente de los rayos-X provenientes de los sincrotrones
de tercera generacion. La inspeccion de los microcircuitos
electronicos mediante rayos-X de alta resolucion cons-
tituye una necesidad, no solo para el producto final, los
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microcircuitos ya producidos, sino en su optimizacion desde
el disefio, al tener en cuenta los resultados del control con
rayos-X [Sh02].

También en la ingenieria biomédica: Tomografias de alta
resolucion para el desarrollo de materiales adecuados para
injertos en el cuerpo humano, como por ejemplo injertos
vasculares artificiales [Br06], [Br07].

13. Posibilidades de instalacién para Colombia

El desarrollo tecnolégico mundial en el area de aceleradores
de particulas ha llevado a instalaciones cada vez mas com-
pactas, entre otros a aceleradores como sincrotrones y anillos
acumuladores “de tercera generacion”, cuyos costos se van
reduciendo. Se suma a esto el desarrollo de Colombia como
pais ya emergente, con crecimiento sostenido de su economia
por largos afios, en busca de creatividad e innovacion
tecnoldgica para ser competitivos internacionalmente. Se
reduce asi la brecha de décadas pasadas entre la tecnologia
de avanzada y las posibilidades de Colombia de llegar a ella.

En la Colombia de hoy es razonable pensar en tener local-
mente recursos de alta tecnologia como aceleradores de
particulas, que faciliten lograr la innovacion anhelada. Hoy
cabe pensar en crear en un centro de acelerador sincrotron de
particulas asi:

« Centro de Radiacion de Sincrotron a partir de un
acelerador sincrotron de tercera generacion para
electrones hasta 3 GeV.

Este centro tendria principalmente caracter de servicio, tanto
para las universidades, como para institutos de investigacion,
y en especial para la industria.

Comparativamente a la misma energia, la potencia de radia-
cién de sincrotrén es en un factor 10 mayor para electrones,
que para protones. De ahi que la fuente de radiacién de
sincrotrén sea el sincrotrén de electrones, operando con
campo magnético constante como anillo de almacenamiento
de electrones a energia de hasta 2 GeV. La Figura 15 muestra
un esquema de la instalacién propuesta.

Se trata de un sincrotron de forma hexagonal, que tiene en
cada uno de sus vértices un electroiman dipolar que curva
el haz de electrones en 60 grados. El radio de curvatura de
cada uno de estos seis electroimanes es de 10 m, lo que da
una distancia entre vértices opuestos del hexagono de 20 m
y una distancia entre aristas opuestas (paralelas) de 17 m.
Los electroimanes dipolares se limitan a desviar el haz en 60
grados y no tienen funciones de enfoque. En los extremos de
cada electroiman dipolar se ubica una lente magnética para
enfoque del haz, cada lente compuesta por dos cuadrupolos,
rotados 90 grados entre ellos, para enfoque en las dos
direcciones transversales al haz (direcciones X, Z). Se tiene
asi una configuracion de 12 lentes magnéticas, para un total de
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24 electroimanes cuadrupolares. Entre vértices los trayectos
del haz son rectilineos de 10 m de longitud, las aristas del
hexéagono, que dan espacio para instalar en cuatro de ellas
un ondulador de 3 m de longitud, cada uno centrado en la
arista. Las otras dos aristas del hexagono quedan ocupadas,
una con la entrada del haz del pre acelerador Linac, otra con
la cavidad de radiofrecuencia RF, que acelera las particulas.

De cada uno de los cuatro onduladores propuestos se extrae
un haz de fotones, rayos-X duros, aproximadamente mono-
cromaticos, cada uno en un cono muy colimado. Cada
ondulador puede ser configurado en sus parametros (4, D,
L) de modo diferente a los otros, asi que se tiene para cada
estacion de experimentos condiciones de rayo diferentes,
acordes con las necesidades de los usuarios.

El pre acelerador es un acelerador lineal Linac de electrones
de 8 m de longitud que alcanza una energia de 200 MeV,
que es la energia inicial con la que ingresan los electrones al
sincrotron. Un electroimén bipolar de 90 grados desvia el haz
del acelerador lineal Linac para la inyeccion al sincrotron.

El anillo hexagonal opera inicialmente como acelerador
sincrotron aumentando la energia de los electrones en un factor
de 10, llevandolos de 0.2 GeV hasta 2 GeV, lo que se logra
aumentando el campo magnético de los dipolos. También los
electroimanes cuadrupolares de las lentes magnéticas van
siendo ajustados mientras va en aumento la energia de los
electrones. Alcanzada la energia final, el campo magnético del
acelerador se mantiene constante y la maquina opera como
anillo de almacenamiento, manteniendo todos los pardametros

Figura 15: Instalacion de fuente radiacion de sincrotron propuesta:
Sincrotrén de electrones de tercera generacion para electrones de
energia maxima de 2 GeV. Configuracion en hexagono.
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constantes. La cavidad de radiofrecuencia RF permanece
siempre activa, también en el modo de estado constante de
anillo de almacenamiento para compensar por la energia que
los electrones van perdiendo por radiacion de sincrotrén.

Finalizada la operacién del anillo de almacenamiento, luego
de varias horas de operacién, se extrae el haz de la maquina
mediante un electroiman de 90 grados ubicado también en la
arista de inyeccion. Para electrones es realizable mantener
el haz circulando en el anillo por intervalos de tiempo de
varias horas, aproximadamente 5 horas, luego de las cuales
es necesario renovar el haz.

El haz de salida de electrones del sincrotron puede ser
utilizado también como haz principal externo y llevado a un
area experimental dedicada al haz de electrones de energia
hasta 2 GeV, por ejemplo para experimentos dispersién de
electrones.

14. Infraestructura requerida

Instalaciones de aceleradores de particulas solo son posibles
si se cuenta con una infraestructura sélida, adecuada a las
exigencias, sobre la cual se pueda construir y mantener fun-
cionando el centro propuesto. Debe tenerse en cuenta, que no
se trata solo del acelerador con sus equipos de soporte para
su funcionamiento, sino también de su entorno en equipos
e infraestructura en los experimentos que se realicen con el
acelerador. Estan también el personal, sus actividades y los
recursos financieros.

Detallando la infraestructura de soporte para el acelerador esta:

La tecnologia de vacio, porque el movimiento de las parti-
culas solo se lleva a cabo en condiciones de alto vacio. Est4
el alto vacio a lo largo del anillo del sincrotrén, que en la
configuracion de hexdgono propuesta cada arista del hexagono
se evacUa independientemente, para mantener una presion de
108 Torr. Esta es una tecnologia perfectamente realizable en
Colombia, donde existe ya la experiencia, personal conocedor,
para quienes los equipos de vacio son de facil adquisicién,
instalacion y mantenimiento.

La criogenia, la infraestructura de bajas temperaturas reque-
ridas al nivel de temperaturas del nitrégeno liquido, 77.4
Kelvin. El helio liquido para temperaturas de 4.2 Kelvin no
es una exigencia indispensable porque los electroimanes
requeridos y la cavidad de radiofrecuencia son convencionales,
no superconductores. Hoy se cuenta en Colombia con buena
experiencia en bajas temperaturas, incluyendo instalaciones
de criogenia para produccién de nitrégeno liquido operando
en muy buenas condiciones, asi que este es un requisito que
se cumple plenamente.®

8 Universidad de los Andes, Departamento de Fisica, Unidad de
Criogenia, Nitrogeno Liquido. http://fisica.uniandes.edu.co
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Electrotecnia de potencia para las instalaciones eléctricas
de potencia que se requieren, adecuadas para el suministro
eléctrico para electroimanes por ejemplo y para el pre-
acelerador Linac que inyecta electrones al sincrotron. En
este aspecto en Colombia se tiene el conocimiento, recursos
y experiencia adecuados.

Electrotecnia de radiofrecuencia para trasmisores de fre-
cuencias hasta cientos de Mega Hertz, para la cavidad de
radiofrecuencia, técnica bien conocida y en permanente y
muy exitosa aplicacion en todos los trasmisores de radio y
television que operan en Colombia.

Electronica, microelectrénica, computacion, comunicaciones,
areas que son de perfecto dominio en el mundo moderno
actual, existentes ya en Colombia.

La seguridad radioldgica es parte muy importante de la infra-
estructura requerida. En este aspecto hay ya larga trayectoria
en Colombia con las instalaciones de medicina nuclear en
funcionamiento en el pais, con el sistema de monitoreo
y control establecido en Colombia, a cargo del Servicio
Geoldgico Colombianc®, division de seguridad nuclear y
proteccion radiolégica.

La infraestructura de soporte para los experimentos en la
periferia del acelerador coincide con la requerida para el
acelerador mismo. Pero es claro que el centro propuesto es
un centro de servicio y que son los usuarios los responsables
por los experimentos que alli realicen.

En experimentos que utilizan la radiacion de sincrotrén se
presenta el area de detectores de particulas y radiaciones
ionizantes, que ya estd en Colombia en desarrollo en diversas
universidades, en los grupos de investigacion y desarrollo
en fisica nuclear y de altas energias, y en los grupos de
electronica y microelectrénica. Son areas donde ya hay inte-
resante y notable trabajo realizado, pero donde falta el campo
de accion donde utilizar estos desarrollos, como por ejemplo
un centro de acelerador de radiacion de sincrotrén.

15. Conclusiones

Con los nuevos desarrollos en aceleradores de particulas de
tercera generacion, se acercan las posibilidades de Colombia
para tener las herramientas avanzadas, requeridas para ser
competitivos en el mundo cientifico tecnologico globali-
zado de hoy.

Con el centro de acelerador sincrotrén se concreta de forma
directa la transferencia de tecnologia de los grandes laborato-
rios de aceleradores, donde por mas de veinticinco afios fisicos
e ingenieros colombianos han estado activos participando en

9 Servicio Geoldgico Colombiano — Seguridad Nuclear y Proteccion
Radiolégica. http://www.sgc.gov.co/
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los experimentos de frontera en la investigacion basica sobre
la estructura fundamental de la materia y sobre el origen y
evolucion del Universo [Av10].

La propuesta de un centro de radiacion de sincrotron en
Colombia resulta razonable en la actualidad. De realizarse

e seria un paso importante para lograr condiciones que
permitan ser competitivo internacionalmente,

* seria un escenario para investigacion y desarrollo, un
punto de encuentro universidad-industria,

- seria motivo para que empresas internacionales realicen
inversiones en nuestro pais,

« seria contribucion como generador de empleo, creando
oportunidades para jovenes altamente capacitados, para
jovenes cientificos, investigadores y técnicos, quienes
tendrian donde realizar su actividad en nuestro pais, para
ser protagonistas del avance en ciencia, tecnologia e
innovacion, reduciéndose asi la fuga de cerebros.

La sola idea de esta “empresa”, es ya un motivador para
impulsar la actividad en ciencia y tecnologia, para unir
esfuerzos, para acercar diversas areas de la ciencia y la indus-
tria en torno a un gran proyecto.
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Estudio comparativo de la composicion quimica y la actividad

antioxidante de los aceites esenciales de algunas plantas
del género Lippia (Verbenaceae) cultivadas en Colombia.
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Resumen

Se presentan varios resultados obtenidos en investigaciones de aceites esenciales de especies vegetales aromaticas
que crecen en Colombia, se destaca la necesidad de investigar una gran variedad de topicos que permitan brindar el
soporte cientifico para el desarrollo de la agroindustria de aceites esenciales, y se presentan en detalle resultados de
la caracterizacion quimica y la evaluacion de la capacidad antioxidante de 12 aceites esenciales de 7 especies del
género Lippia. La determinacion de la composicion quimica de 12 aceites esenciales de plantas del género Lippia,
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, mostrd que los constituyentes mas abundantes y
mas frecuentes son sustancias oxigenadas. La diversidad composicional se manifiesta en la isomeria Optica, en la
existencia de quimiotipos con pocas sustancias en comun, y en los diversos modos de atrapamiento de radicales,
seguin lo evidenciaron los resultados de las evaluaciones de capacidad antioxidante por los métodos ORAC y TEAC.
Mientras que el limoneno y el linalol se encontraron en todos los aceites, 19 de los 102 constituyentes identificados
en el conjunto de aceites se hallaron en solo una ocasion. Los aceites esenciales de las especies del género Lippia
estudiados mostraron una capacidad antioxidante mayor que la exhibida por el a-tocoferol o el BHT, que son
utilizados comiinmente como antioxidantes en productos comerciales de consumo humano. Varias especies tuvieron
un rendimiento de extraccion relativamente alto (1,5 - 4,4%), que junto con la alta capacidad antioxidante registrada,
convierte a sus aceites esenciales en buenos candidatos para sustituir a antioxidantes sintéticos.

Palabras clave: Lippia alba; Lippia origanoides; quimiotipo; carvona; timol; carvacrol; ORAC

Comparative study of chemical composition and antioxidant activity of essential oils of some plants from
genus Lippia (Verbenaceae) grown in Colombia.

Abstract

Various results obtained from research on essential oils of vegetal aromatic species growing in Colombia are
presented. In order to offer good scientific support to the essential oils agro-industry, the need for investigating a
wide variety of topics is emphasized. Results of the chemical characterization and the antioxidant activity evaluation
of 12 essential oils of 7 Lippia species are presented. The determination of the chemical composition of 12 essential
oils of plants from genus Lippia, using gas chromatography coupled to mass spectrometry, showed that the most
abundant and frequent constituents are oxygenated substances. The compositional diversity is manifested in optical
isomers, in the existence of chemotypes with few substances in common, and in the diverse radical trapping modes,
as evidenced by the ORAC and TEAC antioxidant capacity evaluations. While limonene and linalool were found in
all the oils, 19 out of the 102 identified constituents of the set of oils studied were found in only one instance. The
studied genus Lippia essential oils showed an antioxidant capacity higher than that exhibited by a-tocopherol or
BHT, which are commonly used as antioxidants in commercial products for human consumption. Several species
had a relatively high (1,5 — 4,4%) essential oil extraction yield, which together with their high antioxidant capacity
convert these oils into good candidates to replace synthetic antioxidants.

Key words: Lippia alba; Lippia origanoides; chemotype; carvone; thymol; carvacrol; ORAC

1. Introduccion

En Colombia, la mayoria de los cultivos industriales, pro-
vienen de especies vegetales introducidas, e.g., café, cafia
de azucar, sorgo, arroz, trigo, palma africana, citricos, entre
otros. A pesar de que los pueblos nativos utilizaban -tanto con
propositos culinarios, como curativos y magico-religiosos-,

una gran variedad de plantas, frutos, raices y tubérculos
endogenos, propios de Sur América, y que los productos de
interés agro-econdmico y alimenticio tan importantes como
papa, tomate, maiz, tabaco, batata, maraidn, entre otros,
fueron “transferidos” al resto del mundo, la gran mayoria
de plantas medicinales y, sobre todo, aromaticas, conocidas
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por el comun de la gente hoy en dia, son exdgenas, i.e., han
sido -a lo largo de mas de quinientos afios-, introducidas
a Colombia. Romero y albahacas, tomillo y mentas, anis
[1], orégano [2], mejorana, ruda [3, 4], provienen del
Mediterraneo; limonaria y citronela [5], jengibre, citricos [6-
8], vetiver, ylang-ylang [9-11], patchouli (pachuli) llegaron
de Asia, geranio, del sur de Africa; pero, hoy en dia, estas son
plantas comunes en Colombia, asilvestradas o cultivadas,
que se utilizan ampliamente con diferentes propositos, tanto
en medicina popular, como en culinaria.

Las plantas aromaticas nativas, sin embargo, han sido
estudiadas menos, aunque merecen mucho mayor atencion,
no s6lo porque algunas son escasas o en peligro de extincion,
sino porque su potencial econémico es alto, tanto como
fuente -poco explorada-, de nuevos compuestos bioactivos,
como también en calidad de materia prima y como cultivos
promisorios para obtener aceites esenciales, extractos u
oleorresinas, con caracteristicas y aplicaciones nuevas
[12-16]. El Programa Nacional para el Desarrollo de la
Biotecnologia y la Agroindustria en Colombia (Colciencias),
CONPES 3582 y 3697, la Cadena de Plantas Aromaticas,
Medicinales, Condimentarias y Afines del Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, incentivan los estudios
académicos y agro-industriales sobre plantas aromaticas
nativas [12, 17-24], con miras a desarrollar sus cultivos
tecnificados y obtener aceites esenciales. Esto permitiria
crear nuevas fuentes de trabajo en el campo y generaria una
oportunidad agricola viable para la sustitucion de cultivos de
uso ilicito. Teniendo cultivos tecnificados -preferiblemente
organicos-, de plantas aromaticas, que son de rapido creci-
miento, se podria desarrollar una nueva industria para la
obtencion de sub-productos agricolas, e.g., aceites esenciales,
extractos, derivados con un alto valor agregado. Esto no
solamente generaria empleo, sino permitiria reemplazar
muchos ingredientes naturales y sintéticos, que, en Colombia,
actualmente se importan en su totalidad; a la vez, contribuiria
al desarrollo de un sector agricola moderno e innovador.

El desarrollo de la industria de aceites esenciales implica
estudios no solamente a nivel agronémico y sobre la
factibilidad econdmica y de mercados, sino, paralelamente,
una investigacion detallada de la composicion quimica,
propiedades fisico-quimicas (ficha técnica) y biologicas
de los aceites esenciales obtenidos de las plantas culti-
vadas, introducidas o nativas. En el Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies
Vegetales, Aromaticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM,
se han estudiado sistematicamente varias especies vegetales
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aromaticas tanto exogenas [l-11], como nativas, entre
estas, Copaifera officinalis [17], Spilanthes americana
[18], Lepechinia schiediana [19], Lippia alba [20], Xylopia
aromatica [21], Hyptis umbrosa [22], Callistemon speciosus
[23]y Lippa origanoides [24]. En estos estudios, se ha hecho
el énfasis muy especial en la comparacion de métodos de
extraccion de metabolitos secundarios volatiles [3, 11, 17-
21, 25, 26], en el analisis de aceites esenciales y fracciones
volatiles por cromatografia de gases (GC) con diferentes
sistemas de deteccion [4, 7, 18]; asi mismo, en el estudio
de la transformacion catalitica de aceites [1, 8, 17] y en la
investigacion de la actividad bioldgica de extractos y aceites
obtenidos [2, 19, 20, 23, 24, 27, 28].

Las especies vegetales aromaticas de la familia Verbenaceae
figuran dentro de las plantas aromaticas, que se estudian,
de manera sistematica, en el CENIVAM. Las Verbenaceas
incluyen mas de 30 géneros y alrededor de 1200 especies
herbaceas, arbustos o arboles, distribuidas principalmente
en zonas tropicales. Se destacan los géneros Aloysia,
Duranta, Lantana, Lippia, Petrea, Phyla, Verbena, entre
otros. Muchas plantas de esta familia poseen flores vistosas
y de colores alegres.

Dentro de la familia Verbenaceae, el género Lippia llama
mucho la atencion de los investigadores, por la variedad de las
especies que posee, diferentes quimiotipos, y sus diversos usos
en medicina y culinaria [29]. Las propiedades organolépticas
atractivas y actividades biologicas, e.g., antifungicas y anti-
bacterianas, de los aceites esenciales de plantas del género
Lippia, las convierten en buenos candidatos como ingredientes
naturales en productos cosméticos y de aseo personal. Se
observa una gran diversidad composicional en los aceites
esenciales y extractos, obtenidos de Lippias; éstos poseen,
ademads, muy variada actividad biologica [30-38].

1.1. Especies vegetales del género Lippia.

El género Lippia Houst. pertenece a la familia Verbenaceae
Juss., y comprende alrededor de 200 especies, entre hierbas,
arbustos y pequenos arboles. La palabra Lippia se derivo
del nombre de Auguste Lippi, botdnico italiano nacido en
Paris en 1678 [39]. Las plantas de Lippia spp. se encuentran
distribuidas por toda América del Sur, América Central y
Africa Tropical [40]. La mayoria de las especies de Lippia
son plantas aromaticas, con un olor penetrante; muchas de
ellas, por esta propiedad, se emplean en culinaria y, por sus
propiedades curativas, en medicina popular. En la Figura 1
se presentan diversas plantas aromaticas del género Lippia;
algunas, durante los ultimos 15 afios, han sido objeto de
investigacion del CENIVAM.

El estudio cienciométrico realizado sobre las plantas del
género Lippia muestra que atraen la atencion de investigadores
en distintas paises del mundo. En la base de datos de Scopus
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A. Lippia origanoides B. Lippia americana
C. Lippia micromera D. Lippia dulcis
E. Lippia alba F. Lippia graveolens

Figura 1. A, Planta de orégano de monte (Lippia origanoides, Familia Verbenacea) en florecimiento. Arbusto pequeilo, lefioso,
aromatico, de crecimiento relativamente rapido. En Colombia, se han encontrado tres quimiotipos, ricos en timol, carvacrol o en a- y
b- felandrenos. B,. Planta de Lippia americana (Familia Verbenacea). Arbusto poco aromatico, de crecimiento rapido, contiene aceite
esencial, rico en monoterpenos (sabineno, felandrenos, limoneno, terpinenos) y sesquiterpenos (cariofileno, germacrenos). C, Planta
de Lippia micromera (Familia Verbenacea), a menudo, llamada “falso orégano”; pequefio arbusto, muy aromatico, de crecimiento
lento. El aceite esencial contiene sabineno, limoneno, p-cimeno, terpineno, timol y sus éteres. D, Planta de Lippia dulcis (Familia
Verbenacea) en florecimiento, llamada, a menudo, “Lippia mexicana” o “Hierba dulce de Aztecas”; proviene de México y América
Central, aromatica y de rapido crecimiento. Contiene la hernandulcina, un sesquiterpenoide, mil veces mas dulce que la sacarosa,
pero inestable térmicamente. E, Planta de pronto alivio (Lippia alba, Familia Verbendcea) en florecimiento. Pequefio arbusto, muy
aromatico, de rapido crecimiento, posee varios quimiotipos; en Colombia, se han encontrado los quimiotipos, ricos en carvona, citral
y un quimiotipo hibrido (carvona + citral). Otro quimiotipo de Lippia alba, i.e., rico en ocimenonas (tagetenonas), posiblemente,
fue introducido a Colombia, proveniente de Centroamérica o Argentina. F, Planta de orégano mexicano (Lippia graveolens, Familia
Verbenacea) en florecimiento. Arbusto muy aromatico, de rapido crecimiento, su aceite esencial, rico en timol y carvacrol y sus éteres,
posee propiedades antifungicas y antibacterianas.
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(Elsevier) aparecen 746 registros correspondientes a los
aflos 1980-2012, sobre las especies del género Lippia. La
mayoria de articulos cientificos sobre Lippias han sido
publicados en las siguientes revistas cientificas: Journal
of Ethnopharmacology, Journal of Essential Oil Research,
Revista Brasileira de Plantas Medicinales, Flavour and
Fragrance Journal, Journal of Natural Products, entre otras.
Los estudios sobre Lippias corresponden a diferentes areas de
conocimiento, pero, fundamentalmente, se desarrollan en los
campos de Agricultura y Ciencias Biologicas, Farmacologia,
Toxicologia y Ciencias Farmacéuticas, Quimica, Medicina,
Bioquimica, Genética y Biologia Molecular. En la Figura
2 se observa la tendencia muy marcada en el crecimiento
del nimero de estudios sobre las especies Lippia spp., sus
metabolitos secundarios y la actividad bioldgica: en los
ultimos 10 afios, este aumento es mas notorio.

Brasil, Argentina, México, EE.UU. y Surafrica figuran entre
los paises donde se ha realizado el mayor numero de estudios
(publicados) sobre las plantas del género Lippia (Figura 3).
Entre los paises latinoamericanos, Colombia ocupa el puesto
cuarto, con 31 articulos, después de Brasil (245), Argentina
(72) y México (56) (Figura 4).

Los aceites esenciales, aislados de las especies del género
Lippia, se destacan no solamente por la variedad quimica de
sus componentes, sino por su diversa actividad biologica.
Aceites esenciales y extractos, obtenidos de Lippias, poseen
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antifingicas,
antivirales y antioxidantes; la ultima actividad, quizas, es de
las mas estudiadas. En la Tabla 1 aparece la informacion
del nimero de publicaciones sobre distintas actividades
biologicas de algunas plantas de Lippia spp. mas estudiadas.
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En la Tabla 2 se resume la informacion sobre la composicion
quimica (componentes principales) y la actividad biologica
mas estudiada de cinco especies vegetales del género Lippia,
algunas de las cuales han sido también el objeto de nuestro
continuo estudio.

1.2. Analisis de los aceites esenciales

El analisis de los aceites esenciales comprende el estudio de
tres aspectos: 1. Andlisis sensorial, realizado por “narices”
o panel de expertos entrenados en evaluar las caracteristicas
organolépticas del producto, apreciar su bugué, sus notas
odoriferas placenteras u off-flavour. 2. Propiedades fisico-
quimicas, que son pruebas estandarizadas [15], que miden
caracteristicas fisicas del aceite, e.g., su densidad, contenido
de humedad, indice de refraccion, puntos de ignicion y
congelacion, etc. y 3. Composicion quimica, que se determina
por cromatografia de gases (GC) con sistemas de deteccion
de ionizacion en llama, GC-FID (FID, Flame lonization
Detector, por sus siglas en inglés) y espectrometria de masas
GC-MS (MS, Mass Spectrometry, por sus siglas en inglés).
El analisis GC-FID se emplea para hacer la cuantificacion de
los componentes presentes en el aceite y el analisis GC-MS,
para su identificacion.

El analisis cromatografico de los aceites esenciales, que
pueden contener mas de 200 componentes, entre ellos, muchos
isomeros, se realiza en columnas capilares largas, de 50 o 60
m, con fases estacionarias apolar [poli (dimetilsiloxano) o
5%-fenil-poli(dimetilsiloxano)] y polar [poli(etilenglicol),
Carbowax)]; se calculan los indices de retencion lineales
(LRI) en ambas columnas y se obtienen los espectros de
masas por impacto de electrones (EI) con energia de 70 eV.

Figura 2. Numero de publicaciones cientificas, por afno, sobre las especies del género Lippia. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha
de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Lippia” OR “Lippia sp”) AND DOCTYPE (ar) AND

PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).
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Figura 3. Numero de publicaciones cientificas, por pais, sobre las especies del género Lippia. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha
de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Lippia” OR “Lippia sp”) AND DOCTYPE (ar) AND
PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).

Figura 4. Numero de publicaciones cientificas, realizadas en los paises latinoamericanos, sobre las especies del género Lippia. Periodo de
observacion: 1980-2012. Fecha de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Lippia” OR “Lippia
sp”) AND DOCTYPE (ar) AND PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).
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Para la identificacion de componentes en los aceites esen-
ciales se utilizan sus tiempos e indices de retencion y
espectros de masas, se emplean bases de datos de espectros
de masas (Adams, Wiley y NIST) y, para la identificacion
confirmatoria y la cuantificacion, se requiere el uso de
sustancias-patron [41-49].
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La composicion quimica detallada de los aceites esenciales
es muy importante para su evaluacion sensorial, correlacion
con propiedades bioldgicas, deteccion de adulteraciones y
determinacion de origen, analisis de trazas, establecimiento
del precio del producto y su aceptacion en el mercado, entre
otros aspectos. Por ejemplo, se han registrado —a través

Tabla 1. Numero de publicaciones cientificas relacionadas con el estudio de la actividad bioldgica de algunas plantas mas estudiadas del
género Lippia. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY
(“Lippia” OR “Lippia sp””) AND DOCTYPE (ar) AND PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).

Actividad Lippia  Lippia Lippia Lippia Lippia Lippia Lippia Lippia  Lippia Lippia Lippia Lippia
biolégica alba  sidoides multiflora graveolens javanica turbinata citriodora nodiflora gracilis origanoides beriandieri chevalicri
Antiinflamatoria 4 3 3 - 2 - 2 3 3

Antiviral 6 - - - - - - - - 1 -

Antioxidante 9 3 5 6 4 2 7 6 - - 2
Antimicrobiana 10 10 5 12 8 4 3 3 3 2 2

Antifungica 10 7 - 11 4 2 1 2 - - 2

Antibacteriana 11 3 6 7 3 5 2 2 - -

Antimalarica - - 6 - 3 - - = = - -

Tabla 2. Estudio de la composicién quimica y actividad bioldgica de las plantas de L. sidoides, L. origanoides, L.graveolens, L.citriodora
y L.alba. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY

(“Lippia” OR “Lippia sp”’) AND DOCTYPE (ar) AND PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).

Especie vegetal

Ne° total
de registros
(1980-2012)

N° de registros

Paises con mayor
N° de publicaciones

Actividad biolégica
estudiada

Componentes mayoritarios del aceite esencial

Lippia sidoides

Lippia origanoides

Lippia graveolens

Lippia citriodora

Lippia alba

94

83

22

46

47

163

Brasil (79)

Italia (2)

Corea del Sur (2)
EE.UU. (2)

Colombia (13)
Venezuela (6)
Brasil (3)
EE.UU. (1)

Meéxico (30)
Brasil (7)
EE.UU. (5)
Guatemala (4)

Espana (11)
Italia (5)
Francia (4)
Iran (4)

Brasil (100)
Colombia (19)
India (14)
Argentina (6)

Antimicrobiana (10)
Antifungica (10)
Antibacteriana (7)
Insecticida (3)
Antioxidante (3)

Citotoxica (3)
Antimicrobiana (2)
Antifungica (2)
Antigenotoxica (1)
Antioxidante (2)

Antimicrobiana (12)
Antifungica (11)
Antibacteriana (6)
Antioxidante (6)
Antiprotozoica (2)

Antioxidante (7)
Antibacteriana (5)
Antimicrobiana (3)
Antiinflamatoria (2)
Antifungica (1)

Antibacteriana (11)
Antiftingica (10)
Citotoxica (10)
Antimicrobiana (10)
Antioxidante (9)

Felandrenos, p-cimeno, terpinenos, carvacrol,
timol, B-cariofileno

1,8-Cineol, timol, carvacrol, ésteres y éteres
de timilo y carvacrilo, terpinenos, p-cimeno,
felandrenos, B-cariofileno

1,8-Cineol, felandrenos, p-cimeno, terpinenos,
carvacrol, timol y sus éteres y ésteres,
B-cariofileno

Limoneno, 1,8-cineol, geranial, neral, geraniol,
nerol y sus acetatos, isomeros de fotocitral,
carvacrol, a-curcumeno

Dependen del quimiotipo:

Limoneno, p-cimeno, carvona, piperitona,
piperitenona, geranial, neral, geraniol, nerol,
linalool, B-cariofileno y su 6xido, germacreno D.
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de la composicion quimica de sus aceites esenciales-,
varios quimiotipos de pronto alivio (Lippia alba); en
la Figura 5 aparece su distribucion geografica [50]. En
Colombia, prevalecen quimiotipos “Carvona” y “Citral”;
similarmente, en Brasil.

Para las plantas del orégano de monte (Lippia origanoides),
con base en el analisis cromatografico detallado de sus aceites
esenciales, se encontraron tres quimiotipos, llamados asi
por sus componentes mayoritarios: “Timol”, “Carvacrol” y
“Felandreno”. E1 Analisis de Componentes Principales (PCA),
junto con la informacion detallada de la composicion del
aceite, constituyen una herramienta base para la clasificacion
de quimiotipos [51]. Mientras que los aceites esenciales de
los quimiotipos de Lippia origanoides “Timol” y “Carvacrol”
presentan una alta actividad antioxidante [24], el aceite
esencial aislado del quimiotipo “Felandreno”, no exhibe

Lippia alba: Quimiotipos

Estragol f-Mirceno Citral, linalool,

B-cariofileno
Tagetenona y-Terpineno

Limoneno, carvona Alcanfor, 1,8-cineol

Figura 5. Distribucion geografica de quimiotipos de la especie
vegetal Lippia alba. La asignacion de quimiotipos esta dada por
el componente 0o componentes mayoritarios en el aceite esencial,
segun [50].
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propiedades antioxidantes (atrapamiento de radicales libres).
Para los extractos hidro-alcohdlicos u obtenidos con fluido
supercritico (SFE-CO,), se presenta un cuadro totalmente
diferente. El extracto de Lippia origanoides, quimiotipo
“Felandreno”, rico en flavonoides, particularmente, en pino-
cembrina, posee una alta actividad antioxidante, mientras
para los extractos obtenidos de otros quimiotipos, esta
actividad fue muy baja [52]. Es curioso anotar, que las plantas
(flores, en particular) de Lippia origanoides, quimiotipo
“Felandreno”, se marchitan mucho mas lento, que las de
los otros dos quimiotipos, “Timol” y “Carvacrol”. Ello se
explica, posiblemente, por el contenido alto de flavonoides en
las plantas del quimiotipo “Felandreno”.

2. Materiales y métodos
2.1 Material vegetal

El material vegetal provino de colectas botanicas realizadas en
diferentes localidades colombianas, bajo el permiso otorgado
por el Ministerio de Ambiente (Resolucion 0041 del 11 de enero
de 2008) para el estudio con fines de investigacion cientifica
en diversidad bioldgica, con acceso a productos derivados con
fines de investigacion y bioprospeccion. La Tabla 3 presenta
los resultados de la caracterizacion taxonomica realizada en
el Instituto de Ciencias Naturales, el nimero con el que se
registro la copia del material vegetal depositada en el Herba-
rio Nacional Colombiano, las localidades y departamentos
en donde se hizo la colecta y el rendimiento obtenido en la
extraccion del aceite esencial (AE).

2.2 Materiales y reactivos

Acetato de geranilo, alcanfor, allo-aromadendreno, B-bour-
boneno, borneol, canfeno, trans-B-cariofileno, carvacrol,
carvona, p-cimeno, 1,8-cineol, a-copaeno, cis-dihidrocarvo-
na, trans-dihidrocarvona, citronelal, 3-elemeno, espatunelol,
eugenol, a-felandreno, B-felandreno, geranial, geraniol,
germacreno D, o-humuleno, limoneno, linalol, 6-metil-5-
hepten-2-ona, B-mirceno, neral, nerol, 1-octen-3-ol, 6xido
de cariofileno, cis-6xido de limoneno, a-pineno, B-pineno,
piperitenona, piperitona, sabineno, o-terpineno y-terpineno,
terpinoleno, timol, trans-nerolidol, y trans-6xido de lim-
oneno, se obtuvieron con pureza de 98% o mayor, de
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Tetradecano, patron
para cromatografia, se obtuvo de Merck (Darmstadt,
Alemania). Fluoresceina, acido 2,2’-azinobis-(3-etil-
ben-zotiazolina-acido sulfénico) (ABTS), clorhidrato de
2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), Trolox® (acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), persulfa-
to de potasio, a-tocoferol, y 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-
fenol (BHT), se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alema-
nia). Metanol y etanol grado analitico fueron suministrados
por Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburgh, PA, EE.UU.). Se
utiliz6 agua tipo I obtenida en un equipo Millipore (Millipore
S. A., Molsheim, Francia).

95



Stashenko EE, Martinez JR, Duran DC, et al.

Tabla 3. Nimero de registro (Herbario Nacional Colombiano) y rendimiento de extraccion del AE de plantas del género Lippia sp.,

recolectadas en diferentes regiones de Colombia.
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Especie Localidad Departamento Numero de registro Rendimiento, % p/p
L. alba (carvona) Venadillo Tolima 520287 0,8
L. alba (citral) Turbaco Bolivar 516929 0,9
L. alba (carvona + citral) Saravena Arauca 512084 0,4
L. alba (mircenona) Bucaramanga Santander 560257 0,2
L. origanoides (timol) Pedregal Narifio 520285 3,1
L. origanoides (carvacrol) Piedecuesta Santander 516290 4,4
L. origanoides (felandreno) Los Santos Santander 516294 1,5
L. citriodora Sucre Santander 555845 0,1
L. micromera Manaure Cesar 516924 1,0
L. americana Los Santos Santander 516287 0,5
L. graveolens Bucaramanga Santander 555839 1,2
L. dulcis Bucaramanga Santander 512079 0,2

2.3 Procedimiento de extraccion

La hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas
empled un horno microondas doméstico (LG, 800 W, 2.4
GHz) provisto de un orificio lateral a través del cual se
acoplé un condensador externo de vidrio con un balén de
fondo redondo de 2 L, que contenia el material vegetal (100
— 300 g) y agua (300-500 mL), dentro del horno. EI horno
se oper6 por 3 sesiones consecutivas de 8 minutos con 30
s de descanso, lo que ocasiond la generacion del vapor de
agua, que junto con el aceite esencial liberado, se mantuvo
en reflujo gracias al condensador. La insercion de una
trampa Dean-Stark entre el condensador y el balon permitid
la separacion por densidad, del aceite esencial y el agua
condensados.

2.4 Anélisis cromatografico

Los aceites esenciales de cada especie se analizaron en un
cromatografo Agilent Technologies 6890 Plus (Palo Alto,
CA, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas
Agilent Technologies MSD 5973 y equipado con un puerto
de inyeccion split/splitless (250°C, relacion split 1:30) y
un inyector automatico Agilent 7863. La separacion de los
componentes del aceite esencial se realizdé en una columna
capilar de silice fundida DB-SMS (J&W Scientific, Folsom,
CA, EE.UU.), de 60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 um, d, con
fase estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano), y otra
de silice fundida DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.), con fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada
de poli(etilenglicol) de 60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 um, d..
El gas de arrastre utilizado fue helio (He, 99.9995%, Linde
Colombia, S.A.), con flujo constante de 1 mL min'. La
programacion de temperatura del horno fue 45 °C (5 min)
a 4 °C min! hasta 150 °C (2 min) a 5 °C min"! hasta 250 °C
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(5 min) y, finalmente, a 10 °C min" hasta 275 °C (15 min).
Los componentes de los aceites esenciales se identificaron
por comparacion de sus espectros de masas, obtenidos por
GC-MS, e indices de retencion (polar y apolar, calculados
con base en la serie homologa de n-alcanos C,-C,; (Sigma-
Aldrich, St Louis, MI, EE.UU.), con los de bases de datos
(Adams 2007, Wiley 138K, NIST 2002) y de patrones
certificados, obtenidos bajo idénticas condiciones.

El analisis cuantitativo se efectu6 utilizando un cromatégrafo
Agilent Technologies 78904 (HP, Palo Alto, California,
EE.UU.), equipado con un detector de ionizacién en llama
(FID), con puerto de inyeccion split/splitless (250°C, relacion
split 1:30), y sistema de inyeccion automatico Agilent 7683
B. La separacion de los componentes del aceite esencial se
realiz6 en una columna con fase estacionaria apolar DB-5MS
(J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25
mm, D.I. x 0.25 pm, df’ con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano). El gas de arrastre utilizado fue helio
(He, 99.9995%, Linde Colombia, S.A.), con flujo constante
de 1 mL min'. La programacion de temperatura del horno
fue 45 °C (5 min) a 4 °C min" hasta 150 °C (2 min) a 5 °C
min' hasta 250 °C (5 min) y, finalmente, a 10 °C min™" hasta
275 °C (15 min).

2.5 Capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante de los
AE y las sustancias de referencia se efectudé en un lector
de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ II
Microplate Multimode Reader (Sunnyvale, CA, EE. UU.),
con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos y equipado con
modulos de absorbancia (UV-Vis) y fluorescencia. El llenado
de las microplacas se realizé con una Transferpette® -8/-12
Electronic (Brand, Alemania). Las mediciones se realizaron
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siguiendo dos metodologias, i.e., la capacidad antioxidante
total equivalente al Trolox® (TEAC) y la capacidad de
absorcion de los radicales de oxigeno (ORAC). Todas las
mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como la media + desviacion estandar.

2.5.1 Método TEAC

Para evaluar la actividad antioxidante de los AE y patrones segun
la metodologia TEAC se sigui6 el procedimiento reportado por
Re et. al. [53] con algunas modificaciones realizadas por Arias
[54]. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 750 nm.

Se prepar6 una solucion del cation-radical ABTS*, a partir
de las soluciones de ABTS (7 mM) y persulfato de potasio
(2.45 mM). La mezcla se homogeneiz6 en ultrasonidos por
30 min y se guardo por 24 h a 4°C, en ausencia de luz. A partir
de esta solucion, diariamente, se prepararon soluciones de
trabajo con absorbancias 0.710 + 0.003. Las muestras de AE
y las sustancias de referencia, se diluyeron en etanol hasta
que su adicion a cierto volumen de la solucion de trabajo de
ABTS", resultara en una inhibicion entre el 10 y 80% del
blanco de absorbancia. La respuesta-concentracion de las
sustancias de referencia y AE, se calculé como porcentaje de
la absorbancia del cation-radical ABTS* sin inhibir (blanco
de reaccion), de acuerdo con la ecuacion (1):

Inhibicion de Ay.750 (%) =13alx100 (1)
Donde:

Af: Absorbancia medida 30 min después de la adicion del
posible antioxidante.

Ao: Absorbancia del blanco de reaccion (cation-radical sin
inhibir).
Todoslosensayosserealizaronportriplicadoyseestablecieron

los valores de capacidad antioxidante equivalente al Trolox®
(umol Trolox®/g antioxidante evaluado).

2.5.2 Método ORAC

Esta metodologia se implementd con base en el procedi-
miento reportado por Huang et al. [55] y las modificaciones
de Arias [54], empleando el mddulo de fluorescencia con
filtros para longitudes de onda de 490 nm (excitacion) y 510-
570 nm (emision).

Seutilizé una solucion madre de fluoresceina (FL, 0,0838mM)
en buffer fostato 75 mM (pH 7,4) como indicador molecular.
A partir de esta se prepard, diariamente, una solucién de
trabajo de FL. Los radicales peroxilo se generaron a partir
del AAPH (153 mM). Una vez preparadas las soluciones
se almacenaron en ausencia de luz a 4°C. Posteriormente,
se realizo la incubacion de la muestra y la solucion de FL
a 37 °C por 20 minutos. Una vez finalizado el tiempo de
incubacion se adiciond la solucion de AAPH con una pipeta
multicanal Transferpette® en un tiempo maximo de 1 minuto.

Composicion y actividad antioxidante de aceites de lippia

La capacidad antirradicalaria de las muestras fue determinada
con base en mediciones frecuentes de la disminucion de la
fluorescencia. Una vez finalizado el experimento, los datos
de fluorescencia, en funcion del tiempo, se normalizaron con
respecto al blanco de reaccion (Fluorescencia inicial , '/
Fluorescencia inicial ,, ). Luego se calculd el area bajo la

curva (ABC), aplicando la ecuacion (2):
ABC =1+ YFi/Fo 2)
Donde:
Fi : Fluorescencia en el tiempo i
Fo: Fluorescencia inicial (0 minutos)

El valor neto de ABC se obtuvo restando el ABC del
blanco de reaccion del ABC de cada una de las muestras
analizadas. El Trolox® se utilizdé como estandar de control
en las mediciones. Los valores netos de ABC calculados se
extrapolaron en una curva de calibracion realizada con este
estandar, y los resultados se expresaron en pmol Trolox®/g
antioxidante evaluado).

3. Resultados y discusion

3.1 Analisis composicional comparativo de los aceites esen-
ciales de siete especies del género Lippia y sus quimiotipos

Los aceites esenciales se obtuvieron con rendimientos entre
0,2y 4,4% (Tabla 3). Se destacan los rendimientos obtenidos
con los quimiotipos de la especie L. origanoides (1,5, 3,1 y
4,4%), ya que el valor que se obtiene con muchas especies
esta alrededor de 0,5%. Estos valores altos favorecen la
viabilidad econdémica de un posible aprovechamiento a
escala industrial.

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas permitié la identificacion de 102
sustancias diferentes en los 12 aceites esenciales de las
especies vegetales bajo estudio (Tabla 4). Los componentes
identificados representaron entre el 83,9% (L. americana)
y el 99,1% (L. micromera) del area cromatografica total.
Los compuestos oxigenados fueron los mas abundantes y
constituyeron la familia de compuestos predominante en 9
de los 12 aceites esenciales. Los monoterpenos oxigenados
representaron entre el 49,7 y el 71,6% de la composicion de
los aceites de L. citriodora y de los 4 quimiotipos de L. alba.
Similarmente, compuestos oxigenados (fenilpropanoides)
constituyeron entre el 47,7 y el 78,1% de la composicion de
los aceites de L. micromera, L. graveolens y los quimiotipos
de L. origanoides ricos en timol y en carvacrol (Tabla 4).
Los hidrocarburos sesquiterpénicos sumaron cantidades
relativas de 52,3 y 54% en los aceites de L. americana y
L. dulcis, respectivamente. Finalmente, los hidrocarburos
monoterpénicos fueron la familia dominante (45,7%) en
la composicion del aceite esencial del quimiotipo de L.
origanoides rico en felandreno.
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Tabla 4. Composicion quimica de los aceites esenciales del género Lippia.

I Cantidad relativa, % ¢
- E £
% = £ E£E & 5§ T § £ F § § § &
Compuesto Tipo® % %‘J 5 "Z' § é % é “é :§ § .% S §
= 2 § S ¢ g 5 0707 O:o%orb s
s 4 s 53 0 & & ° o4 4 A
~ ~ S S
~ ~
a-Tujeno®f MH 925 1026 - - - - 1,0 1,5 0,7 - 28 08 0,4 -
a-Pinenocfe MH 933 1022 - 0,2 0,1 - 0,5 0,4 2,3 0,7 1,0 - 0,1 -
Canfeno©fe MH 946 1054 0,1 - 0,3 - 0,1 0,1 2,6 - 02 0,1 - -
Sabineno e MH 969 1122 - - - - 0,1 0,1 0,5 1,9 06 74 - -
1-Octen-3-olfe CO 974 1350 - - 0,1 - 0,3 0,2 0,9 1,1 - - 0,2 -
B-Pineno©f¢ MH 982 1108 - - - - - - - - 03 05 - -
6-Metil-5-hepten-2-ona* ‘¢ CcO 986 1241 - 5,2 1,9 - - - - 1,5 - - - 4,9
B-Mirceno©fe MH 988 1165 0,8 0,1 0,7 11,0 238 2,5 1,5 03 31 06 1,9 -
6-Metil-5-hepten-2-ol ¢f CO 992 1365 - 0,2 - - - - - 02 - - - -
o-Felandreno ¢ MH 1006 1164 - 0,1 0,5 - 0,9 0,3 9,9 - 0,5 0,6 0,1 -
8-3-Careno*f MH 1013 1149 - - - - 0,2 0,2 - - 03 03 0,1 -
a-Terpineno©’e MH 1022 1181 - - - - 1,6 2,7 0,6 - 4,0 - 0,9 -
p-Cimeno©fe MH 1029 1250 0,1 0,1 - - 1- 12,0 11,2 - 13,1 1,2 48 -
Limoneno©f¢ MH 1034 1200 302 32 224 09 12 0,4 72 10,7 1,1 1,7 0,2 0,3
B-Felandreno© e MH 1036 1210 - 0,1 - - 1,0 0,8 6,5 - 50 26 - -
1,8-Cineol ¢f¢ MO 1040 1225 - - - - - - - 5,0 - - - -
trans-B-Ocimeno ** MH 1048 1253 03 03 05 03 02 0,4 0,6 18 02 05 0,1 -
3-Metil-2-ciclohexen-1-ona®f CcO 1058 1610 - - - - - - - - - - - 3,0
y-Terpineno °fe MH 1065 1250 - - - - 5,0 9,5 1,5 - 125 26 3,6 -
cis-Hidrato de sabineno®’ MO 1075 1450 - - - - 0,4 0,4 0,2 0,8 - 0,3 - -
Terpinoleno & MH 1090 1286 - - 0,1 - 0,1 0,1 0,6 - 02 0,2 - -
p-Cimeneno®’ MH 1094 1338 - - - 0,4 - - - - - - - -
Linalol e MO 1101 1553 03 2,0 06 31 07 0,3 0,9 07 02 02 1,1 2,5
trans-Hidrato de sabineno®f MO 1106 1160 - - - - 0,1 0,1 0,3 - - - - -
trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol°* MO 1127 1580 0,4 - 0,1 - 0,1 - 0,4 04 - - - -
cis-Oxido de limoneno®© e MO 1138 1350 0,1 - 0,1 - - - - 0,4 - - - -
trans-Oxido de limoneno® ‘¢ MO 1143 1352 - - - - - - - 0,5 - - - -
Mircenona©f MO 1145 1479 - - - 63,1 - - - - - - - N
Citronelal °f2 MO 1154 1381 - 0,7 0,3 - - - - - - - - -
Alcanfore'e MO 1157 1496 - 0,2 - - - - 0,1 - - - - -
cis-Crisantenol ¢f MO 1163 1449 - 0,6 0,1 - - - - - - - - -
Epoxido de rosafurano®f MO 1172 1509 - 1,0 0,1 - - - - - - - - -
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Borneol ¢f¢ MO 1182 1709 0,3 0,8 0,6 - - 0,1 3,1 - 0,8 0,1 - -
Umbelulona©’ MO 1188 1652 - - - - - - - - 0,8 - - -
Terpinen-4-ol°f MO 1189 1577 - - - - 0,7 1,1 1,3 - 0,4 0,3 0,6 -
a-Terpineol ¢* MO 1203 1705 - - - 0,1 - 1,1 1,7 0,1 - -
cis-Dihidrocarvona© ¢ MO 1204 1517 0,3 - 0,4 - - - - 1,0 - - - -
trans-Dihidrocarvona©fe MO 1212 1537 0,5 - 0,3 - - - - - - - - -
Citronelol ¢ MO 1225 1570 - - - - - - - - - - - 0,6
cis-Ocimenona®f MO 1230 1568 - - - 4.8 - - - - - - - -
Nerol ¢ MO 1230 1708 - 30 07 - - - - 2,0 - - - -
Metil timil étere’ CcO 1232 1599 - - - - 1,9 1,0 - - 14,9 - 0,6 -
trans-Ocimenona® " MO 1238 1578 - - - 0,6 - - - = = = - -
Neral ¢¢ MO 1247 1589 - 21,0 10,4 - - - - 15,6 - - - 0,5
Carvona® & MO 1253 1732 50,3 - 25,3 - - - - - - 0,7 - 1,2
Geraniol ¢ ¢ MO 1254 1755 - 6,0 - - - - - 2,7 - - 0,3 -
Piperitona© ¢ MO 1264 1641 3,1 0,1 1,1 - - - - - - - - -
Geranial°f® MO 1277 1741 - 27,0 10,4 - - - - 18,9 0,5 - - 0,8
Timol¢fe CcO 1290 2193 - - 0,1 - 54,5 9,9 0,5 - 29,1 - 64,6 -
Carvacrol ¢ co 1304 2172 - - - - 1,7 46,2 - - 1,0 0,2 12,2 -
3-Elemeno©f SH 1345 1481 - - - - - - - - - 0,7 - 0,8
Piperitenonac’e MO 1350 1842 6,1 - 2,2 - - - - - - - - -
Acetato de timilo®f CcO 1350 1858 - - - - 4.8 0,1 - - 2,7 - - -
Eugenol ¢f¢ CcO 1358 2080 - 03 0,2 - 0,1 0,3 0,6 0,3 - - 0,5 -
Acetato de geranilo®® CcO 1379 1662 - 0,6 04 - - - - 1,3 - - - -
a-Copaeno®fe SH 1387 1450 - - 0,1 - 0,1 - 0,9 0,5 - 0,8 - 8,3
B-Cubebeno®f SH 1394 1466 - - - - - - 0,1 - - 2,2 - -
B-Bourboneno ¢ ¢ SH 1396 1517 1,0 - - - - - 0,2 0,8 - 1,3 - 1,2
B-Elemeno® ‘& SH 1398 1496 - 0,8 1,7 1,3 - - 0,3 - - - - -
trans-B-Cariofileno ¢ ¢ SH 1420 1597 - 54 24 - 2,4 2,0 11,3 2,3 1,9 12,2 2,9 9,9
trans-B-Farmneseno °f SH 1442 1668 - - - 0,8 - - - - - - - 2,9
B-Gurjuneno®f SH 1444 1447 0,1 - 0,2 - - - 1,0 - - - - -
B-Copaeno®’ SH 1446 1607 - - - - - - - - - 0,6 - -
a-Guaieno®’ SH 1448 1498 - 14 13 - - - - - - - - -
Sesquisabineno©f SH 1459 1647 - = = o o - - - - - - 2,7
allo-Aromadendreno©® SH 1460 1700 - - - - - - - - - - 0,1 2,1
y-Muuroleno©f SH 1464 1709 - - - - - - - - - 0,5 - 1,2
a-Humuleno©'¢ SH 1452 1674 - 1,6 0,5 - 1,5 1,5 6,0 - 0,2 2,6 1,5 0,7
v-Gurjuneno©f SH 1476 2210 0,1 0,1 03 - 0,1 0,1 1,0 0,5 - 1,2 - -
y-Muuroleno©f SH 1486 1697 - - 0,1 - 0,2 0,1 1,3 - 0,2 - - -
ar-Curcumeno ®* SH 1488 1775 - - - - - - 0,2 3,9 - - - -
trans-Muurola-4(15), 5-dieno°*  SH 1493 1609 - - - - - - - - - - - 43

99



Stashenko EE, Martinez JR, Duran DC, e al. Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):89-105, 2014

Biciclosesquifelandreno ©f SH 1494 1624 3,5 1,5 8,0 - - - - - - - - -
Germacreno Def¢ SH 1495 1719 - - 0,1 4,5 0,1 0,1 0,7 4 04 163 0,3 -
a-Zingibereno®f SH 1501 1719 - - - - - - 0,3 0,3 - - - -
Isobutanoato de geranilo®’ cO 1508 1633 - 0,6 - - - - - - - - - -
a-Muuroleno©’ SH 1508 1736 - - - - - - 0,7 - 0,2 - - -
B-Selineno®f SH 1509 1744 - - - - - - 1,2 - - 1,7 - -
Biciclogermacreno©* SH 1510 1750 0,2 - 0,7 - 0,1 0,1 - 1,3 - 5,6 - 8,0
a-Bulneseno©’ SH 1515 1627 - 0,8 0,8 - - - - - - - - -
B-Bisaboleno®f SH 1515 1745 - - - - 0,6 - - - - - 0,1 3,0
y-Cadineno®f SH 1526 1789 - 0,3 - - 0,1 - 0,8 - - 0,5 - -
Cubebol *f SO 1529 1855 0,3 02 04 - - - - 1,0 - - - -
d-Cadineno®f SH 1530 1783 - - - - 0,1 - 1,6 - - 1,5 0,4 8,9
trans-Calameneno ¢’ SH 1534 1844 - - - - - - 1,1 - 0,3 - - -
cis-Calameneno ¢f SH 1536 1845 - - - - - - 0,4 - - 0,4 - -
trans-Cadino-1,4-dieno®’ SH 1547 1783 - - - - - - - - - 0,6 - -
a-Cadineno ! SH 1551 1799 - - - - - - - - - 0,6 - -
trans-Nerolidol °f¢ SO 1566 1946 - 0,1 - - - - 0,2 1,7 - - - 2,1
Germacreno B¢f SH 1581 1840 - - - - - - - - - 3,0 - -
Germacren-4-ol °* SO 1593 2123 - 0,1 0,2 - - - - - - 2.8 - -
Espatunelol ° ¢ SO 1595 2043 - - 0,1 - - - - 4,7 - - - 45
Oxido de cariofileno® SO 1584 2005 - 22 04 - 0,4 - 2,2 50 05 2,0 0,1 3.4
cis-Bisabolol ¢f SO 1617 1626 - 1,0 - - - - - - - - - -
Epoxido de humuleno 11¢f SO 1629 1964 - 0,5 - - - - - - - - 0,1 -
Cubenol ¢f SO 1636 2057 - - - - - - 0,2 0,4 - 3,6 - -
y-Eudesmol ¢f SO 1647 2184 - - - - - - 0,6 - - - - -
trans-Asarona®’ SO 1648 2314 - 1,0 - - - - - - - - - -
a-Muurolol ¢f SO 1658 1660 - - - - - - 0,3 - - 0.4 - -
a-Cadinol** SO 1672 2219 - - - - - - 0,3 - - 1,9 - -
a-Eudesmol ¢f SO 1674 2116 - - - - = = 1.4 - - - - -
a-Bisabolol ¢f SO 1690 2229 - - - - - - - - - - - 9.1
Hidrocarburos monoterpénicos (MH) 31.5 41 246 126 14,7 31,0 45,7 154 449 19,1 12,2 0,3
Monoterpenos oxigenados (MO) 614 624 527 716 2,1 2,0 74 49,7 28 1,6 2,0 5,6
Compuestos oxigenados (CO) - 6.9 2.7 0.0 633 57,7 2,0 44 477 0,2 78,1 7,9
Hidrocarburos sesquiterpénicos (SH) 49 119 16.2 6.6 53 3,9 29,1 11,0 32 523 53 54,0
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0.3 5.1 1.1 - 0,4 - 52 12,8 0,5 10,7 0,2 19,1

a Tipo de compuesto: hidrocarburo monoterpénico (MH), monoterpeno oxigenado (MO), compuesto oxigenados (CO), hidrocarburo sesquiterpénico (SH),
sesquiterpeno oxigenado (SO)

b indices de retencion lineales determinados experimentalmente en columna DB-5MS (60 m)

¢ Indices de retencion lineales determinados experimentalmente en columna DB-WAX (60 m)

d Promedio de tres extracciones (RSD 0,5-10%)

e Identificacion tentativa basada en los indices de retencion lineales

f Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (EI, 70eV)

¢ Identificacion basada en el uso de sustancias de referencia
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Al examinar las abundancias de compuestos individuales,
se encontr6 que en 9 de los 12 aceites el constituyente
mayoritario fue un compuesto oxigenado. El germacreno
D (16,3%, L. americana) y el trans-B-cariofileno (9,9%,
L. dulcis; 11,3%, L. origanoides (felandreno)) fueron los
constituyentes mayoritarios no-oxigenados. En 4 de los 12
aceites el componente mayoritario tuvo una abundancia
superior al 50% (carvona, 50,3%, L. alba; timol, 54,5%,
L. origanoides; mircenona, 63,1%, L. alba; timol, 64,6%,
L. graveolens). La mircenona se destaca porque solamente
fue hallada en 1 aceite y en este fue el constituyente mas
abundante. El timol fue el compuesto encontrado como
mayoritario con mayor frecuencia (L. micromera, 29,1%, L.
origanoides (timol) 54,5% y L. graveolens 64,6%).

El limoneno y el linalol, en cantidades relativas de 0,2 a 30,2
y 0,2 a 3,1%, respectivamente, fueron las inicas sustancias
comunes a todos los 12 aceites. Les siguieron en frecuencia
de aparicion, el B-mirceno (0,1 — 11%) y el trans-B-ocimeno
(0,1 — 1,8%), los cuales se detectaron en todos los aceites, a
excepcion del AE de L. dulcis. Los 4 quimiotipos de L. alba
tuvieron solamente 4 sustancias en comun (limoneno, linalol,
B-mirceno y trans-B-ocimeno), presentes en cantidades
relativas diferentes. Por otra parte, los 3 quimiotipos de L.
origanoides tuvieron 25 sustancias en comun, aunque las
familias de compuestos predominantes fueron diferentes;
CO para los quimiotipos ricos en timol y carvacrol y SH para
el quimiotipo rico en felandrenos.

El analisis de componentes principales, basado en el
coeficiente de correlacion, aplicado a las composiciones
presentadas en la Tabla 4, permitiéo representar de una
manera compacta las similitudes y diferencias compo-
sicionales entre los 12 aceites esenciales. La Figura 6
contiene esta representacion de las 12 composiciones
halladas, en el espacio formado por los primeros 3 com-
ponentes principales, que representan el 55,5% de la
informacién. Las distancias entre las posiciones de los
aceites esenciales representados son inversamente propor-
cionales a su similitud composicional. El quimiotipo de L.
alba que posee tanto carvona como citral (a2, en la Figura
6), aparece efectivamente en un sitio intermedio entre los
de los quimiotipos ricos solamente en citral (al) o carvona
(a3). Los quimiotipos de L. origanoides ricos en carvacrol
(o1) o timol (02) aparecen bastante proximos, aunque
separados del quimiotipo rico en felandreno (03), con
el que poseen 25 constituyentes en comun, pero de poca
abundancia relativa (Tabla 5).

El factor 2 result6 ser el mejor discriminante segun las familias
de compuestos constituyentes. Los aceites cuya composicion
estuvo dominada por hidrocarburos mono- y sesquiterpénicos
(L. origanoides-felandreno, L. dulcis, L. americana) tavieron
valores inferiores a -4 a lo largo de este eje. En la Figura
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6 se aprecia que se podrian tomar como discriminantes
los planos con Factor 2 = -4 y Factor 2 = 0,5. Los aceites
esenciales que tuvieron a los monoterpenos oxigenados
como la principal familia de componentes (L. citriodora y
los quimiotipos de L. alba) aparecen en esta representacion
con la segunda coordenada (Factor 2) superior a 0,5. O sea,
a un solo lado del plano discriminante con Factor 2= 0,5.
Los demas aceites esenciales, con compuestos mayoritarios
oxigenados (fenilpropanoides) estan ubicados en la Figura
6 entre los 2 planos discriminantes (Factor 2 entre -4 y
0,5). Asi, la representacion que se obtiene con el analisis
de componentes principales facilita el establecimiento
de similitudes y diferencias composicionales que no son
inmediatamente aparentes al leer la Tabla 4. Estos resultados
pueden aplicarse a la comparacion composicional con aceites
esenciales de otras especies u otros quimiotipos.

A menudo, no es suficiente cuantificar los componentes del
aceite esencial e identificarlos, es importante conocer también
qué tipo de isdbmero oOptico estd presente. Por ejemplo, la
carvona se encuentra en varias especies vegetales. El isémero
optico con la configuracion (S)-(+)-carvona se halla en los
aceites esenciales aislados de alcaravea (Carum carvi ') (50-
70%) y eneldo (Anethum graveolens) (40-60%); mientras
que el isdbmero con la configuracion (R)-(-), esta en el aceite

Factor 3 - 15,9%

A

%

7
(>
/‘e\
Z, 3“/0
<5, e 2\,
< Tac

Figura 6. Representacion de los aceites esenciales bajo estudio, en
el sistema de coordenadas formado por los primeros 3 componentes
principales, que representan el 55,5% de la varianza total delos datos
de composicion. ¢, AE de L. citriodora; al, AE de L. alba (citral);
a2, AE de L. alba (carvona-citral); a3, AE de L. alba (carvona);
a4, AE de L. alba (mircenona); g, AE de L. graveolens; ol, AE
de L. origanoides (carvacrol); 02, AE de L. origanoides (timol);
m, AE de L. micromera; am, AE de L. americana; 03, AE de L.
origanoides (felandreno) y d, AE de L. dulcis.
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destilado de Mentha spicata (60-70%). Los dos isdmeros
opticos de la carvona son organolépticamente distintos;
ademas, el isdmero (S)-(+)-carvona es mucho mas caro que
su enantiomero. Uno de los quimiotipos de Lippia alba, que
crece en Colombia, es rico en carvona. Para establecer su
configuracion, es decir, cual enantiomero es, hay que hacer
su analisis en una columna quiral, usando la configuracion
cromatografica bidimensional (2D-GC), donde la primera
columna, es “normal”, y la segunda, unida a ella a través de
un conmutador-sistema de microfluidos Deans switch, debe
ser quiral. En la Figura 7 aparecen los cromatogramas de
(A) la mezcla de (S)-(+)-carvona y (R)-(-)-carvona; (B) (S)-
(+)-carvona y (C) la carvona presente en el aceite esencial de
Lippia alba, que resulta tener la misma configuracion, (45)-
(+)-carvona, que la de alcaravea (Carum carvi) y eneldo
(Anethum graveolens). Es un dato interesante, ya que (S)-
(+)-carvona es un enantiomero costoso, y la planta Lippia
alba puede ser fuente para su aislamiento.

Un analisis similar por cromatografia bidimensional (2D-
GC) se llevo a cabo para determinar el tipo de isdmero
optico del limoneno, presente en los aceites esenciales de
L. alba, L. origanoides y L. citriodora. Este monoterpeno
en L.alba y L. origanoides tiene la configuracion de R-(+)-
limoneno, pero en L. citriodora, es su antipoda, i.e., S-(-
)-limoneno. La determinacion de la configuracién oOptica
de componentes principales en los aceites esenciales es
importante para su denominacion de origen y el analisis de
posibles falsificaciones.

1 2
A
3
B
4
C. Lippia alba; S-(+)-Carvona
38 40 42 44 46 48 min

Figura 7. Perfiles cromatograficos de: A. Mezcla de patrones
certificados de S-(+)- y R-(-)-carvona; B. Patrén certificado de S-(+)-
carvona; C. Aceite esencial de Lippia alba. En la configuracion
2D-GC, la columna capilar quiral fue GAMMA DEX™ 120 (30
m x 0,25 mm x 0,25 pm), acoplada a un detector de ionizacién en
llama (FID).
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3.2 Estudio de la actividad antioxidante

La Tabla 5 presenta los resultados de la evaluacion de la
capacidad antioxidante de los aceites esenciales y algunas
sustancias individuales, por los métodos ORAC y ABTS. Los
aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias con
diferentes funciones quimicas que pueden exhibir reactivi-
dades variadas frente a especies radicales. La competencia
entre las diferentes cinéticas de reaccién, modulada por las
cantidades relativas de los reactivos, da como resultado la
capacidad antioxidante que se determina en el ensayo. Otro
aspecto a considerar es la naturaleza del ensayo. Los métodos
ORAC y ABTS exploran mecanismos de atrapamiento o
aniquilamiento de radicales en los cuales el paso fundamental
es la transferencia protonica o la transferencia electronica,
respectivamente [56].

Los resultados de la Tabla 5 muestran que los aceites esen-
ciales ricos en fenilpropanoides (carvacrol, timol) mostraron
un desempefio superior a los demas aceites, segiin los 2
métodos de evaluacion empleados. La capacidad antioxidante
ORAC de estos aceites fue 5 o mas veces superior a la de
sustancias utilizadas comunmente en productos comerciales,
tales como el BHT y el a-tocoferol. Esta superioridad se
mantuvo, aunque en menor proporcion, en los resultados
de capacidad antioxidante TEAC. Los valores ORAC y
TEAC obtenidos para la evaluacion del carvacrol y el timol
individualmente, fueron cercanos a los registrados para los
aceites que los contienen como componentes mayoritarios.
Por esto, se puede afirmar que la capacidad antioxidante
evaluada por los métodos ORAC y ABTS esta determinada
en estos aceites por la presencia de carvacrol y timol. En los
demas casos no es tan clara esta relacion entre la actividad
antioxidante del aceite y la de sus componentes mayoritarios.
Las evaluaciones de sustancias individuales mostraron que
hidrocarburos insaturados no aromaticos (trans-B-cariofileno,
a-felandreno, y-terpineno) pueden secuestrar radicales bajo
las condiciones del ensayo ORAC (transferencia protdnica),
pero son completamente inactivos bajo las condiciones del
ensayo ABTS (transferencia electronica). Estos resultados
son consistentes con los observados para los aceites de L.
origanoides (felandreno) y L. americana, cuyos componentes
mayoritarios son hidrocarburos mono- y sesquiterpénicos no
oxigenados. En los casos restantes, entre los componentes
de mayor abundancia se encuentran sustancias oxigenadas
(geranial, neral, carvona) que podrian estabilizar una espe-
cie radical resultante de la reaccion con un radical. Tal
como se observod en el caso de los aceites con componentes
mayoritarios no oxigenados, en los aceites ricos en geranial
y neral, o carvona, la capacidad antioxidante evaluada con
el método ABTS fue alrededor de 10 veces menor que la
que se evaluo con el ensayo ORAC, lo que indica que en
estos compuestos carbonilicos el paso determinante de la
actividad antioxidante es una transferencia protonica. Segin
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Tabla 5. Valores de capacidad antioxidante (umol Trolox®/g
sustancia) obtenidos por los métodos ORAC y ABTS*para los AE
de especies de Lippia y sustancias de referencia.

Métodos (promedio= s, n = 3)

Muestra ORAC ABTS”
(nmol Trolox®/ g  (numol Trolox®/
sustancia) g sustancia)

AE de L. graveolens 3990 + 58 5410 +48
AE de L. citriodora 3630 =40 41+2
AE de L. origanoides (carvacrol) 3400 + 120 5200 + 109
AE de L. origanoides (timol) 2840 + 72 5090 + 42
AE de L. micromera 2050 £ 78 2750 + 80
AE de L. alba (citral) 2000 + 77 248+0.4
AE de L. origanoides (felandreno) 1820 + 82 310+2
AE de L. alba (carvona) 1340 + 54 126.4+0.7
AE de L. americana 1200 + 27 239+4
Carvacrol 3410+ 50 4609 + 6
Timol 3000 + 103 5700 + 125
trans-p-cariofileno 2800 + 109 N.D.
v-Terpineno 1766 + 8 N.D.
a-Felandreno 1040 + 18 136 £3
a-Tocoferol 550+ 13 2429 +7
BHT 457+9 4760 + 23
1,8-Cineol 299+5 N.D.
p-Cimeno 219+2 N.D.

N.D. : No se observé disminucion en la coloracion

los resultados del ensayo ORAC (Tabla 5), todos los aceites
esenciales evaluados tuvieron mayor capacidad antioxidante
que las del BHT y del a-tocoferol y por esto, se constituyen
en candidatos para utilizarse como ingredientes de productos
finales, en reemplazo de antioxidantes sintéticos.

4. Conclusiones

Las sustancias oxigenadas (monoterpenos o fenilpropanoides)
fueron los constituyentes mas frecuentemente encontrados
en los aceites esenciales de las especies del género Lippia
estudiados y desempefian un papel determinante en la
capacidad antioxidante exhibida por estos. Los quimiotipos
de L. origanoides ricos en carvacrol o timol tuvieron un
rendimiento de extraccidn relativamente alto (>3%) y sus
aceites esenciales mostraron una capacidad antioxidante
(ORAC, TEAC) superior a la de antioxidantes bien esta-
blecidos, tales como el BHT y el a-tocoferol, usados
comunmente en productos comerciales.
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Biologia reproductiva y placentotrofia
en lagartijas del género Mabuya

Martha Patricia Ramirez-Pinilla

Laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados,
Escuela de Biologia, Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia

Resumen

Presento una revision de los trabajos que desde mi laboratorio se han venido realizando sobre la biologia reproductiva
y la placentotrofia en varias poblaciones de lagartijas viviparas placentotroficas del género Mabuya. En este grupo la
ovogeénesis produce huevos microlecitos y en relacion a ello se encuentra la mayor complejidad placentaria conocida
hasta ahora entre Reptilia que converge en muchos aspectos morfologicos y fisioldgicos con la que se conoce en
mamiferos euterios; sin embargo, también muestra caracteristicas exclusivas muy interesantes. Esta complejidad
placentaria permite una masiva transferencia desde el oviducto materno de todos los nutrientes necesarios para el
desarrollo de los embriones durante los 9 a 10 meses que dura su gestacion. En esta revision muestro la manera
como una pregunta de investigacion inicialmente sencilla ha permitido ahondar en la biologia de este particular
clado y como las nuevas herramientas que estan ahora disponibles a las ciencias bioldgicas nos permitiran responder
preguntas fundamentales en un futuro préximo.

Palabras clave: lecitotrofia, matrotrofia, oogenesis, placentacion, reptiles escamados, viviparidad
Reproductive biology and placentotrophy in lizards of the genus Mabuya
Abstract

| present a review of the studies that have been made from my laboratory about the reproductive biology and
placentotrophy of populations of the viviparous and placentotrophic lizards of Mabuya genus. In this group the
oogenesis produces microlecithal eggs and related to that, it is found the highest degree of placental complexity yet
known among Reptilia, which converge in several morphological and physiological aspects with those known in
eutherian mammals; however, it also shows very interesting exclusive features. This placental complexity allows
the transfer from the maternal oviduct of all the needed nutrients for embryo development during the 9 to 10 months
of gestation. In this review | demonstrate the manner in which a research question initially simple has permitted get
deeper in the biology of this particular clade and how the new tools that are now available to the biological sciences
will enable us to answer fundamental questions in the near future.

Key words: Lecitotrophy, matrotrophy, oogenesis, placentation, squamate reptiles, viviparity

Dentro de las varias especies en las que se han hecho estudios
desde mi laboratorio, en los Gltimos 15 afios hemos estado
trabajando junto con otros investigadores y estudiantes en la
biologia reproductiva de poblaciones de la lagartija vivipara
del género Mabuya (Figura 1a). De las lagartijas presentes
en Colombia, tan s6lo dos clados distantes tienen la
viviparidad como modo de paridad (dos especies del género
Diploglossus, familia Anguidae y las poblaciones del género
Mabuya, familia Scincidae), todas las demas lagartijas son
especies oviparas. Las lagartijas del género Mabuya estaban
agrupadas para ese entonces (1998) como Mabuya mabouya,
nominacion que se aplicaba para todas las poblaciones del
territorio continental colombiano y eran las Unicas lagar-
tijas viviparas a las que teniamos relativo facil acceso. Mi
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estudiante por ese entonces, hoy profesora del Departamento
de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, Dra.
Adriana Jerez, se entusiasmo con el tema y decidimos que
su trabajo de grado seria justamente analizar la morfologia
del desarrollo de las membranas extraembrionarias con base
en ejemplares de las colecciones colombianas (Jerez, 1998).
El trabajo resulté muy arduo pero gratificante, no es facil
trabajar con material no fijado para analisis histologico, asi
que muchos de los detalles morfolégicos fundamentales se

Correspondencia:

Martha Patricia Ramirez-Pinilla, mpramir@uis.edu.com, mpramir@gmail.com
Recibido: 6 de mayo de 2014

Aceptado: 3 de julio de 2014



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):106-117, 2014

pierden. Con base en este trabajo y lo interesante que habia
resultado decidimos que el tema ameritaba continuarlo,
obtuve financiacion para realizar un proyecto de investiga-
cion colectando material de una poblacion de este grupo (en la
vereda Guadualito del municipio de Yacopi, Cundinamarca)
que la Prof. Olga Castafio del ICN me habia indicado era
suficientemente abundante para obtener varios ejemplares
para un estudio completo de su biologia reproductiva.
Desarrollamos el proyecto que nos permitié obtener machos
y hembras de esta poblacion durante un afio de visitas
periddicas a esta zona. El objetivo inicial era estudiar la dieta
y uso de microhabitat y la actividad reproductiva anual de
los machos y hembras de esta poblacion. Estos fueron dos
trabajos de grado de mis estudiantes, codirigidos por mi colega
ecologo Dr. Victor Hugo Serrano, y que posteriormente fueron
publicados (Ramirez-Pinilla et al., 2002; Caicedo-Portilla et
al., 2010).

Actividad reproductiva

Sorprendentemente encontramos que esta poblacion de lagar-
tijas estaba conformada por dos grupos de hembras que se
reproducian simultaneamente, las hembras primiparas que
alcanzaban el tamafio para su primera reproduccién a una
edad aproximada de 3 meses (60-74 mm longitud rostro
cloaca) y continuaban creciendo durante la gestacion, y las
hembras multiparas mayores que exhibian un crecimiento
maés limitado. La reproduccién de las hembras parecia que
era no estacional y asincrénica porque teniendo una gravidez
prolongada (9-10 meses) en todos los meses se encontraban
hembras prefiadas conteniendo embriones en diferentes esta-
dos de desarrollo. Sin embargo, los nacimientos ocurrian
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solamente en los meses secos del afio (enero-febrero y agosto-
septiembre) lo que sugiere que tienen un patron bimodal de
reclutamiento de los neonatos a la poblacion (Figura 1b). Las
hembras multiparas tenian un patrén de crecimiento folicular
preovulatorio y estaban listas para la copula y un nuevo
evento reproductivo inmediatamente después del parto, un
patron bimodal otra vez, mientras que los machos producian
espermatozoides durante todo el afio, estando disponibles a
las dos subpoblaciones de hembras permanentemente (Figura
1b, Ramirez-Pinilla et al., 2002). Esta distribucién temporal
reproductiva en las hembras resultd ser sorprendente y
muy particular. Otras poblaciones del género estudiadas en
Brasil habian demostrado ser fuertemente estacionales en su
reproduccion, teniendo solo un pico anual de reclutamiento
de neonatos (Rocha & Vrcibradic, 1999; Vrcibradic &
Rocha, 1998).

Otro hallazgo interesante en este trabajo es que el tamafio
de los ovocitos a la ovulacion en la poblacién de Mabuya
estudiada es de 1.5 mm de diametro (Figura 2a), similar a
otras dos especies de Mabuya en donde se habia hecho esta
observacion unos afios antes (Vitt & Blackburn, 1983,
1991; Blackburn & Vitt, 1992). Los huevos de Reptilia
se caracterizan por ser huevos con una masiva cantidad de
yema o huevos telolecitos (del gr. telos, fin + lekithos, yema o
vitelo); sin embargo en este clado, y como una particularidad
importante asociada con la viviparidad, los huevos no
acumulan casi yemay por tanto se les ha denominado como
huevos microlecitos (con poca yema) y son, junto con los
huevos de un clado africano placentotrofico obligado, los
huevos mas pequefios conocidos entre Reptilia (Tabla 1).

Figura 1. a. Hembra de la poblacion de Mabuya de Curiti, Santander. b. Resumen de la actividad reproductiva de la poblacién de Yacopi,
Cundinamarca. Se encuentran hembras gestantes durante todo el afio; las camaras embrionarias conteniendo los embriones mas avanzados
y de tamafio similar a los neonatos se encuentran en los meses de junio y diciembre al final de la temporada de lluvias (barras negras en
la parte superior de la gréafica); los neonatos (flechas) aparecen durante las estaciones secas (barras blancas), asi mismo las hembras son
activas reproductivamente casi inmediatamente se dan los partos (signo femenino). Los machos se encuentran produciendo espermatozoides
durante todo el afio y por tanto son un recurso reproductivo permanente para las hembras (signo masculino).
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Figura 2. Observacion macroscopica de los tractos reproductivos de hembras de Mabuya en diferentes estados reproductivos. a. Hembra
reproductiva con foliculos vitelogénicos de tamafio cercano a la ovulacion. fv, foliculos vitelogénicos. Barra = 5 mm. b. Hembra gestante
con embriones oviductales en estado de gastrula. Se observa el contenido de la cdmara embrionaria con un embrién mostrando una gota
de grasa y el resto del contenido es acuoso producto de la hidratacion una vez se da la ovulacion. e, embridn; cl, cuerpos luteos. Barra =

1 mm. c. Hembra gestante con camaras embrionarias conteniendo
abdominales. Barra = 10 mm.

fetos ya pigmentados y proximos a nacer. f, fetos; cg, cuerpos grasos

Tabla 1. Tamafio de los huevos a la ovulacion en diferentes amniotas. Se compara respecto del modo de paridad, patron de nutricion embrionario

y longitud corporal de la madre.

Especie Modo de  Patrdn de nutricion embrionaria Diametro del Longitud  Fuente
paridad ovocitoala  corporal de
ovulacion (mm) la hembra
Mellisuga helenae Oviparidad  Lecitotrofia, oviparos altriciales 6 mm 60 mm 1
Aves Parus ater Oviparidad  Lecitotrofia, oviparos altriciales 18 mm 110 mm 1
Struthio camelus Oviparidad  Lecitotrofia, oviparos precociales 220 mm 3000 mm 1
Crocodylia Caiman crocodilus Oviparidad  Lecitotrofia, oviparos precociales 70 mm 770 mm 2
Reptilia Gonatodes albogularis Oviparidad  Lecitotrofia 6 mm 35 mm 3
Niveoscincus coventryi Viviparidad  Placentotrofia facultativa 6 mm 50 mm 4
Squamata Pseudemoia entrecasteauxii ~ Viviparidad  Placentotrofia obligada 6 mm 55 mm 5
Chalcides chalcides Viviparidad  Placentotrofia obligada 3mm 130 mm 6
Mabuya spp Viviparidad  Placentotrofia obligada 1-2 mm 80 mm 7
Eumecia anchietae Viviparidad  Placentotrofia obligada 1mm 160 mm 8
Monotremata Ornithorhynchus anatinus Oviparidad  Lecitotrofia y matrotrofia postparto 11 mm 430 mm 9
Mammalia Marsupialia ~ Monodelphis domestica Viviparidad  Placentotrofia y matrotrofia postparto 0,15 mm 140 mm 10
Eutheria Homo sapiens Viviparidad HEECTITER N B 0,15 mm 1650 mm

postparto

(1), Dike y Kaiser, 2010; (2), Guerrero et al., 2003; (3), Serrano-Cardozo et al., 2007; (4), Murphy et al., 2006; (5), Thompson et al., 2002; (6), Blackburn
y Callard, 1997; (7) Blackburn et al., 1983; Vitt y Blackburn, 1992; Hernandez-Franyutti et al., 2005; Ramirez-Pinilla, 2006; (8), Flemming y Branch,

2003; (9), Grant, 2007; (10), Selwood, 2007.

En las lagartijas de zonas estacionales ya sea en la zona
templada o en el tropico se encuentra una relacién entre la
utilizacion de los cuerpos grasos abdominales almacenados
por las hembras en periodos no reproductivosy el proceso de la
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vitelogénesis. Este proceso permite el llenado de los foliculos
ovaricos con lipoproteinas, vitelo o yema, que serviran para
la nutricion embrionaria durante el desarrollo. Teniendo
una produccion de huevos microlecitos, se observd que al
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examinar la acumulacion de cuerpos grasos abdominales en
las hembras de nuestra poblacion de Mabuya, la acumulacion
de las grasas se da durante la gestacion y su deplecion ocurre
no durante el proceso de vitelogénico como en otras especies
sino en la Gltima fase de la gestacion, cuando las hembras
tienen su cavidad abdominal completamente distendida por
la presencia de entre 3 y 7 embriones en fase de crecimiento
fetal y cuando no consumen alimento (Figura 2c, Caicedo-
Portillaetal.,2010). Porlo tanto, enesta poblacion larelacion
de reservas energéticas y la reproduccion era diferente a la
conocida para otras especies de lagartijas; la necesidad de
energia y moléculas constructoras para la reproduccion era
fundamental durante la gestacion y no durante el periodo
preovulatorio en la vitelogénesis. Esto demostraba que para
este clado viviparo, el modo de nutricion embrionaria no se
basaba en las reservas acumuladas en el vitelo (lecitotrofia)
sino en la transferencia maternal de los nutrientes durante
el desarrollo embrionario intrauterino (matrotrofia) a través
de las membranas extraembrionarias y la formacion de
una placenta activa en la transferencia de estos nutrientes
(placentotrofia).

Placentacion

La morfologia e histologia de las membranas extraembrio-
narias que permiten la formacién de una placenta activa
y madura habia sido estudiada con base en tejidos no
propiamente fijados para analisis histoldgico para especies
brasilefias de Mabuya (Blackburn, 1992) y por nosotros en
el trabajo de grado mencionado previamente. Las lagartijas
de la poblacion de Yacopi colectadas para estos dos trabajos
nos dieron la oportunidad de afinar el trabajo de grado de
la por entonces Bidloga Adriana Jerez y comenzar una
nueva linea de trabajo con otra estudiante de pregrado,
utilizando esta vez tejidos especialmente fijados para trabajo
histoldgico (Jerez & Ramirez-Pinilla, 2001, 2003; Gomez
& Ramirez-Pinilla, 2004).

La morfologia de placenta madura de las poblaciones estu-
diadas de Mabuya demostr6 ser mucho mas compleja e
interesante de lo que Blackburn en sus trabajos habia sugerido.
Antes de comentar la particularidad hallada por nosotros hay
que hacer un recuento de conceptos basicos que permitiran
entender los hallazgos mencionados. La evolucién del huevo
amniota, que fue un paso fundamental en la conquista del
ambiente terrestre por parte de los vertebrados, involucra la
evolucidn de cuatro membranas que se desarrollan por fuera
del cuerpo del embrion pero derivan de él, las membranas
extraembrionarias (Figura 3a). Estas se desarrollan tanto en
amniotas oviparos como en viviparos y en amniotas lecito-
tréficos como placentotréficos. De ellas el corion interviene
en el intercambio de gases y agua con el ambiente, el
amnios establece un ambiente especifico para el desarrollo
embrionario, el alantoides permite el almacenamiento de
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Fig. 3. a. Membranas extraembrionarias en amniotas. a, amnios;
al, alantoides; c, corion; e, embrion; y, saco de la yema. b. En los
escamados la posicidn relativa de las membranas extraembrionarias
respecto de la posicion del embrion define dos hemisferios dentro
de la cdmara embrionaria delimitada por el corion: En el hemisferio
embrionario (he) se ubica el embrién (e) en desarrollo envuelto en
el amnios (a); asimismo el alantoides (al) se expande por encima
de la region dorsal del embrién adosandose al corion (c). En el
hemisferio abembrionico (ha) se localiza el saco de la yema que
en reptiles lecitotroficos y placentotréficos no extremos contiene el
vitelo del que se nutrird el embrién. En Mabuya este saco de la yema
es pequefio, no contiene yema y por el contrario aparece lleno de
material acuoso, como es observado también en mamiferos euterios.

desechos y, en los amniotas viviparos lecitotroficos, el saco
de la yema permite la transferencia de los nutrientes al
embrion a partir de la yema (Thompson et al., 2002).

En los amniotas viviparos placentotroficos (mamiferos
euterios y cinco clados de lagartijas de la familia Scincidae,
uno de ellos Mabuya) la provision de los nutrientes que es
posterior a la ovulacién ocurre a partir del oviducto materno
hacia el embrién atravesando por al menos una de estas
membranas extraembrionarias. La conjuncién de los tejidos
maternos, el oviducto, y las membranas extraembrionarias
forman lo que denominamos placenta. La placenta permite
entonces la interaccion de organos fetales (las membranas
extraembrionarias) y maternales (el oviducto) para permitir
el intercambio fisioldgico.

La organizacion de las membranas extraembrionarias respecto
del oviducto materno permite definir dos tipos de placentas
en amniotas: 1) onfaloplacentas que son las derivadas de
la conjuncién del saco de la yema y el corion y se ubican
en el hemisferio abembriénico, y 2) las alantoplacentas
formadas por la conjuncion del alantoides con el corion,
y su relacion con el oviducto materno y se ubican en el
hemisferio embrionico (Figura 3b). Las onfaloplacentas son
caracteristicas de las placentas en la mayoria de los lagartos
viviparos lecitotroficos y placentotroficos, en los mamiferos
marsupiales en donde permanecen durante la mayor parte
de su breve desarrollo embrionario, y son solo transitorias
en los lagartos viviparos placentotroficos extremos como
en Mabuya. Las alantoplacentas son caracteristicas de los
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mamiferos euterios en donde son las que permiten el masivo
intercambio de nutrientes propio de este grupo y también se
encuentran en todos los lagartos viviparos principalmente
implicadas en el intercambio gaseoso.

En Mabuya, la alantoplacenta o placenta derivada del
corioalantoides es morfoldgica y fisioldgicamente la mas
especializada placenta conocida entre Reptilia y converge en
el grado de complejidad y de placentotrofia con la conocida
en los mamiferos euterios. La placenta madura de Mabuya
tiene especializaciones morfoldgicas complejas exclusivas
de este clado: 1) un placentoma altamente elaborado con
una fuerte interdigitacion de los tejidos maternos y fetales,
en donde se destaca un arreglo sincitial del epitelio uterino
frente a un epitelio coridnico biestratificado especializado;
2) una zona que rodea al placentoma, denominada
paraplacentoma, delimitada por un pliegue coridnico;
3) areolas coridnicas que reciben materiales nutritivos
del epitelio uterino a partir especialmente de glandulas
endometriales, 4) placas de absorcion o areas redondeadas
y pequeias formadas por células coridnicas hipertrofiadas
en aposicion a células epiteliales columnares secretoras del
endometrio; 5) segmentos respiratorios, o areas de atenuacion
de los epitelios del corion y endometriales de manera que los
capilares sanguineos uterinos y del corioalantoides quedan
en una muy cercana proximidad (Figura 4 a, b, c). Las cuatro
primeras especializaciones de la alantoplacenta estarian
relacionadas con el intercambio de materiales nutritivos por
procesos como la histotrofia, la quinta especializacion con
el intercambio de gases entre el embrion y el Gtero materno
(Jerez & Ramirez-Pinilla, 2001; Ramirez-Pinilla, 2010).
Cabe resaltar que ninguna placenta de mamiferos euterios
redine simultaneamente toda esta serie de especializaciones
morfoldgicas como las que se encuentran en Mabuya.

Ya que contdbamos con hembras prefiadas en todos los
estados de gestacion, decidimos estudiar como era el
desarrollo de esta placenta compleja y si el desarrollo de la
placentacion en este clado diferia del resto de los reptiles y
de mamiferos (Jerez & Ramirez-Pinilla, 2003). Los analisis
topoldgicos e histoldgicos de las camaras de incubacion (los
embriones en sus membranas extraembrionarias dentro del
oviducto materno) mostraron una secuencia de desarrollo
de membranas embrionarias que es compartida por todos
los amniotas y una secuencia placental similar con otros
reptiles escamados. Eso implica que el patron de desarrollo
de las membranas extraembrionarias seria evolutivamente
conservativo; basicamente las placentas de los amniotas son
similares debido a que se constituyen por tejidos homologos.
Sin embargo, éstas han evolucionado independientemente en
multiples oportunidades siguiendo trayectorias convergentes
o paralelas (Blackburn, 1992; Stewart y Thompson, 2003).
Se encontr6 que en Mabuya la secuencia placental (placenta
bilaminar del saco de la yema, corioplacenta y alantoplacenta)
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Figura 4. Camara embrionaria de Mabuya en estados avanzados
de gestacion durante la fase de crecimiento fetal. a. La fotografia
muestra el hemisferio embridnico de la camara donde se pueden
observar el placentoma (p), paraplacentoma (pp) y las placas de
absorcion (pa) de diferentes tamafios inmersas en los segmentos
respiratorios. Se ve claramente la vascularizacion oviductal
que irradia sobre el placentoma. Barra = 5 mm. b. Se observa el
hemisferio abembridnico de la cdmara y el feto en vista ventral. No
se distingue saco de la yema pues es muy pequefio y esta unido al
cuerpo del embrion. Se pueden distinguir claramente las placas de
absorcion derivadas del corioalantoides que rodean por completo
la cdmara embrionaria. c. Interpretacion grafica de la camara
embrionaria mostrando las especializaciones de la alantoplacenta.
ac, areolas coriodnicas, ss, segmentos respiratorios; fp, pliegue del
paraplacentoma que lo separa del resto de la camara embrionaria.

permite la absorcién de nutrientes desde el principio del
desarrollo embrionario. Esto es, la placentotrofia ocurre desde
el inicio mismo del desarrollo como asi ocurre en mamiferos
euterios, lo que indica que la placentotrofia en este clado es
extrema y obligada: todo el desarrollo embrionario depende
basicamente de la transferencia placental de nutrientes.

Ovogénesis y placentacion

Este patron de desarrollo embrionario es entonces conco-
mitante con la reduccion en la acumulacién de vitelo en
los ovocitos y la formacion de huevos microlecitos. Por lo
tanto, la ovogénesis en este clado deberia tener cambios
fundamentales. La pregunta entonces era, ¢cémo es la
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morfologia ovarica y el proceso de ovogénesis en Mabuya?
Nuestro trabajo entonces se enfoc6 en estudiar la ovogénesis
inicialmente en las lagartijas de nuestra poblacion de Yacopi
(Gbémez & Ramirez-Pinilla, 2004). Dentro de los vertebrados
hay varios clados en donde ha evolucionado la viviparidad
y la nutricion embrionaria que reemplaza la lecitotrofia;
por lo tanto, hay una supresion gradual de la sintesis de
lipoproteinas de la yema en relacion con la adquisicion de
recursos alternativos de aporte nutricional al embrion en
desarrollo. Se ha observado que el grado de inhibicién del
proceso de la vitelogénesis se correlaciona directamente con
el grado de complejidad de los mecanismos de transferencia
de nutrientes desde el utero al embrién (Callard y Ho,
1987). El extremo de esta tendencia es la supresion total
de la provisiéon de yema que se observa en los mamiferos
euterios. Nuestro trabajo demostro que la estructura ovarica
y el proceso de ovogénesis son conservados en Mabuya
respecto de los vertebrados y particularmente respecto
de los escamados. Los primeros estados del proceso de
vitelogénico se conservaban; sin embargo, la vitelogénesis
era corta sugiriendo que el proceso se truncaba, provocando
la ovulacion de huevos muy pequefios. Un hallazgo impor-
tante se relacion6 con la pregunta de si los cuerpos IUteos,
responsables de la secrecion de progesterona y con ello
del mantenimiento de los embriones dentro del oviducto
durante la gestacion, se mantenian durante toda la gestacion
como un recurso permanente de esta hormona o no. Los
resultados mostraron que por el contrario, los cuerpos liteos
entraban en lutedlisis (degradacion) muy temprano durante
el desarrollo de la gestacion y que por tanto el recurso de
progesterona deberia ser aportado por algun tejido extra-
luteal, posiblemente la placenta como ocurre en mamiferos.

Inferencia morfologia-funcién

Estos trabajos nos habian mostrado muy interesantes resul-
tados pero deberiamos tener una mucha mejor resolucién a
nivel histolégico que nos permitiera hacer mas inferencias
de morfologia-funcién tanto para la placenta como para
el ovario en este clado. Los tejidos de las hembras de la
localidad de Yacopi también fueron fijados para trabajar con
microscopia electronica de transmision. En este campo la
experta era la profesora Gloria de Pérez. Por lo tanto, junto a
ella'y un par de estudiantes de pregrado realizamos estudios
paralelos de la placenta madura y del ovario pero a nivel de
microscopia Optica de alta resolucion y de ultraestructura
en los laboratorios de la Universidad Nacional de Colombia
en Bogota. Este nivel de resolucion nos permitioé afinar
sustancialmente nuestras observaciones.

Para el caso de la placenta encontramos que cada una de las
especializaciones descritas tendria funciones de absorcion
de nutrientes cada una con mecanismos particulares y
posiblemente en la sintesis de hormonas y proteinas. Asi,
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en el placentoma (Figura 5a) las caracteristicas citoldgicas
indican una transferencia de nutrientes a través de una
extensiva red de microvellosidades interdigitadas entre los
epitelios embrionario y uterino, en el paraplacentoma (Figura
5b) la transferencia de nutrientes pareciera centrarse en una
masiva transferencia de lipidos y de derivados de glandulas
endometriales; en las areolas corionicas (Figura 5c) el epitelio
coriénico absorbe grandes cantidades de secreciones tanto
de las glandulas endometriales como de desechos celulares
por lisis celular de algunas de las células de los epitelios
uterino y coriénico; en las placas de absorcion se establece un
sistema de relacion diferente entre los epitelios materno y fetal
(Figura Sc), aca los epitelios estan firmemente adheridos y sus
apices celulares exhiben granulos electrodensos que pueden
estar relacionados con funciones autocrinas o paracrinas;
finalmente, en los segmentos respiratorios la poca distancia
interhemal entre los tejidos maternos y fetales confirmaba
su funcion en el intercambio respiratorio de gases. Asi, las
caracteristicas citolégicas e histologicas nos estaban mostrando
que cada una de las especializaciones de la alantoplacenta de
Mabuya tenia una relacion diferente entre los tejidos maternos
y fetales sugiriendo diferentes mecanismos localizados de
transferencia y produccion de sustancias entre madre y feto
y posiblemente también en la otra direcciéon. Sin embargo,
una caracteristica comun encontrada en toda la superficie de
la cdmara de incubacion fue la presencia de gotas de lipidos
en los epitelios interactuantes; esto sugiere que los lipidos
pueden ser transferidos a través de toda la alantoplacenta
independientemente de la especializacién morfol6gica encon-
trada, y que la transferencia placental de lipidos puede ser la
principal fuente de energia y recursos lipoprotéicos en este
clado (Ramirez-Pinilla et al., 2006).

Con base en una caracteristica morfol6gica interesante
hallada en el placentoma, enfocamos nuestra atencion a la
ultraestructura de esta region que parecia la mas compleja
entre las especializaciones de la placenta de Mabuya.
Para entonces habiamos encontrado una nueva poblacion
de Mabuya que nos proveeria de mas material para poder
hacer comparaciones interpoblacionales. Esta poblacion
era de la zona del municipio de Curiti en Santander,
sustancialmente méas cerca que nuestra antigua poblacion
de Mabuya. En el placentoma de cémaras embrionarias
con embriones avanzados algunas células coridnicas que
interdigitan mediante vellosidades y microvellosidades
con el sincitio epitelial del Utero invaden este sincitio
mediante prolongaciones citoplasmaticas complejas. Estas
prolongaciones entran en contacto con los capilares uterinos
mediante un sistema complejo de doble membrana que rodea
el capilar. Esta relacion cercana entre la circulacion materna
y el corion sugiere que en el placentoma se forma una
placenta endoteliocorial muy particular (Figura 6a, b). Este
descubrimiento constituye el primer ejemplo documentado
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Figura 5. Cortes histologicos de las especializaciones de la alantoplacenta en Mabuya. a. Placentoma, se observa como interdigitan
los tejidos embrionarios y maternos. cu, circulacion uterina; su, sincitio epitelial uterino; ec, epitelio coridonico. Barra = 50 pm. b. En
el paraplacentoma no se interdigitan los tejidos maternos y fetales, el paraplacentoma rodea al placentoma delimitandolo. Se observan
varias gotas de lipidos (gl) en las altamente hipertréficas células del epitelio coridnico (ec) que se adosan al epitelio uterino (eu). Se
observa tejido conjuntivo laxo del alantoides (al) y capilares alantoicos (ca) bajo el epitelio corionico. Barra =20 pum. c. En las areolas
coridnicas se observan glandulas uterinas (gu) que liberan abundante material a la concavidad formada por el epitelio coriénico (ec).
Las células del epitelio uterino (eu) se observan hipertrofiadas y pueden liberar parte de su citoplasma hacia el epitelio corionico. Barra
=45 um. d. Las placas de absorcion son como botones de adherencia entre el epitelio uterino (eu) y el epitelio coriénico (ec) ambos
epitelios son columnares e hipertrofiados, lo que contrasta con la zona de los segmentos respiratorios donde ambos epitelios son planos.

Barra =30 pm.

de este tipo de placentacion entre Reptilia y que tampoco se
ha descrito en otro clado con placentacion compleja o con
placentotrofia (Vieira et al., 2007).

Esta importante caracteristica era compartida por las dife-
rentes poblaciones de Mabuya estudiadas. Sin embargo,
para corroborarlo buscamos tejidos placentarios de nuevas
poblaciones de Mabuya en el pais y fuera del pais para
determinar la variacion interpoblacional e interespecifica
placentaria. Aca el trabajo era comparativo y podriamos
hacerlo nuevamente con material de museosy con histotecnia
corriente. Este trabajo lo hicimos con otra estudiante de
pregrado y fue publicado (Leal & Ramirez-Pinilla, 2008).
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Se encontré que para 12 poblaciones/especies del norte de
Suramérica se conserva el patron general de la placenta
con las mismas especializaciones de la alantoplacenta;
sin embargo, se registra una variacion morfoldgica inte-
resante. En algunas poblaciones las placas de absorcion
se encuentran altamente plegadas y delimitadas por una
especie de anillo de cierre simulando pequefios placentomas,
ademas se encontraron regiones altamente plegadas en los
segmentos respiratorios. Las dos modificaciones halladas
incrementan la superficie de relacion entre los epitelios
uterino y coridnico, sugiriendo cambios interesantes que
pueden implicar variaciones en la eficiencia de cada una de
las especializaciones de la alantoplacenta.
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a b

Figura 6. Células corionicas invasoras del sincitio epitelial uterino
del placentoma en Mabuya. a. Fotografia de un corte semifino de la
region del placentoma que muestra el epitelio corionico (ec) del que
se desprenden las células invasoras (ci) que migran entre el sincitio
uterino (su) y emiten proyecciones citoplasmaticas para alcanzar los
capilares subepiteliales uterinos que derivan de la circulacion uterina
(cu) en el hemisferio embridnico. Barra = 25 pm. b. Interpretacion
grafica derivada del estudio por microscopia electronica de
transmision mostrando coémo las células invasoras (ci) emiten
proyecciones citoplasmaticas (pc) profundamente en el sincitio
epitelial uterino y de ellas se desprende una compleja red de doble
membrana (cm) que envuelve el endotelio de los vasos sanguineos
uterinos que igualmente estan inmersos dentro del sincitio.

El andlisis de microscopia éptica de alta resolucion y ultra-
estructural del ovario de las hembras de esta poblacién (Vieira
etal.,2010) permitié evidenciar que el ooplasmade los foliculos
en vitelogénesis muestra abundantes organelos membranosos
con un centro de lipoproteinas, sin embargo no se encontraron
plaquetas vitelinas organizadas como las caracteristicas de
los reptiles lecitotroficos. Por el contrario, hacia el ooplasma
medular se encontraron grandes vesiculas electroldcidas.
Esta morfologia y contenido ooplasmatico es muy similar
al encontrado en los foliculos ovéricos preovulatorios de
mamiferos marsupiales y euterios, lo que sugiere una muy
interesante convergencia evolutiva relacionada con la evo-
lucion de la placentotrofia. En mamiferos estas vesiculas han
sido consideradas como elementos residuales cuya funcion
es proveer de matriz extracelular, especialmente proteinas
estabilizantes y &cido hialurdnico que permiten la absorcion
de agua para la expansion del blastocisto en la primera fase
del desarrollo embrionario, y por tanto no estan relacionados
con la nutricién embrionaria. En Mabuya, no conocemos
el contenido de estas vesiculas y por tanto se requiere su
caracterizacion bioquimica. Sin embargo, inmediatamente
después de ocurrida la ovulacion hay un rapido incremento
en volumen del huevo debido a la absorcion de agua (Figura
3b), lo que permite que la cdmara embrionaria se forme y se
desarrolle la primera membrana extraembrionaria que rodea
el embrién en formacion (formando la primera placenta
en la ontogenia, la placenta bilaminar del saco de la yema).
Asi, se sugiere una funcion similar para estas vesiculas a la
demostrada para los mamiferos.
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Cuantificando la transferencia placental de nutrientes
entre madre y embriones

Conociendo la morfologia se puede inferir la funcidn, la
morfologia nos habia indicado que habia una gran comple-
jidad cito-histolégica que convergia con la de mamiferos
euterios, los que igualmente son organismos placentotroficos
obligados. Una placentotrofia obligada implicaba que el
desarrollo embrionario en este clado se basaba en la trans-
ferencia placental de casi todas las moléculas constructoras
del cuerpo del embrion y la energia necesaria para ello. Una
cuantificacion gruesa permitia corroborar que habia una
absorcién neta de nutrientes (agua, iones: calcio, potasio,
sodio, magnesio; nitrégeno y peso seco, Figura 7 a,b, y
lipidos) durante la gestacion y que la drastica reduccion en los
nutrientes de origen ovarico y asi del tamafio del huevo estaba
relacionada con una placentotrofia obligada desde los estados
de desarrollo més temprano; por consiguiente, Mabuya se
constituia en el clado con el m&ximo nivel de placentotrofia
conocido entre Reptilia (Figura 7 ¢, d, Ramirez-Pinilla,
2006). La morfologia sugeria mecanismos y ya sabiamos
qué nutrientes, cuando y en qué cantidad estaban siendo
transferidos entre la madre y los embriones en desarrollo.
Sin embargo, necesitdbamos hacer una cuantificacion mas
fina detallando por ejemplo qué lipidos estaban siendo
transferidos, si estos lipidos eran similares o0 no a los del
vitelo de una especie lecitotrofica, o si el ovocito contenia un
set de nutrientes diferentes a los que luego eran transferidos
a través de la placenta. Para responder a estas nuevas
preguntas fisiologicas necesitaba de colegas especializados
y herramientas sofisticadas de cuantificacion. Por lo tanto,
aunamos esfuerzos con un estudiante de maestria, Elkin
Rueda, y el laboratorio de la Profesora Dra. Elena Stashenko.
Se miraron nuevamente el nitrdgeno (como indice de
proteinas) y los iones transferidos, pero también la cantidad
de lipidos totales y sus fracciones (colesterol, vitamina E
y acidos grasos en sus mayores clases —triacilgliceroles,
fosfolipidos, colesteril ésteres, acidos grasos libres—) durante
los diferentes estados de la gestacion y en los recién nacidos
(Ramirez-Pinilla et al., 2011).

Encontramos que los huevos recientemente ovulados en
Mabuya contienen proporcionalmente mas agua que en
cualquier otro huevo reptiliano, lo que esta relacionado con la
pérdida de moléculas lecitotréficas en el huevo. Este contenido
del oocito es aun mas diluido cuando el huevo se hidrata en
el oviducto al inicio del desarrollo embrionario. El agua es
transferida entonces desde los primeros estados del desarrollo
hasta el final de la gestacion cuando esta transferencia es
maxima. Asimismo, tanto las cantidades relativas y absolutas
de iones inorganicos son reducidos en el huevo de Mabuya
respecto de otros reptiles, por lo tanto estos iones deben pasar
a través de la placenta durante la gestacion.
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Figura 7. Placentotrofia en Mabuya. a. Variacion en el peso total y peso seco durante los estados de desarrollo en la gestacion y en el neonato.
b. Variacion en el contenido de iones calcio, magnesio, potasio y sodio durante los estados de desarrollo en la gestacion y en el neonato. Ov.
ovulado: ovocito recientemente ovulado; gast.: gastrula; neu/farin.: néurula a faringula; yemas apend.: estado de desarrollo de las yemas de
los apéndices de los miembros; crec. fetal: ultimo estado de desarrollo en donde la organogénesis ha concluido y se da el crecimiento fetal.
c. Comparacion en la proporcion neonato/ovocito (indice de placentotrofia) recién ovulado en diferentes grupos de reptiles escamados,
incluyendo lagartijas oviparas y viviparas con viviparidad lecitotrofica (VL, la mayoria de las lagartijas viviparas), viviparidad placentotrofica
facultativa (VLF, lagartijas del género Niveoscincus de Australia), viviparidad placentotrofica obligatoria (VPO, Chalcides chalcides en el
Mediterraneo y lagartijas australianas del género Pseudemoia) y en Mabuya. Los datos son tomados de Thompson et al. (2002). Aunque no
hay datos aln el clado surafricano que incluye a Eumecia anchietae y Trachylepis ivensi podrian tener un mayor indice de placentotrofia que
Mabuya por cuanto el tamafio corporal de los neonatos al nacimiento es mayor que el tamafio promedio en las especies de Mabuya.

Igualmente se encontré que los lipidos no son s6lo reducidos
en cantidad en el huevo microlecito de Mabuya cuando
se compara con el contenido de los huevos en clados con
menor grado de placentotrofia o con clados lecitotroficos,
sino también en el contenido relativo de las diferentes clases
de lipidos: los ovocitos de Mabuya tienen proporciones
reducidas de lipidos energéticamente ricos (triacilgliceroles) y
proporciones incrementadas de lipidos menos energéticamente
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ricos (fosfolifidos y colesteril ésteres). En ausencia de
cascara del huevo y teniendo un ooplasma pobre en iones,
las lagartijas Mabuya deben transferir casi la totalidad del
contenido idnico para el desarrollo a través de la placenta;
esta transferencia es lenta durante el desarrollo temprano y
la organogénesis y maxima al final de la gestacion cuando
se da el periodo de crecimiento fetal (Figura 7b). De manera
similar, hay una transferencia masiva de lipidos en la fase de
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crecimiento fetal; se encontr6 que hay una absorcion neta de
todas las clases de lipidos analizadas pero sus proporciones
relativas varian con el avance de la gestacion. Esta variacion
refleja funciones particulares de cada una de esas clases de
lipidos durante el desarrollo embrionario.

Transportadores de nutrientes

A este momento ya teniamos una idea muy clara de que la
placentotrofia en Mabuya se daba para basicamente todas las
moléculas y que a diferencia de mamiferos en donde la fuente
energética primaria durante el desarrollo embrionario son
los carbohidratos, en Mabuya esta fuente son los lipidos, los
cuales son transferidos desde el inicio mismo del desarrollo.
Por lo tanto, a pesar de una aparente convergencia morfologica
y fisioldgica, los mecanismos asociados a la placentotrofia
entre estos dos clados son diferentes, demostrando una clara
evolucion independiente. La pregunta ahora era definir los
mecanismos de transporte y los transportadores empleados
para esta transferencia placental de nutrientes, como y cuando
durante el desarrollo estos nutrientes eran transferidos. La
pregunta era ain mas compleja y unimos esfuerzos con un
placent6logo de mamiferos de la Universidad de Cambridge
(Inglaterra) que tenia experiencia en imunocitoquimica,
técnica que nos permitiria ver, utilizando moléculas conocidas
como transportadores en mamiferos, si estas se expresaban
en los tejidos placentales de Mabuya (Wooding et al.,
2011). Pudimos localizar sistemas de transferencia de calcio
(calbindinas 28kD y 9kD), glucosa (transportadores de
glucosa 1y 8) y agua (acuaporinas 1 y 3). Los anticuerpos
localizados se encontraron en varias de las especializaciones
de la placenta madura, indicando que el transporte de esas
moléculas se da por varias vias, sin embargo ninguno de estos
transportadores fue localizado en los segmentos respiratorios,
lo que prueba su funcidn exclusiva en el intercambio gaseoso.

El presente y futuro

Los mecanismos moleculares de transporte de nutrientes son
relativamente bien conocidos en mamiferos euterios y solo han
sido investigados en lagartijas placentotrdficas no extremas
(Pseudemoia entrecasteauxii, P. spenceri, y Chalcides
ocellatus, Biazik et al., 2009; Brandley et al., 2012; Griffith et
al., 2013a, b). ¢ Son los mecanismos de transporte de nutrientes
similares entre clados que evolucionaron la placentotrofia de
manera convergente? ;La evolucion de la placentotrofia y la
placentacion compleja derivan de los mismos juegos de genes
en los clados de scincidos placentotroficos y en mamiferos?
Aun cuando estabamos afinando nuestro conocimiento de los
mecanismos de transporte, la inmunocitoquimica no era la
técnica mas eficaz para entender como era que funcionaban
las placentas durante la gestacion en Mabuya. Afortuna-
damente las herramientas biolégicas han revolucionado
nuestra posibilidad de entender y responder tantas preguntas
complejas. Estas poderosas herramientas permiten dilucidar
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el funcionamiento de los organos, tejidos y células en
un momento dado. Basicamente se puede determinar qué
porcién del genoma es transcrito a ARN mensajero, es decir,
qué material genético es expresado en un estado dado, son
los analisis de transcriptomica. Recientemente iniciamos un
trabajo en colaboracion con mis estudiantes que ahora hacen su
doctorado en la Universidad de Gainesville (USA), Francisca
Leal y Oscar Tarazona, y la colaboracion de su profesor
Marty Cohn, en éste se esta identificando la expresion génica
completa de los transcriptomas de las placentas de Mabuya
durante los diferentes estados de gestacion usando analisis
RNA-Seq. Los resultados preliminares estdn mostrando
que hay unos muy claros paralelos en los procesos de
expresion génica entre Mabuya y mamiferos euterios. Con
nuevos genomas de reptiles escamados secuenciados se
podré investigar sobre la convergencia en las rutas hacia la
viviparidad y placentotrofia. De la misma manera con mayor
informacién genémica se podra tener un mayor nimero de genes
identificados en los trasncriptomas secuenciados, lo que per-
mitird entender y conocer los elementos que regulan la expresion
de genes asociados a la placentotrofia (Van Dyke, 2014).

De forma paralela a todos estos trabajos, seguiamos con
el problema de la identidad especifica de las poblaciones
que estabamos trabajando. Tampoco sabemos como estas
poblaciones se relacionan entre si, ni su historia biogeografica.
Con una estudiante de doctorado de la Universidad de los
Andes pero egresada nuestra decidimos afrontar el problema.
Nuevamente, las herramientas moleculares modernas nos
permiten responder preguntas que otrora sélo la morfologia
tradicional lo permitian. Este clado es particularmente
complejo porque su morfologia externa es muy conservativa,
por lo tanto las herramientas moleculares eran fundamentales
para definir clados subgenéricos en Colombia. Nelsy Pinto,
junto con otros colegas, ha desarrollado una filogenia con
base en caracteres moleculares de genes mitocondriales
y nucleares para las poblaciones colombianas de Mabuya.
Este trabajo estd por ser publicado. Igualmente en el futuro
cercano tendremos la descripcion de estos clados como
nuevas especies de Mabuya con distribuciones definidas;
estamos resolviendo otro viejo problema.

Después de mas de 15 afios de iniciar un trabajo con un grupo
de lagartijas que pasaban desapercibidas para muchos, hemos
podido entender una muy buena proporcién de la biologia
reproductiva de este grupo. La complejidad placentaria y
el grado de placentotrofia alcanzado hacen de Mabuya un
modelo bioldgico de estudio precioso del que atn hay mucho
por conocer.
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I Ciencias biomédicas

Entendiendo el papel del sistema de factores de crecimiento similares a la insulina

(IGF) en la regulacion funcional del trofoblasto humano
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Resumen

El desarrollo normal de la placenta depende de la diferenciacion e invasion del trofoblasto, el principal componente
celular de la placenta. Durante este proceso, las células de trofoblasto realizan un programa complejo de
diferenciacion, originando varios linajes celulares que aseguran el desarrollo y sostenimiento de la gestacion.
La diferenciacion del trofoblasto depende de una variedad de factores autocrinos y paracrinos, que a través de
mecanismos especificos y finamente regulados, estimulan la expresion de un amplio niimero de genes e incrementan
la produccion de hormonas y factores de crecimiento tales como los factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF). Algunas patologias de la gestacion se caracterizan por la diferenciacion e invasion defectuosa del trofoblasto,
que es mas el resultado y no el origen de la enfermedad, el cual se desconoce en la mayoria de los casos. En esta
revision se discutira el papel de la familia de factores de crecimiento IGF en la regulacion del crecimiento, invasion
y diferenciacion del trofoblasto humano incluyendo los resultados de estudios a nivel molecular realizados en los
ultimos afios en nuestro laboratorio, asi como sus implicaciones en el entendimiento de la patogénesis de algunas
enfermedades gestacionales.

Palabras clave: trofoblasto, Sistema IGF, Diferenciacion, Invasion, ETG.

Understanding the role of the insulin-like growth factor (IGF) system in the functional regulation of the
human trophoblast

Abstract

Normal placental development is dependent upon the differentiation and invasion of trophoblast, the main cellular
component of the placenta. During this process, trophoblast cells undergo a complex program of differentiation
originating several cellular subtypes to ensure the development and progress of human gestation. Trophoblast
differentiation is under the control of many autocrine and paracrine factors, that finely tune specific mechanisms
that stimulate the expression of a group of genes and increase the production of hormones, including the insulin-
like growth factors (IGFs). Certain gestational pathologies are characterized by defective trophoblast differentiaiton
and invasion, which is more the result but not the cause of the disease. In this review we will discuss some of the
studies focused on the role of the IGF family of growth factors including recent findings in our laboratory and their
implications for a better understanding of some gestational diseases.

Key words: Trophoblast, IGF system, Differentiation, Invasion, GTD.

1. Introduccion

El desarrollo normal de la placenta depende de la diferen-
ciacion e invasion del trofoblasto, el principal componente
celular de la placenta. Durante este proceso, las células de
trofoblasto realizan un programa complejo de diferenciacion,
originando varios linajes celulares que aseguran el desarrollo
y sostenimiento de la gestacion. La diferenciacion del
trofoblasto depende de una variedad de factores autocrinos
y paracrinos, que a través de mecanismos especificos y
finamente regulados, estimulan la expresion de un amplio
nimero de genes e incrementan la produccion de hormonas

118

y factores de crecimiento. Algunas patologias de la gestacion
se caracterizan por la diferenciacion e invasion defectuosa
del trofoblasto, que es mas el resultado y no el origen de la
enfermedad, el cual se desconoce en la mayoria de los casos.

El sistema de factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF) esta relacionado con el desarrollo del organismo
y mantenimiento de la funcion celular normal y se le ha
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asociado con la formacion de tumores y cancer. Tanto IGF-I
como IGF-II se encuentran en casi todos los tipos celulares
de la placenta desde la sexta semana de gestacion, y parecen
estar involucrados en todos los aspectos de su desarrollo y
funcion. Se conoce poco sobre el papel que desempefian
los factores de crecimiento y hormonas en la regulacion de
la diferenciacion del trofoblasto humano. Varios estudios
se han realizado empleando modelos animales, principal-
mente el murino, generando importante conocimiento sobre
factores de transcripcion involucrados en la conversion del
citotrofoblasto velloso (vCTB) en sincitiotrofoblasto (STB)
(Cross, 2000; Scott et al., 2000). Sin embargo, la relevancia
de estos estudios en el humano no es clara, dadas las dife-
rencias marcadas que se han identificado con el proceso
de diferenciacion de la placenta murina (Carter, 2007,
Handwerger, 2010).

En esta revision se discutiran los resultados de los estudios
realizados durante los tltimos 7 afios en el Grupo de Investiga-
ci6n en Hormonas de la Universidad Nacional de Colombia,
dirigidas hacia una mejor comprension de los mecanismos
de accion molecular de la familia de factores IGF en la
regulacion del crecimiento, invasion y diferenciacion del
trofoblasto humano. Se discutiran las implicaciones que
estos hallazgos pueden tener en el origen y desarrollo de
la Enfermedad Trofoblastica Gestacional (ETG), asi como
en la busqueda de marcadores tumorales que permitan un
diagnoéstico temprano de la enfermedad.

2. El trofoblasto humano y su diferenciacion

Las células de trofoblasto hacen parte de la placenta y son
las encargadas de invadir el endometrio materno durante el
proceso de implantacion del blastocisto. Durante este proceso
de diferenciacion e invasion, las células de trofoblasto se
dividen rapidamente para formar la interfase entre la madre y
el embrion, mientras que otras subpoblaciones trofoblasticas
invaden la decidua materna remodelando las arterias de la
pared uterina, conocidas como arterias espirales, para facilitar
la expansion de los tejidos extraembrionarios y aumentar el
flujo sanguineo hacia la placenta y el embrion en desarrollo
(Kliman & Feinberg, 1990; Graham & Lala, 1992).

El trofoblasto estd compuesto por varias poblaciones con
diferentes morfologias: el vCTB presente en el compartimento
fetal y precursor del STB y el citotrofoblasto extravelloso
(evCTB), precursor de la célula trofoblastica invasiva
(Handwerger, 2010). Durante la morfogénesis del trofo-
blasto velloso, las células vCTB proliferan rapidamente y se
introducen en el STB formando columnas celulares rodeadas
de sincitio, dando lugar a las vellosidades primarias. En el
desarrollo ulterior, las células mesodérmicas fetales penetran
en el nucleo de las vellosidades primarias y crecen en direccion
de la decidua materna, formando las vellosidades secundarias.
Las células mesodérmicas de la parte central comienzan a
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diferenciarse en células sanguineas y capilares sanguineos
formando un sistema capilar velloso, convirtiéndose en
vellosidad terciaria. El trofoblasto extravelloso no participa
directamente en la formacion de las vellosidades, abandona la
matriz extracelular, migra y forma las vellosidades corionicas
de anclaje, que son columnas de células no polarizadas que
erosionan y penetran la barrera uterina. El evCTB rompe
multiples membranas basales (incluyendo el endometrio
epitelial y glandular, vasos sanguineos y células deciduales)
y degrada la matriz extracelular intersticial del endometrio,
hasta producir la invasion del estroma uterino y el remode-
lamiento de las arterias espirales. La capa de células epiteliales
de la vellosidad placental, compuesta por células vCTB y
STB, es la encargada de separar la circulaciéon materna del
interior de las vellosidades. Las células STB multinucleadas
forman una capa continua que regula el intercambio de
sustratos, gases y otros factores entre la circulacion fetal y
materna. Son el sitio de sintesis de hormonas esteroidales y
factores de crecimiento, tales como el lactdgeno placentario
(LP), la hormona gonadotropina corionica (hGC) y la
variante placental de la hormona de crecimiento (hGHv)
(Silva et al., 2002).

Numerosos estudios han evidenciado el papel de lahGC en la
diferenciacion trofoblastica. La hormona hGC es producida
en grandes cantidades por el sincitiotrofoblasto donde de
manera autocrina y paracrina incrementa la formacion de
sincitio. Ademas, se ha reportado que los efectos promotores
de diferenciacion del factor de crecimiento epidermal (EGF),
el factor inhibitorio de leucemia (LIF), el factor de necrosis
tumoral a (TNFa), el estradiol y glucocorticoides requieren
de la participacion de la hGC en sus efectos promotores de
diferenciacion (Yang et al., 2003), demostrandose asi el papel
central que realiza la hGC en este fendmeno. Otros factores
criticos identificados dentro del proceso de diferenciacion
del trofoblasto incluyen, entre otros, la tension de oxigeno
(Robins et al 2007), modificaciones de la cromatina (Kimura
et al.,, 2007) y mantenimiento de la integridad estructural
(Handwerger, 2010).

2.1 Enfermedad Trofoblastica Gestacional

Varios estudios han demostrado anormalidades en el proceso
de diferenciacion de las células de trofoblasto, como en
pre-eclampsia, retardo del crecimiento intrauterino y en
la enfermedad trofobastica gestacional (ETG). La ETG
comprende un espectro de tumores interrelacionados sur-
giendo de un desarrollo anormal del tejido trofoblastico. Esta
enfermedad varia de relativamente benigna como la mola
hidatidiforme (completa y parcial) hasta maligna como la
mola invasiva y el coriocarcinoma (Seckl et al., 2000).La mola
hidatidiforme consiste en una placenta anormal, caracte-
rizada por vellosidades coridnicas grandes y edematosas,
acompaiiadas de trofoblasto hiperproliferativo (Berkowitz
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& Goldstein, 1998). El coriocarcinoma es uno de los tumores
malignos de mas rapido crecimiento e invasividad, debido a
su alta afinidad y capacidad de angioinvasion, que conduce a
metastasis extensas. Las bases moleculares del origen de la
enfermedad o de su pronédstico se desconocen en su mayor
parte. En la actualidad, su diagnostico se basa en criterios
clinicos y de histopatologia, corroborados por los altos
niveles circulantes de hGC, criterios que han demostrado ser
insuficientes y con frecuencia contradictorios.

En colaboracion con investigadores del Instituto Nacional
de Salud y del Instituto Materno Infantil, nuestro laboratorio
adelantd entre los afios 2002-2004 un estudio sobre los
aspectos clinicos, genéticos y bioquimicos de la ETG. A
nivel molecular, se evidenciaron alteraciones en el sistema
de factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) en
pacientes con diagndstico de mola hidatidiforme. El analisis
del tejido tumoral mostro una elevada expresion del factor de
crecimiento similaralainsulinatipo I (IGF-II) y de sureceptor
tipo I (IGF-IR), lo que se acompaiié de niveles elevados de
IGF-II en el suero de las pacientes, en comparacion con
abortos no molares de la misma edad gestacional (Cortés
et al 2003; Sanchez, 2006]. Lo anterior puso en evidencia
el rol potencial de esta familia de factores de crecimiento
en el desarrollo de esta patologia, desafortunadamente poco
visible pero que constituye un problema de salud publica en
nuestro pais.

3. El sistema de factores de crecimiento similares a
la insulina

La familia de factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF) esta organizada como una compleja red regulatoria
a nivel celular y sub-celular. En el humano, el sistema IGF
tiene un papel fundamental en el desarrollo del organismo y
mantenimiento de la funcién celular normal tanto en la etapa
fetal como postnatal. Esté constituido por los ligandos (IGF-I
e IGF-II), receptores de superficie celular que median los
efectos bioldgicos de los IGFs, incluyendo el receptor para
IGF-I (IGF-IR), receptor IGF-II/M6P (IGF-IIR), el receptor
de insulina (InsR) y receptores hibridos IGF-IR/InsR, ademas
de seis proteinas de unién a IGFs (IGFBPs) (LeRoith et
al., 1995, Denley et al., 2005). El principal mediador de
las actividades celulares de los IGFs es el receptor IGF-IR,
una proteina transmembranal con actividad tirosina quinasa,
formada por dos cadenas a y dos cadenas b unidas a través
de varios enlaces bisulfuro. La proteina madura posee mayor
afinidad por IGF-I que por IGF-II (Favelyukis et al 2001).
El receptor IGF-II-R posee un extenso dominio extracelular
y no presenta actividad tirosina quinasa. Se une con mayor
afinidad a IGF-II que a IGF-I. Este receptor no une insulina
pero si act@ia como un receptor de ligandos con manosa-6
fosfato. El receptor de insulina existe en dos isoformas,
InsR-A e InsR-B, derivadas de “splicing alternativo del exén
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11 del gen del receptor. InsR-A une al IGF-II con la misma
afinidad que enlaza la insulina, en tanto que InsR-B une
débilmente al IGF-II (LeRoith & Roberts, 2003).

Las similaridades estructurales entre el receptor de IGF y
el receptor de insulina, permiten la formacion de receptores
hibridos, en donde una cadena IGF-IR af esta conectada a una
cadena InsR-A o InsR-B. Cuando se coexpresan los receptores
de IGF y de insulina en la misma célula, estos receptores
hibridos pueden formarse aleatoriamente y el homo-receptor
menos abundante se encontrara predominantemente formando
parte de ellos. Los receptores hibridos, pueden ser sobre-
expresados en una variedad de células tumorales como
resultado de la sobre-expresion de los receptores para IGF-1
e Insulina (Pandini et al., 2002), sin embargo, se conoce
muy poco sobre su importancia en la transduccion de sefales
y de los efectos bioldgicos que pueden estar modulando.

3.1 El sistema IGF y el desarrollo de la placenta

Los IGFs son reguladores importantes del desarrollo ade-
cuado de la placenta y del feto (Lala et al., 1998). La
expresion de los ligandos y sus receptores en las membranas
placentales, sugiere mecanismos de accion de tipo autocrino
y/o paracrino en el control de las propiedades funcionales
de células trofoblasticas [Hamilton et al 1998]. Tanto el
IGF-I como el IGF-II se encuentran en casi todos los tipos
celulares de la placenta desde la sexta semana de gestacion,
y parecen estar involucrados en todos los aspectos de
su desarrollo y funcion. Se ha demostrado que los IGFs
estan presentes en las vellosidades coridnicas placentales
(citotrofoblasto, niicleo mesodérmico y endotelio), siendo el
IGF-II mas abundante en trofoblasto. El IGF-II se produce
aproximadamente desde la sexta semana del embarazo desde
el evCTB, no cruza la placenta hacia la circulacion fetal pero
puede regular el crecimiento placentario. Igualmente, podria
estar relacionado con el proceso de invasion del trofoblasto
extravelloso in vitro (Zygmunt et al., 2005).

Se sabe que IGF-I e IGF-II incrementan la proliferacion
y supervivencia de fibroblastos placentales y que pueden
rescatar estas células de la apoptosis. Muchos estudios repor-
tan el incremento en suero de estos dos factores durante el
embarazo al igual que el aumento de los niveles del mRNA
del IGF-1y del IGF-II (Forbes et al., 2008). El IGF-II tiene
profundos efectos en el desarrollo prenatal y su desregulacion
puede estar relacionada con varias patologias durante la
gestacion. Sumado a esto, sus altos niveles en circulacion
durante el embarazo, mucho mas que los de IGF-I, lo
convierte en el ligando del sistema IGF mdas importante
durante la gestacion.

En cuanto a la presencia de los receptores IGF, se ha
demostrado que el IGF-IR se localiza en todos los tipos
celulares placentarios incluyendo el trofoblasto, el endotelio
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velloso y el nicleo mesenquimal, encontrandose también
receptores hibridos con altas afinidades por el IGF-II
(McKinnon et al., 2001). Se sabe que InsR-A se expresa
en los tejidos fetales y en ciertos tumores y tiene efectos
mitogénicos, en cambio los efectos de InsR-B son mas meta-
bolicos, expresandose abundantemente en tejidos adultos
(Pandini et al, 2002).

El receptor tipo II se expresa en la placenta, en las membranas
plasmaticas del trofoblasto, pero puede ser fragmentado
resultando en la liberacidon de una forma soluble, la cual
al unirse al IGF-II conduciria a su degradacion, aunque en
otros trabajos se ha mostrado su posible actividad en vias de
sefializacion intracelular (McKinnon et al., 2001). Finalmente,
en lo referente a las proteinas de union a IGFs, se ha
establecido que la placenta humana no expresa IGFBP-1
la cual es la proteina de uniéon de mayor expresion en el
endometrio decidualizado, en tanto que IGFBP-3 se expresa
en grandes cantidades en el estroma velloso del trofoblasto.
Las funciones regulatorias de estas proteinas en el normal
desarrollo de la placenta requieren aun de mas estudios.

3.2 Papel del IGF-II en la regulacion de la invasion
de celulas de coriocarcinoma

El mecanismo por medio del cual el IGF-II ejerce sus acciones
en las células de trofoblasto ha sido un tema controversial.
Inicialmente se postuld al receptor IGF-II/M-6P dada su
alta afinidad de union por IGF-II (Mackinnon et al, 2001),
sin embargo, numerosos estudios lo han descrito como un
receptor encargado de la internalizacion de IGF-II y de su
degradacion, por lo tanto con una funcion inhibitoria. Otros
investigadores han postulado que las acciones del IGF-II son
mediadas por el IGF-IR (Pandini et al, 2002).

La expresion de IGF-II en tumores provenientes de mola
hidatidiforme se ha encontrado incrementada en comparacion
con placentas de abortos espontaneos de primer trimestre, lo
que plantea un papel para este factor en la patogénesis de
la enfermedad y su malignizacion. El estudio de casos de
coriocarcinoma, forma maligna del trofoblasto, han estado
limitados por la rapida progresion a la metastasis dificultando
el diagnostico primario del tumor, por lo cual la investigacion
se ha centrado en lineas celulares, tales como BeWo, JEG-3,
JAR, que expresan los miembros del sistema IGF.

En un estudio realizado por nosotros se demostrdo que
tanto IGF-I como IGF-II regulan la invasion de células de
coriocarcinoma, pero a través de diferentes mecanismos.
Aunque ambos receptores activan en comun las vias de
sefalizacion PI3-K y MAPK, fosforilando las proteinas
Akt y ERK, se pudo establecer que el IGF-II media sus
efectos activando el receptor de insulina (InsR), mientras
el IGF-I lo hace a través del IGF-IR (Diaz et al., 2007).
En concordancia con lo anterior, se encontré que IGF-II
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y en menor proporcién IGF-I, son capaces de estimular la
secrecion de la metaloproteasa de matriz extracelular MMP-
9 y el activador de plasmindgeno tipo urokinasa (uPA) en
células de coriocarcinoma (Diaz, 2006; Pinzén et al, 2007).
Una adecuada invasiéon por parte del trofoblasto es vital
para el establecimiento del embarazo (Bischof et al., 2001).
Este comportamiento invasivo es debido a la habilidad del
evCTBs de secretar metaloproteasas (MMPs), mientras que
sus inhibidores (TIMPs) inhiben esta invasion en el espacio
extracelular. Tanto la MMP-9 como la MMP-2 son secretadas
durante el primer trimestre de embarazo por el trofoblasto y
participan en los procesos invasivos de éste. Varios estudios
han demostrado que la sintesis y activacion de la MMP-2 y
MMP-9 son requeridas para la invasion trofoblastica (Staun-
Ram et al, 2004).

Nuestros resultados demostraron la expresion de las dos
isoformas de InsR en los tejidos molares y en las células
JEG-3, y si tenemos en cuenta los altos niveles de expresion
de IGF-II en los tejidos y su correspondencia en el suero,
resulta plausible atribuir al IGF-II un importante papel
regulador de las propiedades metastaticas de las células de
coriocarcinoma. Se descartd que los efectos de IGF-II se
llevaran a cabo a través de los receptores hibridos, ya que no
se observo la fosforilacion/activacion del IGF-IR al estimular
las células con IGF-II (Diaz et al.,2007).

3.3 Papel de la familia IGF en la regulacion de la
proliferacion e invasion del trofoblasto

Se ha demostrado que el vCTB, caracterizado por su alta
capacidad invasiva, expresa los niveles mas altos de IGF-
II en la placenta, mientras que el STB lo expresa a muy
bajos niveles (Han & Carter, 2000). Numerosos estudios
se han llevado a cabo empleando la linea celular HTRS8/
SVneo, derivada de células evCTB de placenta humana
de primer trimestre e inmortalizada con el antigeno T40
grande del virus de simio (SV40 Tag) (Graham et al.,
1993). Estas células presentan un fenotipo hiperproliferativo
e hiperinvasivo y morfolégicamente tienen una identidad
epitelial que corresponde a su origen trofoblastico.

Se sabe que las células HTR8/SVneo co-expresan los
receptores IGF-IR e InsR, dando lugar a la formacion
de receptores hibridos IGF-I/InsR, cuya probabilidad de
formacion esta determinada por los niveles de expresion
de los receptores de IGF-I e insulina (Belfiore et al., 2009).
En un trabajo en nuestro laboratorio se investigo el papel
de los receptores hibridos en las acciones de los IGFs,
modificando el equilibrio de los homo-receptores, mediante
silenciamiento transitorio con RNA interferente (siRNA)
(Santa Cruz Biotechnology). Al silenciar el receptor IGF-
IR se encontréd una atenuacidén en los efectos prolifera-
tivos de IGF-1 e IGF-II, en comparacion con las células no
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silenciadas (Freyre, 2010), mientras que al silenciar el
receptor de insulina, se observd la sobre-activacion de la
via MAPK vy el incremento en los efectos proliferativos del
IGF-I evaluados por medio del método colorimétrico MTT.
Lo anterior evidencio el equilibrio dinamico existente entre
los dos receptores tirosina quinasa y el papel del InsR en la
regulacion de los efectos de los IGFs. En una linea celular
que expresa predominantemente el receptor de insulina, en
particular la isoforma InsR-A, al disminuir su expresion
aumenta la probabilidad de formacién de homo-receptores
IGF-IR y disminuye la de homo-receptores InsR, lo que
podria explicar el aumento en las sefiales mitogénicas de
IGF-I en el modelo celular silenciado en InsR. Lo anterior
pone en evidencia que los receptores IGF-IR e InsR estan
estrechamente relacionados en la regulacion de la trans-
duccioén de sefiales moleculares de los ligandos IGF y que
la proporcion de receptores es clave en la regulacion de la
intensidad de la sefial y en la potencia del efecto mitogénico
de los ligandos (Vallejo, 2011).

A nivel de las acciones de los IGFs sobre la capacidad invasiva
de las células HTR8/Svneo, empleando camaras de Boyden
recubiertas con Matrigel y secrecion de la metaloproteasa
MMP-9, se encontrd en el modelo silvestre, que tanto IGF-I
como IGF-II son capaces de estimular invasion celular
aunque los mayores efectos a nivel de secrecion de MMP-9 se
observan con IGF-II. En la Figura 1 se muestran los resultados
obtenidos para las células silenciadas (Vallejo et al, 2014).

En conjunto, estos resultados sugieren que los receptores
hibridos InsR/IGF-IR son los principales mediadores de
la invasion inducida por IGF-I/IGF-II en la linea celular
HTR8/SVneo, contrastando con lo que ocurre en las
células de coriocarcinoma JEG-3, donde IGF-II se vuelve
el ligando importante para la invasion sefializando a través
del receptor de Insulina. Estos cambios podrian derivarse de
alteraciones en el equilibrio de los receptores hibridos por la
sobreexpresion del receptor InsR, dando como resultado una
mayor proporcion de homo-receptores de InsR y una baja
en la disponibilidad de los hetero-receptores IGF-IR/InsR en
coriocarcinoma.

La sobreexpresion de IGF-I, IGF-II o de sus receptores es
un evento presente en la malignizacion celular y explica en
parte la proliferacion descontrolada caracteristica del cancer
(Hanahan & Weinberg, 2000). Varios estudios han asociado
al sistema IGF con el desarrollo de tumores y carcinogénesis
en varios tipos celulares (LeRoith & Roberts, 2003, Frasca
et al., 2008, Gallagher & LeRoith, 2011, Singh et al 2014).
En muchos tipos de cancer se ha observado la sobreexpresion
del receptor IGF-IR, de los ligandos IGF-II ¢ IGF-I y de
diferentes combinanciones de las seis proteinas de union a
IGF (IGFBP1-6) (Samani et al, 2007; Bruchin & Werner,
2013). Numerosos estudios realizados en la ultima década
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Figura 1. Efecto del silenciamiento del los receptores IGR-IR e
InsR en la secrecion de MMP-9.

Ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacion de MMP-9 en
medios condicionados. La significancia estadistica fue determinada
usando ANOVA y la prueba de multiples comparaciones de
Bonferroni. La significancia estadistica usando como control la
pareja de células apropiada control-transfectada es representada asi:
*,P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001.

han mostrado anormalidades en la expresion del receptor de
insulina en varios tipos de cancer. Recientemente se reporto
alteracion en el mecanismo de “splicing” del gen del receptor
InsR en células de cancer, incrementandose la relacion
InsR-A/InsR y por lo tanto la respuesta celular a los IGFs e
insulina circulantes (Belfiore et al., 2009). Aunque los IGFs
no son en si mismos factores tumorogénicos, la expresion
elevada de IGF-II, como en el caso de pérdida de impronta
(Pavelic et al., 2002) puede contribuir al desarrollo de ciertas
patologias ginecoldgicas como el cancer de ovario (Murphy
et al., 2006).

Los anteriores resultados abren un panorama interesante de
investigacion, pues en la comparacion entre el trofoblasto y
su forma maligna, el coriocarcinoma, es posible encontrar
claves para comprender el origen y desarrollo del crecimiento
maligno. El comportamiento innato del trofoblasto muestra
muchas caracteristicas en comun con células tumorales y
metastaticas, tales como el alto nivel de proliferacion, inva-
sion, evasion de los efectores del sistema inmune, asi como
similitud en multiples circuitos de sefializacion intracelular
(Ferreti et al., 2007). No obstante, a diferencia de lo que
ocurre en células malignas, los procesos celulares en el
trofoblasto se encuentran altamente controlados y regulados
espacial y temporalmente. Identificando las principales vias
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de sefializacion cuya desregulacion permite a las células
tumorales desarrollar habilidades para evadir el control del
crecimiento y la invasion, se tendran blancos terapéuticos
promisorios para el desarrollo de nuevas estrategias anti-
tumorales para la deteccion, control y tratamiento del proceso
de metastasis.

3.4 Papel de los factores de crecimiento similares a
la insulina en la diferenciacion del trofoblasto

Como se menciond previamente, el proceso de diferenciacion
de las células trofoblasticas es fundamental para un desarrollo
exitoso de la gestacion. Es un proceso complejo que toma lugar

IGF-II y diferenciacion trofoblastica

rapidamente después de la implantacion, donde a través de
una serie de eventos coordinados en la interfase feto-maternal,
las células madre de trofoblasto experimentan una extensiva
diferenciacion. Se reconocen dos vias principales para la dife-
renciacion: la via vellosa o de fusion y la via extravellosa
o invasiva (Handwerger, 2010). Varios sistemas in vitro se
han desarrollado para el estudio de la fusion de células de
trofoblasto, entre ellos, células de trofoblasto primario aisladas
de placenta fusionada espontaneamente, o lineas celulares de
coriocarcinoma como BeWo o JAR, que se caracterizan por
un proceso incompleto de diferenciacion (Aroenow et al, 2001;
Huppertz ct al., 2007, Handwerger, 2010).

Figura 2. Niveles de secrecién de hCG (IRMA) y de transcritos de hGC (qPCR) en células estimuladas con FSK(25 uM) e IGF-II
(10 nM). Panel superior) Células HTR8/SVneo (WT). Panel inferior) Células con silenciamiento estable de los receptores IGF-IR (shIGF-
IR) y IGF-IIR (shIGF-IIR). Los niveles de hGC se determinaron mediante IRMA y los transcritos de hGC mediante qPCR, relativos al gen
casero BActina. Los valores corresponden al promedio de 3 determinaciones.
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Para el estudio in vitro de la diferenciacion trofoblastica,
se han empleado modelos celulares tales como BeWo, que
aunque es una forma de coriocarcinoma esta parcialmente
diferenciada. Nosotros adelantamos un estudio utilizando
células de la linea HTR8/SVneo, un modelo fenotipicamente
mas cercano al trofoblasto normal, induciendo diferenciacion
por estimulo con Forskolina (FSK), compuesto de origen
natural agonista de la enzima adenilato ciclasa, lo cual resulta
en la elevacion de los niveles intracelulares de AMP ciclico.
Los resultados mostraron que los niveles de expresion del
mRNA de IGF-II y del receptor IGF-IIR en células HTR&/
SVneo se elevan significativamente después de 72 hr de
aplicado el inductor FSK y notablemente, el estimulo con
IGF-II solo y en combinacion con FSK, también incrementa
los transcritos de IGF-IIR, evidenciando un papel potencial
del eje IGF-II/IGF-IIR en diferenciacion trofoblastica (Freyre
SI, 2010; Cabezas et al., 2011).

Un hecho conocido es el incremento en los niveles de
secrecion de la hormona hGC a lo largo de la diferenciacion.
De manera novedosa encontramos que IGF-II estimula
la transcripcion y la secrecion de la hormona hGC, como
se muestra en la Figura 2. Posiblemente la glicoproteina
sintetizada se almacena en granulos de secrecion hasta el
momento de su liberacién para su consecuente funcion
biologica. Este efecto fue especifico para IGF-II ya que
cultivos estimulados con IGF-I no mostraron incremento en
hGC (Freyre SI, 2010).
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Los anteriores resultados, por demas novedosos, mostraron
la relacion entre IGF-I1 y la transcripcion de hGC, resultando
de interés identificar los receptores involucrados. Para ello
se obtuvieron lineas celulares establemente silenciadas por
transfeccion con una combinacion de plasmidos lentivirales
shRNA, disefiados especificamente contra IGF-IR e IGF-IIR
(Santa Cruz Biotechnology). Se demostrd que la carencia del
receptor IGF-IIR resultaba en una drastica disminucion en
la expresion y secrecion de la hormona (Figura 2) (Alarcon,
2011). Como se ha mencionado, el mecanismo de accion del
IGF-IIR ha sido objeto de controversia, principalmente por la
ausencia de un dominio intracelular de sefializacion. Se le ha
atribuido una funcion reguladora de la biodisponibilidad de
IGF-II mediante internalizacion via endosomal y degradacion
ulterior (Kreiling et al., 2005). No obstante, estudios recientes
dan soporte al papel del IGF-IIR en la activiacion de cascadas
de sefializacion a través de la activacion de esfingosina
quinasa (SK) y la transactivacion de receptores acoplados a
proteina G (El-Shewy, et al., 2007).

Se ha descrito que la sintesis de hGC esta regulada por varios
factores independientes, incluyendo la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH), leptina y varias citokinas que
la estimulan mientras que la progesterona y el estradiol la
inhiben (Bischof & Irminger-Finger, 2005). Se ha descrito
que el gen hGCP posee dos sitios funcionales de unién al
factor de transcripcion ETS2 cercanos al sitio de inicio de
la transcripcion, que son cruciales para la regulacion de la

Figura 3. Translocalizacion nuclear del factor de transcripcion ETS2 en la linea celular HTR8/SVneo durante tratamiento con FSK e IGFII.
Microfotografias de fluorescencia ETS2 — Alexa fluor 488 (verde) y tincion DAPI (4”,6-diamidino-2-fenilindol, azul). Las células en cultivo
se privaron de SFB durante 12h y posteriormente se incubaron en presencia de Forskolina 25uM por un periodo de 72 horas o de IGF-II 10
nM por 2 y 4 horas. Se usé como control células a 0 horas de tratamiento. Cada division de la plantilla representa 10pm. Las microfotografias

representan un aumento 40X.
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actividad de la hormona en células de coriocarcinoma JEG-
3 y JAR (Ghosh et al., 2003). ETS1 y ETS2 son factores
citoplasmaticos que al ser fosforilados en un residuo de
treonina en el extremo N-terminal se activan y traslocan al
nucleo, en un mecanismo que involucra la activacion por la
via MAPK y regulado por AMPc (Johnson & Jamesom,
2000). Con el fin de investigar si el factor ETS2 estaba
involucrado en diferenciacion, se examind su traslocacion
nuclear en células tratadas con FSK e IGF-II por medio de
microscopia de fluorescencia (Figura 3). (Alarcén, 2011).
De manera interesante, a las 72 hr de estimulo con FSK casi
todo el ETS2 se localiza en el nucleo, en concordancia con los
altos niveles de secrecion de hGC. Por su parte, IGF-II que
se demostré induce la transcripcion del gen a tiempos cortos
(6 hr), también estimula la traslocacion nuclear evidenciada
a las 4 hr. (Figura 3). Los anteriores resultados demuestran
que el IGF-II induce la transcripcion de la hormona hGC
mediante la activacion y traslocacion al nucleo del factor
de transcripcion ETS2. Se requieren mas estudios para
esclarecer el receptor involucrado y la via de sefalizacion
desencadenada por el IGF-II, aspectos que son objeto de
estudio en la actualidad en nuestro grupo de investigacion.

Como se menciond previamente, las células HTR8/SVneo
poseen un alto potencial invasivo y proliferativo caracteristico
de las células evCTB y contintian diferenciandose por la via
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invasiva (Figura 4). Un subtipo celular es capaz de invadir
las vellosidades y la decidua materna y recibe el nombre de
citotrofoblasto intersticial (inCT), mientras que las células
que invaden las arterias espirales del utero se denominan
citotrofoblasto endovascular (enCT). Las células inCT a
medida que van erosionando el endometrio decidualizado,
van perdiendo su potencial proliferativo y ganando inva-
sividad. Se sabe que estas células no han perdido su capacidad
de formar sincitio puesto que dan lugar a células gigantes
multinucleadas (Kemp et al, 2002).

La caracterizacion de las células tratadas con FSK o IGF-II
se realizd evaluando la expresion de genes marcadores de
sincitializacion (Huppertz et al., 2006), esto es, incremento
en el mRNA de Sincitina y de Hand1 y disminucion en el
mRNA del gen de pluripotencia Oct4. Tomando en cuenta
los resultados encontrados para los tres genes, se puede
plantear que bajo las condiciones del estudio, las células
HTR-8/SVneo realizan procesos de fusion para dar lugar a
células gigantes multinucleadas que corresponden a sincitio
no proliferativo (Figura 4).

Conclusiones

Los resultados aqui presentados representan un importante
cuerpo de evidencia experimental que relacionan a los miembros
del sistema IGF en la regulacion de la proliferacion, invasion

Blastomeros exteriores

‘ del Blastocito
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Células

Via invasiva

‘ Células madre -

citotrofoblasto velloso (VCT) ‘
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Sincitiotrofoblasto
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Figura 4. Esquema de la diferenciacion trofoblastica.

del lecho placentario

Se muestran la via de fusion o del citotrofoblasto velloso (vCT) y la via invasiva o del citotrofoblasto extra-velloso (evCT). La linea celular

HTRS8/SVneo corresponde al fenotipo de citotrofoblasto invasivo.

125



Sanchez-Gomez M

y diferenciacion del trofoblasto humano. Aunque se conocia
con anterioridad que los ligandos y receptores eran expresados
en varios tipos celulares de la placenta, solo recientemente
se ha empezado a entender su mecanismo de accién a nivel
molecular y su compleja red de sefializacion regulada espacial
y temporalmente. Varias patologias de la gestacion se asocian
con perturbaciones en el modo de accion de esta familia de
factores de crecimiento. En el caso de la mola hidatidiforme y
el coriocarcinoma, los cambios en los perfiles de expresion de
IGF-I1 y del receptor IGF-IIR, pueden ser la base para explorar
nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de estas
patologias, asi como para refinar su diagnostico encontrando
moléculas candidatas a marcadores mas confiables. Por tltimo,
el hecho de que el trofoblasto comparte muchas caracteristicas
con células tumorales, lo hacen un modelo de investigacion
unico donde es posible encontrar claves para comprender el
origen y desarrollo del crecimiento maligno.
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Conexion de Biologia y Quimica via Sintesis Organica
dirigida a la Diversidad molecular
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“La union interdisciplinaria de los mundos de la quimicay la
biologia debe comenzarse con la comprension de los campos
de desempefio de las dos disciplinas™.

Stuart Schreiber

Resumen

El enorme progreso en el entendimiento de los sistemas bioldgicos y del funcionamiento de los farmacos dentro del
cuerpo humano se debe a la unién de la quimicay la biologia y a la aplicacidn inteligente de los principios y técnicas
de la quimica orgénica. Esta juega el papel de iniciador en el descubrimiento bioldgico impulsando el disefio y
desarrollo de nuevos farmacos. Utilizando tacticas sintéticas modernas de la quimica organica, la sintesis dirigida
a la diversidad permite preparar diversas moléculas (farmacos, agentes bioldgicos) que son valiosos modelos para
el estudio de las complejas interacciones bioldgicas de los organismos vivos. Los resultados y logros del LQOBIo
se discuten en esta revision prestando atencion al desarrollo de algunos aspectos de la sintesis verde y la biologia
quimica que ha venido haciendo el LQOBIo estos ultimos afios.

Palabras claves: sintesis dirigida a la diversidad, moléculas pequefias, heterociclos, bioensayos in vitro e in vivo.
Connection between Biology and Chemistry via Diversity Oriented Synthesis
Abstract

The enormous progress in the understanding of biological systems and the functioning of the drugs within the human
body is due to the union of chemistry and biology and the intelligent application of the principles and techniques
of organic chemistry. This plays the role of initiator in biological discovery driving the design and development of
new drugs. Using tactics of modern synthetic organic chemistry, diversity-directed synthesis allows preparation of
various molecules (drugs, biological agents) that are valuable models for the study of complex biological interactions
of living organisms. The results and achievements of the LQOBI0 are discussed in this review with attention to the
development of some aspects of green synthesis and chemical biology that has been doing the LQOBI0 recent years.

Key words: Diversity Oriented Synthesis, small molecules, heterocycles, in vitro and in vivo bioassays.

Introduccién

La quimica orgéanica, la biologia y la fisica son las columnas
primarias que sostienen el templo de la ciencia que estudia
y trata de entender los procesos fundamentales de la vida de
los seres vivos. EI enorme progreso en el entendimiento de
los sistemas bioldgicos y del funcionamiento de los farmacos
dentro del cuerpo humano se debe a la aplicacion inteligente
de los principios y técnicas de la quimica organica.

La quimica organica juega el papel del iniciador en el
descubrimiento biolégico, en el disefio y desarrollo de
nuevos farmacos. Desde hace muchos afios la biologia “se
movié “desde del nivel descriptivo y fenomenoldgico hasta
el nivel molecular y bioguimico. En consecuencia, nuevas

disciplinas como la biologia estructural, la biologia mole-
cular y la genética molecular fueron creadas y desarrolladas
(Waldmann y Janning, 2004).

Los seres vivos producen y liberan al medio diversos
compuestos quimicos (productos naturales) que afectan de
manera significativa a otros organismos y participan en sus
interacciones quimicas. Asi pues, todos los organismos pro-
ducen sefiales quimicas y responden a las sefiales quimicas
de otros organismos. Las sefiales quimicas producidas por los
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organismos estan constituidas por compuestos, relativamente
sencillos en su estructura, llamados moléculas “pequefias”.
Son preparadas a través de vias metabolicas secundarias que
dan origen a los metabolitos primarios, macromoléculas -
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos.

De otro lado, se sabe que la unidad minima de los seres
vivos es la célula. Es una regidn protegida en el que diversos
conjuntos de moléculas “pequefias” y macromoléculas
interactlan entre si en una armonia lograda a través de
auto-ensamblaje. Gran parte del contenido de la célula es
una sopa aguada con sabor a moléculas “pequefas”: los
azUcares simples, los aminoacidos, vitaminas, y los iones
sodio, cloruro, los iones de calcio (Lodish et al., 2008). Estos
productos naturales y/o sus analogos préximos tienen una
importancia vital en el descubrimiento de los mecanismos
universales en los seres vivos, tales como la division celular,
apoptosis celular, las interacciones ADN-proteinas, etc.

Los productos naturales tienen mucha afinidad hacia las
macromoléculas, e.g., proteinas, ADN y estructuras lipidicas.
Por eso, estos productos suelen ser utilizados como agentes
farmacoldgicos y/o modelos para desarrollar nuevos agentes
més efectivos y menos tdxicos. El término de moléculas
“pequefias” apareci6 durante el desarrollo de metodologias
de sintesis de compuestos organicos y se refiere a su peso
molecular, menos de 500 Da (Rojas-Ruiz et al., 2011).

Las moléculas sintéticas y naturales forman parte del arsenal
de la quimica organica. Ambos tipos de moléculas sirven
de protipos de farmacos y se emplean como precursores en
la construccion de nuevas entidades quimicas de amplia y
diversa utilidad practica. También pueden ser usados como
instrumentos indispensables en el estudio de los procesos
biologicos.

Al profundizar los estudios sobre los sistemas vivos y sus
procesos bio-quimicos, surgid la necesidad de tener medios
para perturbar estos sistemas haciendo uso de las moléculas
“pequefias”. Esta tactica, llamada sensibilizacién quimica,
puede generar nueva informacién, mas profunda y detallada,
sobre el funcionamiento de los sistemas vivos. Su desarrollo
proporciond una nueva area emergente: la biologia quimica
(Waldmann y Janning, 2004). Para su estudio se necesitan
nuevas moléculas “pequefias” diversas y diferentes, cuya
preparacion se logra por medio de las actividades de la
fitoquimica y de la sintesis quimica. Esta ultima tiene
varias estrategias y un sinfin de tacticas que se desarrollan
paulatinamente.

La primera estrategia, -TOS (Target Oriented Synthesis,
por sus siglas en inglés), conocida como sintesis orientada
a un producto blanco (“target” deseado) que es casi siempre
un producto natural (alcaloide, terpeno o fendlico, etc.)
de alta complejidad estructural y con una fuente limitada
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(Schreiber, 2000). La DOS (Diversity Oriented Synthesis)
es otra estrategia desarrollada posteriormente que se enfoca
en la sintesis dirigida a la diversidad molecular, funcional
y estructural. Esta busca diferentes tipos de diversificacion
molecular que permite encontrar moléculas mas especificas
(farmacos o agentes biolégicos) para el estudio de las com-
plejas interacciones bioldgicas de los seres vivos incluyendo
humanos (Spadl et al., 2008). La tercera estrategia, - FOS
(Function Oriented Synthesis), sintesis orientada a la funcion
(fragmentos de las moléculas) implica también la deteccion
de pequefias moléculas mas especificas haciendo uso de
subunidades o fragmentos de compuestos similares a los
medicamentos (Wender et al., 2008).

Las dos ultimas metodologias tienen la misma filosofia y las
mismas estrategias para cumplir el objetivo general: generar
nuevas moléculas bioactivas y comprender el funcionamiento
de los procesos biolégicos universales a nivel molecular por
medio de moléculas pequefias. Tanto DOS como FOS utiliza
tacticas sintéticas modernas de la quimica organica: tactica
de economia de 4tomos mediante reacciones cataliticas
en tdndem y domino, condensaciones multicomponentes,
reacciones de cicloadicion (cicloadicion [4+2], cicloadicion
[3+2] dipolar) entre sustratos comerciales y econémicos,
0 sintéticamente accesibles. También se presta atencién a
la aplicacion de los criterios de la quimica verde en estas
reacciones. Todos estos aspectos sintéticos estan en el centro
de atenci6n de nuestro grupo y van ser mencionados en este
ensayo. Ademas, el trabajo realizado en la sintesis se ilustra
con algunas aplicaciones bio- y/o farmacoldgicas de las
moléculas preparadas.

Sintesis de nuevas moléculas pequefias utilizando
AEs y sus componentes como reactivos quimicos
renovables

La discusion de esta parte esta dividida en los siguientes
temas: 1.) Procesos de cicloadicion [4+2] con la participacion
de compuestos fenolicos con grupos alilo y/o propenilo tipo
C,-C, como alquenos sustituidos activados; 2.) Procesos de
cicloadicion [3+2] con la participacion de estirenos derivados
de compuestos fendlicos tipo C.-C,,y aldehidos aromaticos;
3.) Importanciay resultados de bioensayos usando un modelo
del pez Cebra.

En este contexto, el uso de diversos aceites esenciales (AES)
y sus constituyentes fendlicos mayoritarios de algunas plantas
tropicales como materiales renovables se considera una
innovacion. En general, se sabe que plantas son las magas del
metabolismo, biosintetizando miles de moléculas en forma
eficiente. Teniendo en cuenta de que Colombia tiene una rica
diversidad vegetal, se puede decir que las plantas tropicales
comerciales, con sus aceites esenciales, son plataformas
importantes para el desarrollo de estudios biolégicos.
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La necesidad de reducir la dependencia de la sociedad del
petréleo crudo ha encaminado la atencion de los investiga-
dores al uso de la biomasa vegetal no sélo como fuente de
energia, sino también como fuente de productos de quimica
fina. De hecho, algunos componentes de la biomasa facilmente
aislables podrian ser utilizados como reactivos quimicos en
la sintesis de nuevos productos con un mayor valor afiadido
(Cormacetal., 2007). Por ende, los AEs, con sus constituyentes,
son fuente alternativa de materiales renovables.

Explorando el lema “Diversidad botanica siempre genera
diversidad quimica”, nos enfocamos a la creacidn de nuevas
bibliotecas de compuestos a partir de los derivados del fenil-
propano — “C.-C,” y los derivados del metilbenceno — “C,-
C,” (compuestos fendlicos) (Figura 1). Aunque este grupo
presente en los AEs es menos frecuente que el grupo de
terpenoides, sus miembros juegan un rol muy importante
tanto a nivel practico como cientifico.

“.Es posible generar nuevas quimiotecas con la parti-
cipacion de los componentes principales de los AEs de
plantas medicinales? ¢Cuales requisitos deben tener estos
aceites?” La ldgica de la quimica organica sintética y la
necesidad urgente de nuevas moléculas con multiples usos
nos hicieron prestar atencion a las plantas tropicales que:
a) puedan cultivarse en grandes cantidades y con un facil
manejo; b) den un rendimiento de AE lo mas alto posible,
>10%, y c) que preferiblemente su componente principal
alcanze un contenido >55%. Es una situacion “ideal” que
problamente no siempre se presentard. Sin embargo, se
sabe que los derivados fenolicos C_-alilo como el eugenol
se han obtenido en el 76,8% de la composicién total de
aceite extraido de brotes florales del clavo seco (Eugenia
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caryophyllus) en rendimientos superiores al 12,7% (Merchan
et al., 2011; Kokate et al., 2005). Otros dos fenilpropenoides
de interés son: el estragol, aislado del estragon (Artemisia
dracunculus L.) con un porcentaje del 60 - 75% (Kordali
et al., 2005), y el safrol obtenido a partir de la madera del
tronco de Ocotea pretiosa o de la corteza de la raiz o de la
fruta de arbol Sassafras albidum (Nuttall) Nuss, con una
composicion de 92,9 y 80,0%, respectivamente (Olivero-
Verbelet al., 2010; Simic¢ et al., 2004). Las frutas del anis
estrellado (lllicium verum Hook F.) son una fuente rica en
el AE (9,8%) y también en el trans-anetol (89-92% del AE)
(Wang et al.,2010).

Con esta informacion iniciamos nuestro estudio bio-fito-
quimico. En los siguientes subrubros tematicos se ofrece
informacion novedosa sobre la utilizacién del potencial
sintético de diversos AEs, con sus constituyentes fenolicos
como sustratos renovablesen la conversion a nuevos com-
puestos heterociclicos funcionalizados, y los resultados
obtenidos durante los estudios farmacoldgicos.

1. Procesos de cicloadicién [4+2], reaccion de imino
Diels-Alder de tres componentes.

Nuevas colecciones de tetrahidroquinolinas y quinolinas
con el fragmento de anetol o eugenol se prepararon por
medio de la reaccién de imino Diels-Alder (IDA) multi-
componente (MCIDA), una herramienta potente en la
quimica organica y la quimica medicinal.

Debido a la importancia farmacoldgica de las moléculas
heterociclicas, el desarrollo de sus sintesis esta cons-
tantemente en el foco de atencion de los quimicos.
Seleccionando un modelo simple forjado en la naturaleza,

Figural. Diversidad quimicade los componentes principales presentes en los AEs de plantas medicinales.
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el alcaloide quinolinico dubamina, aislado de varias espe-
cies del género Haplophyllum (H. dubiumy H. latifolium)
de lafamilia Rutaceae, nuestro grupo desarrollé un método
efectivo de su sintesis, sus analogos cercanos y nuevos
derivados con estructuras similares: tetrahidroquino-
linas 2-hetaril sustituidas, quinolinas polifuncializadas,
(tetrahidro)indeno[2,1-c]quinolinashetaril-sustituidas,
isoindolo[2,1-a]quinolinas, etc. (Fig. 2) (Kouznetsov et
al., 2012).

Usando la metodologia DOS basada en productos
naturales y aplicando MCIDA como herramienta sinté-
tica, fue posible emplear algunos de los fenilpropanoides
mencionados como alquenos para preparar nuevas tetra-
hidroguinolinas con fragmentos de anetol y/o isoeugenol,
bajo principios de la quimica verde. Un ejemplo ilustrativo
de esta metodologia se daen la Figura 3, donde se cumplen
al menos cuatro de los doce principios de la quimica verde:
1. Economia atdmica (reaccion de cicloadicion de tres
componentes); 2. Disolventes y auxiliares mas seguros
(reduccién de disolventes, uso de solventes verdes — PEG-
400, uso de catalizadores heterogeneos verdes — AMCell-
SO,H); 3. El uso de materias primas renovables (eugenol
y anetol); 4. Prepacion de moléculas en fase solida, sin
solventes (Kouznetsov et al., 2008; Kouznetsov et al.,
2013). Gracias al disefio racional y efectivo (Fig. 2 y
3) se logrd la identificacion y el desarrollo de nuevos
agentes antiparasitarios. Entre varias moléculas lideres
se destacan la 6-etil-2-fenilquinolina (6-Et-Qu) que
fue capaz de inhibir el crecimiento de promastigotes

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):129-141, 2014

de Leishmania braziliensis y reducir el nimero de amas-
tigotes intracelulares, blogueando la biosintesis del
esterol del protozoo via la acumulacion del esqualeno
y la disminucién del nivel de 5-hidroepisterol (Bompart
et al., 2013); las 3-metil-tetrahidroquinolinas (1-B-
THQ, 6-CN-THQ) que mostraron efecto inhibidor del
crecimiento de Trypanosoma cruzi en epimastigotes y
amastigotes, y citotoxicidad inespecifica sobre fibroblastos
NCTC-929, alcanzando altos indices de selectividad
en la forma extracelular y una gran selectividad en
la etapa intracelular (Fonseca-Berzal et al., 2013)
(Fig. 4). Estos prometedores resultados revelan como
las tetrahidroquinolinas se constituyen en posibles
prototipos de farmacos, contra enfermedades tropicales
“huérfanas”, - leishmaniasis y tripanosomiasis ameri-
cana o enfermedad de Chagas.

Tetrahidroquinolinas 8-NH,-THQ y 8-NO,-THQ (Fig. 4)
presentaron potente actividad citotoxica, siendo mas
eficaces en las lineas celulares de carcinoma de mama
MCF7 y SKBR3. Ambas fueron evaluadas en combi-
nacion con dos medicamentos reconocidos, paclitaxel
y gemcitabina. Los resultados mostraron que cuando
se mezclaron estos derivados con los farmacos se
observo un gran sinergismo y una intensificacion de
la actividad citotoxica sobre ambas lineas celulares
a una concentracion por debajo de 1 pug/mL. Durante
estos estudios, el compuesto 8-NO,-THQ se identifico
CoOmo nuevo, perspectivo y seguro agente para terapia
adyuvante (Mufioz et al., 2011).

Figura 2. Estrategias y tacticas sintéticas para generar nuevas moléculas pequefias con diversidad estructural.
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Figura3. Desarrollo de nuevas tetrahidroquinolinas con fragmentos de anetol y/o isoeugenol bajo criterios de la quimica verde.

Cncer

Figura 4. Desarrollo de nuevos agentes antiparasitarios y anticancerigenos.

La actividad antioxidante se relaciona con numerosas
enfermedades (trastornos cerebrales, ateroesclerosis y
cancer), en cuyas patologias, los radicales libres pueden
estar implicados. Utilizando el ensayo de la capacidad

antioxidante equivalente Trolox® (TEAC), nuevas
moléculas tetrahidroquinolinicas 2-Fu-THQ y 2-Me-
THQ (Fig. 4) han descubierto en nuestro laboratorio.
Estas son potentes inhibidores de radicales libres, con
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valores de TEAC igual o mayor que la de antioxidantes

conocidos, tal como o-tocoferol (Kouznetsov et al.,
2011; Merchén et al., 2013).

Las 2-(3-nitrofenil)quinolinas 6-MeO-Qu y 5,7-MeO-
Qu (Fig. 4) mostraron propiedades antivirales frente
al virus del sindrome de la inmunodeficiencia humana
(VIH), realizando el test del MTT y en el ensayo de virus
recombinantes. La inhibicién de la transcripcion del VIH
de estas moléculas ocurre via mecanismo de la activacion
del forbolmiristato acetato en linfocitos primarios; el factor
nuclear B y la especificidad de la proteina-1 parecen
ser los factores de transcripcion mas importantes invo-
lucrados en su accion (Bedoya et al., 2010).

Con estos excelentes resultados recién logrados, otros
modelos de metabolitos secundarios del reino vegetal, y
otras herramientas sintéticas se introdujeron en nuestra
investigacion actual.

2. Procesos de cicloadicion [3+2], reaccion 1,3- dipolar
de dos y/o tres componentes.

El significado sintético y farmacologico de los compuestos
fendlicos (fenilpropenoides) y los alcaloides indolicos
sigue siendo importante y actual en el desarrollo de
nuevos farmacos. El sistema de anillos de dihidroindeno
y dihidrofurano, que es una subunidad estructural de
fenilpropenoides, y el sistema de C-3-espiro-2-oxiindol
estan presentes en un gran nimero de compuestos de
origen natural. Estos sistemas biolégicamente impor-
tantes pueden ser ensamblados utilizando la reaccion
de cicloadicion [3+2] dipolar como se demuestra en la
siguiente investigacion.

Como se sabe, el eugenol y el anetol son los componentes
mayoritarios de los respectivos AEs de plantas Eugenia
caryophyllus y Illicium verum, aceites econémicamente
importantes para el desarrollo de las industrias perfu-
mistica y farmacéutica. Sin embargo, sus dimeros con
la estructura de dihidroindeno, igual de importantes
biol6gicamente, se encuentran esparcidos en pocas canti-
dades en el mundo vegetal. Por eso, resulta mas fécil
prepararlos por sintesis en el laboratorio que aislarlos
de las plantas. El AE obtenido de la corteza del arbol de
Croton malambo (fam. Euphorbiaceae) posee actividad
citotoxica, proapoptotica y actividad antiinflamatoria
(Jaramillo et al., 2007; Jaramillo et al., 2010). Su
principal componente es el metileugenol, un agente
repelente que regula las interacciones planta —herbivoro
(Tan y Nishida, 2012).

Haciendo énfasis en los beneficios estructurales de estos
fenilpropanoides, se desarroll6 un proceso eficiente de
construccion de modelos lignénicos tipo dihidroindeno,
dando prioridad al uso de los principios de la quimica
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verde. De este modo, se prepard un catalizador recupe-
rable, con caracteristicas acidas y soportado en silica,
el Si0,-0-SO,H que permiti¢ la obtencion de dimeros
del trans-anetol y del trans-isoeugenol (Kouznetsov y
Merchan Arenas, 2009). La sintesis formal del dimero de
metileugenol se realiza en mismas condiciones de reaccion
utilizando el AE de Croton malambo con su componente
mayoritario, metileugenol (Fig. 5). Cabe notar que con
una simple manipulacién de la reaccién de aquilacion el
AE de clavo y de su componente mayoritario, el eugenol
se convirtio en el metileugenol.

En busca de nuevas moléculas inhibidoras de radicales
libres analogas a los fenilpropanoides fendlicos, se modi-
fico la estructura del eugenol y su isomero, el isoeugenol.
Por simples modificaciones quimicas (hidrogenacion,
hidroximetilacion bésica, hidroximetilaciénacida y dime-
rizacion) se prepard la siguiente serie del dihidroeugenol,
hidroximetileugenol, 4-(1,3-dioxanil)fenol y vy-diisoeu-
genol. Todas estas moléculas presentaron una alta
actividad como inhibidores de los radicales libres. En
particular, el y-diisoeugenol y 1,3-dioxanilfenol fueron
las moléculas mas activas, superando la vitamina E
(Merchan et al., 2011) (Fig. 6).

Los mismos AEs y sus constituyentes fendlicos se
pueden utilizar en la construccion de dihidrofuranos
polifucionalizados (Fig. 7). Estas moléculas dihidro-
furanicas contienen en su estructura una unidad C-C,,
caracteristica de neolignanos dihidrofuranicos, tal es la
licarina Ay (-)-a-acuminatina. Estas Gltimas mostraron
actividad anticancerigena contra la linea celular HL-60 y
una potente actividad antioxidante (Charlton, 1998).

Usando PEG 400 y catalizador acido (BF,-OEt,) en la
reaccion formal de cicloadicion [3 +2], se prepararon
trans-dihidrobenzo[b]furan-5-oles. El isoeugenol y/o
anetol y la benzoquinona fueron utilizados en esta sintesis
(Fig. 7) (Kouznetsov et al., 2008).

El PEG 400 es considerado como uno de los medios de
reaccion inocuos y se emplea generalmente como vehiculo
para la administracion de farmacos en el organismo. Por
esta razon, la utilizacion de este disolvente en la reaccion
de cicloadicién se considera verde y adecuado para la
construccion de los trans-2,3-dihidrobenzo[b]furan-
5-oles.

De otro lado, los alcaloides inddlicos representan una
parte importante del estudio de los productos naturales,
incluyendo los alcaloides del sistema de C-3-espiro-
2-oxiindol construido a partir del nacleo de la isatina,
producto comercial y econdmicamente asequible (Fig.
8). Los derivados espiro-pirrolidinicos son la familia mas
conocida y abundante de este tipo de alcaloides, donde
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Figura 5. Desarrollo de dihidroindenos usando AEs y sus constituyentes fendlicos como reactivos renovables.

Figura 6. Manipulaciones quimicas del eugenol e isoeugenol hacia moléculas antioxidantes.

se destaca la horsfilina, un agente analgésico aislado de
la planta Horsfieldia superba. La (+)-retronecina, a su
vez, es un compuesto organico heterociclico donde dos
anillos de cinco miembros se encuentran unidos por un
nitrégeno coman.

El esqueleto de la pirrolizidina constituye la estructura
central de un grupo de alcaloides que se pueden encontrar
en mas de 6000 plantas, por ejemplo, en Senecio douglasii.
Debido a su importancia bioldgica, se prepararon nuevas
series de moléculas heterociclicas con el sistema de
C-3-espiro-2-oxiindol generando diversidad molecular
de naturaleza indélica (Fig. 8). Estas moléculas son de

gran importancia para la quimica organica y la quimica
medicinal, debido a su abundancia en varios productos
naturales de interesante arquitectura molecular.

La construccion del sistema de C-3-espiro-2-oxiindol,
donde los esqueletos de la isatina y pirrolizina se unen
via el carbono espiro, se realiz6 con facilidad mezclando
tres componentes en un medio verde (agua con carbonato
de propileno — C.P.). Este ejemplo es interesante por que
se forman simultaneamente tres nuevos enlaces y cinco
centros esterogénicos incluyendo un atomo cuaternario
(espiro-atomo) en un solo paso (Fig. 8) (Puerto Galvis y
Kouznetsov, 2013).
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Figura 7. Sintesis de 2,3-dihidrobenzo[b]furan-5-oles usando medios de reaccion verdes.

Figura 8. Modelos de alcaloides y generacion de compuestos indolicos.

3. Estudios farmacoldgicos: pequefios peces, moléculas
organicas y grandes esperanzas.

El desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos implica
la realizacion de numerosos ensayos in vivo e in vitro
para la identificacion del compuesto mas promisorio. Este
compuesto-lider debe ser sometido a rigurosas pruebas
de toxicidad y farmacocinética antes de ser evaluado en
ensayos clinicos. Sin embargo, muchas de estas pruebas

pre-clinicas no aseguran el éxito de estas moléculas en
los subsecuentes estudios clinicos. La correlacion directa
entre los modelos animales y los humanos es obstaculo
principal para la generacion de nuevos farmacos. Lo
anterior constituye uno de los principales retos de la
farmacologia y la quimica medicinal. Ultimamente, el
pez Cebra (Danio rerio), un vertebrado de 4-5 cm de
longitud, se ha convertido en un modelo atractivo y
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muy importante. Este modelo ha contribuido en varios
aspectos hio-farmacoldgicos importantes, tales como la
identificacién de dianas farmacoldgicas, modelos de
enfermedades, descubrimiento de los compuestos-lideres
y su toxicologia. Esto se debe a la alta homologia genética
con los humanos: estos peces comparten mas del 85 %
con humanos, la gran similitud entre tejidos y 6rganos y
la presencia de repuestas biologicas similares cuando se
“estimulan” con moléculas pequefias (Stern'y Zon, 2003).

Comparando con los estudios farmacolégicos tradicio-
nales de las ratas, los conejos y primates, este modelo
tiene varias ventajas, a saber: a) los embriones y larvas
del pez Cebra son de tamafio pequefio (1-1,5 mm) son
transparentes durante las primeras etapas de desarrollo;
b) su embriogénesis finaliza durante las primeras 24
horas de vida; y c) su desarrollo ocurre fuera del Gtero de
la madre. Todo eso ayuda su inspeccion visual y estudio
como un sistema individual. Adicionalmente, su alta
fertilidad (una pareja de adultos puede llegar a producir
de 400-600 embriones) permite evaluar una gran cantidad
de moléculas en cuestion de dias (Rubinstein, 2003).

La técnica de los bioensayos en modelo del pez Cebra
puede ser representada graficamente en la Figura 9. La
claridad optica del embrion hace posible la visualizacion
de una amplia variedad de cambios funcionales y
morfoldgicos sin matar, diseccionar ni manipular los
embriones. La necrosis puede ser facilmente detectada
como opacidad anormal en el embrién. Los defectos en
el sistema circulatorio, tales como hemorragias, también
pueden ser evaluados facilmente (Stern y Zon, 2003).

Figura9. Larvas de pez cebra (Danio rerio) de 6 dias post-fertilizacion
y esquema general de bioensayos en el modelo pez Cebra.

Conexion de Biologia y Quimica

Hoy en dia, las investigaciones que utilizan este modelo se
expanden hacia areas como la neurociencia, farmacologia,
investigaciones clinicas (esencialmente cardiovasculares)
y quimica medicinal (el desarrollo de agentes quimio-
terapéuticos). Este hecho se ve reflejado en el marcado
incremento en las publicaciones asociadas al pez Cebra en
afios recientes (Taylor et al., 2010; Letamendiaet al., 2012;
ReddyGuduruet al., 2013; Basu y Sachidanandan, 2013).

Gracias a la simpleza y eficacia del proceso de sintesis,
nuestro grupo pudo disponer de una quimioteca de moléculas
y logré desarrollar e implementar por primera vez en
Colombia un modelo in vivo. EI modelo de embriones del
pez Cebra es rapido, econdmico, con pocos conflictos éticos
y sus resultados son de alta confiabilidad y reproducibilidad.
Todo eso incrementa las probabilidades de éxito de futuros
ensayos clinicos. Es asi, como el modelo del pez Cebra se
convierte en una herramienta Gtil para la farmacologia y la
quimica medicinal en el disefio, desarrollo y descubrimiento
de nuevos farmacos, tal y como lo demuestran los resultados
que se expondran a continuacion.

Habiendo obtenido y caracterizado una nueva biblioteca
de veinte miembros basados en el sistema de la 3C-espiro-2-
oxindol-1"-nitropirrolizidina que fue construido por medio de
reaccion “one-pot” de tres componentes (diversas prolinas,
isatinas y nitroesterenos) (Fig. 8), se realizaron los ensayos
de su toxicidad (concentracion letal - CL,,, umol/L) en
embriones del pez Cebra identificando varias moléculas
toxicas, la EONP-1 y la EONP-3, y varias moléculas no
téxicas, la EONP-2, EONP-4 y EONP-5 (Tabla 1) (Puerto
Galvis y Kouznetsov, 2013).

Una vez que se determind la CL, para esta serie, se inicid
el analisis de los cambios fenotipicos, es decir el estudio de
coémo se manipulan sutilmente la actividad y la expresion
normal de los genes enddégenos y proteinas.

Este estudio se realiz6é en un rango de concentraciones por
debajo del valor de CL,, y los fenotipos inducidos por las
moléculas en los embriones de pez cebra, se analizaron a
las 48, 72 y 96 horas después de la fertilizacion (hpf, hours
post fertilization). Durante el andlisis se observo el retraso
del desarrollo, cuerpos curvados (CB, curved bodies), edemas
graves, edema en el saco vitelino (YS, big yolk sac o0 YSE),
desarrollo anormal del intestino medio (MI). Los efectos
descritos fueron los principales fenotipos visuales observados
para esta serie, y dependen del compuesto administrado (Tabla
1). Los resultados sugieren que el suministro de nutrientes y
hormonas, contenidas en el YS al sistema circulatorio es lento
y se inducen varios dafios al higado.

Tomando como punto de partida los resultados encontrados,
se iniciaron ensayos de actividad antiviral frente a herpes
virus, antimicoticos y citotoxicos, con el fin de establecer
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Tabla 1. Nueva libreria y el esquema de los bioensayos in vivo con los embriones del pez Cebra.*

* (A-C) Fotografias del microscopio de los embriones de pez cebra no tratados; (D-F) Fotografias del microscopio
de los embriones de pez Cebra tratados con el compuesto EONP-1 a 50 uM, YS = saco vitelino (yema); (G-1)
Fotografias del microscopio del pez Cebra embriones tratados con EONP-2 a compuesto a 150 uM; (J-L) Fotografias
del microscopio de los embriones de pez cebra tratados con EONP-3 a 50 M, CB = cuerpo curvado, a = edema del
yema (YSE), b = desarrollo anormal del intestino medio (MI) ; (M-O) Fotografias del microscopio de los embriones
de pez Cebra tratados con EONP-4 a 200 uM; (P-Q) Fotografias del microscopio de los embriones de pez Cebra
tratados con EONP-5 a 200 pM.
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los posibles mecanismos de accion, e identificar nuevos
targets bioldgicos implicados en el desarrollo embrionario
de los vertebrados.

Conclusiones y perspectivas futuras

Los aceites esenciales de diversas plantas aromaéticas
tropicales desempefian un papel importante en el desarrollo
de las ciencias naturales. A lo largo de la historia de
la civilizacion humana, éstos se utilizaron para fines
medicinales, farmacoldgicos, en aromaterapia y con fines
culinarios. Hoy en dia, es evidente que la biomasa vegetal,
incluidos los aceites esenciales no s6lo son una fuente de
energiay alimento, sino también una fuente para los reactivos
de la quimica fina. Los aceites esenciales son mezclas muy
variables y complejas de metabolitos, tienen componentes
aislables y son de caracter renovable.

La gran ventaja de trabajar con aceites esenciales, es que la
mayoria de ellos se destilan en un solo paso, ofreciendo sus
componentes valiosos rapidamente. Por otra parte, algunas
plantas tropicales aromaticas crecen rapidamente y dan una
gran fraccion de aceite esencial (hasta 2 - 10%), por lo tanto,
si se tiene una planta que produce una alta cantidad del
aceite esencial, hasta un 10%, y cuyo componente principal
(o mejor, un componente Unico) alcanza hasta el 55%, hay
una gran posibilidad de utilizar este aceite como reactivo
en sintesis quimica, para la obtencién de nuevos productos
con un mayor valor afiadido, por ejemplo, con propiedades
bioldgicas, farmacoldgicas, etc.

Sobre esta base, el interés por los aceites esenciales como
reactivos de quimica fina se incrementara en el futuro. No
s6lo las moléculas aromaticas que se encuentran en los
aceites esenciales pueden ser usadas en la preparacion de
diversos productos, sino también los compuestos terpénicos,
otros componentes principales de estos aceites esenciales
con interesantes estructuras.

La diversidad quimica de las funcionalidades en los com-
puestos fendlicos, y en los terpenos, ha generado la amplia
diversidad estructural presente en los numerosos productos
naturales conocidos. Con la atencion fija en los procedimientos
sintéticos de caracter verde, no seria sorprendente encontrar
maés aplicaciones sintéticas a los componentes mayoritarios
de los aceites esenciales.

Se espera que esta pequefia resefia ayude a los lectores a
inspirarse, y a realizar nuevos descubrimientos e innova-
ciones transformando quimicamente los aceites esenciales,
unos reactivos econémicos, accesibles y renovables.

El descubrimiento de farmacos involucra un proceso complejo
de ensayos bioquimicos, celulares y pruebas de validacion
en modelos animales, teniendo como dltimo peldafio la
validacion en seres humanos; este proceso toma tipicamente
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de 12 a 15 afos y varios millones de délares antes que el
farmaco alcance el mercado. El cribado de compuestos
quimicos de bajo peso molecular, la identificacion de los
cambios fenotipicos y el respectivo reconocimiento de
su(s) diana(s) biolégica(s) en los organismos vivos usados
como modelos, representa una poderosa alternativa en la
identificacion de compuestos lideres, al combinar un proceso
de cuantiosos pasos en unos pocos.

Dado que numerosos procesos biolégicos no pueden ser
recreados en cultivos celulares, y que el metabolismo de
los compuestos podria ser profundamente diferente para un
organismo entero, la utilizacion de los peces Cebra surge como
un modelo bioldgico versatil, que permite eliminar muchos
de los inconvenientes y disminuir los costos asociados a los
ensayos bioldgicos iterativos.

Los avances en la comprension de los sistemas bioldgicos, se
debe a la sabia aplicacién de los principios y técnicas de la
quimica orgénica. La perturbacion que causan las moléculas
pequefias en los sistemas bioldgicos, permite encontrar una
valiosa y detallada informacién acerca del funcionamiento
de los sistemas vivos desde una perspectiva molecular.

Por lo tanto, la quimica orgénica sintética juega un papel de
iniciador en el descubrimiento bioldgico, disefiando rutas
sintéticas y metodologias eficientes para la construccion
y optimizacion de sistemas moleculares que pretenden
alcanzar una alta analogia estructural con las moléculas
descubiertas en la naturaleza, reconocidas por ser efectivas
en el tratamiento de diversas enfermedades.
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Modelos relativistas de discos de polvo
magnetizados en un espaciotiempo
conformestatico axialmente simétrico

Guillermo A. Gonzalez

Escuela de Fisica, Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia

Resumen

Se presenta una familia infinita de nuevas soluciones de las ecuaciones de Einstein-Maxwell para espaciotiempos
conformestaticos axialmente simétricos. La familia de soluciones describe discos delgados de polvo cuya fuente
material presenta una corriente de conduccion superficial. Las soluciones se obtienen expresando la funcién métrica
y el potencial magnético en términos de una funcion auxiliar que satisface la ecuacion de Laplace, una propiedad
caracteristica de los espaciotiempos conformestaticos. Al introducir una discontinuidad finita en las primeras
derivadas del tensor m’etrico, se obtienen soluciones con una singularidad de tipo funcion delta con soporte en la
hipersuperficie z = 0, describiendo discos infinitesimalmente delgados de extension infinita. El tensor de momentum-
energia superficial y la densidad de corriente superficial del disco se obtienen entonces utilizando el formalismo de
las distribuciones tensoriales y se analiza su contenido fisico. Se encuentra entonces que la densidad de energia
se comporta bien en todas partes, que el tensor de momentum-energia satisface todas los condiciones de energia
y que, aunque los discos son de extension infinita, su masa total es finita. Adicionalmente, se encuentra que los
escalares cuadraticos de curvatura y los invariantes electromagnéticos presentan un comportamiento regular, de tal
manera que el espaciotiempo esta libre de singularidades. Finalmente, con el fin de ilustrar el comportamiento de
la familia de discos delgados, se considera el modelo correspondiente al primer miembro de la familia y se analiza
graficamente el comportamiento de la densidad superficial de energia y de la densidad superficial de corriente.

Palabras clave: Relatividad General, Soluciones exactas, Campos de Einstein-Maxwell.
Relativistic models of magnetized dust disks in an axially symmetric conformastatic spacetime
Abstract

An infinite family of new solutions of the Einstein-Maxwell equations for axially symmetric conformastatic
spacetimes is presented. This family of solutions describe thin dust disks made of material sources with a surface
conduction current. The solutions are obtained by expressing the metric function and the magnetic potential in
terms of an auxiliary function which satisfies the Laplace equation, a characteristic property of the conformastatic
spacetimes. By introducing then a finite discontinuity on the first derivatives of the metric tensor, solutions with a
delta function type singularity with support on the hypersurface z = 0 are obtained, describing so infinitesimally
thin disks of infinite extension. Then, the surface energy-momentum and the surface current density of the disk are
obtained by using the formalism of tensorial distributions and their physical content is analyzed. It was found that
the energy density behaves well everywhere, that the energy-momentum tensor satisfies all the energy conditions
and that, although the discs are of infinite extension, their total mass is finite. Furthermore, it is found that the
curvature quadratic scalars and the electromagnetic invariants are regular everywhere, so that the spacetime is free of
singularities. Finally, in order to illustrate the behavior of the family of thin disks, we consider the model for the first
family member and graphically analyzes the behavior of the surface energy density and the surface current density.

Key words: General relativity, Exact solutions, Einstein-Maxwell fields.
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1. Introduccion

Una de las caracteristicas mds fundamentales de un sistema
aislado en el universo es la simetria axial, siendo ejemplos im-
portantes de esta clase de configuraciones planetas, estrellas,
galaxias, discos de acrecién y agujeros negros. De acuerdo con
esto, a través de los afos se ha dedicado una gran cantidad de
esfuerzo al estudio tedrico del campo gravitacional generado
por esta clase de fuentes aisladas, tanto en el marco de la teoria
newtoniana de la gravitacién como en el de la teoria general de
la relatividad. Ahora bien, en el contexto de la relatividad ge-
neral, la obtencién de soluciones de las ecuaciones de Einstein
que describan de manera auto-consistente los campos gravita-
cionales y las fuentes materiales que los generan es un proble-
ma de gran dificultad. Para obtener esta clase de soluciones se
deben plantear y resolver simultdneamente el problema “‘exte-
rior”, un problema de contorno para las ecuaciones de Eins-
tein en el vacio cuya solucién determina el campo externo, y
el problema “interior”, cuya soluciéon determina la estructura y
la dindmica de la fuente en su propio campo gravitacional.

Por otro lado, cuando la fuente es un disco infinitesimal-
mente delgado, el problema interior se reduce a la formula-
cién de condiciones de frontera para la solucién exterior. Asi
entonces, se pueden obtener soluciones auto-consistentes re-
solviendo el problema exterior sujeto a condiciones de frontera
apropiadas para obtener fuentes de materia con un comporta-
miento fisicamente razonable. Ademds, a pesar de su naturale-
za altamente ideal, los modelos relativistas de configuraciones
discoidales infinitesimalmente delgadas de materia autogravi-
tante presentan clara relevancia astrofisica puesto que pueden
usarse para modelar discos de acrecién, galaxias en equilibrio
termodindmico y la superposicion de galaxias y agujeros ne-
gros. En consecuencia, un buen nimero de trabajos se han de-
dicado a la obtencidn y andlisis fisico de soluciones exactas
de las ecuaciones de Einstein correspondientes a este tipo de
modelos. Asi, varios autores han obtenido diferentes clases de
soluciones exactas correspondientes a discos delgados estati-
cos [1-13] y estacionarios [14—18].

Fuentes discoidales para un espaciotiempo estacionario
axialmente simétrico con campos magnéticos son igualmen-
te de importancia astrofisica principalmente en el estudio de
estrellas de neutrones, enanas blancas y formacién de gala-
xias. De a cuerdo con esto, esta clase de configuraciones se han
estudiado extensivamente en la literatura, tanto desde el con-
texto puramente astrofisico como en relatividad general. Sin
embargo, existen muy pocas soluciones exactas de las ecua-
ciones de Einstein-Maxwell correspondientes a esta clase de
fuentes [19-25]. Ahora bien, una caracteristica principal de
las soluciones anteriormente mencionadas es el hecho de que
el tensor de momentum-energia de la fuente describe un fluido
anisétropo. De igual manera, casi todas estas soluciones, ex-
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cepto la presentada por Letelier en [20], corresponden a fuen-
tes que no s6lo son magnetizadas sino que presentan una den-
sidad superficial de carga diferente de cero. Asi entonces, la
relevancia astrofisica de éstas no es clara debido a que no exis-
te evidencia observacional de objetos astrofisicos cargados.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se presenta
una familia infinita de discos de polvo axialmente simétricos
cuya fuente material presenta una corriente de conduccién su-
perficial. Las soluciones se obtendrdn mediante la técnica del
“problema inverso” [26], en la cual se toma una solucién de
las ecuaciones de vacio de Einstein-Maxwell la cual presenta
un discontinuidad en sus primeras derivadas a través del plano
del disco y luego el tensor de momentum-energiay la densidad
de corriente de la fuente se obtienen a partir de las ecuaciones
de Einstein-Maxwell. Las propiedades fisicas de la distribu-
cién de materia se estudian entonces analizando el tensor de
momentum-energia y la densidad de corriente obtenidas. Con
el fin de obtener estas soluciones discoidales, se resuelven las
ecuaciones de vacio de Einstein-Maxwell para espaciotiem-
pos conformestaticos axialmente simétricos; esto es, espacio-
tiempos estaticos en los cuales el elemento de linea espacial es
conformemente plano [27,28] y en los cuales el elemento de
linea se puede expresar en términos de una sola funcién métri-
ca. Las soluciones se obtienen entonces expresando la funcién
métrica y el potencial magnético en términos de una funcién
auxiliar que satisface la ecuacién de Laplace, una propiedad
caracteristica de los espaciotiempos conformestéticos [29]. Al
introducir una discontinuidad finita en las primeras derivadas
del tensor métrico, utilizando el procedimiento de “desplaza-
miento, corte y reflexién” [26], se obtienen soluciones con una
singularidad de tipo funcién delta con soporte en la hipersuper-
ficie z = 0, describiendo discos infinitesimalmente delgados
de extension infinita.

El trabajo se encuentra organizado de la siguiente mane-
ra. Inicialmente, en la seccion 2, se presentan las ecuaciones
de Einstein-Maxwell para espaciotiempos conformestéticos y
sus soluciones se encuentran resolviendo el sistema de ecua-
ciones de tal manera que las soluciones pueden expresarse en
términos de una funcion solucién de la ecuacién de Laplace.
Luego, en la seccién 3, se obtienen el tensor de momentum-
energia superficial del disco y la densidad de corriente super-
ficial utilizando el formalismo de las distribuciones tensoria-
les. Se encuentran entonces las expresiones para la densidad
de energia superficial del disco asi como para su masa total
y se muestra explicitamente que los discos estdn de acuerdo
con todas las condiciones de energia. A continuacidn, en la
seccidn 4, se presenta una familia de discos obtenida tomando
para la ecuacién de Laplace una familia de soluciones defi-
nida mediante una expansién en términos de polinomios de
Legendre. Se obtienen entonces las expresiones explicitas pa-
ra todas las variables que caracterizan el modelo y se analiza
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su comportamiento general. Se muestra entonces que, aunque
los discos delgados son de extensién infinita, su masa total es
finita. Adicionalmente, se encuentra que los escalares cuadrati-
cos de curvatura y los invariantes electromagnéticos presentan
un comportamiento regular, de tal manera que el espaciotiem-
po estd libre de singularidades. Para ilustrar el comportamien-
to de la familia de discos delgados, se considera el modelo
correspondiente al primer miembro de la familia y se analiza
graficamente el comportamiento de la densidad superficial de
energia y de la densidad superficial de corriente. Finalmente,
en la seccion 5, se presenta una breve discusion de los resulta-
dos principales.

2. Las ecuaciones de Einstein-Maxwell

Las ecuaciones de Einstein-Maxwell, en unidades
geométricas de Heaviside-Lorentz tales que ¢ = 87G = g =
€op = 1, toman la forma

1

Rab - §gabR = Tab7 (1)
Fy, = 0, 2

con el tensor de momentum-energia dado por

c 1 cd
Tab = Fach - ZgachdF P (3)

donde

Fab = Ab,a - Aa,b (4)

es el tensor de campo electromagnético y A, es el potencial
electromagnético.

Ahora bien, para un espacio-tiempo conformestatico axial-
mente simétrico, el elemento de linea se puede expresar co-
mo [27]

ds® = — e*Vdt? + e 2V (r2dp? + dr® + d2%),  (5)

donde z® = (t, ¢, r, z) son las coordenadas cilindricas usuales

y la funcién métrica v sélo depende de r y z. Asi, tomando el
potencial electromagnético como

Aq = (0,4,0,0), (©6)

y suponiendo que el potencial magnético A igualmente sélo
depende de r y z, las componentes no nulas del tensor de cam-
po electromagnético son

Fgm‘ = —A T )

F<pz = 7A,Z7 (8)
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de modo que se tiene un campo magnético puro, axialmente
simétrico.

Considerando entonces la métrica dada por (5) y el poten-
cial electromagnético como (6), las ecuaciones de Einstein-
Maxwell en el vacio son equivalentes al sistema

Pl A+ (T AL) ] 42V AV =0, (9)

202 b, + 2V ALA L =0, (10)
2r°y% = e* A2, (11)
2r??, = e?V A2, (12)
V2 = Vi - Vi, (13)

donde V es el operador diferencial usual en coordenadas
cilindricas para una funcién axialmente simétrica. Asi, de las
ecuaciones (10) - (12) es facil ver que A y v estdn relacionadas
mediante el sistema sobre-determinado

A, =4V2re Ve, (14)

A, =FV2re Yy, (15)

cuya condicién de integrabilidad esta garantizada cuando v es
una solucién de la ecuacién (13), y la ecuacion (9) se satisface
trivialmente.

Con el fin de resolver la ecuacion (13), ésta se escribe pri-
mero en la forma equivalente

(16)

y entonces se expresa la funcién métrica i) mediante la rela-
cién

eV =1-U, (17)

de tal manera que U (r, z) es una solucién axialmente simétrica
de la ecuacion de Laplace,

ViU =0, (18)
la cual debe anularse en el infinito con el fin de tener un
espacio-tiempo asintoticamente plano. Adicionalmente, si s6lo
se consideran soluciones que sean negativas en todas partes,
e¥ sera en todas partes positiva y no singular. Asf entonces, en
términos de U (r, z), las ecuaciones (14) y (15) toman la forma

A, =+V2rU,, (19)

AL =FV2rU,, (20)
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un sistema sobre-determinado cuya condicién de integrabili-
dad estd garantizada por la ecuacion de Laplace (18). De acuer-
do con esto, sdlo es necesario resolver la ecuacién de Laplace
para obtener la funcién métrica 1 y el potencial magnético A
se obtiene resolviendo el sistema sobre-determinado anterior.

Ahora bien, soluciones correspondientes a distribuciones
discoidales delgadas deben ser funciones simétricas de z con
sus primeras derivadas con respecto a 2z discontinuasen z = 0
[26]. Por lo tanto, con el fin de obtener esta clase de soluciones,
se supondrd que U (r, z) es una funcién continua en todas par-
tes y con derivadas continuas de tal manera que, resolviendo el
sistema sobre-determinado (19) - (20), se obtendrd un poten-
cial magnético A(r, z) igualmente continuo en todas partes y
con derivadas continuas. Utilizando entonces el procedimiento
de “desplazamiento, corte y refelxién” [26], después de tener
la solucién completa para las ecuaciones de Einstein-Maxwell
se hard la transformacién z — |z| 4+ a, en donde a es una
constante positiva arbitraria, de tal manera que se obtendrin
soluciones continuas en todas partes pero con las primeras de-
rivadas con respecto a z discontinuas en la superficie del disco.
El resultado serd una solucién con una singularidad del tipo
funcién delta sobre z = 0, la cual se puede interpretar como
un disco delgado infinito.

3. Contenido fisico de la fuente

Como se sefiald en la seccion anterior, las soluciones de
las ecuaciones de Einstein-Maxwell correspondientes a fuen-
tes discoidales son funciones pares de la coordenada z, conti-
nuas en todas partes pero con sus primeras derivadas con res-
pecto a z discontinuas en el disco. Por lo tanto, el contenido
material y electromagnético del disco serd descrito por funcio-
nes las cuales son distribuciones con soporte sobre el disco.
De acuerdo con esto, para obtener el tensor de momentum-
energia y la densidad de corriente de la fuente, se expresa el
salto a través del disco de las primeras derivadas con respecto
a z del tensor métrico como

Yab = [gab,z] = 2gab,z|z:0+; (21)

y el salto a través del disco del tensor campo electromagnético
como

[an] = [Aa,z] = 2Aa,z|z (22)

=0+’
donde se ha hecho uso de la simetria de reflexién con respecto
az=0.

Usando entonces la formulacién en términos de distribu-
ciones tensoriales [30-32] o las condiciones de juntura sobre la
curvatura extrinseca de cascarones delgados [33-35], se puede
escribir el tensor métrico como

gab = g1,0(2) + g, {1 — 0(2)}, (23)

Modelos relativistas de discos de polvo

de tal manera que el tensor de Ricci se expresa como

Rap = R},0(2) + Ry {1 — 0(2)} + Hapd(2),  (24)

donde 6(z) y (=) son, respectivamente, las distribuciones de
Heaviside y Dirac con soporte en z = 0. En la expresion ante-
rior los tensores gaib y be son el tensor métrico y el tensor de
Ricci en las regiones z > 0y z < 0, respectivamente, mientras
que
1 zZ Sz zZ Sz CSz Sz zz

Hab = 5{7@6}) +7b a Vcé‘aé‘b -9 ’Yab}a (25)

donde todas las cantidades estdn evaluadas en z = 0.

De las ecuaciones de Einstein-Maxwell se obtiene enton-
ces un tensor de momentum-energia de la forma

Top = Tp0(2) + Ty {1 = 0(2)} + Qapd(2),  (26)
y una densidad de corriente de la forma
J¢ =1T1%(z), 27)

donde los tensores 7% son los tensores de momentum-energia

electromagnéticos definidos mediante la ecuacion (3) para las
regiones z > 0 and z < 0, respectivamente, mientras que

1

Qu = 51065+ 670 — 70 — 0 v

+ 75 (97 gab — 0265) } (28)

es la contribucién de la fuente discoidal al tensor de
momentum-energia y

I° = [ 29)
es la contribucién de la fuente discoidal a la densidad de co-
rriente.

El tensor de momentum-energia superficial del disco
(SEMT), Sup, y la densidad de corriente superficial, j¢, se pue-
den obtener mediante las relaciones

Sup / Qud(2)dsn = ¢ *Quy  (30)

¢ = /I“(S(z)dsn = e ¥I°, (31)
donde ds,, = /g.. dz es la medida fisica de longitud en di-
reccién normal al disco. Por lo tanto, la tinica componente no

nula de Sy es
Soo = 4€*V1) ., (32)

y la Gnica componente no nula de la densidad superficial de
corriente j¢ es
L 2e%A,
=—=,

(33)
-

donde todas las cantidades estdn evaluadas en z = 0.
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Introduciendo la tétrada ortonormal de un observador

estatico,
et = V*=e Y5, (34)
ez = W= rlevsy, (35)
et = X%=e%ds, (36)
et = Y"=e'd, (37)
el SEMT se puede escribir como
S = eVev?. (38)

De acuerdo con esto, la fuente de materia es un disco de polvo
con una densidad superficial de energia dada por

€ =4e%y ,, (39)
y cuyo vector velocidad estd dado por V', el vector temporal

de la tétrada. La masa total del disco esta dada entonces por la
expresion

M = 271'/ e Yerdr, (40)
0
obtenida usando la formula de Komar [35, 36].

Por lo tanto, debido a que se tiene una fuente de polvo,
todas las condiciones de energia [37] se reducen al requeri-
miento de que la densidad de energia sea mayor o igual que
cero,

€>0. 41)

Por otro lado, utilizando la ecuacién (17), la densidad de
energia se puede escribir como

4U

€ =

Adicionalmente, dado que U(r, z) es una solucién de la ecua-
cioén de Laplace, se puede considerar como el potencial newto-
niano de una fuente con una densidad superficial de masa dada
por
o= & (43)
2
Asi entonces, si la densidad de masa newtoniana o es mayor
o igual que cero en todas partes, la densidad de energia rela-
tivista correspondiente serd mayor o igual que cero en todas
partes y no singular, teniendo en cuenta que sélo se consideran
soluciones de la ecuacion de Laplace negativas en todas partes.
De igual manera, la densidad superficial de corriente se
puede escribir como

J=gwe, (44)
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de modo que el disco posee una densidad superficial de co-
rriente de conduccién en la direccién acimutal dada por

o 2eA
J= (45)
r
la cual, en términos de U (r, z), se puede escribir como
20
| = F 5, 46
J=% (1-U) (46)

y el signo se escoge de acuerdo con el signo escogido en el
sistema sobre-determinado (19) - (20).

Ahora bien, las componentes del campo magnético medi-
das por el observador estatico estdn dadas por

29

B = Az C)
r
29

B = S (48)
T

mientras que Bz = 0. Por otro lado, las componentes de la
aceleracion del observador con respecto a la tétrada ortonor-
mal son

ar = eV, (49)

az = €'y, (50)
asf que, utilizando las ecuaciones (14) y (15), se obtiene

Br = Fas, (51

B = Fas, (52)

y asi el campo gravitacional y el campo magnético estan ali-
neados, una propiedad caracteristica de todo solucién de las
ecuaciones de Einstein-Maxwell en espaciotiempos confor-
mestaticos [29]. Las lineas de campo se pueden obtener re-
solviendo la ecuacién diferencial

dz dr

=== 53
5 =5 (53)

la cual, utilizando las ecuaciones (47) y (48), se puede escribir
como

A,dr+ A .dz =0. (54)
De acuerdo con esto, la ecuacién
A(r, z) =k, (55)

con k constante, se puede usar para determinar las lineas tanto
del campo magnético como del campo gravitacional.
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Finalmente, con el fin de determinar la posible presencia
de singularidades, consideraremos los escalares cuadraticos de
curvatura [38]

Kr R Rapeq, (56)
ab RklcdR
ICII _ €kl abcd’ (57)
V=g
abkl cdmnR R
ICIII _ € € kimn abcd’ (58)
g
asi como los invariantes electromagnéticos
Fi = FuF®™, (59)
abcha Fc
Fi = e (60)

V=9

donde ¢ es el simbolo de Levi-Civitay g = det gqp.
Utilizando entonces la solucién (17), los escalares de cur-
vatura se pueden escribir como

abed

8N, 16Ny U, 16 U2

K; = L 61
=a-oetacoy o Tazop e @O
Krr =0, (62)
64|VU[*
—4K; — ——— 63
Krrr = 4Ky L-0)F (63)
donde

Ny = T7VU*+2(1-U)*(U2,. +U2%,)

+6(1—U)[U,m (U2 —U%) +2U,U.U .l
Ny = U,(1-U)—3U2%.

De igual manera, utilizando (7), (8), (19) y (20), los invariantes
electromagnéticos se pueden escribir como

AVU 2

Fro= a-om

(64)

Fir = 0. (65)
Asf, el comportamiento de los escalares de curvatura y de los
invariantes electromagnéticos estd determinado por la funcién

Ul(r, z).

Modelos relativistas de discos de polvo

4. Una familia de discos magnetizados

Consideremos ahora una familia de soluciones de las ecua-
ciones de Einstein-Maxwell obtenida tomando para la ecua-
cion de Laplace (18) una familia de soluciones definida me-
diante la expansién

m R
’H’L Z C Rf{l ?

(66)
para cada m > 0, donde R? = r? 4 22, P,(z/R) son los
polinomios de Legendre usuales y las C), son constantes ar-
bitrarias. Usando entonces para lo polinomios de Legendre la
representacion [39]

Po(z/R) = (=1)"

n+1 n
R 0 [1}7 67)

n! Ozm

se puede resolver facilmente el sistema sobre-determinado
(19) - (20), obteniendo para el potencial electromagnético la
familia de soluciones

Az = 3 S L2

n! §z" (68)
tomando el signo negativo en (19), el signo positivo en (20), y
la constante de integracion igual a cero.

Asi entonces, después de tener la solucidn definida me-
diante las ecuaciones (69) y (70), se hace la transformacién
z — |z| 4+ a para obtener la solucién discoidal correspondien-
te,

UT)’L (Tv Z) =

U (1, |2] + a), (69)

Am(T,Z) = Am(r,|z|+a). (70)

Adicionalmente, para satisfacer los requerimientos impuestos
sobre U (r, z) con el fin de tener un espacio-tiempo asintética-
mente plano y satisfacer las condiciones de energia, las cons-
tantes C), se escogeran de tal manera que

Un(r,z) < 0, (71a)
Unyr(r,z) > 0, (71b)
Unm,»(r,z) > 0, (71¢)

lim Uy (r,z) = 0, (71d)
T—00
lim Up,(r,z) = 0, (71e)
Z— 00
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y asi U(r, z) serd una funcién monétonamente creciente en r
y z, con un minimo negativo en el origen.

Con U(r, z) dado por (69), se pueden calcular facilmente
la densidad superficial de energia mediante la ecuacién (42) y
la densidad superficial de corriente de conduccién mediante la
ecuacion (46), las cuales se pueden expresar como

0 4
0 = zloew) ™
. 0 2
o = 5 |aew) ™

Ast, utilizando las expresién explicita para U, (r, z), las expre-
siones anterores se pueden escribir convenientemente como

4ém (1)

en(r) = —2=, (74)
2im
Jm(r) = ]a@, (75)

con

Sy |+ DCuPua(1/Ro)| /R
€m = , (76)

457, CuPa R/ R

- [ [@vP{LH(l/EO)} R+

Im = — — — 3
[1 + ZT:O CnPn(l/RO)/Rg-H]

(77)

donde 7 =r/a, R2=1+72yC, = C,/a".

De las expresiones anteriores, teniendo en cuenta las con-
diciones (71) y el comportamiento de los polinomios de Le-
gendre, se puede ver que la densidad de energia es siempre
positiva, presenta su valor maximo en el centro del disco y se
anula en el infinito. De igual manera, se puede ver que la den-
sidad superficial de corriente se anula en el centro del disco,
cuando r = 0, presenta un maximo para un valor de » # 0
y decae después hasta anularse en el infinito. Adicionalmen-
te, utilizando la expresion (74) para la densidad de energfa, la
integral para la masa total del disco se puede expresar como

M, = / i Rod R, (78)
1
con M,, = M,/ ay
S [+ DGR (1 R0 /B
i = , (9

1+ CuPu(1/Ro)/Ry™
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de donde es facil ver que

, 1
lim TJF =1.

(80)

Ro—oo HMm

De acuerdo con esto, y teniendo en cuenta el teorema de com-
paracién del 1imite [40], la integral para la masa total del mo-
delo m + 1 serd convergente si la integral para el modelo m
converge. Asi entonces, si la masa total del disco para el mode-
lo m = 0 es finita, entonces la masa total del disco para cual-
quier valor de m > 0 serd finita también. Finalmente, usan-
do la representacion (67) para los polinomios de Legendre, es
facil ver que

s = (-Dme, o [ 1 @)
ro nz:;) nl 92" {RJ ’

una expresion regular para to r y z. As{ entonces, el comporta-
miento regular de esta expresion y las condiciones (71) garan-
tizan el comportamiento regular de los escalares cuadriticos
de curvatura y de los invariantes electromagnéticos, de tal ma-
nera que el espaciotiempo definido por la solucién (69) estad
libre de singularidades.

Con el fin de ilustrar el comportamiento de la familia de
discos delgados, consideremos el modelo correspondiente al
primer miembro de la familia, m = 0, en el cual las variables
fisicas del modelo estdn dadas por

v = -0 (82)
P (Lt ]E)?
Ay = C’O(l—w7 (83)
21t )2
g() = %, (84)
Ry[Co + Ryl?
A o (85)
Ry[Co + Rol?
My, = In(1+Cp), (86)

donde, como en las expresiones anteriores, A = A/a. Como
se puede ver, la masa del modelo m = 0 es finita, lo cual ga-
rantiza que la masa total del disco en todos los modelos para
m > 0 es finita también.

En la figura 1 se muestran las curvas de nivel de la funcién
métrica U(r, z) para el modelo m = 0, escaladas al valor de
la constante 50. Asi, Ug/ 50 = —1 en el origen y el valor de
Uo/ 50 en cada curva de nivel aumenta incrementalmente en
valores de 0,05. Igualmente, en la figura 1 se muestran tam-
bién las curvas de nivel del potencial magnético A, escaladas
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Figura 1: Curvas de nivel de la funcién métrica Uy escaladas al valor de la constante Cy. Asi, Up/Cy = —1 en el origen y el

valor de Uy / 6‘() en cada curva de nivel aumenta incrementalmente en valores de 0,05. Se muestran también las curvas de nivel
del potencial magnético Ay escaladas al valor de la constante Cy. Asi, Ayg/Cy = 1 en el origen y el valor de Uy/Cj en cada
curva de nivel aumenta incrementalmente en valores de 0,05.
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Figura 2: Densidad superficial de energia € como funcién de 7 para Co=1 (curva superior), ..., 10 (curva inferior). la densidad
de energia es siempre positiva y se anula en el infinito, presentando su valor mdximo en el centro del disco. Se muestra también
la densidad superficial de corriente j como funcién de 7 para Cy = 1 (curva superior), ..., 10 (curva inferior). La densidad
superficial de corriente se anula en el centro del disco, presentando un maximo para un valor de ¥ # 0 y decayendo después
hasta anularse en el infinito.
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al valor de la constante Cy. Asi, Ay / Co =1lenel origen y
el valor de Up/ 5’0 en cada curva de nivel aumenta incremen-
talmente en valores de 0,05. Posteriormente, en la figura 2,
se muestra la densidad superficial de energia € como funcién
de 7 para Cy = 1, correspondiente a la curva superior, hasta
Cp = 10, correspondiente a la curva inferior. De igual mane-
ra, se muestra también en la figura 2 la densidad superficial de
corriente j como funcién de 7~ para Cy = 1, correspondien-
te a la curva superior, hasta Cy = 10, correspondiente a la
curva inferior. Como se puede ver, la densidad de energia es
siempre positiva y se anula en el infinito, presentando su valor
maximo en el centro del disco, tal como se habia mencionado
anteriormente. Se puede ver igualmente que la densidad super-
ficial de corriente se anula en el centro del disco, presentando
un méaximo para un valor de 7 # 0 y decayendo después has-
ta anularse en el infinito, como también se habia mencionado
anteriormente.

5. Conclusiones

Se presentd una familia infinita de discos de polvo axial-
mente simétricos cuya fuente material presenta una corriente
de conduccién superficial. Los discos se obtuvieron resolvien-
do las ecuaciones de vacio de Einstein-Maxwell para un es-
paciotiempo conformestatico axialmente simétrico, expresan-
do la funcién métrica y el potencial magnético en términos
de una funcién auxiliar que satisface la ecuacién de Lapla-
ce. Ahora bien, la aparente contradiccion entre la presencia de
corriente superficial y la ausencia de presiones, radiales o tan-
genciales, es consecuencia directa del procedimiento utilizado
para la obtencién de las soluciones, mediante la técnica del
“problema inverso” y el procedimiento de “desplazamiento,
corte y reflexién” [26]. Sin embargo, a pesar de esta aparente
contradiccidn, las soluciones son consistentes con el sistema
completo de ecuaciones de Einstein-Maxwell para distribucio-
nes de materia infinitesimalmente delgadas. Por otro lado, a
pesar de que las soluciones presentadas son estdticas y asi su
relevancia astrofisica puede no ser muy alta, la obtencion de
soluciones estéticas se puede considerar como el primer paso
para la obtencion de soluciones estacionarias mas realistas.

Analizando las propiedades de la distribucién de materia,
se encontrd que la densidad de energia de los discos es siempre
positiva y se anula en el infinito, presentando su valor maxi-
mo en el centro del disco. Asi, dado que los discos tienen una
fuente material de polvo, los modelos estan en completo acuer-
do con todas las condiciones de energia, un hecho de especial
relevancia en el estudio de modelos relativistas de discos del-
gados. Ademads, aunque los discos son de extension infinita, su
masa total es finita. De igual manera, la densidad superficial
de corriente se anula en el centro del disco, presentando pos-
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teriormente un maximo y decayendo después hasta anularse
en el infinito. Adicionalmente, se encontré que los escalares
cuadrdticos de curvatura y los invariantes electromagnéticos
presentan un comportamiento regular, de tal manera que el es-
paciotiempo estd libre de singularidades. Ahora bien, aunque
s6lo se mostraron explicitamente las cantidades fisicas corres-
pondientes al primer miembro de la familia, cuando m = 0, se
puede mostrar facilmente que todos los miembros de la familia
para m > 0 presentan un comportamiento similar.
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Calentamiento por Fotoactivacion de NanoTubos de Carbono
de pared simple Funcionalizados con Acido Fdlico (NTC-AF)
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Resumen

Se describe métodos para la funcionalizacion covalente y no covalente de nanotubos de carbono de pared simple
(NTC) con acido félico, asi como su caracterizacion espectroscopica. La irradiacion de soluciones acuosas de NTC-
AF con IR genera un efecto de calentamiento dependiente de la concentracion, de la potencia del haz y del tipo de
interaccion acido félico-NTC; los experimentos de control indican que el aumento de la temperatura se debe solo
al NTC. Los estudios bhioldgicos preliminares indican una internalizacion del bioconjugado en células THP-1y en
las infectadas con parasitos de Leishmania, observandose que el efecto térmico generado por la iluminacién con IR
puede disminuir la poblacién de las células infectadas.

Palabras clave: nanotubos de carbono, acido folico, foto-activacion, calentamiento térmico.
Photo-activation Heating of Carbon Nanotubes Functionalized with Folic Acid (NTC-AF)
Abstract

Methods for covalent and non-covalent functionalization of single-walled carbon nanotubes (CNTs) with folic
acid and their spectroscopic characterization are described. The irradiation of NTC-AF aqueous solutions with
IR generates a heating effect that it dependent on the concentration of solution, the beam power and the type of
interaction between folic acid and NTC. The control experiments show that the increase in temperature is only
due to NTC. Preliminary biological studies indicate an internalization of the bioconjugate in THP-1 and infected
cells with Leishmania parasites, showing that the thermal effect generated by the IR illumination can reduce the

population of infected cells.

Key words: Carbon nanotubes, folic acid, photo-activation, thermal heating.

Introduccién

La sintesis controlada de materiales ha permitido la aplica-
cién de nanomateriales bioconjugados para el desarrollo de
terapias alternativas a los tratamientos tradicionales usados
en medicina en su lucha contra el cancer o en las células
infectadas con parasitos (Tong R. et al, 2013). Por ejemplo,
laablacién térmica se presenta cuando las células se calientan
por encima de un umbral de temperatura, tipicamente 55°C
(Nikfarjam M. et al, 2005). Lo cual induce a una necrosis
coagulativa, una forma de muerte celular que implica la
desnaturalizacion de las proteinas y la lisis de la membrana
(Hildebrandt B. et al, 2002). Este efecto térmico localizado
se puede generar por la interaccion de las nanoparticulas con
la radiacion IR o de radiofrecuencia (Gannon et al., 2007;
Manthe R. et al, 2010).

Se ha demostrado que cuando los nanotubos de carbono (NTC)
son expuestos a luz del infrarrojo cercano (NIR) en el rango
de 700 a 1100 nm, la cual es biolégicamente transparente,
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pueden inducir la destruccion térmica de las células cance-
rosas tanto in vitro como in vivo. (Levi-Polyachenko N.,
et al, 2009; Fisher J. et al, 2010; Burlaka A. et al, 2010;
Moon H., et al, 2009). Los NTC tienen la ventaja sobre otros
nanomateriales, ya que pueden lograr la destruccion térmica
de tumores, usando dosis hasta 10 veces mas bajas y con una
potencia de radiacion hasta 3 veces menores (Robinson J.
et all, 2010).

Los NTC de pared simple, presentan propiedades fisico-
quimicas Unicas, emiten calor cuando absorben energia por
radiacién en el infrarrojo cercano (NIR). Los tejidos son
relativamente transparentes a los rayos NIR, esto sugiere
que la ablacion térmica de un tumor se puede lograr con el
ingreso de los NTC en las células tumorales y su exposicién
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no invasiva a la luz NIR (Chakravarty P. et al, 2008). Los
NCT liberan una apreciable cantidad de energia vibracional
después de su exposicion a la radiacion NIR (Robinson J.
T. et al, 2010), la cual dentro de un tejido produce un calen-
tamiento localizado, que puede ser aprovechado para producir
ablacion térmica. (Levi-Polyachenko N. et al, 2009).

La propiedad de los NTC para convertir la luz del infrarrojo
cercano (NIR) en calor, proporciona una oportunidad para
preparar una nueva generacién de materiales inmuno-
conjugados contra el cancer mediante una fototerapia con
un alto rendimiento y eficiencia. Ademas, la hipertermia se
ha usado clinicamente en el tratamiento de tumores, ya que
puede aumentar la citotoxicidad sinérgicamente cuando se
combina con la quimioterapia o la radioterapia (Kosuge H.
et al, 2012; Chou H.-T. et al, 2013). La hipertermia puede
aumentar selectivamente la permeabilidad de la vasculatura
tumoral en comparacion con la vasculatura normal, lo que
puede mejorar el ingreso de medicamentos en los tumores
(Kosuge H., et al, 2012).

En consecuencia los efectos térmicos generados por NTC
pueden tener ventajas terapéuticas importantes, ya que estudios
farmaco-cinéticos han observado que los NTC internalizados
en ratones por diferentes procedimientos no generan efectos
toxicos (Robinson J. T. et al, 2010)

El uso de nanoestructuras como nanocapsulas de oro 6 NTC
(Wang H. et al, 2013), en las células cancerigenas con el
objeto de destruirlas mediante la ablacién térmica esté siendo
investigado por varios grupos (Loo C. et al, 2005; Huang
X. et al, 2006; Gannon et al. 2007; Y. Hashida, 2014). El
uso de la radiacion IR (700 - 1100-nm) para la induccion
de la hipertermia es particularmente atractiva porque los
tejidos vivos no absorben fuertemente en este rango y la luz
NIR externa puede penetrar el tejido normal sin problemas
y permitir la ablacion de las células en las cuales se hallan
los NTC. Un aspecto que se debe considerar en la ablacion
térmica selectiva de células mediada por NTC es permitir
su internalizacion selectiva mediante “anclas” que orienten
su ingreso sin que interfieran con las propiedades opticas
de los NTC. El ingreso selectivo de los NTC en las células
tumorales puede lograrse mediante el anclaje de los mismos
con ligandos que faciliten el reconocimiento celular tales
como péptidos y anticuerpos, entre otros (Burkea A. et al,
2008; Zhao D. et al, 2011; Elhissi A. M. A. et al, 2012).

Se ha observado que la quimica de la superficie de los nano-
tubos es critica para su comportamiento in vivo, lo cual
probablemente se aplica a la mayoria de los nanomateriales
con fines biologicos. El caracter hidréfobo de los NTC no
permite su union a especies bioldgicas. Esta hidro fobicidad
tiene que bloquearse mediante una funcionalizacion quimica
adecuada tal como se ha propuesto el recubrimiento de
NTC con PEG convirtiéndolos en inertes biolégicamente

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

y asi permitiendo su circulacién prolongada en el torrente
sanguineo, baja captacion y una liberacion relativamente
rapida de los 6rganos y excrecion del cuerpo (Liu Z. 2008;
Robinson J.T. et al, 2010; Zhou F.F. et al, 2011).

Uno de los requisitos fundamentales para lograr la aplica-
cion bioldgica de los NTC es la posibilidad de modificar
quimicamente la superficie en un proceso conocido como
funcionalizacion. La funcionalizacién de los NTC con
biomoléculas (ADN, anticuerpos, proteinas, péptidos y
enzimas) asi como otras nanoparticulas tales como oro y
plata, polimeros, liposomas y nanotubos bioldgicos han
permitido aumentar el nimero de aplicaciones biomédicas.
Entre las mas importantes se tienen: la entrega controlada
de farmacos, diagnostico y deteccion de enfermedades y la
terapia fotodinamica (Vardharajula S. et al, 2012; Chen
H. et al, 2014).

El &cido félico (AF) es una de las biomoléculas mas utilizadas
en aplicaciones biomédicas, ha sido utilizada como blanco
estratégico en la deteccidn, diagnostico y tratamiento de
enfermedades como el cancer (Bandara N. A. et al, 2014;
Boca-Farcau S.et al, 2014), debido a la sobreexpresion de
receptores de folato observadas en células cancerigenas y en
algunos casos en la células infectadas con Leishmania (Novoa
L.V, 2012; Castillo J. J. et al, 2013). Son pocos los estudios
relacionados con la utilizacion de NTC funcionalizados con
AF para permitir el ingreso selectivo de las nanoparticulas
en células enfermas o infectadas con parasitos como la leish-
maniay menos comun, estudios relacionados con la deteccion
de células cancerigenas utilizando nanotubos bioldgicos
funcionalizados con AF (Castillo J. J., 2012; Graham E. G.
et al, 2013; Niu L. et al, 2013; Zhang Y L. X, et al, 2013).

En el presente trabajo se describen algunos procedimientos
que permiten la funcionalizacidon de los nanotubos de carbono
de pared simple (NTC) con &cido folico (AF), su caracte-
rizacion y evaluacion del efecto térmico al ser irradiados
con radiacion IR, con el fin de destruir células cancerosas o
infectadas con parasitos, por ablacion térmica y por ingreso
selectivo de los NTC-AF.

Parte experimental
Materiales

LosNTC, NTC-COOH de pared simple (pureza>90% (base
de carbono), DXL 4-6 nmx0,7-1,0 um) y el acido folico,
AF, (pureza >97%) fueron adquiridos comercialmente
(Sigma, Aldrich USA) y los otros reactivos usados fueron
de grado analitico.

Funcionalizaciéon de Nanotubos de Carbono con Acido
Félico: NTC-AF

Para realizar la funcionalizacion de los NTC con el AF se
usaron métodos de preparacion covalente y no covalente a
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temperatura ambiente. En el caso de la unién no covalente del
AF al nanotubo se hizo simplemente mediante la sonicacion
de los dos compuestos sin el uso de una molécula enlazante
al NTC. Para la union covalente NTC-AF se llevo a cabo
usando como linker una carbodiimida. Adicionalmente, se
usaron NTC carboxilados que activaron mediante la N,N"-
diciclohexilcarbodiimida, facilitando la formacion de un
enlace amida que posteriormente permite la formacion del
enlace amida con la etilendiamina y luego con el AF.

Funcionalizacion no covalente de NTC con AF

En este caso se requiere realizar la dispersion del NTC,
para tal efecto se tom6 un recipiente de vidrio de 50 mL
para depositar 5 mg de NTC y luego se agregd 5 mL de una
solucion ligeramente basica (pH 9) de AF, la cual se prepar6
previamente mezclando 6.5 mg de AF y 10 mL de NaOH 1
M, luego se afor6 a un volumen de 25 mL con agua destilada
[Castillo J. J. et al, 2012].

La mezcla NTC-AF se agité durante 5 minutos y luego se
sonico durante 20 minutos en una bafio termostatado a 15°C.
Posteriormente la solucion se centrifug6 a 12000 rpm durante
20 min, el sobrenadante fue separado. Finalmente la solucion
fue dializada tres veces con agua destilada para eliminar el
exceso de AF que no reacciond. El esquema de preparacion
usado se indica en la siguiente figura 1.

Adicionalmente, se realizd un estudio tedrico de este sistema
mediante un método hibrido de céalculo (N-Integrated
Orbital Molecular y Molecular Mechanics (B3LYP (6-31G
(d): UFF)). Los resultados confirmaron que la interaccion se
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produce a través de puentes de hidrégeno entre los protones
del fragmento glutamico del AF y los electrones p del NTC
(Rozo C. et al, 2013).

Funcionalizacion covalente de NTC con AF

En una primera etapa se realizé la preparacion del conjugado
formado entre los nanotubos de pared simple de carbono,
chitosan y acido fdlico, siguiendo el procedimiento descrito
por Castillo (Castillo J. J., et al, 2012).

Preparacion del conjugado nanotubo de carbono chitosan
y acido félico: NTC-chitosan y NTC-AF

En un frasco de vidrio se sonicaron 5 mg de NTC con una
solucién acuosa de chitosan (pureza <75%) (30 % p/v)
durante 1 hora. Luego, la solucién fue centrifugada a 2800
rpm durante 20 minutos; el sobrenadante se recogi6 y se
separo cuidadosamente del s6lido remanente y la solucion de
NTC se almacend a4°C, lase usa luego en la funcionalizacién
con el AF.

La adicion del AF al sistema NTC-chitosan se realizd
mediante una metodologia similar a la propuesta por Kam
(Kang B. et al. 2009), una mezcla de solucion acuosa
NTC-chitosan (5 mL) con una solucion 3.5 mM de EDC
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida)) se agitd
magnéticamente a temperatura ambiente (25°C) durante 12
horas, protegiendo la mezcla de la luz. Posteriormente, a la
anterior mezcla se le adicion6 500 pL de una solucién acuosa
(2.5 mM) de AF ligeramente bésica. La mezcla se dejo en
agitacion durante la noche y luego fue dializada tres veces

Figura 1. Esquema de la funcionalizacion no covalente de NTC-AF (Castillo J.J.,et al 2011).
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con una solucién tampon de fosfato (pH 7.0) usando una
membrana de didlisis (tamafio de poro 10000) para remover
el exceso de AF y EDC. La estabilidad del conjugado se
siguié mediante la medicion del potencial zeta de la solucion,
la cual se almacend a 4°C para su caracterizacion (Castillo J.
J., etal, 2012).

Funcionalizacion covalente del nanotubo de carbono
carboxilado (NTC-COOH) con acido folico

El anclaje del AF al NTC-COOH no se realiz6 directamente
por el grupo amino presente en el acido AF, debido a que
este grupo tiene su par electrénico comprometido en la
aromaticidad de la pterina, haciéndolo menos reactivo y
dificultando el ataque nucleofilico por parte de este grupo. Se
decidio realizar un procedimiento usado para la aminacion
de la lipasa B de la Candida antartica (Galvis, M., et al.
2012), usando la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (EDAC)
como agente de activacién de los grupos carboxilicos pre-
sentes en la superficie de los NTC-COOH, esta permite el
ataque nucleofilico de uno de los grupos amino de la EDAC,
formando un enlace amida y dejando libre un grupo amino
primario que actua como nucleodfilo y facilita el ataque
a uno de los grupos carboxilo del AF, permitiendo asi la
funcionalizacién covalente del AF al NTC (Ayala B. E. et al
2013). En la figura 2 se indica el esquema de reaccion usado.

En un tubo de Falcon se mezclan 5 mg de NTC-COOH
con 15 mL de acetonitrilo y se sonicaron durante 20 min
a temperatura ambiente de (25 °C). Este procedimiento se

Figura 2. Esquema de la funcionalizacion covalente de NTC-AF
(Ayala B. E. et al, 2013)

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

repitio modificando el solvente (DMF, agua-acetonitrilo).
Ademas para cada funcionalizacién obtenida (NTC-EDA
(Etilendiamina) y NTC-AF) se realizd una dispersion en
cada uno de los solventes mencionados.

Funcionalizacion covalente de NTC-COOH con Etil-
endiamina (NTC-EDA).

En un vaso de vidrio se mezclaron 20 mg de NTC-COOH y
una solucion acuosa de EDA. La Solucion de EDA se prepar6
previamente, tomando 1.3 mL de EDA (1M) y aforando a 20
mL (pH 4.75) y 2 mg de EDAC (10mM), en un bafio de hielo
con agitacion magnética constante durante 1 hora. Luego, se
centrifugd la mezclaa 14000 rpm, extrayendo el sobrenadante,
lavando con agua destilada para eliminar el exceso de EDA
que no reacciond y finalmente el sélido obtenido se secd a
temperatura ambiente (25 °C) (Ayala B. E. et al, 2013).

Funcionalizacién covalente de NTC-EDA con Acido Fdlico.

En un vaso de vidrio se prepar6 una solucion de AF (10
mg) en 22 mL de una solucién tampon de fosfato (25 mM;
pH 4.75). Luego se adicion6 42 mg de EDAC y 10 mg de
NTC-EDA, con agitacion magnética constante durante 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla
se centrifugd a 14000 rpm, extrayendo el sobrenadante y
lavando con agua destilada para eliminar el exceso de AF
que no reacciond. El sélido obtenido se sec6 a temperatura
ambiente (25 °C) (Ayala B. E. et al, 2013).

Resultados y discusion
Caracterizacion

Andlisis del NTC-AF (no covalente)
Espectroscopia de UV-Vis

La funcionalizacion no covalente de los NTC con el AF se
evidencio mediante el espectro UV-Vis, en el cual se observan
tres bandas de absorcion que corresponden respectivamente
a la banda de absorcion de la estructura tubular de los NTC
(265 nm) y dos bandas adicionales asociadas al AF, 282 y
364 nm, ver figura 3.

Espectroscopia de Fluorescencia

La asociacion AF-NTC se analizé por medio del espectro
de fluorescencia al excitar la solucion con una longitud de
onda de 364 nm, en el espectro de emision se observéd una
disminucién de la emision de fluorescencia del AF en alre-
dedor de 475 nm, en la cual la intensidad de la fluorescencia
del AF libre y su conjugado con los NTC es muy diferente,
ver figura 4. Este efecto de apagamiento de una molécula
en presencia de los NTC se atribuye a mecanismos de
transferencia electrénica (Cho E. S. et al, 2008).

El efecto de apagamiento del AF por los NTC puede ser un
indicio de la interaccion AF-NTC para formar el respec-
tivo conjugado.
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Figura 3. Espectro UV-Vis NTC-AF, el espectro se tomo después
de lavar y centrifugar el conjugado con agua destilada, para eliminar
el exceso de AF.

Figura 4. Espectros de emision de AF libre y conjugado a los NTC
(A, =364 nm).

exc

Espectroscopia Raman

El espectro Raman del NTC permite ver la modificacion de
los modos vibracionales por efecto de la funcionalizacion
del NTC (Koh B., et al, 2011). Se identifica que la zona
comprendida entre 200 y 300 cm™? se presenta los modos
de respiracion radial conocidos como RBM (Radial Modes
Breathing, siglas en ingles), los cuales presentan una
relacion inversa con el diametro del nanotubo y son Utiles
para evidenciar la funcionalizacion de los NTC. Ademés, la
presencia de una banda intensa en 1589 cm*, conocida como
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la banda G, esta asociada a las vibraciones tangenciales de
los NTC. Las otras dos bandas caracteristicas son las bandas
D (desorden inducido) y G- ubicadas a 1300 cm*y 2600 cm*
respectivamente, bandas asociadas a la estructura electrénica
y fononica de los NTC (Dresselhauss M., et al, 2002; Jinno
M., et al, 2006).

Se ha propuesto que para evidenciar el grado de funcio-
nalizacion de los NTC con alcanos lineales se analice la
intensidad de la banda RBM. En nuestro caso, en el NTC
funcionalizado con AF se observé un cambio de la intensidad
de la banda a 270 cm™. La figura 5 compara los espectros
Raman del NTC y NTC-AF. Se observa una disminucion
en la intensidad de los NTC-AF, asociada a la presencia del
AF en el NTC, la cual afecta los modos de vibracion RBM,
afectando principalmente vibracién radial en la (“respiracion”
del NTC). Este fenémeno ha sido observado por otros autores
y ha permitido realizar un seguimiento de la funcionalizacion
de NTC (Kim U., et al, 2005).

Las bandas G y D, ademas se han usado para la caracte-
rizacion de la funcionalizacion del NTC con AF, mediante
la relacién de intensidades de las bandas G y D. Cuando el
valor de la relacion de intensidades se aproxima a 1, significa
que un gran nimero de defectos superficiales estan en la
superficie del nanotubo. La figura 6, se indica las bandas
de los espectros Raman de los NTC (1,=2219/1,=11900)
y NTC-AF (1,=2220/1,=10121), para estimar la relacion
de intensidades.

La leve diferencia de las relaciones de las intensidades
observadas para NTC y NTC-AF, indica una interaccion
débil, asociada a la interaccién no covalente entre el AF y el
NTC. En el trabajo desarrollado por Castillo (Castillo J. J.,

Figura 5. Comparacion de los modos de vibracion RBM del NTC
y NTC-AF (no covalente).
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Figura 6. Espectros Raman de NTC y NTC-AF (no covalente).

2013) se ha realizado un estudio mas detallado del sistema
NTC-AF, incluyendo su excitacion mediante dos laser (532
y 785 nm), observando que la excitacion con el laser de 785
nm presentd una mejor resolucion de sus picos.

Andlisis del conjugado NTC-chitosan-AF
Espectroscopia UV-vis

El analisis por espectroscopia UV/Vis, indic6 que losNTC se
solubilizan en la solucion acuosa de chitosan. En el espectro
aparece una banda de absorcion a 265 nm, caracteristica de
los fonones resonantes y de las transiciones electronicas de
los electrones p presentes en la estructura del NTC, ver figura
7, banda que ha sido observada por otros trabajos (Attal S.,
et al, 2006).

El espectro UV-vis no muestra ninguna sefial relacionada con
el chitosan. Adicionalmente, en la regién de 500-800 nm, se
aprecian varios picos asociados a las singularidades de van
Hove pertenecientes a (750 nm) E,, de los NTC (Attal S. et
al, 2006), indicio asociado a su dispersion.

Espectroscopia de Fluorescencia

En el espectro de fluorescencia del bioconjugado, se observo
un apagamiento de la fluorescencia del chitosan dado a su

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

interaccion con el NTC. La banda de 418 nm en el espectro
de emisién del chitosan desaparece casi en su totalidad del
sistema NTC-chitosan. Esto nos induce a indicar que ocurre
una interaccion molecular entre el chitosan y el NTC, la cual
genera el efecto de apagamiento del chitosan (Ahmad A., et
al. 2009), ver figura 8.

Espectroscopia Raman

El espectro Raman permite observar evidencias acerca de la
interacion del chitosan al NTC. En la figura 9 se indican los
espectros del NTC antes y después de su funcionalizacion
con el chitosan. La presencia de algunas de las vibraciones
caracteristicas del NTC antes y después de su interaccion con
el chitosan (Castillo J. J., 2013), estan en concordancia con
los resultados de la literatura (Dresselhauss M. et al., 2002).

Figura 7. Espectro UV-vis de NTC-chitosan.

Figura 8. Espectro de emision del chitosan y del chitosan conjugado
aNTC.
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Figura 9. Espectro Raman de (a) nanotubos de carbono y (b) nanotubos de carbono-chitosan (Castillo, John, 2013).

Se aprecia una modificacion de las bandas G y G” (asociadas
a la hibridacion sp? del doble enlace) que corresponden
a la vibracion fundamental (primer orden) de elongacion
tangencial y un sobretono de segundo orden ubicados a
1500 y 1650 cm* respectivamente. Igualmente, se observa
la banda D en ambos espectros, ubicada entre 1250 y 1400
c¢cm?, banda conocida de desorden inducido y se asocia a la
presencia de defectos en el NTC por interaccién, que en este
caso es extremadamente débil.

Se estimo adicionalmente un cambio en la relacion de inten-
sidades de la banda D y G de 0.0637 a 0.096 para el NTC siny
con chitosan respectivamente, evidenciando una interaccion
del chitosan con el NTC. (Castillo et al., 2012).

Espectroscopia Resonancia Magnética Nuclear

Para evidenciar la funcionalizacion de los NTC con el AF
mediante la preparacion del conjugado NTC-chitosan-AF,
se realiz6 un anélisis de RMN bidimensional (DOSY),
técnica llamada cromatografia de RMN, usada para separar
los componentes de una mezcla compleja (Marega R et
al., 2010). El espectro se midio disolviendo 400 pL de
la muestra en 100 pL de agua deuterada (D,O) y en el
experimento DOSY se utilizé un gradiente pulsado por
medio de una secuencia programada (pulso ledbpgp2s,
Bruker), por cada gradiente se utilizaron 32 barridos y
un tiempo de difusién 0.05 s. Todos los experimentos
fueron realizados a 298 K. Los espectros se midieron en
un espectrometro de 400 MHz (Bruker Avance Il1) y se
analizaron con el software Topspin 2.1.

Los respectivos espectros *H-RMN de la carbodiimida, AF
libre, chitosan y conjugado NTC-chitosn-AF se indican
en la figura 10. Se evidencia en los espectros las sefiales
correspondientes del chitosan, AF y el conjugado.
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En el espectro la sefial intensa a 1.90 ppm se asigna a los
protones metilicos de la isourea, formada como producto
secundario de la reaccion chitosan y AF. Las otras sefiales
protonicas a 6.37 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.21 (d, J=1.7 Hz, 2H)
corresponden a desplazamientos quimicos de los protones de
la region del &cido p-amino benzoico del AF y la sefial a 8.61
(s, 1H) pertenece al protédn de la parte pteridina del folato.

Adicionalmente, se observa un desplazamiento a campo alto
de los protones aromaticos del AF conjugado comparado con
las sefiales del AF libre, sefiales en 6.12 (d, J= 8.3 Hz, 2H),
7.06 (d, J=8.3 Hz, 2H) y 7.93 (s, 1H). Este desplazamiento
probablemente esta asociado al efecto protector de los
electrones © de los NTC, los cuales inducen una corriente
y un campo magnético opuesta a la direccién del campo
aplicado, generando un efecto protector y asi desplaza las
sefiales del AF hacia campo alto.

La determinacion del coeficiente de difusion mediante un
experimento de RMN-DOSY de NTC y NTC-AF, permite
evidencias acerca de la interaccion del AF al NTC (Marega
R., 2010). A partir del espectro medido por el 2D DOSY-
RMN, se calcula el log natural de los coeficientes de difu-
sion, cuyos detalles son indicados en el trabajo doctoral de
John Castillo (Castillo J. J., 2013). EIl valor estimado de
los coeficientes de difusion evidencian que la difusion del
AF cambia notoriamente, observando una difusion muy
rapida para el AF libre, asociado a su menor tamafo, que
cuando el AF esta conjugado al NTC, donde por su mayor
tamafio, se difunde a una menor velocidad, estos resultados
evidencian la formacion del sistema bioconjugado: NTC-AF.
Este analisis DOSY permite sugerir que puede ser utilizado
como una herramienta para la obtener informacion acerca de
la funcionalizacion de nanoestructuras de diferente origen.
(Cohen Y., et al., 2005).



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):152-166, 2014

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

Figura 10. Espectros de RMN: a) carbodiimida (EDC), b) AF, c) chitosan and d) NTC-AF, (Castillo et al., 2012).

Andlisis del NTC-AF (covalente)
Espectroscopia UV-VIS

El andlisis por UV-Vis, permitié realizar un seguimiento
de los intermediarios formados durante el proceso de la
funcionalizacion covalente. En la figura 11a, se indican los
espectros medidos, la etilendiamina presenta un pico de
méaxima absorcién en 275 nm, caracteristica de los pares
electronicos de los dtomos dadores del nitrégeno y una
transicion n-o* propia de los compuestos que contienen
heterodtomos. En el caso del AF se presentan dos bandas de
absorcion en 281 nm (n-7*) y 345 nm (efecto batocromico
asociado a las transiciones n-n* y - *).

En el caso de los espectros del NTC-COOH (negro) y las
respectivas modificaciones del grupo carboxilico: NTC-EDA
(rojo) y NTC-AF (azul), ver figura 11b, en estos ultimos se
evidencian pequefios corrimientos de las posiciones de las
bandas asociadas a los precursores, debido a la presencia del
grupo carbonilo en NTC, y se aprecia ademas, las sefiales
muy débiles (500 - 800 nm) asociadas al NTC.

Espectroscopia de Fluorescencia

El analisis de fluorescencia UV-Vis realizado a NTC y
NTC-EDA, dispersos en agua, se observa una disminucion
de la intensidad de la banda en el intervalo de 360-550 nm
cuando la EDA se asocia al NTC, este apagamiento se debe
al efecto desactivante del NTC (Wadzanai, C., Tebello, N.,
2010). Adicionalmente, se mantiene la banda de absorcion
en 310 nm debido a la insaturacion del grupo carbonilo
(C=0) y formacion del grupo amida con la etilendiamina,
ver figura 12.

En el caso de la fluorescencia del sistema NTC-AF, se observa
un cambio en el espectro, se da un aumento de la intensidad
de la banda del AF cuando interacciona con el NTC. En este
caso el AF no se encuentra unido directamente al NTC, lo
cual podria explicar la ausencia del efecto de apagamiento
asociada a la interaccion directa con el NTC, ver figura 13.

Dado a la ausencia de un efecto de apagamiento de la fluo-
rescencia, evidencia que el método de preparacion conduce
a una interaccion diferente, quizas covalente, del AF con los
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Figura 11. Espectros UV-Vis del NTC modificado. a) Precursores
EDA (disuelto en agua) y AF (disuelto en acetonitrilo b) Los sistema
NTC-COOH, NTC-EDA 'y NTC-AF, dispersos en acetonitrilo.

Figura 12. Espectros de Fluorescencia de la etilendiamina y
el NTC-EDA dispersos en agua, para una longitud de onda de
excitacion de 281 nm.

NTC, que cuando se realiza la sonicacién directa entre el
AF y NTC que conduce a una funcionalizacion no covalente
y donde se observa un apagamiento de la intensidad. La
literatura lo explica mediante un mecanismo de desactivacion
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Figura 13. Espectros de Fluorescencia del AF y el NTC-AF
dispersos en acetonitrilo.

de la energia colisional o transferencia Dexter, fendmeno de
muy corto alcance, disminuye con la distancia de separacion
(e®) y depende del solapamiento entre los orbitales mole-
culares de las dos especies (NTC y AF).

Espectroscopia Infrarroja

Al realizar un analisis por espectroscopia IR/ATR de cada
uno de los productos CNT-EDA y CNT-AF, ver figura 14, se
observa la presencia de las bandas vibracionales asociadas
a cada uno de los grupos funcionales (EDA y AF) de las
moléculas que funcionalizan el NTC. En la tabla 1 se resumen
las bandas mas caracteristicas de los sistemas mencionados
(Ayala B. E. et al., 2013).

Al modificar los grupos superficiales COOH con la EDA, se
observa las vibraciones correspondientes a la amida primaria
(3321, 2921.17 y 2846.34 cm™) que se correlacionan con
las bandas | (C=0, 1620.16 cm-1) y 11 (1568.39 cm-1) de
una amida, lo cual evidencia la modificacion de los grupos
carboxilicos del NTC. En el caso de la preparacion del
sistema NTC-AF, se observa en la region (1700-1110 cm™)
la presencia de las vibraciones asociadas al acido fdlico, que
evidencia su interaccién con el anillo. Las investigaciones
realizadas acerca de la funcionalizacion de los NTC, resalta
el hecho de aportar evidencias experimentales acerca de la
funcionalizacion de los NTC (Nelson D. J. and Kumar
R., 2013).

Estudio de la distribucion del tamafio de particula

Se puedo observar un cambio en el tamafio medio de las
particulas tanto de los intermediarios como del producto final
al realizar una medicion del potencial Z de las soluciones. Se
evidencia un aumento del tamafio a medida que se adicionan
los grupos al NTC, resultando un mayor tamafio medio para
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Figura 14. Espectro IR de (a) NTC-COOH, (b) NTC-EDAY (c)
NTC-AF.

las particulas de NTC-AF. Este crecimiento puede estar
asociado al tamafio del AF, el cual es mayor con respecto al
EDA 6 al COOH, como se indica en la tabla 2.

Teniendo en cuenta que la técnica supone que las particulas
son esféricas, aqui se asume que el diametro indicado para la
esfera, corresponde a la longitud del NTC.

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

Mediante la microscopia de fuerza atomica, se evidencio una
modificacion del tamafio del tubo, debido a la interaccidon
(covalente y no covalente) del AF con el NTC, observandose
que las moléculas de AF envuelven la estructura del NTC,
resultados que se indican en la investigacion de Castillo et al.
(Castillo J. J., 2013).

Evaluacion del efecto térmico del sistema NTC-AF (no
covalente)

Se ha indicado que la funcionalizacion de los NTC con
AF podria mejorar su internalizacion celular, facilitando el
transporte de farmacos o como agente generador de calor
local. Luego al irradiar las células enfermas con radiacion
IRC se generard un efecto térmico letal. Son pocos los
estudios publicados acerca de la preparacion del sistema
NTC-AF. Aqui se indicaran algunos de los resultados obte-
nidos al irradiar el NTC-AF (covalente y no covalente).

Se prepararon soluciones acuosas de NTC-AF (0.125-
0.500 mg/mL) bajo condiciones de esterilidad, las cuales se
irradiaron durante 10 minutos mediante un laser (ThorLabs,
808 nm) controlando la temperatura y la potencia (200, 400
y 600 mW).

Calentamiento de los NTC-AF en sistemas acuosos

Se realizaron curvas de calentamiento para cada concentracion
y potencia, se determiné la velocidad de calentamiento en
°Cls en la solucién mediante un termémetro electrénico de
sonda metalica. Ademas, se hizo un experimento control
usando Unicamente agua, con una potencia de 600 mW.
Se observo que el calentamiento de la solucién se debe a
los NTC, ya que en el agua no se presenté aumento de la
temperatura en ausencia de NTC.

En la figura 15 se indican las curvas de calentamiento
medidas durante 10 min de irradiacion para tres soluciones
con diferente concentracion de NTC-AF y modificando la
potencia del diodo laser. Se determiné que 10 min era sufi-
ciente para alcanzar los valores mas altos de temperatura,
para tiempos superiores de irradiacién se observaba una
disminucion de la misma

La irradiacién de las soluciones de NTC-AF produce un
incremento de la temperatura y se observa un incremento
significativo de la misma durante los 5 primeros minutos.
Adicionalmente, se observa un aumento de la temperatura
al modificar la concentracion de la soluciéon asi como la
potencia de irradiacion. Se alcanzo6 un valor de 43.8°C con
una potencia de 600 mW (0.5 mg/mL). Valores similares han
sido indicados por Hussain. [Hussain S., et al, 2011], con
valores de 44°C durante 4 minutos de irradiacion usando
un laser con una potencia de 4.5 W. Las diferencias de
temperatura se han atribuido a las condiciones usadas y al
tipo de NTC empleado en ese caso (Madani S., et al., 2012).
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Tabla 1. Bandas caracteristicas del espectro IR* del sistema NTC-X.

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):152-166, 2014

Tipo de vibracién

Ndmero de onda (cm™)

NTC-COOH
Alargamiento del O-H 3743
Alargamiento N-H
Alargamiento C-H aromatico 3010
Alargamiento C-H alifatico
Alargamiento C=0 1700
Alargamiento C=C aromatico 1541y 1517
Alargamiento C=N aromatico
alargamiento asimétrico COO-
alargamiento simétrico
flexion en el plano C-O-H 1426.27
alargamiento C-N
Flexion fuera del plano C-H aromaticos 675

NTC-EDA NTC-AF
3778y 3711 3543y 3416
3321 3220
2921 y2840 2923 y2848
1620 1689
1620 y 1563 1612 y 1570

1482
1412
1340
1481y 1339
1236y 1086
646 648

* Los solidos se midieron en el equipo Bruker Tensor 27, usando 32 barridos, con una resolucion 2.0% de transmitancia y los espectros se analizaron con

OriginLab version 8.0.

Tabla 2. Tamafio promedio de las particulas de los sistemas fun-
cionalizados covalentemente.

Compuesto Tamafio medio (nm) PDI*
NTC-COOH 120.8 0.318
NTC-EDA 122.0 0.255
NTC-AF 162.5 0.591

*PDI: indices de polidispercion, los valores menores a 1, indica que particulas
estan monodispersas.

El aumento de la temperatura esta asociado a la absorcién de
luz por NTC que libera su energia mediante una disipacion
de calor que conduce al aumento local de la temperatura en
la solucién de NTC-AF (Burlaka A., et al, 2010).

Evaluacion del efecto térmico del sistema NTC-AF
(covalente)

Se realizaron ensayos para medir el efecto de la radiacion
infrarroja en las soluciones acuosas de NTC-AF y teniendo
en cuenta los dos métodos de preparacién (covalente y no
covalente). Para ello se utiliz6 una bombilla incandescente
comercial (60 W), la cual emite (75% I:R, un 15% visible y
el 10% UV), se evalug el tiempo de irradiacion de soluciones
acuosas de NTC-AF (100 y 1000 ppm), teniendo en cuenta
como blanco el agua (Ayala B. E. et al, 2013).

Se observo un aumento de la temperatura con el cambio
de la concentracion asi como con el tiempo de irradiacién,
ver la figura 16. El incremento de la temperatura es mayor
para aquella solucién que contiene el sistema NTC-AF
preparados covalentemente y es proporcional a la concen-
tracion de la solucion.
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Se ha indicado un aumento de la temperatura de 60°C al
usar soluciones de NTC de pared multiple e irradiadas con
una lampara IRC (780-1400 nm) (Hussain S. et al, 2011),
resultados que estdn en concordancia con lo observado y
permite deducir que el calentamiento de la solucion es debido
a la absorcion de la radiacion por el sistema NTC-AF.

Experimentos bioldgicos preliminares.

Se hanrealizado algunos ensayos biol6gicos observandose que
soluciones de NTC-AF (no covalente) no presentan toxicidad
en células de mamiferos THP-1y formadispersiones estables a
pH fisiologico (Castilloetal, 2011). Ademas, los experimentos
de internalizacion, THP-1 infectadas con L. panamensis y no
infectadas (8x10° células/mL) fueron cultivadas en placas de
24 pozos con laminillas circulares y tratadas con diferentes
concentraciones de NTC-AF (no covalente) (0.03 - 0.125 mg/
mL) de 2 a 72 horas a 37°C, 5% CO,, 95% de mezcla aire,
indicaron el ingreso de los NTC-AF en células THP-1 y se
observo una dependencia del tiempo de internalizacion con la
concentracion de nanotubos internalizados, seguido mediante
microscopia éptica por conteo directo de 300 células (Novoa
V.L., 2012). Los NTC-AF se ubicaron en el citoplasmay con
el aumento en el tiempo de internalizacion ocuparon mas del
50% de la célula. Ademas por medio de microscopia Optica
se observo la formacion de aglomerados de los NTC-AF los
cuales se ubicaron en especies de vacuolas. EI mecanismo de
ingreso de los NTC funcionalizados con AF es probablemente
mediado la expresion de receptores de folato (Castillo J. J.
etal, 2013).

Al realizar un experimento con células THP-1 infectadas
con amastigotes intracelulares de Leishmania panamensis,
se observd la internalizacion de los NTC-AF (no covalente)



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):152-166, 2014

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

Figura 15. Curvas de calentamiento de soluciones acuosas de NTC-AF (no covalente), utilizando un diodo laser de 808 nm y modificacion

de la potencia (200, 400 y 600 mW) (Castillo, John, 2013).

Figura 16. Efecto térmico sobre los NTC-AF funcionalizados
covalente y no covalentemente (Ayala B. E. et al, 2013).

(0.060 — 0.500 mg/mL). Células THP-1 transformadas con
PMA en camaras de vidrio con sistema deslizante (labteck
de NUNC) e infectadas con promastigotes de L. panamensis
(fase estacionaria de crecimiento) utilizando una relacion
de infeccion de 1.5 célula: parasito por 48 horas a 32°C, 5%
CO, 95% mezcla-aire. Después fueron tratadas con diluciones
seriadas 1:2 de NTC-AF (no covalente) (0.25 a 0.016 mg/
mL) por 24 horas. Posteriormente se irradiaron con IRC (808
nm) por 10 minutos. Células infectadas controles tratadas y
no tratadas con NTC-AF (no covalente) fueron mantenidas
sin irradiacion, asi como células infectadas no tratadas fueron
irradiadas en las mismas condiciones. Luego, las células fueron
fijadas con metanol por 10 minutos y coloreadas utilizando la
tincion de Giemsa; cada experimento fue repetido tres veces.
El porcentaje de infeccion fue determinado microscopi-
camente por conteo directo de 300 células infectadas. Se

observo una inhibicion de los amastigotes intracelulares,
lo cual probablemente este asociado al efecto térmico local
generado por la irradiacion sobre las células infectadas (Novoa
L. V., 2012). Esto nos ha orientado que en la investigacion
debemos estudiar los efectos asociados a la longitud de
onda incidente, el tiempo de irradiacion, la potencia del haz
de radiacion, la concentracion de NTC, la naturaleza de la
interaccion NTC y AF (covalente y no covalente) entre otros.
En consecuencia, el conjugado NTC-AF es un buen candidato
para generar la ablacion térmica en sistemas bioldgicos.

Conclusiones

Se ha indicado que los métodos usados para la funcionali-
zacion de los nanotubos de carbono de pared simple con &cido
félico, permiten una interaccion covalente y no covalente
entre las dos moléculas.

La caracterizacion espectroscopica de los sistemas NTC-AF
ha permitido evidenciar la interaccion entre el AF y el NTC.

La irradiacion de soluciones acuosas NTC-AF con IRC (laser
y ldmpara) genera un efecto de calentamiento que depende
de la concentracion, de la potencia del haz de iluminacion asi
como del tipo de interaccion acido félico y NTC, ya que se
observa un cambio en la temperatura de la solucién. Ademas,
los experimentos de control evidencian que los NTC son los
responsables del aumento de la temperatura.

Los estudios bioldgicos preliminares realizados indicaron
que el bioconjugado NTC-AF (no covalente) se puede inter-
nalizar en células tipo THP-1, asi como aquellas células
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infectadas con la Leishmania y su mecanismo de ingreso
celular probablemente esta mediado por la expresion de
receptores de folato. Ademas, el efecto térmico generado
por la iluminacion con el IR puede eliminar la poblacion de
células infectadas, esto nos alienta a continuar evaluando
el sistema conjugado preparado, teniendo en cuenta que se
debe estudiar con més detalle factores como la longitud de
onda incidente, el tiempo de irradiacion, la potencia del haz
de radiacion, la concentracion de NTC, la naturaleza de la
interaccion NTC y AF entre otros.

Finalmente, la sintesis y la utilizacion de estos sistemas
conjugados abren nuevas posibilidades para el tratamiento de
enfermedades infecciosas y las células cancerosas mediante
la generacion de un efecto térmico localizado que permita la
ablacion térmica de células enfermas y el conjugado NTC-
AF es un buen candidato para generar la ablacién térmica en
sistemas biologicos.

Agradecimientos

Agradecimientos muy especiales a los Profesores Patricia
Escobar y Edgar A. P&ez por las amplias discusiones sobre
el tema y a los investigadores que permitieron realizar los
procedimientos experimentales y la continuidad de este
trabajo: Doctor en Quimica John J. Castillo y a los Quimicos
Linda G. Bertel, Elizabeth Ayala B, Yeison G. Pefia y la
Magister en Ciencias Basicas Leidy V. Novoa L. Ademas, se
agradece a COLCIENCIAS (Proyecto 110245921468) por la
financiacion del trabajo experimental.

Conflicto de interés

El autor declara que el articulo no tiene ningiin conflicto
de interés.

Bibliografia

Ahmad A., Kurkina T., Kern K. and Balasubramanian K.,
2009. Applications of the Static Quenching of Rhodamine B
by Carbon Nanotubes. Chem. Phys. Chem. 10:2251-2255.

Atthal S., Thiruvengadathan R., Regev O., 2006. Determination
of the concentration of single walled carbén nanotubes in
aqueous dispersion using UV-Vis absorption spectroscopy.
Anal. Chem. 78 (23):8098-8104.

Ayala B, E., Pefia B.Y. G., 2013. Funcionalizacién covalente de
nanotubos de carbono de pared simple con &cido félico y
evaluacion de su efecto térmico, Trabajo de grado, Director
Fernando Martinez O., Escuela de Quimica, Facultad de
Ciencias, UIS.

Ayala B. E., Pefia Y. G., Barbosa O., Torres R., Martinez O.
F., 2013. Evaluacidon del efecto térmico de nanotubos de
carbono de pared simple funcionalizados con &cido félico.
Rev. Invest. Univ. Quindio. 1 (24): 107-111.

164

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):152-166, 2014

Bandara N. A., Hansen M. J., and Low P. S., 2014. Effect of
Receptor Occupancy on Folate Receptor Internalization.
Molecular. Pharmaceutics 11 (3): 1007—1013.

Boca-Farcau S., Potara M., Simon T., Juhem A., Baldeck P., and
Astilean S., 2014. Folic Acid-Conjugated, SERS-Labeled
Silver Nanotriangles for Multimodal Detection and Targeted
Photothermal Treatment on Human Ovarian Cancer Cells.
Molecular. Pharmaceutics 11 (2): 391-399.

Burkea A., Ding X., Singh R., Kraft R. A., Levi-Polyachenko N.,
Rylander M. N., Szot C., Buchanan C., Whitney J., Fisher
J., Hatcher H. C., D’Agostino R., Jr., Kock N. D., Ajayan
P. M., Carroll D. L., Akman S., Torti F. M., and Torti S.
V., 2009. Long-term survival following a single treatment of
kidney tumors with multiwalled carbon nanotubes and near-
infrared radiation. PNAS 106 (31): 12897-12902.

Burlaka A., Lukin S., Prylutska S., Remeniak O., Prylutskyy Y.,
Shuba M., Maksimenko S., Ritter U., Scharff P., 2010.
Hyperthermic effect of multi-walled carbon nanotubes
stimulated with near infrared irradiation for anticancer
therapy: in vitro studies. Exp. Oncol. 32 (1): 48-50.

Castillo J. J., Torres M. H., Molina D. R., Castillo-Le6n J.,
Svendsen W. E., Escobar P., Martinez O. F.,, 2012.
Monitoring the functionalization of single-walled carbon
nanotubes with chitosan and folic acid by two-dimensional
diffusion-ordered NMR spectroscopy. Carbon 50 (8): 2691—
2697.

Castillo J.J., Novoa L.V., Martinez F., Escobar P., 2011. Carbon
nanotubes-chitosan in HOS and THP-1 cells. Rev. Univ.
Ind. Santander. Salud 43 (1): 21-6.

Castillo, J. J., Rindzevicius T., Novoa L. V., Svendsen W. E.,
Rozlosnik N., Boisen A., Escobar P., Martinez F. and
Castillo-Léon J., 2013. Non-covalent conjugates of single-
walled carbén nanotubes and folic acid for interaction with
cells over-expressing folate receptors. J. Mater. Chem. B. 1:
1475-1481.

Castillo J. J., Rozo C. E., Castillo-Le6n J., Rindzevicius T.,
Svendsen W. E., Rozlosnik N., Boisen A., Martinez O.
F., 2013. Computational and experimental studies of the
interaction between single-walled carbon nanotubes and
folic acid. Chemical Physics Letters 564: 60—64.

Castillo, John, 2013. Disefio y Preparacion de Nanocompuestos
Funcionalizados con Acido Foélico y sus Aplicaciones
Biomédicas, tesis doctoral en quimica, escuela de Quimica,
dirigida por Patricia Escobar R. y Fernando Martinez O.,
UIS, enero.

Chakravarty P., Marches R., Zimmerman N. S., Swafford A.
D.-E., Bajaj P., I. H. Musselman, P. Pantano, Draper
R. K., and Vitetta E. S., 2008. Thermal ablation of tumor
cells with antibody-functionalized single-walled carbon
nanotubes. PNAS 105 (25): 8697- 8702.

Cohen Y., Avram L., and Frish L., 2005. Diffusion NMR Spec-
troscopy in Supramolecular and Combinatorial Chemistry:
An Old Parameter—New Insights, Angew. Chem. Int. Ed.
44 (4): 520- 554.



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):152-166, 2014

Cho E. S., S. Hong W. and Jo W. H., 2008. A New pH Sensor
Using the Fluorescence Quenching of Carbon Nanotubes.
Macromol. Rapid Commun. 29 (22): 1798-1803.

Chen H., Chi X., Li B., Zhang M., Ma Y., Achilefu S. and Gu
Y., 2014. Drug loaded multilayered gold nanorods for
combined photothermal and chemotherapy. |Biomater. Sci.,
2: 996-1006.

Chou H.-T., Wang T.-P,, Lee Y., Taia N.-H., Chang H.-Y., 2013.
Photothermal effects of multi-walled carbon nanotubes on
the viability of BT-474 cancer cells. Materials Science and
Engineering C 33 (2): 989-995.

Dresselhauss M., Dresselhaus G., Jorio A., Filho A., Pimenta A.,
Saito R., 2002. Single Nanotube Raman Spectroscopy. Acc.
Chem. Res. 35 (12): 1070-1078.

Elhissi A. M. A., Ahmed W., Hassan |. U., Dhanak V. R., and
D’Emanuele A., 2012. Carbon Nanotubes in Cancer
Therapy and Drug Delivery. J. of Drug Delivery Volume
2012, Article ID 837327, doi:10.1155/2012/837327

Fisher J., Sarkar S., Buchanan C., 2010. Photothermal Response
of Human and Murine Cancer Cells to Multiwalled Carbon
Nanotubes after Laser Irradiation. Cancer Research, 70 (23):
9855-9864.

Galvis, M., Barbosa, O., Ruiz, M., Cruz, J., Ortiz, C., Torres
R., 2012. Chemical amination of lipase B from Candida
Antarctica is an efficient solution for the preparation of
cross linked enzyme aggregates. Process Biochemestry 47
(12): 2373-2378.

Gannon C. J., Cherukuri P., Yakobson B. I., Cognet L.,
Kanzius J. S., Kittrell C., Weisman R. B., Pasquali M.,
Schmidt H. K., Smalley R. E., Curley S. A., 2007. Carbon
Nanotube-enhanced Thermal Destruction of Cancer Cells
in a Noninvasive Radiofrequency Field. CANCER, Volume
110 (12): 2654-2665.

Graham E. G., MacNeill C. M., Levi-Polyachenko N. H., 2013.
Quantifying folic acid-functionalized multi-walled carbon
nanotubes bound to colorectal cancer cells for improved
photothermal ablation. J. Nanopart. Res. 15: 1649-1662.

Hashida Y., Tanaka H, Zhou S., Kawakami S. , Yamashita F.,
Murakami T., Umeyama T., Imahori H., Hashida M.,
2014. Photothermal ablation of tumor cells using a single-
walled carbon nanotube-peptide composite. Journal of
Controlled Release 173: 59-66.

Hildebrandt B., Wust P, Ahlers O., Dieing A., Sreenivasa
G, Kerner TFelix R.,Riess H., 2002.The cellular and
molecular basis of hyperthermia. Critical Reviews in
Oncology/Hematology 43 (1): 33-56.

Huang X, El-Sayed IH, Qian W, El-Sayed M.A., 2006. Cancer
cell imaging and photothermal therapy in the near-infrared
region by using gold nanorods, J. Am. Chem. Soc. 128 (6):
2115-2120.

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

Hussain S., Dosser L., Payne S., Stacy B., Schrandt A., 2011.
Fundamental Examination of Nanoparticle Heating Kinetics
Upon Near Infrared (NIR) Irradiation. ACS Appl. Mater.
Interfaces 3: 3971-3980.

Jinno M., Ando Y., Bandow S., Fan J., Yudasaka M., ljima
S., 2006. Raman scattering study for heat-treated carbon
nanotubes: The origin of *1855 cm™ Raman band. Chemical
Physics Letters 418 (1-3): 109-114.

Kang B, Yu D. C, Dai Y.D., Chang S.Q., Chen D., Ding Y.T.,
2009. Cancer-cell targeting and photoacoustic therapy using
carbon nanotubes as “Bomb” agents. Small 5 (11): 1292—
301.

Kim U,, Furtado C., Liu X., Chen G., Eklund P. 2005. Raman
and IR Spectroscopy of Chemically Processed Single-
Walled Carbon Nanotubes. J. Am Chem Soc. 127 (44):
15437-15445.

Koh B., Park J. B., Hou X. M. and Cheng W., 2011. Comparative
Dispersion Studies of Single-Walled Carbon Nanotubes in
Aqueous Solution. J. Phys. Chem. B, 115 (11): 2627-2633.

Kosuge H., Sherlock S. P., Kitagawa T., Dash R., Robinson J.
T., Dai H.; McConnell M. V., 2012. Near Infrared Imaging
and Photothermal Ablation of Vascular Inflammation Using
Single-Walled Carbon Nanotubes. J. Am. Heart Assoc.
2012: doi: 10.1161/JAHA.112.002568

Levi-Polyachenko N., Merkel E., Jones B., Carroll D., Stewar
J. H., 2009. Rapid Photothermal Intracellular Drug
Delivery Using Multiwalled Carbon Nanotubes. Molecular.
Pharmaceutics 6 (4): 1092-1099.

Liu Z., Davis C., Cai W., He L., Chen X., and Dai H., 2008.
Circulation and long-term fate of functionalized, bio-
compatible single-walled carbon nanotubes in mice probed
by Raman spectroscopy. PNAS 105 (5): 1410 -1415.

Loo C., Lowery A, Halas N, West J, Drezek R., 2005.
Immunotargeted nanoshells for integrated cancer imaging
and therapy. Nano Lett. 5 (4): 709 —711.

Madani S., Tan A., Dwek M., Seifalian A., 2012. Functionalization
of single-walled carbon nanotubes and their binding to
cancer cells. Int J Nanomedicine 7: 905-914.

Manthe R., Foy S., Krishnamurthy N., Sharma B., Labhasetwar
V., 2010. Tumor Ablation and Nanotechnology. Molecular
Pharmaceutics 7 (6): 1880-1898.

Marega R, Aroulmoji V, Bergamin M, Feruglio L, Dinon F,
Bianco A., 2010. Two-Dimensional Diffusion-Ordered NMR
Spectroscopy as a Tool for Monitoring Functionalized
Carbon Nanotube Purification and Composition. ACS
Nano. 4 (4): 2051-8.

Marega R., Aroulmoji V., Dinon F., Vaccari L., Giordani
S., Bianco A., Murano E. and Prato M., 2009.
Diffusion-Ordered NMR Spectroscopy in the Structural
Characterization of Functionalized Carbon Nanotubes. J.
Am Chem Soc 131 (25): 9086-9093.

165



Martinez O. F

Moon H., Lee S., Choi H., 2009. In Vivo Near-Infrared Mediated
Tumor Destruction by Photothermal Effect of Carbon
Nanotubes. ACS Nano 3 (11): 3707-3713.

Nelson D. J. and Kumar R., 2013. Characterizing Covalently
Sidewall-Functionalized Single-Walled Carbon Nanotubes
by Using *H NMR Spectroscopy. J. Phys. Chem. C 117:
14812-14823.

Nikfarjam M, MuralidharanV, Christophi C., 2005. Mechanisms
of focal heat destruction of liver tumors. J. Surg. Res. 127:
208-223.

Niu L., Meng L., Lu Q., 2013. Folate-Conjugated PEG on
Single Walled Carbon Nanotubes for Targeting Delivery
of Doxorubicin to Cancer Cells, Macromol Biosci 13 (6):
735-744.

Novoa, L. V., 2012. Actividad de nanotubos de carbono acoplados
a acido fdlico contra Leishmania panamensis después de
irradiacion con luz infrarroja cercana, Trabajo de Maestria
en Ciencias basicas de la Escuela de Medicina, dirigida por
Patricia Escobar R. UIS.

Pavitra Chakravarty, Radu Marches, Neil S. Zimmerman,
Austin D.-E. Swafford, Pooja Bajaj, Inga H. Musselman,
Paul Pantano, Rockford K. Draper, and Ellen S. Vitetta,
2008. Thermal ablation of tumor cells with antibody-
functionalized single-walled carbon nanotubes, PNAS 105
(25): 8697- 8702.

Robinson J., Welsher K., Tabakman S., Sherlock S., Wang h.,
Luong R., Dai H., 2010. High Performance In Vivo Near-IR
(>1 pm) Imaging and Photothermal Cancer Therapy with
Carbon Nanotubes. Nano Res. 3 (11): 779-793.

166

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):152-166, 2014

Tong R., Chiang H. H., and Kohane D. S., 2013. Photoswitchable
nanoparticles for in vivo cancer chemotherapy. PNAS 110
(47): 19048-19053.

Vardharajula S., Ali SZ, Tiwari PM, Eroglu E, Vig K, Dennis
V.A, Singh S.R., 2012. Functionalized carbon nanotubes:
biomedical applications. Int J Nanomedicine (7): 5361-74.

WANG H., ZHAO Y-L., and NIE G-J., 2013. Multifunctional
nanoparticle systems for combined chemo-and photothermal
cancer therapy. Front. Mater. Sci. 7 (2): 118-128.

Zhang Y L. X, Tang HM. D, Xie Q. T. L, Yao S, 2013.
Biocompatible multi-walled carbon nanotube-chitosan-folic
acid nanoparticle hybrids as GFP gene delivery materials.
Colloids Surf B Biointerfaces 111C: 224-231.

Wadzanai, C., y Tebello, N., 2010. Characterization of amine-
functionalized single-walled carbon nanotube-low symmetry
phthalocyanine conjugates. Carbon 48 (10): 2831-2838.

Zhao D., Alizadeh D., Zhang L., W. Liu, Farrukh O., Manuel
E., Diamond D. J. and Badie B., 2011. Carbon Nanotubes
Enhance CpG Uptake and Potentiate Antiglioma Immunity.
Clin Cancer Res 17 (4): 771-782.

Zhou F.F., Wu S.N., Wu B.Y., Chen W.R., Xing D., 2011.
Mitochondria-Targeting Single-Walled Carbon Nanotubes
for Cancer Photothermal Therapy, Small 7 (19): 2727-2735.

Zhuang L., Corrine D., Weibo C., Lina H., Xiaoyuan C., and
Hongjie D., 2008. Circulation and long-term fate of func-
tionalized, biocompatible single-walled carbon nanotubes
in mice probed by Raman spectroscopy. PNAS 105 (5):
1410-1415.



Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):167-180, 2014

I Ciencias quimicas

Estudio de Parametros de Sintesis de las estructuras zeoliticas
Linde Tipo A (LTA) y Faujasita (FAU) X a partir de aluminio
post-consumo y diatomita, para la remocion de metales pesados
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Resumen

En este estudio, se sintetizaron las zeolitas LTA y FAUJASITA NaX por el método hidrotérmico, usando como
material de partida la diatomita, como precursor para la obtencion del silicato de sodio y aluminio post-consumo,
como precursor de la solucion de aluminio. Las zeolitas se caracterizaron por Difraccion de Rayos X de Muestras
Policristalinas (DRXP), Espectroscopia Infrarroja con atenuacion (ATR-IR) y Analisis termogravimétrico (ATG),
Calorimetria de Barrido Diferencial (CBD) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Las zeolitas sintetizadas
presentaron una capacidad de fijacion de 4,8mmol/g de Cu2+, 3,4mmol/g para el Cd2+ y 2,3mmol/g de Ni2+,
partiendo de los nitratos de estos cationes, lo cual, demuestra el potencial de estos materiales para la remocion de
metales pesados.

Palabras clave: diatomitas; Aluminio post-consumo; Tratamiento hidrotérmico; Zeolita LTA; Faujasita NaX; Cobre,
Niquel y Cadmio.

Study of synthesis parameters of the sodic Linde Tipe A (LTA) and Faujasite (FAU) X zeolite frameworks
from post-consumer aluminium and diatomite for removal of heavy metals

Abstract

In this study, the LTA and faujasite NaX zeolites are synthesized by the hydrothermal method, using as starting
material the diatomite, as a precursor for the production of sodium silicate, and aluminum post-consumer, as a
precursor of the aluminum solution. The zeolites were characterized by X-Ray Powder Diffraction, (XRD),
Infrared Spectroscopy with Attenuation (ATR-IR) and Thermogravimetric analysis (TGA), Differential Scanning
Calorimetry (DSC) and Scanning Electronic Micoscopy (SEM). Sintered zeolites had a binding capacity of 4.8
mmol / g of Cu*', 3.4 mmol / g for Cd?>*and 2.3 mmol / g of Ni?*, starting from the nitrates of these cations, which
demonstrates the potential of these materials for the removal of heavy metals.

Key words: Diatomite, post-consumer aluminum; hydrothermal treatment; LTA-Na and Faujasite-NaX zeolites;

Copper, Nickel and Cadmium

1. Introduccion

Uno de los problemas mas serios que enfrenta la industria en
general es la generacion de descargas residuales derivadas
de los procesos industriales, cuya composicion varia con el
tipo de industria y/ o proceso; por esta razon, los efluen-
tes industriales pueden contener sustancias disueltas y en
suspension, dentro de las cuales se encuentran compuestos
organicos que pueden ser biodegradables o no biodegra-
dables, y/o compuestos inorganicos (sales de amonio,
fosfatos, metales pesados, etc.), asi como compuestos
toxicos (Nurul, ef al., 2011); haciendo de este hecho un

fenémeno reconocido como uno de los problemas de mayor
responsabilidad ambiental que enfrenta la industria en
Colombia.

Las zeolitas son aluminosilicatos con estructura cristalina,
que contiene cavidades en forma de canales, ocupadas por
grandes iones y moléculas de agua, ambos con libertad
de movimiento permitiendo el intercambio i6nico y la
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deshidratacion reversible (Salam, et al., 2013; Wang &
Peng, 2010, Qiu & Zheng, 2009). Su estructura consiste en
una red tridimensional de tetraedros, con atomos de aluminio
o silicio en el centro y atomos de oxigeno en los vértices. Las
diferentes formas de coordinacion de estos tetraedros, asi
como la relacion silicio/aluminio originan diferentes tipos de
zeolitas (Gomez, et al., 2001); a su vez, esta relacion influye
directamente sobre la tendencia hidrofilica o hidrofobica del
material, la cual se define en funcion de la densidad de dtomos
de aluminio en el interior de las cavidades de su estructura,
en general la hidrofobicidad aumenta con un aumento en
la relacion Si/Al (Herance et al., 2005). Cada atomo de
aluminio que sustituye un atomo de silicio, proporciona una
carga negativa, la cual se neutraliza con las cargas positivas
que aportan los iones intercambiables, los cuales se unen a la
estructura de la red mediante un enlace i6nico que permite su
intercambio por otro catidén organico o inorganico sin que la
estructura cristalina de la zeolita sea alterada (Danil, et al.,
2012; Kumar, et al., 2008; Herance, et al., 2005).

Pueden encontrarse en depdsitos naturales, generalmente
asociados con la activacion hidrotérmica de rocas volcanicas
vidriosas 6 pueden ser sintetizadas con una gran variedad
de materiales con alto contenido de silicio y aluminio.
Como consecuencia de sus propiedades fisicoquimicas, son
utilizadas en una amplia gama de aplicaciones industriales.
Particularmente, la gran capacidad de intercambio cationico
le confiere a las zeolitas una alta aplicabilidad como inter-
cambiadores ionicos en el tratamiento de aguas para la
eliminacion de amonio, fosfatos o metales pesados principal-
mente (Danil, et al., 2012, Borai, et al., 2009; Kumar, et al.,
2008). Ademas, debido a su estructura de canales abiertos y
vacios, pueden ser usadas como tamices moleculares en la
adsorcion fisica de moléculas gaseosas y como catalizadores
gracias a la presencia de protones como cationes intercam-
biables que pueden convertir a la zeolita en sélidos de elevada
acidez (Herance, et al., 2005; Villavicencio et al., 2011).

Aunque actualmente gran parte del volumen total de la
produccion mundial de zeolitas es destinado para su uso en
la formulacion de detergentes (Wang & Peng, 2010), se han
definido otras areas de aplicabilidad como la agricultura, la
horticultura, materiales para construccion y el tratamiento de
efluentes mineros y metalirgicos entre otros, por lo que la
sintesis de estos materiales a partir de materiales post-consumo
o de facil acceso facilita su aplicacion en la industria (Zhang
etal.,2013; Wang & Peng, 2010; Salam et al., 2013).

Las diatomitas son rocas silicicas de origen biogénico, inertes
y de baja toxicidad, compuestas por caparazones fosilizados
de plantas acuaticas unicelulares morfologicamente sencillas,
las diatomeas. Se forman por la acumulaciéon sedimentaria
de frustulas de diatomeas (Insung et al., 1999; Mohamed,
2010; Yi-Qiu, ef al., 2012). Estan constituidas esencialmente
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de silice hidratada, ya sea en forma amorfa o cristalina segun
la concentracion de silice en la fuente de agua y la edad del
yacimiento. Soluciones sobresaturadas de silice favorecen la
precipitacion de opalo el cual segun la antigiiedad del deposito
cambia su morfologia hasta convertirse en cuarzo (Pozo M.,
& Lépez M.J., 2004). Entre sus impurezas se encuentra la
alimina y el hierro, asi como detritos sedimentarios que
acompafian al material por su origen (Bahramian et al., 2008;
Hadjar ef al., 2008; Mohamedbakr H., & Burkitbaev,
M., 2009).

Por sus propiedades fisicas, quimicas y térmicas, como
gran area superficial por unidad de masa, baja densidad
aparente, quimicamente inerte y aislante térmico en un amplio
rango de temperatura; son aptas para diversas aplicaciones
industriales, entre las que se encuentran su uso como filtro,
absorbente y su uso como materia prima para la fabricacion
de ladrillos y cemento (Mohamed, 2010; Yin-qiu et al.,
2012, Gerengi et al., 2013). No obstante, ha sido utilizada
también como materia prima para la sintesis de nuevos mate-
riales en aplicaciones mas especificas como las zeolitas
(Lopez et al., 2005; Yang et al., 2011; Liu et al., 2014).

En este orden de ideas, la diatomita constituye una valiosa
herramienta ya que gracias a sus propiedades fisicoquimicas,
abre la posibilidad para el desarrollo de nuevas tecnologias
sobre sintesis de materiales como las zeolitas, alumino-
silicatos de estructura cristalina con gran capacidad de
adsorcion e intercambio idnico, de sales inorganicas con
metales pesados, para su aplicacion en la remediacion de
problemas ambientales en el pais, que hasta ahora no figuran
dentro de los usos convencionales de la diatomita (Wajima
T. & Munakata K., 2012).

Adicionalmente, este trabajo permite potenciar su uso en
nuevas aplicaciones y por lo tanto aumentar el valor agre-
gado a los recursos de explotacion industrial de diatomita en
Colombia, promoviendo dentro del contexto de la mineria de
minerales no metalicos el desarrollo sustentable, la mitigacion
del impacto ambiental, el mejoramiento de ecosistemas y de
la calidad de vida.

2. Protocolo experimental

La diatomita utilizada en el presente trabajo fue recolectada
en la Vereda de Siatoca del Municipio de Chivata (Boyacd) a
la altura del km 7 al margen derecho de la via principal que
comunica Tunja con Toca.

2.1. Reactivos

Acido clorhidrico 37% (MERCK); Peroxido de hidrogeno
30% (MERCK); Hidroxido de sodio 99% (MERCK);
Nitrato de cobre tri-hidratado (MERCK, extrapuro); Nitrato
de Niquel hexa-hidratado (MERCK, Extrapuro), Nitrato de
Cadmio marca tetra-hidratado (SIGMA-ALDRICH, 99%)
y Acido Sulfarico 98% (MERCK).
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2.2 Solubilizacién del silicio a partir de la diatomita

Las muestras de diatomita fueron reducidas a polvo en un
mortero de agata, secadas al aire y tamizadas a través de una
malla de 38 um, para aumentar el area de contacto. La diatomita
fue caracterizada superficialmente por Microscopia Electronica
de Barrido (MEB) (FEI QUANTA 200, con un alcance hasta
260.000 aumentos); para complementar la informacion de
la MEB se tomaron Micrografias en un Microscopio Optico
convencional (Olympus, BX51), las Micrografias se tomaron
con luz paralela con objetivos de 60 y 100x (este Gltimo de
inmersion); la caracterizacion elemental se efectué mediante
Fluorescencia de Rayos-X (FRX) de longitud de onda disper-
siva de 4 KW utilizando un equipo marca BRUKER, modelo
S8 TIGER; el estudio de la composicion de fases cristalinas
(programa especializado SEARCH/MATCH) y el célculo del
porcentaje de las fases cristalinas y material amorfo (programa
especializado RIQAS) se realiz6 mediante Difraccion de
Rayos-X de muestras policristalinas (DRX) utilizando un
equipo BRUKER, modelo D8 ADVANCE con geometria DA
VINCI, la caracterizacion de los grupos funcionales se realizo
mediante Espectroscopia Infrarroja con atenuacion total (IR-
ATR), utilizando un equipo BRUKER, modelo TENSOR 27,
para determinar la Reflectancia Difusa de la muestras, se utilizo
un espectrometro marca SHIMADZU, modelo Tensor 27; la
estabilidad térmica se estudié en un Calorimetro de Barrido
Diferencial (CBD) calorimetro marca TA INSTRUMENTS,
modelo DSCQ10 y la cuantificacion de los lixiviados se realizo
por Absorcion Atomica (AA), utilizando un equipo PERKIN
ELMER modelo 372.

2.3 Calcinacion

La eliminacion de los compuestos orgdnicos presentes en la
diatomita natural se realizé mediante oxidacion térmica a
600°C durante 5 horas.

2.4 Lixiviacién

El proceso de lixiviacion se realiz6 a 15 muestras de 2g de
diatomita las cuales fueron sometidas a digestiones (tempe-
ratura de 90°C, 750rpm por 6h en un autoclave de teflon de
65mL de volumen) con 40mL de cada una de las soluciones:
HCI 4%-H,0, 2% p/v, H,SO, 2% p/v y HNO, 2% p/v. Las
digestiones se aplicaron en la secuencia descrita en la Tabla
1. Una vez finalizado el proceso de lixiviacion, los filtrados
se analizaron por absorcion atdmica para determinar la
concentracion de hierro y aluminio extraidos.

2.5 Extraccion del silicio como silicato de sodio

El solido remanente de la lixiviacion que presentd mayor
concentracion de silicio, se sometid a tratamiento hidrotérmico
con una solucién 3M de NaOH conservando la relacion de 4g
de solido por cada 40mL de base, mezclados en un autoclave
de teflon a 90°C, 750rpm por 6h (Hollman et al., 1999). La
cantidad de silicio extraido se determin6 por AA.
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Tabla 1. Combinacion de las soluciones lixiviantes. Los nimeros
arabigos indican la secuencia utilizada.

Numero Secuencia de las digestiones
1 1. HC1 4% p/v - H,0, 2% p/v
2 1. HC1 4% p/v - H,0,2% p/v; 2. HNO, 2% p/v
3 1. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v; 2. HNO, 2% p/v; 3. H,SO, 2% p/v
4 1. H,SO, 2% p/v
5 1. H,SO, 2% p/v; 2. HNO, 2% p/v
6 1. HNO, 2% p/v
7 1. HNO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v - H,0,2% p/v
8 1. HC1 4% p/v - H,0,2% p/v; 2. H,SO, 2% p/v
9 1. HNO, 2% p/v; 2. H,SO, 2% p/v
10 1. H,SO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v
11 1. HNO, 2% p/v; 2. H,80, 2% p/v; 3. HC1 4% p/v- H,0, 2%p/v
12 1. H,SO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v-H,0,2% p/v; 3. HNO, 2% p/v
13 1. H,SO, 2% p/v; 2. HNO, 2% p/v; 3. HC1 4% p/v- H,0, 2%p/v
14 1. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v; 2. H,SO, 2% p/v; 3. HNO, 2% p/v
15 1. HNO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v; 3. H,SO, 2% p/v

2.6 Extraccion del aluminio de las anillas de cerveza.

Las anillas de aluminio se calcinaron a 600°C por 3h, poste-
riormente el material se sometid a tratamiento alcalino con
NaOH 3M durante 2h, con agitacion constante y conservando
la estequiometria propuesta en la Reaccion 1, (Aleksandrov
et al. 2003). La solucion se caracterizo por AA.

2Al (s) + 2NaOH (ac) + 6H,0 (1) 2Na[Al(OH)4] (ac) + 3H,(g)

Reaccion 1 Extraccion de Aluminio
2.7 Sintesis y Caracterizacion de zeolitas.
Sintesis de la Zeolita LTA-Na.

Partiendo de las soluciones de silicio y aluminio disuelto, se
tomaron tres autoclaves de teflon de 65mL y a cada uno se le
mezclaron los precursores gota a gota con agitacion constante
conservando una relacion Si/Al de 1 hasta completar 40mL
de la mezcla. Al finalizar la adicion, los autoclaves con
los crudos de reaccion se sometieron a envejecimiento a
90°C, el primero por 3h, el segundo por 6h y tercero por
9h, al término de este tiempo los materiales se filtraron y los
precipitados se lavaron con agua tipo 1, hasta lograr un pH=7
en las aguas de lavado. Los s6lidos se secaron a 90°C durante
10h, se denominaron como LTA-3, LTA-6 y LTA-9 y fueron
caracterizados por DRXP, ATR-IR, ATG y CBD.

Sintesis de la Zeolita FAUJASITA-NaX.

Los precursores de aluminio y silicio se mezclaron en 16
autoclaves de teflon de 65mL, hasta completar un volumen
de 40mL de la mezcla conservando una relacion de Si/Al de
1,2 para los ocho primeros y de 2,4 para los ocho restantes. Al
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término de cada una de las adiciones, el crudo de reaccion se
dejo en agitacion constate por 30min. Posteriormente, los 16
crudos de reaccion se sometieron a un estudio de maduracion
como se muestra a continuacion.

Estudio del tiempo de maduracion.

Los crudos de reaccion mezclados bajo la relacion Si/Al de
1,2, se sometieron a maduracion de 24 y 120h a temperatura
ambiente. Una vez finalizada la maduracion, los crudos de
reaccion se sometieron a envejecimiento a 90°C por 0, 8, 16
y 24h. Para los crudos de reaccion mezclados en una relacion
Si/Al 2,4, se les realiz6 un proceso de maduracion a 24 y 48
horas. Posteriormente, se sometieron a envejecimiento por 0,
8, 16 y 24h. Cada uno de los productos obtenidos luego del
envejecimiento, se filtraron, se lavaron con agua desionizada
y se secaron a 90°C. Los solidos se denominaron DE1, DE2,
DE3 y DE4 para la relacion Si/Al 1,2 y maduracion de 24h
siguiendo la secuencia de los tiempos de envejecimiento;
mientras que para la maduracion 120h se nombraron, DES,
DE6, DE7 y DES. Los so6lidos con relacion 2,4 y 24h de
maduraciéon se denominaron ADE1, ADE2, ADE3 y ADE4
y los de 48 horas de maduracion ADES, ADE6, ADE7 y
ADES. Todos los materiales sintetizados se caracterizaron
por DRXP.

2.8 Pruebas de intercambio ionico

Para las pruebas de intercambio i6nico se prepararon tres
soluciones de 2L de Niquel, Cobre y Cadmio a 1000mg/L,
partiendo de nitrato de niquel, nitrato de cobre y nitrato
de cadmio.

Intercambio cationico de la zeolita LTA-Na.

Se tomaron tres muestras de 0,1000g de la muestra de zeolita
sintetizada LTA-3, se sometieron a un tratamiento de secado a
300°C por 3h en atmosfera de argon. Transcurrido este tiempo,
el material se llevo a 50°C, luego, se mezcld con 26,9mL de
cada uno de los nitratos de niquel, cobre y cadmio, para luego
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tomar una alicuota de 300uL de la solucion cada 30 minutos
hasta completar 2h y 30minutos. Cada una de las alicuotas
se analizo por AA para cada metal (Cu, Ni y Cd). El procedi-
miento anterior se repitio para las muestras LTA-6 y LTA-9.

Intercambio de la zeolita FAUJASITA NaX.

Se tomaron tres muestras de 0,1000g de la muestra de zeolita
sintetizada ADEI, la zeolita se someti6 a un tratamiento de
secado a 300°C por 3h en atmosfera de argon. Transcurrido
este tiempo, el material se llevo a 50°C y luego se mezclo
con 39,9mL de cada uno de los nitratos de niquel, cobre y
cadmio. Finalmente, se tomaron alicuotas de 300uL de la
solucion cada 30 minutos hasta completar 2h y 30 minutos.
Cada una de las alicuotas se analiz6 por AA para cada metal
(Cu, Ni y Cd). El procedimiento anterior se repitid para las
muestras ADE2, ADE3 y ADE4.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de la diatomita
Microscopia Electrénica de Barrido

Mediante Microscopia Electronica de Barrido se encontrd
que la especie de diatomeas mas abundante en la muestra,
pertenece a la clase de diatomeas céntricas del orden
Aulacoseirales, mas especificamente la especie Aulacoseira
granulata. En la Figura 1la se puede apreciar la forma
cilindricay porosa de la frastula, y en la Figura 1b se observa
que poseen valvas circulares, las cuales se unen mediante
espinas que se encuentran en el borde (Naranjo et al., 2007;
Oliva et al., 2005).

Aunque en menor proporcion, se establecid que en la
muestra objeto de estudio hay presencia de otros dos tipos
de diatomeas pertenecientes a la clase de diatomeas penadas
con rafe, mas especificamente las especies Navicula Radiosa
y Pinularia ¢f (Naranjo et al., 2007; Oliva et al., 2005),
como se puede apreciar en la Figura 2.

Figura 1. Imagenes por microscopia electronica de barrido de la diatomita.
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Figura 2. Diferentes especies de diatomeas fosiles identificadas. a) Aulacoseira granulata, b) Navicula Radiosa, c¢) Pinularia cf.

Analisis Elemental

A partir del analisis elemental por fluorescencia de rayos
X de la diatomita, fue posible conocer la composicion del
material expresada en porcentaje en peso, indicando que sus
componentes mayoritarios, son silicio, aluminio e hierro, los
cuales presentados como 6xidos estan del orden de 71,853,
21,264 y 3,191% en peso, respectivamente. Ademas, se
evidencia la presencia de los elementos potasio, titanio,
calcio y magnesio entre otros, en menores proporciones. De
acuerdo con estos porcentajes, la diatomita se clasifica como
un material puzolanico de clase N segun la norma ASTM
C618, ya que la suma de los porcentajes de sus componentes
mayoritarios (SiO, , ALO, y Fe O,) supera el 70%, ademas,
su contenido de azufre es inferior al establecido por la norma
el cual debe ser menor al 4%.

El alto contenido silicio (expresado como SiO,), aproximada-
mente del 71,853% en peso del material, hace evidente el
potencial de la tierra de diatomaceas como fuente de silicio
para su uso como precursor en la sintesis de materiales
zeoliticos, ya sea en su forma natural 6 modificada después
de la extraccion de cationes presentes en la misma (Liu
et al, 2014; Wajima T. & Munakata K., 2012; Shan et
al., 2004).

Caracterizacion Mineralégica de la diatomita
Andlisis Cualitativo

Mediante el andlisis cualitativo de fases cristalinas, se esta-
blecié la presencia de las fases Moscovita PDF 85-2147,
Caolinita PDF 78-1996, Cuarzo PDF 85-0794, Anatasa 84-
1285 y Vermiculita 76-0847. Ademas, se destaca la presencia
de una elevacion del ruido de fondo en la region de 2,9 a
4,6A, correspondiente al Opalo, material amorfo de silicio
presente en la muestra (Naranjo et al., 2007). El resultado
del analisis cualitativo se presenta en la Figura 3. A partir
del anterior resultado, se puede inferir que todas las fases
cristalinas presentes diferentes de la Anatasa, hacen parte
de la fuente de silicio en el material, ademas que el aporte
de aluminio en la diatomita, es dado principalmente por la
Caolinita y la Vermiculita.

Anadlisis cuantitativo

A partir de la cuantificacion de las fases cristalinas en la
muestra, se evidencio la presencia de una cantidad signi-
ficativa de cuarzo, muy posiblemente debido a que la fuente
de agua del yacimiento de diatomita tenia baja concentracion
de silice o quizas por causa de fendmenos de envejecimiento
del 6palo (Alonso-Zarza, 2010). Los resultados obtenidos del
refinamiento del perfil de difraccion por minimos cuadrados
empleando el Software comercial RIQAS, usando como
patréon el Corindon PDF 73-1512, muestran que la diatomita
presenta 40,1 % de material amorfo, 22,7 % de Muscovita,
20,1 % de Caolinita, 15,8 % de Cuarzo y 1,20 % de
Vermiculita. El contenido de Anatasa en la diatomita no
es cuantificable, debido a la baja proporcion en la que se
encuentra dentro del material, por lo que se reporta dentro
del material amorfo. Aunque segin el analisis cuantitativo,
el 40,1% de la muestra de diatomita objeto de estudio corres-
ponde a material amorfo, esto no necesariamente indica
una falta de ordenamiento interno de parte de los atomos
que conforman dicha estructura, muy probablemente el
tamafio de los cristales de estos solidos es muy pequefio y
no son detectables por Difraccion de Rayos-X de Muestras
policristalinas.

3.2 Tratamientos previos a la sintesis de la zeolita
Calcinacion

Con la incineracion de la muestra, se lograron eliminar los
compuestos organicos volatiles presentes en la diatomita y
parte del agua de constitucion de los minerales presentes en
el material, correspondientes a aproximadamente el 9% del
peso inicial de la muestra solida. Se puede inferir que después
de la calcinacion, la diatomita ha sufrido transformaciones
cristalograficas en donde su estructura pierde iones hidro-
xilo (Ghosh et al., 2004) y pasa de un estado cristalino
a un estado amorfo, en el cual sus componentes son mas
reactivos (Chaisena and Rangsriwatananon, 2004;
Rodrigez et al., 2005; Yilmaz and Ediz, 2008), debido a la
falta de ordenamiento interno de los atomos constituyentes
de cada mineral.
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Figura 3. Perfil de difraccion de rayos X de la diatomita.

Lixiviacién

Después de realizado el tratamiento acido bajo las condiciones
anteriormente expuestas, fue posible reducir gran parte de los
cationes presentes en la muestra de diatomita, diferentes al
silicio. En la Tabla 2 se muestran los resultados de AA para
aluminio e hierro en los filtrados obtenidos tras cada uno de
los procesos de digestion. Todos los filtrados se redujeron
hasta un volumen de 19mL. De lo expuesto en la Tabla 2 se
puede evidenciar que la extraccion de la secuencia 3, es la que
mayor cantidad de aluminio retira (9099,0ppm), mientras que
para el caso del hierro (2082,6ppm) es la secuencia 13 la que
elimina la mayor proporcion. Ademas, de las tres soluciones
acidas la digestion mas efectiva para retirar los iones de
hierro y aluminio es la de 4% HCI-2% H,O, p/v. Lo anterior
se debe a la alta dureza que presenta el cloruro, comparada
con la del nitrato y el sulfato, los cuales al tener su carga
distribuida entre tres y cuatro oxigenos respectivamente, se
hacen mas polarizables, y como los cationes de Fe (11, III)
y el AI(IIT) presentan una dureza media comparada con la
del Si(IV), reaccionan para formar sales que tienden a ser
solubles al constituir una reaccidon catién-anion del tipo
Blando-Duro (Bernal J.P. & Railsback L.,2008).

Extraccion del silicio como silicato de sodio

Para extraer el silicato, se tomo el sélido tratado con la
secuencia 3, debido a que el aluminio es el mayor conta-
minante presente en la diatomita natural, la cual, al aplicar
la secuencia 3 partiendo de 4,000g de diatomita calcinada,
se llega a 3,109g de diatomita tratada, lo que indica que con
las lixiviaciones el material presenta una reduccion de masa
del 22,28% con la composicion descrita en la Tabla 3 lo
anterior permite establecer que el porcentaje de extraccion
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del ALO, y Fe,O, contaminantes mayoritarios) es del
57,937 y 70,844% respectivamente, lo cual se traduce en
una concentracion del SiO, en la diatomita modificada del
83,812%, logrando aumentar la concentracion en el material
un 11,959% empleando soluciones diluidas de acidos, este
resultado es mejor, que el obtenido por (Rangsriwatananon
et al, 2008), en los que se logra una concentracion de SiO,
en un diatomita modificada del 22,52%, pero empleando una
solucion de acido sulftrico del 58,8% p/v (6M) por 24h a
100°C y presion autdgena, mientras que en el presente trabajo
se logran resultados semejantes empleando soluciones dilui-
das (1. HCI 4% p/v-H,0, 2% p/v; 2. HNO, 2% p/v; 3.
H,SO, 2% p/v) en un término de 18h a 90°C, lo que hace el
proceso de tratamiento mas econdmico y ambientalmente mas
beneficioso, teniendo en cuenta la dificultad para sintetizar y
obtener el H,SO, a nivel industrial (Davenport et al, 2006).

Después de someter los 4,000g de diatomita modifica al
tratamiento alcalino se obtuvo 1,000g de solido con la compo-
sicidn descrita en la columna 5 de la Tabla 3, resultados que
permiten afirmar que el porcentaje de solubilizacion del SiO,
fue del 90,004%, ademas se evidencio la fijacion de sodio en
la muestra (en un 10401,25%), esto indica que en el material
solido el SiO, y el AL,O, que no se solubiliza, reacciona con
la base adicionada generando aluminosilicatos, proceso que es
usual en el tratamiento alcalino de minerales (Liu et al, 2004),
tal como lo confirma el analisis cualitativo de DRX, en el que
se evidencio la presencia del aluminosilicato Zeolita Thetha-1
PDF-37-357. Otras fases encontradas fueron la Illita -2 M
PDF-26-911, Oxido de titanio (TiO,) PDF-77-443 y Oxido
de silicio PDF-77-1060 (SiO,). Por otro lado, la concentracion
de la solucion de silicato a partir de la diatomita modificada
fue de 24017,60 ppm de Si.
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Tabla 2. Resultados de AA de los filtrados generados en la lixiviacion de la diatomita natural.

Numero Soluciones Extractoras Concentracion Hierro Concentracion Aluminio
en 19mL +0,1ppm en 19mL +0,2ppm
1 1. HC14% p/v - H,0, 2% p/v 1027,0 3867,0
2 1. HC14% p/v - H,0,2% p/v; 2. HNO, 2% p/v 1052,0 4012,0
3 1. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v; 2. HNO, 2% p/v; 3. H,SO, 2% p/v 1074,0 9099,0
4 1. H,SO, 2% p/v 427,0 2957,0
5 1. H,SO, 2% p/v; 2. HNO, 2% p/v 1083,0 4094,0
6 1. HNO, 2% p/v 60,5 3185,0
7 1. HNO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v - H,0,2% p/v 1515,5 5915,0
8 1. HC1 4% p/v - H,0,2% p/v; 2. H,SO, 2% p/v 1512,4 4349,3
9 1. HNO, 2% p/v; 2. H,SO, 2% p/v 688,3 6370,0
10 1. H,SO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v-H,O, 2% p/v 1625,3 5459,0
2 4 272
11 1. HNO, 2% p/v; 2. H, SO, 2% p/v; 3. HCI 4% p/v- H 0, 2%p/v 1715,3 7534,0
3 2 4 272
12 1. H SO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v; 3. HNO, 2% p/v 1690,0 5823,0
2 4 272 3
13 1. H SO, 2% p/v; 2. HNO, 2% p/v; 3. HCI 4% p/v- H O, 2%p/v 2082,6 4894,0
2 4 3 272
14 1. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v; 2. H,SO, 2% p/v; 3. HNO, 2% p/v 1560,0 4549,5
15 1. HNO, 2% p/v; 2. HC1 4% p/v-H,0, 2% p/v; 3. H,SO, 2% p/v 1569,1 6155,2

Tabla 3. Analisis elemental por fluorescencia de rayos X (FRX) de la diatomita natural y modificada.

Compuesto Diatomita Diatomita Porcentaje de Diatomita después Porcentaje de
Natural (DN) Modificada (DM) Extraccion (%E) de la extraccion con Solubilizacién (%S)
%E:Q—%>*IOO% NuOH MDY %S:Q—jﬁ’:%)* 100%
Porcentaje (p/p) Porcentaje (p/p) Porcentaje (p/p) Porcentaje (p/p) Porcentaje (p/p)

SiO, 71,853% 83,812% 9,339% 33,374% 90,004%
AlLO, 21,264% 11,504% 57,937% 27,376% 40,508%
Fe,0, 3,191% 1,197% 70,844% 4,642% 3,049%

K,0 1,471% 1,322% 41,251% 5,287% 0,019%

TiO 0,772% 0,686% 30,933% 2,534% 7,653%

CaO 0,483% 0,000% 100,000%.. 0,000% 0,000%
MgO 0,438% 0,163% 71,066% 0,18% 72,546%

BaO 0,080% 0,060% 41,688% 0,12% 50,000%

Zr0, 0,017% 0,014% 35,970% 0,031% 44,643%

SO, 0,148% 0,066% 65,328% 0,040% 84,848%

SrO 0,006% 0,000% 100,000%.. 0,000% 0,000%

P,0; 0,170% 0,040% 81,706% 0,000% 100,000%..
RbO, 0,006% 0,005% 35,208% 0,007% 29,52%

Na,0 0,050% 0,060% 6,700% 25,203% -10401,25%, fijado 0,252g
Zn0O 0,010% 0,000% 100,000%.. 0,000% 0,000%

V.0, 0,031% 0,004% 89,968% 0,000% 100,000%..
MnO 0,010% N.C 100,00%.... 0,000% 0,000%

H,0 0,000% 1,067% Fijaron 0,033g 2,206% Fijaron 0,023g

173



Quintana JH, Aparicio AP, Parra LK, et al.

Pre-tratamiento hidrotérmico de laminas de aluminio

Al tomar 20,000g de la muestra de anillas calcinadas y
someterlas al tratamiento basico, se obtuvieron 12,730g de
una muestra grisacea, la cual al realizar el analisis por DRX
no permitid identificar ninguna fase cristalina, su analisis
elemental se muestra en la Tabla 4. lo anterior indica que
el porcentaje de solubilizacion alcalina del aluminio es
del 91,15%, permitiendo obtener una soluciéon con una
concentracion de aluminio de 58103,75ppm.

Sintesis de la zeolita LTA.

Al tomar tres autoclaves de 65mL y agregarles a cada uno
35,73mL de solucion silicato de 24017,60ppm de silicio
y 14,20mL de solucién de aluminato de 58103,75ppm de
aluminio y realizando el estudio de tiempo de envejecimiento
de 3, 6 y 9h se obtuvieron los perfiles de difraccion de
Rayos-X descritos en la Figura 4. A partir de los patrones
de difraccion se puede establecer la presencia de una fase
cristalina correspondiente a la zeolita LTA-Na. Los espectros
de IR-ATR para los tres productos presentaron frecuencias
de vibracion tipicas de la zeolita LTA, las cuales estan
representadas por bandas de estiramientos Al-O localizadas

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):167-180, 2014

en la region entre 1250-950 cm™ y 770-630 cm!, bandas en
la region entre 650-500 cm™ relacionadas con la presencia
de dobles anillos en la estructura y bandas entre 500-420
cm’ que corresponden a la vibracion de los enlaces Si-O y
Al-O del tetraedro interno (Van Oers et al., 2014). Por lo
anterior, se puede deducir que los picos agudos centrados
entre 555 y 463 cm! revelan un producto de sintesis de
elevada cristalinidad (Gross et al., 2014). Del ensayo de
calorimetria de Barrido Diferencial (CBD), se establecio
que la temperatura de descomposiciéon del material es
aproximadamente 300°C.

Sintesis de la zeolita tipo Faujasita NaX empleando el
silicato de sodio extraido de la diatomita.

Estudio del tiempo de maduracion en la relacion 1,2.

Los estudios de DRXP para las muestras obtenidas cuando la
relacion Si/Al fue de 1,2 y el crudo de reaccion se sometid
a 24h de maduracién y tiempos de envejecimiento de 0, §,
16 y 24h (DE1, DE2, DE3 y DE4), mostraron que la fase
cristalina que se forma en mayor proporciéon es la zeolita
LTA con pequefias trazas de la zeolita Faujasita NaX, lo
cual demuestra que bajo este grado de saturacioén y con la

Tabla 4. Analisis elemental por fluorescencia de rayos X (FRX) de las anillas.

Anillas de Aluminio Anillas calcinadas
Elemento (AA)D) (AC)

Residuo extracciéon Porcentaje de Solubilizacion
RE 0
(RE) %S:<1_ 12,73g * % RE )*100%
20,00g * % AC

Porcentaje (p/p) Porcentaje (p/p) Porcentaje (p/p) Porcentaje (p/p)

Al 92,65% 64,97% 9,03% 91,15%
Mg 4,42% 28,48% 4,58% 89,76%

Si 1,39% 3,10% 0,12% 97,54%

Fe 0,29% 1,03% 1,28% 20,90%
Mn 0,36% 0,65% 1,69% 1,10%

Ca 0,16% 0,50% 0,07% 91,09%

Na 0,14% 0,43% 4,29% -535,020%, Se fijaron 0,46g
K 0,10% 0,24% 44 ppm 88,33%

Cl 0,13% 0,16% 0,00% 100,00%

S 0,09% 0,12% 50 ppm 73,48%

@ 0,00% 0,11% 0,00% 100,00%

P 0,15% 0,07% 28 ppm 74,54%

Zn 0,02% 0,07% 0,06% 45,44%

Ga 0,01% 0,02% 0,02% 36,35%

Ni 70ppm 0,02% 0,04% 4,53%

v 0,01% 0,01% 0,02% 4,53%

Ti 0,01% 0,01% 0,03% 4,53%

Cr 76ppm 75 ppm 0,00% 100,00%..

Zr 11ppm 27 ppm 0,00% 100,00%..
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Figura 4. Difractogramas de la zeolita LTA-Na sintetizada, (LTA-3,
3h de envejecimiento; LTA-6 3h de Envejecimiento y LTA-9, 9h de
Envejecimiento).

variacion del tiempo de envejecimiento no se logra obtener
la fase de la NaX como fase mayoritaria. Con el fin de
establecer la influencia de la maduracion, se estudiaron los
perfiles de las muestras sometidas a 120h de maduracion y
envejecimientos de 0, 8, 16 y 24h (DES5, DE6, DE7 y DES),
los cuales, mostraron la presencia de fases zeolitas de la LTA
sin la presencia de ninguna traza de Faujasita NaX.

Por lo anterior, se concluye que no es posible obtener la fase
de Faujasita NaX en alta proporcion cuando la relacion en
el crudo de reaccion es de 1,2, empleando una solucion de
24017,60ppm de silicato de sodio derivada de diatomita y
una solucion de 58103,75ppm de aluminio solubilizado.
Por lo cual, se planted aumentar la relacion Si/Al con
el fin de saturar el sistema con silicio y asi favorecer la
formacion de cajas mas abiertas, facilitando la formacion de
fases FAUJASITA NaX, lo anterior se fundamenta en que
al haber mas silicio en el crudo mayor es la capacidad de
direccionamiento de los tetraedros de aluminio (Patrikeev
et al, 2007).

Relacion Si/Al 2,4 en el crudo de reaccién y 24 horas de
maduracion.

Los perfiles obtenidos cuando el crudo de reaccion de la
sintesis se mantuvo en una relacion Si/Al de 2,4 y el proceso
de maduracion se realizd en 24h utilizando tiempos de
envejecimiento de 0, 8, 16 y 24h (ADEI, ADE2, ADE3,
ADE4), muestran que la fase cristalina mayoritaria es la
Faujasita NaX con la zeolita LTA-Na en menor proporcion.
Al aumentar el tiempo de maduracion a 48h en la sintesis de

Remocion de metales pesados con zeolitas sintetizadas a partir de diatomita

estos materiales y aplicar los envejecimientos de 0, 8, 16 y
24h (ADES, ADE6, ADE7 y ADER), se evidenci6 que la fase
del tipo Faujasita NaX se forma con menos contaminantes
y la fase LTA-Na se forma en muy baja proporcion, (Ver
Figura 5).

La Figura 6. de la imagen correspondiente a ADE6 muestra
la aglomeracion de cristales de diferente tamafio alrededor de
un cristal de un tamaifio superior, de lo que se podria suponer
que la fase correspondiente a Faujasita NaX se encuentra en
mayor proporcion rodeada por pequeiios cristales de LTA.
En el sélido ADES los cristales observados son de menor
tamafio que los observados en el s6lido ADE6, notandose que
la mayoria de cristales presentes son de diferentes tamafios
sustentando los resultados obtenidos por DRXP en donde se
evidencia 4 fases para esta muestra.

3.5 Pruebas de intercambio ionico

Pruebas de intercambio en la diatomita natural y
modificada.

Al someter muestras de 0,100g de diatomita natural y
modificada a 40,00mL de los nitratos de niquel, cobre y
cadmio disueltos a 1000mg/L, no se presentaron cambios
significativos en las concentraciones de las disoluciones
mezcladas con los materiales diatomaceos. Por lo que, se
puede afirmar que la diatomita natural y modificada bajo
la secuencia tres, no presenta fijacion o intercambio de los
cationes Ni?*, Cu?*" y Cd?" con nitrato como contra anion.

Pruebas de intercambio con las zeolitas LTA-Na y
FAUJASITA NaX.

Al someter cada una de las zeolitas sintetizadas a sus respec-
tivas soluciones de nitrato de niquel, cobre y cadmio, y
analizar las alicuotas tomadas cada medio hora por AA se
obtuvieron las graficas mostradas en la Figura 7.

De la Figura 7. se puede afirmar que todos los materiales
presentan su maxima capacidad de intercambio en los pri-
meros 30 minutos para la mayoria de las zeolitas, lo cual,
representa una ventaja en posibles procesos de purificacion
de aguas contaminadas con cationes como cobre y cadmio,
al requerir tiempos bajos de exposicion de las soluciones
con el aluminosilicato. Por otro lado, se puede establecer
que las zeolitas sintetizadas presentan mayor capacidad de
intercambio para los cationes cobre (II) y cadmio (II) , y
baja capacidad de intercambio para el cation niquel (II), tal
como se muestra en la Tabla 5.

A partir de los datos mostrados en la Tabla 5 se puede afirmar
que las zeolitas con mayor capacidad de fijacion de cationes
cadmio son la fase FAUJASITA NaX con trazas de LTA-NaX,
la cual logra fijar 3,4x10~*mol de Cd**/g de material zeolitico,
para el cation niquel la mezcla de la muestra ADEG fija 2,3x10°
’mol de Ni*/g. Para el cation cobre se fija 4,8x10°mol de
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Figura S. Comparacion de los perfiles de DRX con relacion Si/Al 2,4, 48h de maduracion y variacion en los tiempos de envejecimiento, A)
Na,AlSi, O,*6 ,H,0 (FAU NaX, PDF 38-0237), B) Na, Al Si, O, (LTA, PDF 39-0223), C) Na,, (Na,, )Al,,Si (FAU NaX, PDF

88-0190), D) Na, Al Si, O, *2. H,O (LTA, 39-0222) y E) Na Al_Si, ,0,.,*H,0 (FAU NaX, PDF 70-2168).

96~ 384. 1047384

1000384

Figura 6. Microscopia electronica de barrido de la serie con relacion Si/Al 2,4 y 48 horas de maduracion a partir de la diatomita a 8 (ADEG6)
y 24 horas de envejecimiento (ADES).
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Figura 7. Curvas intercambio i6nico para las zeolitas LTA-Na y FAUJASITA NaX.

Tabla 5. Porcentaje de cationes retirados de la soluciones problema y moles fijadas en la zeolitas de Ni**, Cu*" y Cd**.

Tiempo de Cadmio (IT) Niquel (IT) Cobre (II)
Envgle(:)c::;;ento Muestra % de ) Moles fijadas por % de ) Moles fijadas por % de ) Moles fijadas por
Intercambio  cada 0,1g de zeolita  Intercambio cada 0,1g de zeolita  Intercambio cada 0,1g de zeolita
0 ADES 55,44% 2,0X10+ 9,25% 4,5x10° 98,22% 4,2X10*
8 ADE6 92,23% 3,3X10* 49,62% 2,3x10+ 95,96% 4,1X10*
16 ADE7 96,39% 3,4X10* 34,52% 1,6x10+ 90,37% 3,8X10
24 ADES 96,77% 3,4X10* 15,75% 7,2x10% 68,46% 2,9X10*
3 LTA3 57,26% 2,0X10* 20,15% 1,4x10* 69,58% 4,3 X10*
6 LTA6 74,79% 2,6X10* 7,90% 5,4x10 76,77% 4,8 X10+
9 LTA9 81,44% 2,9X10* 9,85% 6,7x10° 62,50% 3,9 X10*

Cu?'/g de zeolita LTA-Na. Los anteriores resultados son
mejores a los publicados por Pehlivan (Pehlivan & Altun,
2004), donde los autores reportan que por cada 2,4x10~mol
de Cd*/g de resina DOWEX 50W (4,8mequivalente por 1g
de resina), lo cual representa el 29,41% menor al resultado
reportado en este trabajo, la misma tendencia se observa para
el cation cobre, en el que los autores reportan una fijacion de
2,3x10-mol de Cu?"/g de resina DOWEX 50W (4,6mequi/g
de resina), dato que representa una fijacibn menor en un

52,08% a la fijacion reportada para la muestra LTA-6 en
la Tabla 5. Para el cation niquel los resultados reportados
en este trabajo son iguales a los de Pehlivan con la resina
DOWEX 50W. Otro estudio referencia para el niquel es el
reportado por Karthika & Sekeur en el 2013, en el que los
autores estudian dos tipos de resinas modificadas para extraer
Ni?* de soluciones acuosas, reportando que la capacidad de
intercambio es de 6,0x10mol de Ni*"/g y 6,80x10“mol de
Ni*/g para las resinas Amberlite IRC86 y Amberlite 200C
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respectivamente, al comparar estos datos con la capacidad de
intercambio de la muestra ADEG6 son inferiores en mas de un
60%. Lo anterior evidencia la buena capacidad de intercambio
de las materiales sintetizados con respecto a las resinas.

Al comparar el comportamiento de las zeolitas LTA con
respecto a las FAUJASITAS NaX se puede establecer que la
mezcla zeolita FAUJASITA NaX y trazas de LTA presenta
mayor capacidad de absorcion cationicas de cadmio y niquel,
en el caso del cation cobre, el efecto es contrario, la LTA-Na
presenta mayor capacidad de intercambio.

Al medir los perfiles de Difraccion de Rayos X de Muestras
Policristalinas de cada uno de los materiales zeoliticos después
de exponerlos a los intercambios catidnicos, mostraron que
las fase zeoliticas se conservan después del intercambio,
pero pierden cristalinidad lo que se debe a la reorganizacion
cationica, la cual afecta los enlaces de condensacion en la
red cristalina (Salam K., Al-Nasri & SM Holmes, 2013)
para formar fases caracteristicas a la inclusion de los metales,
por ejemplo, para la ADE7 se registraron las siguientes fases
Cd 4651 Alng (H20)232.64, Cd (OH)22.6 (Alozsi1000384)'

48.967 7104 384.. 57.3 .
(H,0),, CdAl_Si 0 (HO), Cdg (AlSi,O,,)OH)

4, 12748 , 5510 18.2.
(Hzo)m.g’ NasA19.7 8126.3072’ (Cd46(A.19ZSI1000384))(C2H4)29.5’
C45.88112A112048(H20)2.3’ Nas7.3o(AlsxSI1040384)‘(H20)32.64’ Cde
(8112A112043)’

5. Conclusiones

A partir de la diatomita con especie diatomacea Aulacoseira
granulata en mayor proporcion y con SiO,, ALO, y Fe,O, en
un 71,853%, 21,264% y 3,191% respectivamente, se logra
establecer un proceso de lixiviacion en secuencia empleando
las soluciones 1. HCI 4% p/v-H,O, 2% p/v, 2. HNO,
2%.p/v 'y 3. H,SO, 2% p/v a 90°C, 750rpm, durante 6h,
permite concentrar el SiO, en la muestra sélida (Diatomita
modificada) en un 11,959%, extrayendo el 57,937% de AL,O,
y el 70,844% de Fe,O, presentes en la diatomita natural.

A partir de 4g de diatomita modificada sometidas a un
tratamiento hidrotérmico con NaOH 3M a 90°C y 750rpm,
se logra obtener una solucion con 24017,60ppm de Silicio
(solubilizacién con un rendimiento del 90,004%), la cual,
mezclada con la solucion a 58103,75ppm de aluminio
preparada a partir de las uflas de aluminio post-consumo
bajo un tratamiento alcalino con NaOH 3M (rendimiento
de la reaccion del 91,15%), en una relacion Si/Al de 1,0
(envejecimiento de 3, 6 y 9h a 90°C) y 2,4 (maduracién
48h y 16h de envejecimiento a 90°C), permitio obtener las
zeolitas LTA-Na y FAUJASITA NaX con pequeias trazas
de LTA-Na respectivamente. Las zeolitas sintetizadas
mostraron buena capacidad de fijaciéon de los cationes
Cu?', Ni*" y Cd*, evidenciando que la mezcla de zeolitas
FAUJASITA NaX con trazas de LTA-Na tiene una
capacidad de fijacion de 2,3x10*mol/g de Ni*'y 3,4x10
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*mol/g para el Cd*, mientras que la zeolita LTA-Na
presenta una capacidad de fijacion del 4,8x10-*mol/g de
Cu?*, mostrando el potencial de estos materiales para la
extraccion de metales pesados.
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de Candida antarctica para mejorar sus propiedades de actividad,

estabilidad y enantioselectividad
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Resumen

En este trabajo, se llevo a cabo modificaciones quimicas de preparaciones de lipasa B de Candida antarctica (CALB)
inmovilizadas en soportes de octil-agarosa, agarosa-Bromuro Ciandgeno-(BrCN) y Eupergit C usando diferentes
compuestos quimicos, por ¢j. Etilendiamina (EDA), anhidrido succinico (SA) y acido 2.4,6-trinitrobenceno-
sulfonico (TNBS). Estas modificaciones de la superficie de la enzima causé cambios en las propiedades tales
como carga neta (punto isoeléctrico o balance de grupos catidnicos/aniénicos) o hidrofobicidad (solubilidad), y
demostraron ser métodos practicos para mejorar el funcionamiento del biocatalizador (estabilidad, actividad y
enantioselectividad). Estas alteraciones en las propiedades de la enzima por modificacién quimica podria ser debida
a cambios en la estructura de la forma activa de CALB. De esta manera, la modificacién quimica en fase sélida
de lipasas inmovilizadas podria convertirse en una herramienta poderosa en el disefio de librerias de lipasas con
propiedades muy diferentes.

Palabras claves: Lipasa, Candida antarctica B, enzimas, modificacion quimica.

Chemical Modification in Solid Phase Chemistry of Lipase B from Candida antarctica for improving its
properties of activity, stability and enantioselectivity

Abstract

In this work, it was carried out chemical modifications of Candida antarctica lipase B (CALB) preparations immobilized
on octyl-agarose, BrCN-agarose and Eupergit-C supports using different chemical compounds, e.g. ethylenediamine
(EDA), succinic anhydride (SA) and 2.,4,6-trinitrobenzensulfonic acid (TNBS). These modifications of the enzyme
surface caused changes in physical properties such as net charge (isoelectric point or balance of cationic/anionic
groups) or hydrophobicity (solubility), and proved to be practical methods to enhance the biocatalyst performance
(stability, activity and enantio-selectivity). These alterations in enzyme properties by chemical modification should
be due to changes in the structure of the active form of CALB. Therefore, solid phase chemical modification of
immobilized lipases may become a powerful tool in the design of lipase libraries with very different properties.

Key words: Lipase, Candida antarctica B, enzymes, chemical modification.

1. Introducion

Las enzimas son biocatalizadores que llevan a cabo diversos
procesos quimicos bajo condiciones suaves de reaccion. Sin
embargo, las enzimas se han seleccionado a través de procesos
naturales de evolucion, lo cual ha generado que la gran mayoria
operen generalmente en condiciones ambientales suaves de
reaccion. Esta situacion ha limitado mucho su aplicacion en
procesos industriales que utilizan condiciones drasticas de
reaccion. Por esta razon, se requiere la estabilizacion funcional
de las enzimas en condiciones diferentes a las fisiologicas,
de manera de ampliar su espectro de accion en procesos de

transformacion de sustratos que requieren condiciones no-
convencionales de pH, temperatura, presion, sales, solventes
organicos, etc. (Cantone et al., 2007; Durand et al., 2007;
Sheldon, 2005).

En general, las enzimas no cumplen con todos los reque-
rimientos de un biocatalizador industrial, por lo que requie-
ren del mejoramiento de una o mas de sus propiedades
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funcionales antes de su implementacion en un proceso
enzimatico o quimio-enzimatico (Shoemaker et al., 2003;
Polizzi et al., 2007; Meyer, 2006). La modificacion de las
propiedades bioquimicas de las enzimas se pueden lograr
usando diferentes tipos de herramientas disponibles en inge-
nieria de proteinas. Por ejemplo, el desarrollo de técnicas
metagenomicas ha permitido el descubrimiento y acceso a
genes con nuevas funciones enzimaticas a partir de microor-
ganismos extremdfilos o no-cultivables (Ferrer et al., 2007).
Se han usado también técnicas de DNA recombinante para
el clonamiento y sorebexpresion de enzimas (Samuelson,
2011; Smith, 1996), mutagénesis sitio dirigida y métodos
de evolucion molecular (Kurtovic & Mannervik, 2009;
Schmidt et al., 2009; Reetz, 2007; Jéckel et al., 2008), lo
cual ha hecho posible manipular practicamente cualquier
propiedad enzimatica.

Por otro lado, se han desarrollado muchos avances en el
disefio de nuevos soportes y protocolos de inmovilizacion
de enzimas para el mejoramiento de las propiedades bio-
quimicas que incluyen actividad, selectividad y estabilidad
(Hernandez & Fernandez-Lafuente, 2011; Zhang et
al., 2005; Rodrigues et al., 2013). Tradicionalmente, las
herramientas de ingenieria de proteinas han sido usadas
de forma independiente para mejorar el funcionamiento
de las enzimas. Sin embargo, el uso conjunto de diferentes
estrategias genéticas y quimicas han mostrado un efecto
sinérgico (Rodrigues et al., 2011), donde por ejemplo, las
propiedades de enzimas genéticamente modificadas pueden
ser posteriormente mejoradas mediante inmovilizacion en
soportes (Vallin et al., 2010; Ortiz-Soto et al., 2009; Van
Loo et al., 2009; Chiang et al., 2008) o modificacién
quimica (Gron et al., 1990; Matsumoto et al., 2002; Davis
et al., 1999); por otro lado, las enzimas modificadas de
forma quimica pueden ser posteriormente estabilizadas por
inmovilizacion enzimatica (Forde et al., 2010a; Forde et
al., 2010b). Existen muchos ejemplos de uso conjunto de
diferentes herramientas para mejorar el funcionamiento de
las enzimas (Ulbrich-Hoffman et al., 1999; Mansfeld et
al., 1999; Wynn & Richards, 1993).

1.1 Modificaciéon Quimica de Enzimas

Aunque la modificacion genética de enzimas ha desplazado a
la modificacion de enzimas como estrategia de ingenieria de
proteinas, la modificacion quimica atin permanece como un
método efectivo para la estabilizacion de proteinas (Tyagi and
Gupta, 1998; Davis, 2003; O Fagain, 2003). La modifica-
cion quimica es generalmente no-sitio dirigida. Sin embargo,
es posible dirigir las modificaciones a grupos unicos de la
estructura proteica como por ¢j. Reacciones de Cicloadicion
Diels-Alder (Palomo, 2010) e intercambio de tioles, con
grupos aminos terminales. Por otro lado, se ha logrado la
modificacion con grupos tioles de proteinas que contenian
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solo un residuo de cisteina en la superficie de la proteina
(natural o introducido via mutagénesis sitio dirigida) (Wynn
and Richards, 1993; De Santis & Jones, 1999; Chalker
et al., 2009). A pesar del enorme poder de la manipulacion
genética, la modificacién quimica tiene algunas ventajas que
la distinguen (Baslé et al., 2010; Rodrigues et al., 2011). Por
ejemplo, la modificacién quimica permite la introduccién de
un amplio rango de grupos quimicos a la estructura de la
enzima (Davis, 2003), no requiere prediccion de la estructura
de la proteina, constituye un método rapido (comparado con
la modificacion genética) y se puede realizar con la enzima
en su estructura nativa. Si la modificacion es llevada a cabo en
fase solida (usando enzimas inmovilizadas), existen ventajas
adicionales (Rodrigues et al., 2011), tales como un mayor
control de la modificacion quimica minimizando interaccio-
nes indeseables proteina-proteina. Ademas, el uso de enzimas
inmovilizadas facilita el uso de medios no convencionales (por
¢j. Medios organicos anhidros) y puede simplificar el nimero
de pasos de la modificacion quimica de enzimas (Rodrigues
et al., 2011; Fernandez-Lafuente, 2009). El uso de enzimas
estabilizadas por via multipuntual o de multiples subunidades
también limita la extension de la inactivacion enzimatica
que puede resultar de los procesos de modificacion quimica
(Rodrigues et al., 2011; Fernandez-Lafuente et al., 1992).

La modificacion quimica de una enzima puede ser usada para
cambiar las propiedades globales de la superficie de la enzima
o para la modificacion de residuos claves (Rodrigues et al.,
2011; O’Fagain, 2003; Davis, 2003). Por ejemplo, se modi-
ficaron 17 residuos de lisina (Lys) de alfa-amilasa de Bacillus
amyloquefaciens con anhidrido citracénico, estabilizando
significativamente la enzima cuando se sometio a altas
temperaturas (un efecto no encontrado a bajas temperaturas)
(Khajeh et al., 2001). Se ha llevado a cabo la modificacion
de enzimas con polietilenglicol o detegentes, que mejoran la
solubilidad y estabilidad de las enzimas en medios organicos
(Gupta and Roy, 2004). De igual manera, la modifica-
cion quimica puede usarse para modular las propiedades
cataliticas de las enzimas. Sin embargo, los efectos de la
modificacion en las propiedades enzimaticas son dificiles de
predecir (Torchilin et al., 1997; Rodrigues et al., 2011).

La estrategia de modificacion quimica se puede usar también
para generar entrecruzamiento covalente entre diferentes
grupos de la superficie de la enzima (Rodrigues et al., 2011;
Wong &Wong, 1992). Los entrecruzamientos suceden entre
diferentes elementos de una proteina, y favoreceran general-
mente la rigidez estructural de la enzima incrementando
su estabilidad con respecto a agentes que inducen cambios
conformacionales (tales como agentes caotrdpicos o calor).
El entrecruzamiento intramolecular no es necesariamente
sencillo. Por ej. El agente entrecruzante debe tener una
longitud apropiada (Torchilin et al., 1979), y cuando se usan
reactivos homo-bifuncionales, podria generarse una fuerte
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competencia entre el entrecruzamiento intramolecular, la
modificacion uni-puntual y el entrecruzamiento intermole-
cular (Rodrigues et al.,2011; Fernandez-Lafuente, 2009).
A su vez, el uso de polimeros multifuncionales simplifica la
generacion de enlaces de multiples entrecruzamientos y esta
menos limitado por las restricciones de distancia o competi-
cion por la modificacion uni-puntual. Sin embargo, la flexibi-
lidad y longitud molecular de los polimeros limita el grado
de rigidificacion de la proteina que puede ser obtenida
mediante este tipo de moléculas (Betancor et al., 2006). Por
el contrario, los reactivos multifuncionales han prevenido
efectivamente la disociacion de proteinas multiméricas y
oligoméricas, o complejos multiproteicos (Rodrigues et al.,
2011; Fernandez-Lafuente, 2009).

1.2 Lipasas como Biocatalizadores

Las lipasas estan entre las enzimas mas ampliamente usadas en
biocatalisis (Gandhi, 1997; Pandey et al., 1999), debido a que
son capaces de llevar a cabo reacciones de biotransforamcion
con una alta selectividad y especificidad, y pueden ser usadas
en diferentes medios de reaccion (Peterson et al., 2007,
Reetz, 2002; van Rantwijk et al., 2003; Itoh, 2009: Jaeger
& Reetz, 1998). La aplicacion de lipasas en procesos de
biotransformacion en diversos campos industriales, se ha
debido esencialmente a la gran actividad que exhibe en medios
acuosos y alta especificidad y selectividad hacia el sustrato
sobre el cual actuan (Pollard&Woodley, 2007; Woodley,
2008; Schmid et al., 2001; Straathof et al., 2002). De esta
manera, las lipasas han sido utilizadas tanto en la industria de
alimentos, biocombustibles y quimica fina (Berglund, 2001;
Fjerbaek et al., 2009; Aravindan et al., 2007; Adlercreutz,
2013; Iwasaki & Yamane, 2000; Stonkus et al., 2001).

Desde el punto de vista funcional, las lipasas (triacil glicerol
acil-hidrolasas EC 3.1.1.3) constituyen un grupo de enzimas
pertenecientes a la familia de las serina-hidrolasas que se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y

Trigliceridos

Modificacion Quimica de Lipasa B de Candida antarctica

catalizan la hidrolisis de triglicéridos para la formacion de
acidos grasos y glicerol (Figura 1) (Martinelle et al., 1995;
Svendsen, A., 2000; Sharma et al., 2011).

Las lipasas son consideradas las enzimas con mayor
aplicacion en sintesis organica debido a que exhiben alta
especificidad, regio y enantioselectividad. Ademas, catalizan
una gran variedad de reacciones quimicas, entre las que se
incluyen: reacciones de hidrolisis; reacciones de esterificacion
selectiva entre acidos y alcoholes (Ortega et al., 2012; Wang
et al., 2013); reacciones de trans-esterificacion catalizando
el intercambio de grupos acilo, ya sea entre un éster y un
acido carboxilico (acidolisis) (Xiong et al., 2012; Ray et al.,
2013), un éster y otro éster (inter-esterificacion), o un éster
y un alcohol (alcoholisis) (Santaniello et al., 2006; Gotor-
Fernandez et al., 2006a; Ahmed et al., 2012). Ademas,
las lipasas catalizan reacciones de aminolisis para sintesis
de amidas, tanto racémicas como Opticamente activas
(Gotor-Fernandez et al., 2006a; Prechter et al., 2012) y
la hidrazinoélisis selectiva de ésteres para la formacion de
hidrazinas (Hacking et al., 2000) (Ver Figura 2).

1.3 Estructura tridimensional (3D) de lipasas

En los afios 90, se determiné la estructura 3D de diferentes
lipasas mediante técnicas cristalograficas, identificandose en
general una configuracion de tipo o/ hidrolasa (Derewenda
et al., 1992; Grochulsky et al., 1993; Ericsson et al., 2008).
Ademas, se encontré que el centro activo de las lipasas
estaba conformado por una triada catalitica constituida por
residuos de serina (Ser), histidina (His) y otro aminoacido
que suele ser acido aspartico (Asp) o acido glutamico (Glu),
localizado en una cavidad conocida como hueco hidroféobico
de la enzima.

De igual forma, se determind que en la mayoria de las lipasas
existe un elemento moévil, el cual es conocido como “lid” o
tapadera, conformado por una o dos estructuras alfa-hélice
cortas, unidas al cuerpo de la lipasa mediante elementos

—OH

Iol
| _ /\/\/\/
OH + 3HO-C

—OH

Glicerol Acido graso

Figura 1. Funcion bioldgica de las lipasas. Hidrolisis de triglicéridos in vivo. Se ejemplifica la reaccion de hidrélisis de tri-octil-glicerol

por lipasa microbiana.
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Figura 2. Reacciones catalizadas por lipasas in vitro.

flexibles. Brzozowski et al., (1991) y Uppenberg et al.,
(1994), confirmaron y demostraron la existencia del lid sobre
el sitio activo de las lipasas a través del estudio de la formacion
de complejos enzima-inhibidor. La informacion acerca de la
conformacion estructural de las lipasas permitié establecer
que en presencia de medios acuosos homogéneos, la lipasa
cristaliza con el centro activo totalmente aislado del medio
de reaccion por la tapadera (flat o lid), haciendo inaccesible
la entrada de los sustratos (conformacién cerrada) hacia el
sitio activo. Esta cadena polipeptidica presenta en su cara
interna una serie de residuos hidrofébicos que interaccionan
con las zonas hidrofobicas que rodean al sitio activo de las
lipasas (Bastida et al., 1998).

Por el contrario, cuando la enzima se cristaliza en presencia
de interfases hidrofébicas se obtiene una conformacion total-
mente distinta, en la cual la tapadera se desplaza del centro
activo producto de la interaccidon entre puentes salinos y
puentes de hidrégeno con otra zona de la superficie de la lipasa,
dejando libre el centro activo de la enzima (conformacion
abierta) (Bastida et al., 1998; Reis et al., 2008; Reis et al.,
2009; Rehm et al., 2011). La figura 3 muestra las distintas
conformaciones de las lipasas.

Las singulares caracteristicas estructurales de las lipasas
sugieren que la presencia del lid es un determinante estruc-
tural y funcional de la actividad y selectividad de esta enzima
en la catalisis de diferentes reacciones de biotransformacion
en quimica organica (Overbeeke et al., 2000; Reetz, 2002;
Barros et al., 2010; Casas-Godoy et al., 2012). En 2006,
Secundo et al. investigaron sobre la influencia del “lid” en
las propiedades biocataliticas de las lipasas. En el estudio,
se modificaron por mutagénesis algunos aminoacidos de la
secuencia del lid de tres lipasas recombinantes: Candida
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Figura 3. Conformaciones estructurales de la lipasa B de Candida
antarctica. Tomada de Protein Data Bank, cédigo de acceso 1TCB.

rugosa (CRL), Pseudomonas fragi (PFL) y Bacillus subtilis
(BSLA). Las lipasas modificadas presentaron menor actividad
y selectividad en reacciones de esterificacion en solventes
organicos. Los resultados obtenidos soportan fuertemente
la idea de la importancia que tiene el lid en la modulacion,
no soélo de la actividad, sino también en la especificidad,
enantio-selectividad y estabilidad de las lipasas.

Recientemente, Yu et al., 2012, investigaron el efecto de la
flexibilidad conformacional del lid sobre la actividad catalitica
y estabilidad térmica de la lipasa Rhizopus chinensis. En este
caso, se indujo la formacion de un enlace de puente disulfuro
en la region del lid, con el fin de limitar su movilidad. Los
resultados obtenidos mostraron que la enzima mutante es
12 veces mas termo-estable que la enzima no mutada. A su
vez, esta modificacion estructural no efectd el rendimiento
catalitico de la lipasa. De acuerdo con lo anterior, a la hora
de utilizar las lipasas en reacciones de quimica organica, es
preciso considerar algunas peculiaridades de su mecanismo
de activacion interfacial, para lo cual resulta indispensable el
estudio de la estructura molecular.

1.3.1 Lipasa B de Candida antarctica (CALB)

La CALB es una isoenzima que proviene de la levadura
Candida antarctica. Fue aislada por primera vez en la Antar-
tida cuando se examinaban enzimas activas en condiciones
extremas. Actualmente, es obtenida a partir de procesos de
clonacién y sobre-expresion en en el hongo Aspergillus oryzae
(Kirk et al., 2002).

La lipasa B de Candida antarctica presenta un peso mole-
cular de 33 kDa y un punto isoeléctrico de 6.0. Exhibe una
especificidad posicional de tipo Sn-3 en la hidrdlisis de
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Figura 4. Estructura Lipasa B de Candida antarctica. Tomada de protein Data Bank (1LBT.pdb). Sofware de visualizacion Chymera.

triglicéridos (Kirk et al., 2002). La secuenciaciéon de CALB
ha revelado que su estructura primaria esta formada por 317
residuos, los cuales se pliegan en un modelo de o/f hidrolasa
(Ver Figura 4). Su sitio activo consiste de una triada catalitica
de serina, histidina y aspartato. La entrada a dicho sitio activo
se encuentra restringida por una a-hélice hidrofobica (lid) muy
importante en la especificidad y esterecoespecificidad de la
enzima frente a diferentes sustratos (Uppenberg et al., 1994).

CALB es ampliamente usada como biocatalizador debido a
la aceptable regioselectividad y enantioselectividad frente
a alcoholes, aminas, ésteres y acidos racémicos (Anderson
et al., 1998; Kirk et al., 2002; Gotor-Fernandez et al.,
2006b; Juhl et al., 2010; Kolodziejska et al., 2012). CALB
es provista por Novozymes in forma libre e inmovilizada
(Novozym 435), y es producida en Aspergillus niger, presen-
tando cierta heterogeneidad con poblaciones de moléculas
enzimaticas con contenido de oligosacaridos de 8 a 35
unidades de manosa. En su forma inmovilizada, exhibe una
gran estabilidad frente a un amplio rango de valores de pH
y temperatura. De esta forma, se ha implementado su uso
en diferentes reacciones organicas, incluyendo muchas que
han sido utilizadas a escala comercial (Kirk et al., 2002).
Ademas, CALB se ha inmovilizado en muchos soportes
hidrofobicos con buenos resultados de rendimiento de inmo-
vilizacion, estabilidad y recuperacion de actividad enzimatica
(Fernandez-Lorente et al., 2007).

1.4 Mecanismo de accion de lipasas

La informacion de las conformaciones estructurales de las
lipasas permitio establecer que en su mecanismo catalitico
ocurre un fenomeno denominado “activacion interfacial de
lipasas” (Desnuelle, 1972). El término es usado para descri-
bir el incremento en la actividad catalitica de este tipo de

enzimas cuando interactian con interfases hidrofobicas
(Verger, 1997; Reis, 2009; Palomo & Guisan, 2012). La
principal caracteristica de las lipasas es la actividad en presen-
cia de interfases hidrofébicas (micelas de sustratos, solventes
organicos no miscibles, etc.), descrita inicialmente por Sarda
& Desnuelle (1958). Posteriormente, se confirmaron los
resultados previamente publicados con otros estudios cristalo-
graficos (Brady et al., 1990; Brozozowski et al., 1991; Nobel
et al., 1993; Ericsson et al., 2008).

De acuerdo con el mecanismo de activacion interfacial, las
lipasas muestran una cadena polipeptidica (lid) en su estructura
secundaria, la cual cubre el sitio activo, impidiendo el acceso
del sustrato (conformacion cerrada) cuando se encuentran
en ausencia de interfases. Sin embargo, en presencia de
interfases hidrofobicas, se presentan importantes cambios
que dan lugar a la generacion de una “conformacion abierta”
de la enzima en la cual el lid es desplazado como resul-
tado de la exposicion de superficies hidrofobicas que ahora
interactian con la interfase. De esta manera, se confiere
funcionalidad a la enzima (Palomo & Guisan, 2012). Por
otro lado, es evidente que las lipasas en medios acuosos
presentan actividad catalitica, en muchos casos comparables
a la de esterasas no lipasicas. Esto sugiere que las lipasas en
sistemas acuosos homogéneos se encontrarian en un cierto
equilibrio entre la conformacion cerrada y la conformacion
abierta que les permiten ser cataliticamente activas en medios
acuosos homogéneos.

1.5 Modulacion de las propiedades cataliticas de las lipasas

La posibilidad de disponer de derivados enzimaticos alta-
mente estables en condiciones de operacion de la industria,
es uno de los objetivos mas importantes en reacciones de
biotransformacion. Para el caso particular de las lipasas,
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en las cuales se presenta un equilibrio conformacional,
es interesante conocer cudl de las dos configuraciones es
mas estable. Es decir, la estructura abierta o la cerrada. De
acuerdo con lo anterior, resulta interesante la preparacion
de diferentes derivados de lipasas en los cuales a través de
estrategias de inmovilizacion sea posible la modulacion de
las propiedades cataliticas por la alteracion del equilibrio
conformacional existente (Bastida et al., 1998; Mateo et al.,
2000, Barbosa et al., 2010).

El equilibrio conformacional de las lipasas sugiere que la
permanencia de una estructura abierta o cerrada, se da a través
de un gran numero de fuerzas intra- ¢ inter-moleculares. Por
lo tanto, es posible que una variacion en la densidad de carga
de la enzima, altere la forma exacta del centro activo y en
consecuencia las propiedades biocataliticas de la lipasa. Para tal
fin, es posible utilizar herramientas de ingenieria de proteinas
tales como la modificacion quimica de residuos aminoaci-
dicos superficiales de la enzima, la ingenieria del medio de
reaccion y la ingenieria del derivado (Palomo & Guisan,
2012; Marciello et al., 2012). En este trabajo se describira la
modificacion quimica de la superficie de la enzima CALB en
su forma inmovilizada y el efecto de las modificaciones sobre
actividad, estabilidad y selectividad de la enzima.

2. Metodologia Experimental

En este trabajo se llevaron a cabo diferentes estrategias de
modificacion quimica en la superficie enzimatica de lipasa B
de Candida antarctica inmovilizada en soportes de agarosa.

La primera modificacion quimica ensayada fue la modifi-
cacion de los acidos carboxilicos expuestos de la enzima con
etilendiamina (EDA) después de activacion con carbodiimida
(EDAC) (Carraway et al., 1969; Carraway & Koshland,
1972) (Ver Figura 5). Esta modificacion da la posibilidad
de ionizacion de la superficie de la enzima pero produce a
su vez una gran alteracion de los grupos idnicos presentes
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en el superficie de la enzima. Esta modificacion de proteina
se ha usado para modular propiedades de lipasas (por e¢j.
especificidad) (Palomo et al., 2007; Cabrera et al., 2009)
y se ha usado para diversas aplicaciones como el mejora-
miento de la inmovilizacién covalente multipuntual de
enzimas (Fernandez-Lorente et al., 2008; Rodrigues et al.,
2009), o favoreciendo el entrecruzamiento intramolecular
(Fernandez-Lafuente et al., 1995). Esta modificacion no
es totalmente especifica. La carbodiimida puede transformar
algunos grupos carboxilicos en urea y modificar algunos
residuos de Tyr. Sin embargo, esta tltima modificacion
quimica puede ser revertida por incubacién de la proteina en
presencia de hidroxilamina y obtener de esta manera Tyr en su
forma libre no-modificada (Carraway & Koshland, 1968).

La segunda modificacion llevada a cabo en este trabajo fue
la modificacion de los grupos primarios de la superficie de
la enzima con 2,3,4-trinitrobenceno-sulfonato (TNBS). Esta
modificacion de los grupos aminos primarios es altamente
especifica y se ha empleado para cuantificar grupos amino
en proteinas y soportes (Snyder & Sobocinski, 1975) (Ver
Figura 6). Esta modificacion producira una hidrofobizacion
de la superficie modificada dejando una amina secundaria
con un grupo hidrofébico anexado a éste. Este reactivo se ha
usado para hidrofobizar soportes ante de la inmovilizacion de
lipasas (Mendes et al., 2011). Debido a la alta especificidad
de esta reaccion, ésta se ha usado para elucidar la funcion
estructural de los residuos de Lys en enzimas y proteinas
(Jagtap & Rao, 2006; Dash et al., 2001; Rao et al., 1996).
Sin embargo, pocos estudios han considerado el efecto de
este reactivo como una forma de modular las propiedades
de enzimas. La modificacion con TNBS se ha usado para
aumentar la estabilidad de invertasa (Husain et al., 1996)
y para aumentar la actividad maltosidasa de la enzima Alfa-
amilasa pancreatica de cerdo (Yamashita et al., 1993). En este
sentido, se propuso en este estudio llevar a cabo este tipo de

Figura 5. Aminaciéon quimica de los grupos carboxilo de la superficie enzimatica de CALB. Software de visualizacion Pymol 0.99. La
estructura de la CALB fue tomada de Protein Data Bank (COD pdb 1TCA).
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modificaciones para posiblemente alterar la estructura de la
forma abierta de la lipasa, producir cambios conformacionales
en la estructura de la enzima o restringir el movimiento del
lid, y de esta manera sus propiedades bioquimicas.

La tercera estrategia que se propuso en este trabajo fue la
modificacion quimica de CALB utilizando anhidrido succi-
nico. En este caso, la densidad de carga superficial de CALB
también puede ser alterada a través de la acilacion de los
grupos amino de lisinas con anhidrido succinico. De forma
tal, que la modificacion permite obtener derivados estables
con mayor densidad de carga negativa (figura 7) a valores
de pH donde los grupos carboxilo estan desprotonados (pH
mayor a 5). Ademas, puede llegar a alterar la solubilidad de la
proteina al generar interacciones intermoleculares adicionales.
Por lo tanto, es posible que la modificacion de CALB parcial y
totalmente con anhidrido succinico ocasione cambios estruc-
turales en la conformacion 3D de la enzima y en consecuencia
una alteracion de las propiedades biocataliticas de la lipasa.

Modificacion Quimica de Lipasa B de Candida antarctica

El control del grado de modificacion se puede realizar a través
de la cantidad de anhidrido succinico sélido adicionado a la
reaccion (Cabrera et al., 2009).

En general, se usaron diferentes estregias de inmovilizacion
para CALB, las cuales eran compatibles con la modificacion
quimica de las enzimas.

La primera estrategia se llevo a cabo por adsorcion hidro-
fobica en soportes de octil-agarosa (Bastida et al., 1998),
lo cual estabiliza la forma abierta de la lipasa, y pone el
centro activo de la lipasa en un ambiente hidrofébico, donde
la concentracion de los compuestos hidrofébicos podria incre-
mentarse por un efecto de particion (Fernandez-Lorente et
al., 2007; Hernandez & Fernandez-Lafuente, 2011).

La segunda estrategia fue inmovilizacion covalente de la
enzima en dos diferentes tipos de soporte: (1) En soportes
de agarosa activados con BrCN (March et al., 1974). Con
estos soportes, bajo condiciones de pH y tiempo adecuado,

Figura 6. Modificacion de los grupos amino primarios de la CALB con TNBS. Software de visualizacion Pymol 0.99. La estructura de

la CALB fue tomada de Protein Data Bank (COD pdb 1TCA).

Figura 7. Succinilaciéon quimica de la superficie enzimatica de la CALB. Software de visualizacion Pymol 0.99. La estructura de la

CALB fue tomada de Protein Data Bank (COD pdb 1TCA).
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se podria producir un enlace covalente multipuntual de
la enzima sobre el soporte (Pedroche et al., 2007), que
mantendria el equilibrio entre las formas abierta y cerrada
de la lipasa. Ademas, a pH 7.0, se esperaria que la enzima
llegara a ser inmovilizada sobre el sorporte por sus grupos
amino, y muy probablemente por su amino-terminal (Mateo
et al., 2005). Se ha descrito que esta forma inmovilizada
de la lipasa spresenta a menudo diferentes propiedades en
comparacion con la enzima inmovilzada en octil-agarosa.
(2) En soportes Eupergit C. En este caso la enzima se inmo-
viliza después de una adsorcion de la enzima sobre el soporte
(Mateo et al., 2007b). Esta enzima se inmoviliz previamente
en este soporte en presencia del detergente triton X-100 para
evitar adsorcion interfacial de la enzima y alta fuerza ionica
para forzar la adsorcion de la enzima por otras regiones
hidrofobicas de la proteina (Barbosa et al., 2011).

2.1 Materiales. La lipasa B de Candida antarctica (CAL-B)
fue obtenida de Novozymes. El Octil agarosa 4BCL, Agarosa-
BrCN, Triton X-100, p-nitrofenilbutirato (pNPB), el acido
picril sulfénico (TNBS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDAC), Etilendiamina (EDA), Anhidrido
Succinico (AS), (R/S)-mandelato de metilo y cada uno de los
isomeros puros fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis,
Mo, USA). El soporte de Eupergit C fue donado por Rohm
Pharma (Darstamdt, Alemania). Los marcadores de peso
molecular de proteinas para electroforesis de proteinas 1D
y 2D se obtuvieron de Fermentas y Biorad, respectivamente.
Los reactivos utilizados en la sintesis y en las reacciones
fueron todos de grado analitico y suministrado por Sigma
Aldrich y Merck.

2.2 Determinacion de Actividad Enzimatica. Se llevo a
cabo por espectrofotometria, midiendo el incremento de
la absorbancia a 348 nm, producida por la liberacion de
p-nitrofenol durante la hidrdlisis de 0.4 mM del sustrato
sintético p-nitro-fenil-butirato (p-NPB) disuelto en buffer
fosfato 25 mM (Quinn et al., 1982). Una Unidad Inter-
nacional de Actividad (U) se definié como la cantidad de
enzima necesaria para hidrolizar 1 micromol de p-NPB por
minuto bajo las condiciones de ensayo (pH 7.0 y 25 °C).

2.3 Determinacion de proteina. Se determin6 usando el
método de Bradford usando Albimina de suero de bovino
(BSA) como proteina estandar (Bradford, 1976).

2.4 Purificacion de CALB. Para la purifiacion de la enzima,
la lipasa se inmoviliz6 en soportes de Octil-Agarosa (Bastida
et al., 1998). En general, 1.6 mL de la enzima comercial
se diluy6 en 78.4 mL de una solucion de fosfato de sodio
5 mM a pH 7.0. Posteriormente se afiadié a esta solucion
8mL de Octil-Agarosa y se mantuvo en agitacion magnética
durante 60 min. Para evaluacion de la actividad enzimatica
se tomaron periddicamente muestras de suspension y sobre-
nadante. La enzima inmovilizada se lavd 3 veces con 80
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mL de agua destilada. Para obtener la enzima soluble, se
resuspendieron 8 g de Octil-Agarosa con CALB adsorbida
en 80 mL de una solucion 2%(v/v) Triton X-100 disuelto en
una solucion 5 mM sde fosfato de sodio phosphate a pH 7.0
por 1 h a 25 °C, de manera de liberar la enzima del soporte.

2.5 Electroforesis de Proteinas de CALB

Se llevo a cabo utilizando geles de poliacrilamida (PAGE) en
condiciones nativas y denaturalizantes (SDS-PAGE). Fueron
llevadas a cabo de acuerdo con lo descrito por Laemmli,
(1970). En general, las muestras de proteina soluble se disol-
vieron en Buffer Tris—HCI 62.5 mM y pH 6.8, 2% (p/v) SDS,
5% (v/v) de beta-mercaptoetanol, 5%(v/v) de glicerol. Estas
muestras (20 microlitros) se hirvieron a ebullicion por 5 min.
Los geles usados contenian poliacrilamida al 12%(p/v) en el
gel de separacion y 5%(p/v) en la zona de concentracion. Para
establecer la separacion de las proteinas se us6 una fuente de
poder PowerPac HC (BIORAD) con un voltaje constante de
150 V a 25 °C por 1 h. Una vez finalizada la electroforesis,
los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250.

2.6 Determinacion de Punto Isoeléctrico (pI) de Proteinas
de CALB

Las muestras de enzimas (inmovilizadas o modificadas) se
extrajeron y resuspendieron en 40 microlitros de buffer de
lisis de prtoeinas (Urea, 7 M; tiourea, 2M; CHAPS, 4%(p/v)
y solucion de anfolitos pH 3—10 al 1% (v/v)) y solubilizaron
por 1 h a temperatura ambiente bajo agitacion magnética.

2.6.1 Electroforesis Bi-Dimensional (2D) de proteinas
de CALB

Una muestra de proteina de 10 ug se mezcld con buffer de
rehidratacion (urea, 7M; thiourea, 2M; CHAPS al 4%(v/v);
0.5%(v/v) de solucion de anfolitos de pH 3—10, DDT, 10
mM; y DeStreak, 1.2%) para obtener una volumen final de
200 mL y se aplic a tiras de IPG de 11 cm, 3-10 I (General
Electric, Healthcare).

La primera dimension se corrid a 0.075 mA/tira de IPG en
el IPGforo IEF System (GE Healthcare) siguiendo un incre-
mento de voltaje en 8 pasos: 30 V/h por 8h, 60V/h por 8h,
120V/h por 1h, 250V/h por 1h, 500V/h por 1h, 1000V/h por
0:30 h, gradiente lineal a 8000 V en 0:30 h, 8000 V/h hasta que
se alcanzara 12000 V/h. Después de la primera dimension, las
tiras se equilibraron por 10 min con Buffer de equilibracion
(Tris 50 mM, pH 8.8; urea, 6M; Glicerol, 30% (v/v); SDS,
2% (p/v), trazas de azul de bromofenol) conteniendo DTT al
1% (p/v), y después por 10 min adicionales usando buffer de
equilibracion conteniendo iodoacetamida al 4%(p/v).

La segunda dimension (SDS-PAGE) se llevo a cabo en geles
de poliacrilamida al 12.5% (p/v) (1 mm, 8 cm x 7 cm) usando
una unidad de electroforesis Criterion Dodeca Cell (BIO
RAD). 1.2 ul de solucidn de proteinas estandar (Invitrogen)
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fueron pipeteados en 2 mm de papel filtro Whatman 3MM
y puestos sobre el gel ceca de la zona acida de cada tira de
gel de isoelectroenfoque. Posteriormente los geles fueron
corridos a Gels 20 mA por gel.

Una vez que la electroforesis finalizo, se tifieron los geles
con tincion de proteinas SYPRO Ruby (Invitrogen). Pri-
mero se fijo el gel en MeOH al 10%(v/v) y acido acético
al 7%(v/v) por 30 min, se incubd en solucién de tincion
SYPRO Ruby toda la noche, y se lavd en una solucion de
metanol 10%(v/v) y acido acético 7%(v/v) durante 30 minutos
cada lavado, y finalmente dos lavados en agua destilada por
10 min cada lavado.

2.6.2 Analisis de Imagenes de Geles

Los geles tefiidos con SYPRO Ruby fueron escaneados flori-
metro TyphoonTM 9400 en modo variable (General Electric,
Healthcare) equipado con un laser de excitacion a 532nm
(verde) y un filtro de emisién a 610 nm con un ancho de
banda de 30 nm (SYPRO Ruby, ROX, EtBr) y 100 um de
resolucion. El setting del tubo fotomultiplicador fue fijado
a 700 V para optimizar sensibilidad del equipo.

2.7 Immovilizacion de CALB en soporte Eupergit C 250L

La enzima CALB se desorbi6 de los soportes Octil-Agarosa
usando Triton X-100 al 1% (v/v) y a continuacion se diluy6
10 veces. Posteriormente, se suspendi6 una masa de 10g de
soporte en 100 mL de solucioén enzimatica (conteniendo 32
pg/mL de proteina en una solucion de fosfato de sodio 1M
con 0.1% (v/v) de Triton X-100 a pH 7) a 25 °C por 48 h
(Barbosa et al., 2011; Barbosa et al., 2010). Periodicamente,
se sacaron muestras de sobrenadante y suspension y se midid
actividad enzimatica tal como se describié previamente.
A continuacién, y para bloquear los grupos epoxidos, la
preparacion inmovilizada de la enzima se incubd en 50 mL
de fosfato de sodio 50 mM conteniendo 5%(v/v) de mercap-
toetanol a pH 8 y 25 °C por 24 h (Mateo et al., 2007a, b;
Barbosa et al., 2011; Barbosa et al., 2010). Finalmente, la
preparacion inmovilizada de CALB se lavo con agua destilada
y se almacend a 4 °C.

2.8 Immovilizacion de CALB en soporte octil-agarosa

La lipasa se inmoviliz6 en octil-agarosa a baja fuerza ionica
(Bastida et al., 1998). Se diluyeron 2 mL de CALB comer-
cial (actividad especifica de 21 U/mg proteina) en 98 mL
de una solucion de fosfato de sodio SmM ajustada a pH 7.
En algunos casos, se agrego etanol en diferentes cantidades
porcentuales (v/v). A continuacion, se afiadio a esta solucion
una masa de 20 g de octil agarosa. Esta susension se dejo por
una lh y 25 °C bajo agitacion a 250 rpm. En algunos casos,
se inmovilizoé durante 3h a 4°C. La suspension enzimatica
una vez inmovilizada, se filtr6 y la lipasa soportada en el gel
de agarosa se lavo varias veces con agua destilada.
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2.9 Immovilizacién de CALB en soporte de BrCN-agarosa

Este soporte se usé para chequear el efecto de la modificacion
con glutaraldehido y se llevo a cabo siguiendo un protocolo
previamente establecido para esta enzima (Barbosa et al.,
2012). Un volumen de 1 ml de CALB comercial se diluy6
en 99ml de una solucién de fosfato de sodio SmM a pH 7.
Posteriormente, se afiadié 6g de soporte BrCN-agarosa a
la solucion enzimatica. Después de transcirridos 90 min a
4 °C bajo agitacion a 250 rpm, se inmoilivzo alrededor de
un 45% de la lipasa sobre el soporte. La inmovilizacion
enzimatica sobre el soporte finaliz6 por incubacion de la
enzima inmovilizada en el soporte con una solucion 1 M de
etanolamina a pH 8 por 2 h. Finalmente, se lavo la prepara-
cion inmovilizada con agua destilada.

2.10 Aminacion de CALB inmovilizada

Se afiadieron 100 mL de EDA 1M a 10 g de CALB o CALB-
TNBS inmovilizada a pH 4.75 bajo agitacion continua. La
modificacion comenzo con la adicion de EDAC solida para
obtener una concentracion final de 10 mM en una séla adicion.
Después de 90 min de agitacion suave a 25 °C, loa derivados
aminados (denominados CALB-EDA y CALB-TNBS-EDA)
tenian modificados un 100% de los grupos carboxilicos
expuestos en su superficie enzimatica (Fernandez-Lafuente
et al., 1995; Rodrigues et al., 2011). Finalmente, la enzima
inmovilizada y modificada se lavé con un exceso de agua
destilada y almacend a 4°C.

2.11 Modificacion de los grupos amino de CALB con
TNBS

Se afiadieron 12 g de CALB o CALB-TNBS a 100 ml de una
solucion de TNBS al 0.1%(p/v) en una solucion de fosfato de
sodio 25 mM a pH 8.0 y la mezcla se incub6 durante 60 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavo la prepa-
racion de la enzima modificada con agua destilada (Snyder
et al., 1975). Las preparaciones se llamaron CALB-TNBS o
CALB-TNBS-EDA-TNBS.

2.12 Modificacion de CALB con Anhidrido Succinico

Se afiadi6 1 g de derivado CALB inmovilizada en Octil-
agarosa se incubo en 10 mL de buffer fosfato 10 mM de pH 8
bajo agitacion magnética continua a temperatura ambiente. La
reaccion de modificacion se inicio con la adicion de anhidrido
succinico en diferentes concentraciones: 1,20 y 100 mM, para
obtener modificaciones de 10, 50 y 100 %, respectivamente.
Después de 120 minutos de agitacion, los derivados de la
CALB succinilada (CALB-S), se lavaron con buffer fosfato
pH 7 y un exceso de agua destilada. Posteriormente, se filtra-
ron al vacio, y se almacenaron a 4 °C (Cabrera et al., 2009).
Los derivados obtenidos se llamaron OC-CALB-S-10%, OC-
CALB-S-50% y OC-CALB-S-100%. Las condiciones de
modificacion anteriormente descritas fueron aplicadas tam-
bién en el derivado de CALB inmovilizado en Eupergit C.
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2.13 Desorcion de CALB adsorbida sobre octil-agarosa

Se incubo la enzima inmovilizada en octil-agarosa en pre-
sencia de concentraciones crecientes de Triton X-100 y
determiné su actividad enzimatica en el sobrenadante y la
suspension enzimatica. Una vez que se afiadio el detergente,
se dejaron por 30 min antes de retirar las muestras de
sobrenadante y suspension para su andlisis de actividad.
Para cuantificar el efecto del detergente sobre la actividad
de la enzima, se sometié una muestra de CALB soluble a las
mismas condiciones.

2.14 Inactivacion térmica de diferentes preparaciones
de CALB

Para llevar a cabo estas inactivaciones, se tomaron 100 mg of
diferentes preparaciones de CALB (solubles, inovlizadas y/o
modificadas) y se incubaron en buffer fosato 25 mM, pH 7y
a diferentes temperaturas, dependiendo del experimento. Se
tomaron muestras a diferentes tiempos de las preparaciones
de CALB incubadas y se midi6 su actividad enzimatica
residual usando el método de p-NPB descrito previamente.

Para chequear la estabilidad de las preparaciones enzimaticas,
1 mL de enzima inmovilizada se suspendi6 en 10 mL de una
solucion de acetato de sodio 25 mM a pH 5, fosfato de sofio
25 mM a pH 7 y borato de sodio 25 mM a pH 9 a diferentes
temperaturas. Periodicamente, se sacaron muestras de prepa-
raciones enzimaticas y se midio su actividad residual usando
pNPB como sustrato.

2.15 Ensayos de estabilidad enzimatica en presencia de
solventes orgainicos

Se incubaron las diferentes preparaciones enzimatias (soluble,
inmovilizadas o modificadas) en mezclas de co-solvente
organico/buffer Tris-HC1 50 mM a pH 7 y diferentes tempe-
raturas. La presencia de una muy pequena cantidad de co-
solvente organico (50 pl) durante los ensayos de actividad
enzimatica hidrolitica, no afectd las velocidades de reaccion
enzimatica observadas.

2.16 Hidrolisis de R y S mandelato de metilo

La actividad enzimatica se determind también usando R o
S mandelato de metilo. Se afiadieron 50 mg de las prepa-
raciones inmovilizadas a 3 mL solucion de mandelato de
metilo 10 mM disuelta en buffer fosfato 25 mM a pH 7.0
y somerido a agitacion continua. El grado de conversion se
analiz6 por RP-HPLC (Agilent 1100) usando una columna
Zorbax C-18 (5 pm, 250 mm x 4.6 mm). Se inyectaron
muestras de 5 pl al equipo y se eluyeron con un flujo de
1.0 mL/min usando Acetonitrilo/Buffer fosfato de amonio
25 mM (35:65, v/v) como fase movil. La deteccion de los
compuestos hidrolizados se 1levé a cabo usando un detector
de arreglos de diodos con deteccion UV a 225 nm. Una
unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad
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de enzima necesaria para producir 1 pmol de acido mandé-
lico bajo las condiciones descritas previamente. La actividad
se determino por triplicado con una conversion maxima de
20-30%, y los datos son dados como valores promedios. La
enantioespecificidad (E) se calculd directamente a partir de
las razones de las velocidades de reaccion con el isdbmero R
y S (Chen et al., 1982).

3. Resultados y Discusion

3.1 Modificacion Quimica de Biocatalizadores de CALB
con EDA y TNBS

En la Figura 9 se muestran los diferentes grupos que
pueden ser modificados utilizando EDA y TNBS en la
proximidad del lid y del centro activo de la enzima. Entre
ellos, es importante sefalar el Asp-145 que hace parte del
lid (GLY-PRO-LEU-ASP-ALA), y se encuentra a menos de
10 A del residuo de Glu-294. Este tltimo grupo estd muy
cerca de la Lys-308 y Arg-309. Por tanto, las modificaciones
quimicas utilizadas en este trabajo podrian alterar las
interacciones quimicas en la zona proxima al centro activo,
quizas alterando el movimiento del lid y de esta manera las
propiedades bioquimicas de la lipasa. En un area diferente
de la proteina, el Asp-187, el Asp-223 y el Glu-188 se
encuentran también muy cerca de la region del lid, por lo
que la modificacion puede afectar los movimientos del lid
de igual forma.

La inmovilizacion reversible de CALB sobre OC evita proba-
bles pérdidas de actividad por las condiciones de reaccion de
cada modificacion quimica; permite desorber del soporte las
moléculas de enzima modificadas utilizando un detergente; y
permite la caracterizacion de las mismas mediante técnicas
convencionales.

La Figura 10 presenta la electroforesis nativa de los diferentes
derivados modificados de CALB. Se aprecia que solo fue
posible visualizar los derivados OC-CALB y OC-CALB-
TNBS. Teniendo en cuenta que en este tipo de electroforesis,
las proteinas migran en razon a su relacion carga/masa, es
posible que la modificacion con EDA de los derivados de
OC-CALB haya alterado el punto isoeléctrico de la enzima
por encima del pH del buffer de corrida (pH 8) y por lo tanto
no aparezcan en el gel. Este comportamiento era esperado,
debido a que la modificacion de CALB con EDA incre-
menta la densidad de cargas positivas sobre la superficie de la
enzima, lo cual a su vez ocasiona un decrecimiento drastico
de los grupos anionicos externos de la lipasa (Fernandez-
Lafuente et al., 1998; Rodrigues et al., 2011).

Los resultados de la electroforesis nativa fueron confirmados
determinando los puntos isoeléctricos (pl) de las 5 prepa-
raciones a través de una electroforesis en 2D (Ver Tabla
1). Los resultados obtenidos muestran que la modificacion
de CALB con TNBS (CALB-TNBS) no afecto el punto
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Figura 9. Modelo de estructura 3D de la superficie de CALB indicando los residuos lisinicos, los acidos carboxilicos y las argininas.
La estructura de superficie 3D fue modelada usando el visualizador Pymol 0.99. La estructura 3D de CALB fue obtenida de Protein Data

bank (PDB), cédigo 1TCA.

Figura 10. Electroforesis nativa de los diferentes derivados
modificados de CALB. Carril 1: CALB; carril 2: CALB-EDA;
carril 3: CALB-TNBS; carril 4: CALB-TNBS-EDA,; carril 5: CALB-
TNBS-EDA-TNBS.

isoeléctrico de la enzima (pI= 5.8-5.9), mientras que la modi-
ficacion con EDA (CALB-EDA), ocasion6 un cambio notable
en el punto isoeléctrico de la CALB (pI>11).

Por su parte, los derivados CALB-TNBS-EDA y CALB-
TNBS-EDA-TNBS alcanzaron un punto isoeléctrico mayor
que la enzima no modificada. Los resultados obtenidos se
deben probablemente a la formacion de aminas secundarias
con un valor de pKa mas bajo que los pKa de las lisinas y
de los nuevos grupos amino introducidos (Fernandez-
Lafuente et al., 1998).

La Tabla 2 muestra los cambios en la actividad frente al
p-NPB (a pH 7) de los derivados OC-CALB y BrCN-CALB
producidos por la modificacion quimica secuencial con EDA
y TNBS. Los resultados son diferentes dependiendo de la
preparacion de CALB inmovilizada y del agente modificante
empleado. La aminacion del derivado OC-CALB produjo un

Tabla 1. Puntos isoeléctricos de las diferentes preparaciones
modificadas de CALB. Los experimentos se realizaron de acuerdo
con lo descrito en la seccion de materiales y métodos.

Derivado Punto Isoeléctrico (pI)
CALB 5.8-59
CALB-TNBS 58-5.9
CALB-EDA >11"
CALB-TNBS-EDA 8.8-8.9
CALB-TNBS-EDA-TNBS 8.6-8.7

* Los geles utilizados permitian identificar el pl en el intervalo de pH 4-pH 11.

incremento en la actividad frente al p-NPB de 40%, mientras
que la modificacion con TNBS del mismo derivado produjo
una disminucion del 20% en la actividad frente p-NPB.

Usando el derivado BrCN-CALB, la modificacion quimica
con EDA y con TNBS produjo una disminucion dramatica
en la actividad enzimatica frente al p-NPB, siendo mas signi-
ficativo el efecto adverso cuando se us6 EDA (la actividad
disminuy¢ alrededor del 50%) que cuando se utilizo6 TNBS
(la actividad disminuy6 40%).

Las diferencias generadas por la modificacion quimica con
EDA o TNBS, segtin sea el derivado de CALB usado, pueden
deberse a varias causas. Por ejemplo, es posible que algunos
grupos de CALB ubicados en un ambiente altamente hidro-
fobico e implicados en la adsorcion de la enzima al soporte OC
(como el Asp-145, que se encuentra en el lid) no hayan sido
modificados por el agente hidrofilico (EDA), permitiendo una
mayor recuperacion de la actividad enzimatica (Hernandez
& Fernandez-Lafuente, 2011; Hernandez et al., 2011).
Otra posibilidad, es que mientras la lipasa adsorbida sobre
el soporte Octil-Agarosa desplace y fije el lid, estabilizando
la conformacién abierta, la CALB inmovilizada de manera
covalente tiene el lid completamente libre para moverse.
Aunque el centro activo de CALB inmovilizado en BrCN no
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esté completamente aislado del medio, es probable que después
de la modificacion quimica, algunos movimientos del lid se
encuentren restringidos por impedimentos estéricos de manera
que el efecto final de la modificacion es una disminucion en
la actividad enzimatica.

La posterior modificacién con EDA de los derivados OC-
CALB-TNBS y BrCN-CALB-TNBS altera el balance de cargas
sobre la superficie enzimatica al cambiar grupos anidonicos
(grupos carboxilos ionizados) por grupos cationicos (grupos
amino ionizados), ocasionando probablemente un cambio
conformacional en la enzima. En este sentido, la aminacion
del derivado OC-CALB-TNBS incremento la actividad enzi-
matica del nuevo derivado OC-CALB-TNBS-EDA en la
hidrolisis del pNPB en un 15% y 30% en comparacion con los
derivados OC-CALB y OC-CALB-TNBS, respectivamente.

El efecto final de la modificacion con EDA fue diferente cuando
se utilizo el derivado BrCN-CALB-TNBS. La actividad del
nuevo derivado BrCN-CALB-TNBS-EDA frente al pNPB
disminuy6 41% y 5% con relacion a los derivados BrCN-
CALB y BrCN-CALB-TNBS, respectivamente (Ver Tabla
2). La disminucion en la actividad de los derivados de CALB
inmovilizados de forma covalente con EDA se debieron
posiblemente a que la modificacion pudo haber cambiado
algunas interacciones electrostaticas existentes entre el lid y el
area del centro activo de la proteina, por fuerzas de repulsion.
Por ejemplo, es posible que la aminacién de los residuos Asp-
145 y Glu-294, o la modificacion con TNBS del residuo de
Lys-308 haya ocasionado algun efecto sobre el movimiento
del lid.

Los derivados OC-CALB-TNBS-EDA y BrCN-CALB-TNBS-
EDA fueron modificados con TNBS. La modificacion puede
ocasionar un incremento en la hidrofobicidad de la enzima,
ya que implica la introduccion de 15 grupos trinitrobencil
mas (25 grupos TNBS en total) sobre la superficie de CALB.
Los resultados obtenidos sefialan que el derivado OC-CALB-
TNBS-EDA-TNBS fue 30% y 60% menos activo en la
hidrolisis de pNPB que los derivados OC-CALB y OC-CALB-
TNBS-EDA, respectivamente. Por su parte, la modificacion

Tabla 2. Actividad relativa de los diferentes derivados de CALB
modificados con TNBS y EDA en la hidrélisis de pNPB (0.4
mM) a pH 7 y 25°C. 100% corresponde a la actividad relativa del
derivado de CALB no modificado. Los experimentos se realizaron
de acuerdo con lo descrito en la seccion métodos analiticos.

Actividad relativa

Derivado

CALB CALB- CALB- CALB- CALB-TNBS-
EDA TNBS TNBS-EDA EDA-TNBS
ocC 100 140+3 83+4 115+5 70+£2
BrCN 100 49 +£2 63+3 59+2 58+1
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del derivado de CALB inmovilizado de manera covalente
BrCN-CALB-TNBS-EDA no afecté de forma significativa
la actividad enzimatica frente a pNPB del nuevo derivado.

Las diferencias de actividad encontradas entre los derivados
OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS y BrCN-CALB-TNBS-EDA-
TNBS se deben posiblemente a que mientras en el derivado
inmovilizado por adsorcion interfacial la modificacion con
TNBS ocasion6 cambios en las interacciones existentes
entre los residuos Asp-167, Glu-223 y Glu-188 alterando
desfavorablemente la forma del centro activo, en el derivado
inmovilizado covalentemente es probable que la modificacion
no haya tocado los residuos anteriormente mencionados.

Considerando que los derivados de OC-CALB modificados
con TNBS y EDA retuvieron el mayor porcentaje de su
actividad enzimatica, y ademas, exhibieron una mayor esta-
bilidad en comparacion con los derivados modificados de
BrCN-CALB, los estudios que se describen a continuacion
se realizaron solo con los derivados de OC-CALB.

La Figura 11 muestra el efecto del pH sobre la actividad
de los 5 derivados de OC-CALB modificados con EDA y
TNBS. Sobresalen las diferencias en el valor del pH 6ptimo
entre el derivado OC-CALB-EDA que exhibié la maxima
actividad a pH 7 y el derivado no modificado OC-CALB que
presento6 la maxima actividad a pH 9.

El derivado OC-CALB-EDA presentdé mayor actividad en
todo el rango de pH estudiado (rango de pH 5-10) en compa-
racion con el derivado no modificado. El derivado OC-
CALB-EDA, present6 un marcado efecto de hiperactivacion,
con respecto al derivado no modificado a valores de pH entre
pH 5y pH 7. Por ejemplo, a pH 5 y pH 6, la actividad de OC-
CALB-EDA se incrementd 180% y 170% en comparacion
con la actividad del derivado OC-CALB frente al pNPB
(Ver Figura 9). Sin embargo, a pH 10, donde la enzima no
modificada disminuy¢ su actividad un 65%, el derivado OC-
CALB-EDA retuvo el 44% de la actividad maxima exhibida
apH7.

El derivado OC-CALB-TNBS-EDA, a pH 5, increment6
en un 60% la actividad enzimatica en comparacion con la
enzima no modificada. En el rango de pH entre pH 7 y pH 9
este incremento estuvo entre el 10% y 15% en comparacion
con OC-CALB, y entre 30% y 40% cuando se compard con el
derivado OC-CALB-TNBS. A pH 10, el derivado OC-CALB-
TNBS-EDA fue menos activo que OC-CALB-EDA y OC-
CALB, reteniendo tan solo el 20% de su actividad maxima.

El incremento en la actividad enzimatica de los derivados OC-
CALB-EDA y OC-CALB-TNBS-EDA frente a la hidrolisis
de pNPB en el rango de pH 5 a pH 8 en comparacion con el
derivado no modificado OC-CALB, se debid posiblemente
a que el tratamiento con EDA gener6 una conformacion
estructural de la enzima mas favorable al modificar los
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Figura 11. Influencia del valor del pH sobre la actividad de los
diferentes derivados modificados de OC-CALB. Los experimentos
se realizaron a 25 °C, usando p-NPB 0.4 mM como sustrato, de
acuerdo con lo descrito en la seccion de materiales y métodos.
100 unidades relativas corresponden a la actividad del derivado no
modificado OC-CALB apH 7. (o) OC-CALB (A ) OC-CALB-EDA;
(¥) OC-CALB-TNBS (m) OC-CALB-TNBS-EDA; (¢) OC-CALB-
TNBS-EDA-TNBS.

residuos Asp-187, Asp-223 y el Glu-188 (Ver Figura 9)
que se encuentran muy cerca de la region del lid, afectando
los movimientos del mismo y cambiando la forma exacta
del centro activo. Sin embargo, a valores de pH 9 y 10, es
posible que la actividad haya disminuido en comparacion
con OC-CALB debido a que los nuevos grupos amino
introducidos sobre la superficie enzimatica se encuentran
desprotonados -tienen un valor de pK de 9.2- ocasionando
la pérdida de interacciones electrostaticas que mantenian una
conformacion mas activa (Rodrigues et al., 2009; Cabrera
et al., 2009; Diaz-Rodriguez & Davis, 2011).

El derivado OC-CALB-TNBS present6 una actividad muy
similar al derivado no modificado OC-CALB en el rango de
valores de pH estudiados (rango de pH 5-7). Las diferencias
mas notables se encontraron a pH 7, en donde el derivado
OC-CALB-TNBS disminuy6 la actividad enzimatica un
20% frente al pNPB, con respecto al derivado OC-CALB.
A pH 10, el derivado OC-CALB retiene cerca del 30% de
su actividad mientras que OC-CALB-TNBS se inactivo
por completo.

Finalmente, el derivado OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS
fue entre 20% y 30% menos activo que el derivado OC-
CALB-TNBS-EDA, en todo el rango de pH estudiado.
Estos resultados reafirman que la modificacion con TNBS
caus6 un efecto negativo sobre la actividad de CALB, debido
probablemente a que con la introduccién de los grupos
trinitrobencil se rompieron interacciones electrostaticas im-
portantes para el mantenimiento de una conformacion de la
enzima mas activa.

Modificacion Quimica de Lipasa B de Candida antarctica

La Tabla 3 muestra los tiempos de vida media de los deri-
vados de OC-CALB modificados con TNBS y EDA, bajo
diferentes condiciones de inactivacion térmicas. Estas fueron
realizadas sobre el derivado OC-CALBapH 5, pH7ypH 9,
mostraron que la enzima no modificada es altamente estable
a pH 5, mientras que a pH 9 su tiempo de vida media fue
corto, incluso a una temperatura mas baja (50 °CapH 9y
60 °CapH S5ypH7).

La modificacion con EDA produjo una disminucion en la
estabilidad de CALB en los valores estudiados de pH 5,
7y 9.ApH 7, la estabilidad decrecio en un factor de 5 en
comparacion con el derivado OC-CALB, mientras que a
valores de pH 5 y 9 disminuyeron en un factor de 1.35y 1.4,
respectivamente.

La modificacion con TNBS redujo la estabilidad del derivado
OC-CALB a pH 5 en un factor de 2 y a pH 7 en un factor
de 1.6. Sin embargo, a pH 9 esta modificacion incremento la
estabilidad de OC-CALB por un factor de 1.4. Comparando
la estabilidad del derivado modificado con EDA (OC-CALB-
EDA) con el derivado OC-CALB-TNBS, la modificacion
quimica Unicamente con TNBS produjo derivados menos
estables a pH 5.

El derivado OC-CALB-TNBS-EDA fue menos estable que
el derivado OC-CALB-TNBS a pH 7y pH 9, en un 28% y
52%, respectivamente. Sin embargo, a pH 5, el derivado OC-
CALB-TNBS-EDA fue 28% mas estable que OC-CALB.
Por su parte, el derivado OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS
fue el biocatalizador menos estable bajo las condiciones
estudiadas. Esto sugiere que el aumento en la hidrofobicidad
de la superficie de CALB ocasionada por la modificacion con
TNBS, produce un efecto desestabilizante sobre la enzima
debido probablemente a que con la introduccién de los grupos
trinitrobencil se rompieron interacciones electrostaticas que
contribuian en la estabilidad de la estructura 3D de la enzima
(Ueji et al., 2003; Rodrigues et al., 2011).

La estabilidad de los derivados OC-CALB, OC-CALB-EDA,
OC-CALB-TNBS, OC-CALB-TNBS-EDA y OC-CALB-
TNBS-EDA-TNBS fue evaluada de forma similar a 37°C.
En este caso, todos los derivados de OC-CALB modificados
mantuvieron cerca del 95% de sus actividades después de
una semana de incubacion.

La estabilidad de los derivados modificados de CALB
fue evaluada en presencia de una mezcla de 50% (v/v) de
dioxano/ buffer Tris-HCI 100mM a valores de pH 5,7y 9 a
60°C, de acuerdo con lo descrito en la seccion de métodos
experimentales.

Los resultados presentados en la Tabla 3 demuestran que las
modificaciones quimicas produjeron un decrecimiento en la
estabilidad de los diferentes derivados de CALB modificados
con EDA y TNBS. En general, los tiempos de vida media de
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Tabla 3. Tiempos de vida media (horas) de los diferentes derivados
modificados de OC-CALB en presencia de Dioxano 50% (v/v) a
diferentes valores de pH. Los experimentos se realizaron de acuerdo
con lo descrito en la seccion de métodos experimentales.

Tiempo de Vida Media (h)

DERIVADO

pH5,45°C pH7,45°C pH9, 45°C
OC-CALB 2 +0.15 48+£0.15 1.8+0.12
OC-CALB-EDA 1.5£005 35+015 1 £0.07
OC-CALB-TNBS 1.8+0.1 55025 1 +£0.05
OC-CALB-TNBS-EDA 09+0.1 2.8+0.1 3 £0.15
OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS 1.5+0.1 254015 25+0.15

estos derivados se redujeron (sin exceder en un factor de 2)
en comparacion con el derivado no modificado OC-CALB.
Las excepciones fueron el derivado OC-CALB-TNBS que
fue 1.5 veces mas estable a pH 7 y el derivado OC-CALB-
TNBS-EDA que fue 1.6 veces mas estable a pH 9.

De nuevo, el punto mas relevante es que a pesar de las
multiples modificaciones quimicas realizadas sobre la super-
ficie de CALB, los derivados obtenidos retuvieron niveles
aceptables (superiores a 50%) de estabilidad en presencia
de dioxano. Los derivados de OC-CALB modificados con
EDA y TNBS, fueron incubados a valores de pH 5,7y 9 a
25°C por una semana. Las actividades residuales de todas
las preparaciones fueron superiores al 90%, destacando la
elevada estabilidad a temperatura ambiente de los derivados
de OC-CALB modificados.

Es posible que los efectos causados por las modificaciones
quimicas sobre la estabilidad del derivado OC-CALB, se
deban a que las modificaciones quimicas ocasionaron cam-
bios drasticos en las interacciones entre los residuos que se
encuentran sobre la superficie de la CALB y el microambiente
que rodea la enzima.

Las modificaciones quimicas realizadas sobre el derivado
OC-CALB permitieron desarrollar una pequefia libreria de
biocatalizadores, en algunos casos con una leve hiperacti-
vacion frente a un sustrato sintético como el p-NPB y una
ligera estabilizacion bajo ciertas condiciones experimentales.
Sin embargo, diferentes estudios encontrados en la literatura
(Cabrera et al., 2009; Rodrigues et al., 2011; Galvis et al.,
2012) sefialan que la modificacion quimica de lipasas es una
poderosa herramienta que permite alterar la especificidad
de la enzima. Por esta razon, se evalu6 la actividad de los
derivados modificados de OC-CALB en la hidrolisis del
R-mandelato de metilo, sustrato de estructura quimica mas
compleja en comparacion con el p-NPB.

La Tabla 4 muestra el comportamiento de los diferentes
derivados de OC-CALB en la hidroélisis del R-mandelato de
metilo a valores de pH 5, 7y 9.
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Tabla 4. Actividad de las diferentes preparaciones de OC-
CALB en la hidrdlisis del R-Mandelato de metilo, 10 mM a pH
7y 25°C. Los experimentos fueron realizados de acuerdo con lo
descrito en la seccion métodos experimentales.

Actividad Enzimatica®

Biocatalizador

pHS pH7 pH9
OC-CALB 448+ 1 484+1 11.6+0.5
OC-CALB-EDA 22.6+£0.5 306+15 9.1+£05
OC-CALB-TNBS 71.3+1 333+1 10.9+0.5
OC-CALB-TNBS-EDA 252+1 298+ 1 11.2+0.5
OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS ~ 25.8+0.5 27.5+0.5 11+0.5

* La Actividad se definié como pmol/g . . /min usando como sustrato
R-mandelato de metilo (10mM).

En la Tabla 4, se destaca el derivado OC-CALB por ser el
mas activo a pH 7 (48U/g) en comparacion con los derivados
modificados de OC-CALB. Sin embargo, el cambio en el
valor de pH del medio de reaccion ocasiond una disminucion
en la actividad de este derivado. A pH 5, su actividad dismi-
nuy6 levemente en un factor de 1.1, mientras que a pH 9
decrecid 4 veces con respecto a la actividad a pH 7.

El comportamiento del derivado OC-CALB, fue totalmente
diferente cuando se empled como sustrato el p-NPB (ver
Figura 11), en donde exhibidé su maxima actividad a pH
9. Este cambio en el perfil pH/Actividad de la enzima, es
consecuencia de la naturaleza quimica del sustrato. Mientras
el p-NPB es un sustrato neutro, el R-mandelato de metilo tiene
un grupo ionizable. Por tanto, la conformacion “6ptima” que
adopte la enzima a un valor de pH dado, sera diferente cuando
se use p-NPB o se emplee como sustrato el R-mandelato de
metilo. Esto se vera reflejado en un cambio evidente en la
especificidad de la enzima hacia uno u otro sustrato (Barbosa
etal., 2012).

Por ejemplo, el derivado OC-CALB-EDA es menos activo
frente al R-mandelato de metilo a los 3 valores de pH
estudiados, en comparacioén con la enzima no modificada.
Estos resultados contrastan con la alta actividad exhibida por
este derivado frente al p-NPB, principalmente a valores de
pH éacidos.

El derivado OC-CALB-TNBS que no mostré cambios dras-
ticos en su actividad frente al p-NPB a los valores de pH
estudiados, incrementd su actividad a pH 5 en un 160%
cuando se emple6 como sustrato el R-mandelato de metilo.
A pH 7 disminuy6 su actividad 1.45 veces, mientras que a pH
9 la actividad no sufri6é ningun cambio significativo.

La aminacion del derivado OC-CALB-TNBS produjo una dis-
minucion significativa de la actividad frente al R-mandelato
de metilo a pH 5 (alrededor de un factor de 3) con respecto
a este mismo derivado no aminado. A pH 7, suftri6 una leve
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disminucion de la actividad, mientras que a pH 9, el efecto
de la modificacion con EDA fue despreciable. Ademas, esta
preparacion fue menos activa que el derivado de CALB sin
modificar excepto a pH 9. La alteracion adicional con TNBS
(OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS) no caus6 un efecto signifi-
cativo sobre la actividad enzimatica frente a este sustrato.

Por lo tanto, los resultados obtenidos revelaron que diferentes
derivados modificados de la misma lipasa presentan distinta
actividad frente a un mismo sustrato; y, un mismo derivado
presenta diferente actividad frente a distintos sustratos.
Ademas, el efecto del pH sobre la actividad catalitica de las
lipasas también es diferente dependiendo del derivado inmo-
vilizado utilizado.

La propiedad catalitica mas interesante de las lipasas es
la enantioselectividad (E) frente a sustratos quirales. En
este caso, se analizo el efecto de la modificacion quimica
sobre la enantioselectividad de los derivados de CALB en
la hidrdlisis del R y S mandelato de metilo bajo diferentes
condiciones de reaccion.

Estudios previos realizados en nuestro grupo de investiga-
cion han confirmado que esta reaccion sigue una cinética
de primer orden (hasta una concentracion maxima del éster
de 100 mM). Por lo tanto, la enantioselectividad (E) de los
diferentes derivados modificados de CALB puede ser deter-
minada como la razén entre la velocidad de reaccion del
enantiomero R con la velocidad del enantiémero S.

Bajo las condiciones de estudio a pH 5, 7y 9 a 25°C (Tabla
5), todos los derivados modificados de la CALB presentaron
una preferencia estereoquimica sobre el enantiomero R.

Los valores de E para cada derivado (Tabla 5) variaron en
muchos casos de forma dramatica, con el cambio de pH del
medio de reaccion. Por ejemplo, el derivado OC-CALB exhibio
su valor maximo de enantioselectividad a pH 7 (E=25.5); a pH
9, el valor E disminuy6 en un factor de 2.9 veces (E=8.9) y
a pH 5 disminuy6 aproximadamente 2.2 veces (E=11.2).

La aminacién produjo un incremento en la enantioselecti-
vidad del derivado OC-CALB-EDA apH 7 (E=35.6)yapH 9
(E=11.4) con respecto al derivado no modificado OC-CALB.

Modificacion Quimica de Lipasa B de Candida antarctica

Sin embargo, a pH 5 el valor E disminuy6 en un factor de 1.5
veces (E=7.3). En este punto, es importante resaltar, el valor
E de 35.6 del derivado a pH 7, constituyendo la preparacion
mas enantioselectiva encontrada en este estudio. El resultado
sugiere que la modificacion con EDA caus6 una disminucion
en la actividad del derivado OC-CALB-EDA frente al
enantiomero S a pH 5.

La modificacion quimica con TNBS produjo un aumento
en la enantioselectividad del derivado OC-CALB-TNBS a
pH 5 de 1.4 veces (E=16.2) y a pH 9 de 1.7 veces (E=15.2)
con respecto al derivado no modificado. Por su parte, a
pH 7 (E=22), no se registr6 alteracion en el valor de E en
comparacion con el derivado OC-CALB.

La aminacion adicional del derivado OC-CALB-TNBS, oca-
siono que el derivado OC-CALB-TNBS-EDA fuera 7.6 veces
menos enantioselectivo a pH 5, que el derivado OC-CALB. A
pH 9, la preparacion modificada fue 1.4 veces mas enantioselec-
tiva que la CALB. Sin embargo, a pH 7, la modificacion
quimica no afecto el valor de E del derivado modificado.

Por su parte, el derivado OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS
exhibio una enantioselectividad similar a su derivado
precursor (OC-CALB-TNBS-EDA) en los 3 valores de pH
estudiados. Este comportamiento es interesante si se consi-
dera el cambio drastico que sufre la naturaleza quimica de

la superficie enzimatica como consecuencia del aumento de
la hidrofobicidad.

Por lo tanto, las modificaciones quimicas realizadas sobre la
superficie de CALB, produjeron importantes cambios en la
enantioselectividad de la enzima bajo diferentes condiciones
experimentales. En este sentido, es de resaltar los valores
aceptables de enantioselectividad que exhibieron los deri-
vados OC-CALB-TNBS apH 5 (E=16.2) yapH 9 (E=15.2),
y de OC-CALB-EDA a pH 7 (E=35.6).

3.1 Modificacion Quimica de Biocatalizadores de CALB
con EDA y Anhidrido Succinico

La caracterizacion electroforética de los derivados de CALB
inmovilizados en octil agarosa y modificados por succinilacion

Tabla 5. Enantioselectividad de los derivados modificados de CALB en la hidrolisis del R y S-mandelato de metilo 10 mM, bajo
diferentes condiciones experimentales. Los experimentos fueron realizados de acuerdo con lo descrito en la seccion de materiales y métodos

pHS pH7 pH9
Biocatalizador
Enantio-preferencia E? Enantio- preferencia E* Enantio- preferencia E?

OC-CALB R 11.2+0.2 R 255+0.2 R 89+0.1
OC-CAL-EDA R 73x0.1 R 35.6+0.2 R 11.4+0.1
OC-CALB-TNBS R 16.2+0.2 R 222402 R 152+0.1
OC-CALB-TNBS-EDA R 7.6+0.1 R 27 £03 R 124+0.1
OC-CALB-TNBS-EDA-TNBS R 6.1+0.1 R 27.5+0.15 R 12.2+0.1

2 El valor E se determind como la razon: Actividad frente a R-mandelato de metilo / Actividad frente a S-metil mandelato.
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al 10% (OC-CALB-S-10%), 50% (OC-CALB-S-50%) y
100% (OC-CALB-S-100%) se realizé mediante electroforesis
en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes.

En la Figura 12 se muestra el perfil electroforético por SDS-
PAGE de los derivados de CALB modificados quimicamente
por succinilacion. En ella se puede observar como el proceso
de modificacién quimica con anhidrido succinico no causo6 la
formacion de dimeros o macromoléculas de la lipasa.

Laeclectroforesis en condiciones no desnaturalizantes (Nativa-
PAGE) (Ver Figura 13) permitio observar que la introduccion
de grupos carboxilos ionizables sobre la superficie proteica
de la enzima, increment6 la densidad de cargas negativas,
alterando con ello la carga neta de la CALB. Este efecto fue
notable, en los derivados modificados al 50% y 100%, los
cuales presentaron mayores velocidades de migracion hacia
el anodo, en comparacion con la modificacion parcial del
10% y el derivado de CALB no modificado.

La estabilidad térmica de las distintas preparaciones de OC-
CALB modificadas quimicamente por succinilacion, fue
evaluada a 70 °C, de acuerdo con lo descrito en la seccion de
materiales y métodos.

En la Figura 14 se muestra el perfil de inactivacion térmica
de los diferentes derivados de OC-CALB modificados con
anhidrido succinico. Se observa que después de 5 horas de
incubacién a 70 °C, los derivados de OC-CALB modificados
por succinilacion al 50% y 100%, perdieron cerca del 45%
de la actividad inicial. Aun asi, fueron 2 veces mas estables

Figura 12. Electroforesis SDS-PAGE de los derivados de OC-
CALRB succinilados.

PM: Marcadores de PM conocido; Carril 1: OC-CALB; Carril
2: OC-CALB-S-10%; Carril 3: OC-CALB-S-50%: Carril 4: OC-
CALB-S-100%.
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Figura 13. Electroforesis en condiciones No-desnaturalizantes
(PAGE-nativa) de los derivados de OC-CALB succinilados.
PM: Marcadores de PM conocido; Carril 1: OC-CALB-S-10%;
Carril 2: OC-CALB-S-50%: Carril 3: OC-CALB-S-100%

Figura 14. Cursos de inactivacién térmica para los diferentes
derivados succinilados de CALB. La inactivacion térmica se realizo
apH 7y 70°C, usando como sustrato p-NPB 0.4 mM para determinar
la actividad residual. (X) OC-CALB, (m) OC-CALB-S-10%, (A)
OC-CALB-S-50%, (®) OC-CALB-S-100%.

que los derivados OC-CALB y OC-CALB-S-10%, los cuales
transcurrido el mismo lapso de tiempo habian perdido el
58% de su actividad.

Estos resultados sugieren, que los derivados OC-CALB-S-50%
y OC-CALB-S-100% son mas estables que el derivado OC-
CALB-S-10% y que la enzima no modificada. El incremento
en la estabilidad de los derivados OC-CALB-S-50% y OC-
CALB-S-100% se debid quizas a que la introduccion de un
mayor niimero de grupos anidnicos sobre la superficie proteica
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de la CALB, genero nuevas interacciones electrostaticas en
zonas de la proteina que pudieron estabilizar una confor-
macion mas favorable para la lipasa a la temperatura de
estudio (Kotorman et al., 2009).

Los derivados de OC-CALB se aminaron también a diferentes
grados de modicacion (10, 50 y 100%). En el proceso de
aminacion, el efecto de la modificacion es mas significativo
que en la succinilacion, debido a la mayor cantidad de grupos
carboxilos reactivos en la superficie de CALB en compara-
cion con los grupos amino. En este caso, 16 de los 19 grupos
carboxilo totales de la CALB inmovilizada sobre octil agarosa
fueron involucrados en la modificacion, incluido el grupo
carboxilo terminal.

De igual forma el grado de modificacion de los derivados OC-
CALB modificados por aminacion, fue controlado mediante
la concentracion del agente activante (carbodiimida) de los
grupos carboxilo en el medio de reaccion. El incremento
de grupos aminos se comprob6 mediante la titulacion de los
grupos amino primarios disponibles en la enzima mediante el
acido picrilsulfonico (TNBS) (Snyder et al., 1975; Montes
et al., 2006). Los derivados de OC-CALB modificados bajo
las condiciones descritas en la tabla 10, se nombraron de
acuerdo al grado de modificacion asi: OC-CALB-EDA-10%;
OC-CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-100%.

Teniendo en cuenta que la modificacion quimica en ningun
caso es completamente especifica, algunos grupos, por ejemplo,
los grupos hidroxilos de las cadenas laterales de los residuos
de tirosinas, pueden ser afectados por la carbodiimida. Sin
embargo, esta modificacion sobre las tirosinas es revertida
mediante la incubacion de los derivados en una solucion de

Modificacion Quimica de Lipasa B de Candida antarctica

hidroxilamina, obteniendo asi nuevamente las tirosinas libres
(Carraway & Koshland, 1968). Estos derivados incubados
en hidroxilamina se nombraron: OC-CALB-EDA-H-10%;
OC-CALB-EDA-H-50% y OC-CALB-EDA-H-100%.

Al igual que para la caracterizaciéon de los derivados
succinilados, los derivados aminados de CALB inmovilizados
en octil agarosa, fueron caracterizados mediante estudios
electroforéticos en condiciones desnaturalizantes y no desna-
turalizantes. La electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se realiz6 para comprobar que el proceso de
modificacion por aminacion de los derivados inmovilizados
en octil agarosa CALB, no causaba formacion de dimeros y
oligobmeros de la enzima (Ver Figura 15a).

La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (Nativa-
PAGE) permiti6 comprobar el cambio en la densidad de
carga causado por los diferentes grados de modificacion de la
CALB inmovilizada en octil agarosa. La Figura 15b muestra
que la modificacion gradual de los grupos carboxilicos
(modificacion del 10%, 50% y 100%) altera de la misma
forma la movilidad electroforética de la CALB. Lo cual
sugiere que el punto isoeléctrico de la enzima se modifico
de acuerdo con el grado de modificacion realizado. Por
ejemplo, la modificacion del 10% de los grupos carboxilicos
alter6 ligeramente la velocidad de migracion de la CALB.
La modificacion al 50% ocasiond un incremento en el punto
isoeléctrico de la enzima tal vez cercano al pH del buffer
de corrido (pH 8). Por su parte, la modificacion masiva
(100% de modificacion) alteré de forma dréstica el punto
isoeléctrico de la enzima -de un pl 5.9 a uno por encima de
11- lo cual se vio reflejado en la velocidad de migracion en
la electroforesis.

Figura 15. Caracterizacion electroforética de los derivados de OC-CALB aminados. A) Electroforesis SDS-PAGE. B) Electroforesis
nativa-PAGE. Carril PM: Marcador de peso molecular. Carril 1: OC-CALB; Carril 2: OC-CALB-EDA-10%; Carril 3: OC-CALB-
EDA-50%; Carril 4: OC-CALB-EDA-100%; Carril 5: OC-CALB-EDA-H-10%; Carril 6: OC-CALB-EDA-H-50%; Carril 7: OC-CALB-

EDA-H-100%.
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Adicionalmente, los derivados de CALB aminados al 10,
50 y 100% fueron incubados en hidroxilamina con el fin de
recuperar los grupos hidroxilo de las cadenas laterales de los
residuos de tirosina que pudieron haber sido afectados por la
carbodiimida previo a la modificacién con EDA. La SDS-
nativa (Ver Figura 15b) muestra que el tratamiento no afectd
la movilidad electroforética de los diferentes derivados.

La aminacion gradual de los residuos carboxilicos ionizables
en la superficie proteica del derivado OC-CALB no causo
un efecto significativo sobre la actividad exhibida por los
nuevos derivados obtenidos frente a la hidrolisis del p-NPB
(Ver Tabla 6).

En la Tabla 6 se puede observar que los derivados OC-
CALB-A-10% y OC-CALB-A-50% retuvieron el 100% de
la actividad inicial exhibida por el derivado no modificado.
Sin embargo, el derivado de la CALB obtenido por la
modificacion masiva de sus grupos carboxilo (OC-CALB-
EDA-100%) increment? la actividad en un factor de 1.4 veces
con respecto mostrada por el derivado no modificado OC-
CALB. Este incremento notable en la actividad enzimatica
puede deberse a que el aumento en el nimero de grupos con
carga positiva sobre la superficie enzimatica de la CALB (16
grupos catidnicos mas por molécula), ocasiona posiblemente
un cambio conformacional favorable de la enzima, producto
de la alteracion de las interacciones electrostaticas presentes
en su estructura 3D. Adicionalmente, se pueden estar gene-
rando cambios en las interacciones del lid con otros sitios de la
proteina, generando asi cambios en la forma exacta del centro
activo de la lipasa (Palomo et al., 2007; Rodrigues et al., 2009).

Por otra parte, el tratamiento de los diferentes derivados
modificados de OC-CALB con hidroxilamina para recuperar
las tirosinas que posiblemente se vieron afectadas por la
activacion con carbodiimida, no afect6 significativamente la
actividad enzimatica exhibida por cada derivado.

El estudio de inactivacion de los derivados aminados de OC-
CALB usando 50%(v/v) de solvente orgénico tetrahidro-
furano (THF) a 40°C (Ver Tabla 7), mostré en general

Tabla 6. Efecto del grado de modificacién con EDA sobre la
actividad relativa de los derivados de OC-CALB frente al p-NPB.
100 corresponde a la actividad del derivado de CALB no modificado.
Los experimentos se realizaron de acuerdo con lo descrito en la
seccion de métodos analiticos.
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que la aminacién gradual de la CALB con EDA ocasiona
posiblemente un cambio conformacional en la estructura
3D de la enzima desfavorable para la estabilidad. Ejemplo
de ello, es la disminucion en los tiempos de vida media
exhibidos por los derivados OC-CALB-EDA-10%, OC-
CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-100% en comparacion
con el derivado de la enzima no modificada.

Asi, OC-CALB-EDA-10% fue 1.15 veces menos estable que
el derivado no modificado. Por su parte, los derivados OC-
CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-100% presentaron una
estabilidad similar, siendo 3.8 veces menos estables que el
derivado OC-CALB.

El tratamiento de los derivados aminados con hidroxilamina
para regenerar las tirosinas afectadas por la activacién con
carbodiimida, permiti6 recuperar entre un 15 y un 20% de la
estabilidad perdida por la modificacién, para los derivados
OC-CALB-EDA-50% y OC-CALB-EDA-100%. En este
estudio, sobresale el incremento en la estabilidad del deri-
vado OC-CALB-EDA-10%, el cual no solo recuper6 el 100%
de la estabilidad sino que fue 2.13 veces mas estable que el
derivado no modificado.

Los resultados sugieren que los grupos hidroxilo regenerados
en las tirosinas (5 residuos accesibles al medio) forman tal
vez interacciones adicionales de tipo puente de hidrogeno
con el medio de reaccién y con otros aminoacidos proximos
en la superficie proteica que estabilizan mas la conforma-
cion adquirida por la enzima modificada con grupos amino
(Rodrigues et al., 2011; Galvis et al., 2012).

La Tabla 7, resume los tiempos de vida media de los dife-
rentes derivados de OC-CALB aminados gradualmente con
EDA, al ser incubados en tetrahidrofurano 50% (v/v).

La propiedad catalitica mas interesante de las lipasas es la
enantioselectividad frente a sustratos quirales. En este caso,
se analiz6 el efecto de la inmovilizacion y la modificacion
con etilendiamina y anhidrido succinico sobre la actividad
y enantioselectividad de la CALB en la hidrolisis de (R) y
(S)-mandelato de metilo.

Tabla 7. Tiempos de vida media (horas) de los diferentes derivados
modificados de OC CALB en presencia de tetrahidrofurano 50%
(v/v) / buffer Tris-HCI 50mM de pH 7 a 40°C. Los experimentos
se realizaron de acuerdo a lo descrito en la seccion de métodos
experimentales.

Actividad relativa (%)

Tiempos de vida media (h)

Derivados Derivados sin tratar ~ Derivados tratados Derivados Derivados sin tratar  Derivados tratados
con hidroxilamina con hidroxilamina con hidroxilamina con hidroxilamina
OC-CALB 100+ 3 98 +2 OC-CALB 1.5 1.5
OC-CALB-EDA-10% 1007 92+4 OC-CALB-EDA-10% 1.3 3.2
OC-CALB-EDA-50% 100 +2 102+5 OC-CALB-EDA-50% 0.4 0.3
OC-CALB-EDA-100% 140 £5 137+3 OC-CALB-EDA-100% 0.4 0.7
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Tabla 8. Efecto de la naturaleza del soporte y la modificacion
quimica en fase solida con etilendiamina y anhidrido succinico
sobre la enantioselectividad de la CALB catalizando la hidrolisis de
(R) y (S)-mandelato de metilo 10 mM, pH 7.

Derivados Enantiopreferencia E*
OC-CALB R 255+0.2
OC-CALB-EDA-100% R 35.6£1.2
OC-CALB-S-100% R 16.3+£0.5
EC-CALB R 7.5+0.7
EC-CALB-EDA-100% R 16.6 + 1
EC-CALB-S-100% R 13.2+0.8

* El valor E se determind como la razon: Actividad frente a R-mandelato de
metilo / Actividad frente a S-metil mandelato.

La enantioselectividad de la CALB en la hidrdlisis del
(R) y (S)-mandelato de metilo, se vio afectada tanto por
la estrategia de inmovilizacién como por la modificacién
quimica realizada (Ver Tabla 8). Por ejemplo, el derivado
OC-CALB-EDA-100% fue 2.2 veces y 1.4 veces mads
enantioselectivo que los derivados OC-CALB-S-100% y
OC-CALB, respectivamente.

Con el cambio en la naturaleza quimica del soporte y la
orientacion de la enzima sobre el mismo, la enantioselecti-
vidad de la CALB se vio afectada de manera dramatica.
Por ejemplo, la disminucion de la enantioselectividad del
derivado EC-CALB-EDA-100% en un factor de 2.2 veces
en comparacion con el derivado OC-CALB-EDA-100%. Sin
embargo, es de resaltar que la enantioselectividad del deri-
vado EC-CALB se incrementd en un factor de 2.2 veces
debido a la aminacion con EDA'y 1.8 debido a la succinilacion.

Por lo tanto, los resultados obtenidos confirman que el
efecto de la modificacion quimica en fase solida sobre las
propiedades biocataliticas de CALB es dependiente de la zona
de la proteina involucrada en el proceso de inmovilizacion y
de la rigidez que adopte su estructura 3D sobre la superficie
del soporte (Cabrera et al., 2009; Forde et al., 2010; Diaz-
Rodriguez & Davis, 2011).

4. Conclusiones

En este trabajo se muestra que la modificaciéon quimica
de enzimas es una herramienta interesante para modificar
sus propiedades bioquimicas. Ademas, se demostré que la
misma modificacion quimica en enzimas inmovilizadas en
diferentes soportes puede producir diferentes efectos en sus
propiedades bioquimicas. Esto sugiere que la combinacion
de diferentes protocolos y de tipos de modificacion quimica
puede generar una librerua de nuevos biocatalizadores incluso
usando so6lo una enzima.

Modificacion Quimica de Lipasa B de Candida antarctica

Se ha usado como modelo la enzima CALB, la cual fue
interfacialmente activada o inmovilizada de forma covalente
en soportes poliméricos. A través de modificaciones quimicas
con EDA, TNBS o anhidrido succinico, se mejoro, en algunos
casos, su estabilidad a la temperatura y a mezclas del solvente
organico. Estas preparaciones fueron mas estables que la pre-
paracion de CALB inmovilizada en octil-agarosa, Eupergit C
y agarosa-BrCN no-modificadas.

Las modificaciones quimicas ensayadas en este trabajo pro-
dujeron biocatalizadores con muy diferentes actividades,
especficidades y enantioselectividades, permitiendo en algu-
nos casos mejorar el valor de razén enantiomérica (E) de
CALB en la hidrélisis de (R/S)-mandelato de metilo bajo
diferentes condiciones experimentales, lo cual sugiere que
estas modidicaciones podrian tener un alto interés en modular
sus propiedades en otros procesos enantioespecificos.
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Resumen

El estudio de la moral, la ética y la justicia han sido motivo de interés a lo largo de la historia de la cultura humana.
Filosofos, psicologos, politicos, juristas y pensadores de varios campos del conocimiento han trabajado en temas
tales como lo correcto y lo incorrecto, lo bueno y lo malo, la justicia, la solidaridad, la cooperacion, la armonia
entre las personas y los grupos. Este articulo presenta un analisis de teorias y hallazgos cientificos acerca de los
origenes de la moralidad en especies no humanas y en seres humanos. Coloca énfasis especial en trabajos recientes,
desde la perspectiva de la ciencia. Sefiala que existen conductas morales en animales no humanos, ante todo en
primates, delfines, perros, cuervos y otros. En el caso del desarrollo humano se analizan los hallazgos cientificos
mas relevantes. Se sefiala que la moral en nuestra especie es mas compleja que la moral en animales no humanos,
pero se basa en raices similares. Estas investigaciones ayudan a entender el concepto de “naturaleza humana” desde
una nueva perspectiva.

Palabras clave: filogénesis, ontogénesis, moral, monos superiores, desarrollo humano, evolucion.
Phylogenesis and ontogeny of morals

Abstract

The study of morals, ethics and justice has been of interest along the history of human culture. Philosophers,
psychologists, politicians, lawyers and other thinkers, have worked in topics such as what is right and wrong,
good or evil, justice, solidarity, cooperation, harmony among persons and groups. This article presents an analysis
of theories and scientific findings about the origins of morality in non- human species, and in human beings. It
places special emphasis on recent findings from the scientific perspective. The existence of moral behaviors in
non- human primates is presented, particularly in apes, dolphins, dogs, crowns, and other species. In the case of
human development the most relevant scientific findings are analyzed. It is pointed out that morality in our species
is more complex that morals in non- human animals, but it is based on similar roots. These research findings help to
understand the concept of “human nature” from a new perspective.

Key words: Phylogenesis, ontogenesis, morals, apes, human development, evolution.

Introduccion

Los asuntos relacionados con lo bueno y lo malo, lo correcto
y lo incorrecto, la justicia, la armonia entre las personas y
entre los grupos, y otros temas similares, han interesado a los
seres humanos desde los origenes de la historia registrada.
Los comienzos formales de la ética y la moral (en la cultura
occidental) se encuentran en los fildsofos pre-socraticos de
Grecia. Mas adelante posee especial importancia Aristételes
(384-322 a.e.c) con la Etica a Nicomaco.

La ética es una rama de la filosofia que investiga tanto el
contenido de los juicios morales como su naturaleza (si tales
juicios son objetivos o subjetivos). La ética se refiere a los
principios de la conducta moralmente correcta aceptados por
la persona o por el grupo. Dicho estudio sistematico de la

naturaleza de los conceptos de valor se centra en lo “bueno”
y lo “malo” y lo que “debe” hacer una persona o grupo. Se
enfatiza que lo bueno se tiene que considerar en si mismo, no
como medio para lograr otros fines. La tradicion mas arraigada
en el estudio de la moralidad y los valores considera que su
objetivo es guiar a las personas hacia el denominado “bien
absoluto”. Esta teoria que se basa en Platén, fue retomada
por San Agustin y los filésofos cristianos e integrada a la
cultura occidental. Hay otra tradicion diferente acerca de la
naturaleza de la moralidad que parte de Protagoras, el sofista
griego que considera que lo bueno es relativo y basado en
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preferencias personales y en las costumbres sociales que son
obra humana. Esta segunda conceptualizacion fue retomada
por David Hume y estd en muchos de los conceptos de
Darwin y la evolucion. Las ideas de Bertrand Russell y
otros filosofos que han trabajado sobre ética y moral tienen
fundamentos en Hume y en Darwin. Por otra parte, G.E.
Moore afirmé que era preciso distinguir entre “lo que es”
y “lo que debe ser”. Esto tltimo corresponde al campo de
la ética y la moral, lo primero es el campo de la ciencia.
Confundirlos, segin C.E. Moore seria cometer la llamada
por ¢l “falacia naturalista” (ver Hocutt, 2013).

La ética es una rama de la filosofia que se nutre de los aportes
de la ciencia, especialmente de la psicologia, pero también de
la antropologia y otras disciplinas. Gran relevancia poseen
los trabajos de L. Kohlberg (1927-1987) sobre el desarrollo
del juicio moral. Por otra parte, desde la perspectiva de la
antropologia se destacan los estudios sobre relativismo ético
en distintas culturas, de E.A. Westermarck (1862-1939).

La ética es el estudio de la conducta deseable. Aunque se
nutre de las ciencias, por su misma naturaleza la ética no
es una ciencia. La moral, por otra parte se refiere a las
costumbres que rigen la conducta de una persona en relacion
con la sociedad, consigo misma y con lo que le rodea.
La ética busca brindar esquemas que se fundamenten en
principios racionales, y es mas general que la moral. Esta es
mas concreta y especifica. La moral se ha definido también
como el acatamiento que los individuos hacen de las normas
imperantes en el grupo social. En buena parte la moral es
la aplicacion practica de la ética, y algunos pensadores
afirman que la distincion ética/moral es equivalente a la dis-
tincion teoria/praxis. Otros filésofos y pensadores no estan
de acuerdo con dicha distincion. En el caso de la moral son
relevantes los conceptos de autonomia, responsabilidad, rela-
cion consigo mismo y con el grupo social, acatamiento de
normas, valores y asuntos similares.

Este trabajo busca presentar un cuadro coherente de las
investigaciones contemporaneas sobre los origenes de la
conducta moral, tanto desde la perspectiva filogenética (en
especies animales diferentes al hombre) como ontogenética
(en ninos de diversas edades y culturas). El interés por los
problemas éticos, incluyendo los asuntos morales es de vieja
data y dichas preocupaciones se encuentran en las primeras
culturas registradas, como hemos indicado antes. Se asocian
con la justicia, la estructura del estado, las relaciones de unas
personas con otras, la filosofia y la religion.

En términos contemporaneos, el estudio ontogenético de la
moral, sus origenes en nuestra especie, tienen un fundamento
en Piaget (1932) y de manera mas elaborada en Kohlberg
(1981). Es un area de trabajo que se desarrollé ampliamente
en las Ultimas décadas del siglo XX y primeras del siglo
XXI. Por otra parte, la filogénesis de la moral, sus origenes

206

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):205-215, 2014

en especies no humanas, ante todo en primates, y también en
otras especies de animales no humanos, es muy reciente y
se fundamenta en la psicologia evolucionista, en la etologia,
en estudios experimentales de laboratorio de gran refina-
miento y con metodologias precisas y cuantitativas. Tenemos
ademas observaciones de campo en varias especies de pri-
mates y no primates. Parece ser que la maxima validez y
confiabilidad se ha logrado en los trabajos experimentales
realizados con primates superiores (las cuatro especies: chim-
pancés, bonobos, gorilas y orangutanes).

Presentaremos en primer lugar las investigaciones recientes
acerca de la filogénesis de la moral (o moralidad). En todos
estos casos los trabajos han tenido gran refinamiento meto-
dologico, han implicado el desarrollo de instrumentos de
registro y medicion de gran complejidad, en muchos casos
con programas de software especificamente desarrollados
para estas investigaciones.

Filogénesis

Segiin los principales investigadores en este campo, la
moralidad se fundamenta en dos pilares: la reciprocidad (de
la cual deriva la justicia) y la empatia (de la cual deriva la
compasion). Por lo tanto para estudiar las raices evolutivas
de la moralidad es preciso investigar la reciprocidad y la
empatia (ver Tomasello, 2009; de Waal, 2009; Rowlands,
2012). Existen observaciones de campo acerca de este tipo
de conductas en chimpancés, perros, ratas, cuervos, delfines
y otras especies. Los animales experimentan sentimientos
de empatia, amor, tristeza, rabia, se solidarizan con otros,
se vengan de quienes les causaron mal, se reconcilian con
sus enemigos y presentan muchos otros comportamientos
que antes se consideraban exclusivos de los seres humanos
y que denominamos morales. Se ha observado a monos que
se niegan a agredir a un congénere en situaciones experi-
mentales, perros que ayudan a otros que estan heridos,
monos que socorren a niflos en peligro, delfines que salvan
a personas en riesgo de morir ahogados, perros que parecen
“sentirse culpables” por haber comido un alimento que se
le habia prohibido, etc. En una situacion experimental muy
bien controlada se halld que macacosrhesus (Macaca mulata)
hambrientos se negaban a dar descargas eléctricas a otros
monos, incluso cuando necesitaban conseguir comida para
ellos a cambio de las descargas (Bekoff, 2012). La empatia,
la equidad, la compasion, el cuidar a los otros, estaria en la
base de la moralidad y tales sentimientos se encuentran en
los animales no humanos, segun investigaciones recientes.

En los origenes de la psicologia comparada como ciencia que
estudia los procesos psicoldgicos en animales diferentes de los
seres humanos (Papini, 2009), abundaron las descripciones
anecdoticas de animales que realizaban actividades de alta
complejidad cognitiva que se consideraban exclusivos del
hombre. Tales anécdotas fueron refutadas por observaciones
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controladas, y llevaron al descrédito de esas supuestas con-
ductas “superiores” producidas espontaneamente. Esto fue
reemplazado por estudios experimentales, controlados, de
laboratorio, que demostraron las limitaciones y posibilidades
reales de las capacidades psicologicas complejas en animales.
La denominada “Navaja de Occam” fue el rasero que se
utilizé con tales descripciones anecdoticas y espontaneas.

Los trabajos de las décadas recientes del siglo XXI se con-
trolan utilizando métodos refinados, replicaciones, pruebas
de doble ciego, observadores independientes, registros que
utilizan instrumentos y no la observacion humana (que es
falible y puede caer facilmente en el antropomorfismo, y
atribuir a los animales capacidades superiores similares a las
humanas, que no poseen). Se toman todas las precauciones
del caso antes de concluir, por ejemplo, que en los animales
se presentan conductas morales, analogas a las que se obser-
van en la especie humana.

La investigacion contemporanea sobre filogénesis de la
conducta moral considera que la moralidad es una forma
de cooperacion. Requiere que los individuos supriman sus
propios intereses o que los igualen con los de otros. Tomasello
(2009) presenta una secuencia de dos pasos: los individuos
son justos con otros en particular, o los individuos siguen
y respaldan las normas sociales amplias de los grupos. La
moralidad surge en parte de manera natural y en parte como
resultado de contextos e interacciones socioculturales.

En la moralidad se incluye la conducta prosocial, las inte-
racciones cooperativas y los juicios morales, entre otros.
Estos ultimos se considera — en el estado actual de nuestros
conocimientos —que son exclusivos de la especie humana y no
se encuentran en otras especies. En una conducta que llamamos
moral entran en juego factores cognitivos y emocionales, y
existen procesos neurofisioloégicos subyacentes. La principal
funcién de la moral es regular las interacciones sociales de
un individuo con otros. Implica, como indicdbamos antes,
que el individuo suprima su propio interés en favor de otros
(lo que se observa en las conductas de compartir, ayudar,
colaborar) o que iguale su propio interés con el de otros (se
observa como equidad, reciprocidad, justicia, seguimiento de
normas o acuerdos, exigencia del cumplimiento de normas).
Ver Kappeler&van Schaik (2006).

La conducta moral en animales no humanos se ha estudiado
ante todo en chimpancés (Pan troglodytes) incluyendo bonobos
(Pan paniscus). Como es sabido, las relaciones sociales de
los monos superiores son complejas. Los individuos forman
relaciones con otros que abarcan diversos aspectos de la vida
cotidiana. Parece ser que la competencia es central en las
sociedades de monos superiores. Los monos saben quién
es dominante, quién es amigo de quién en el grupo social.
Toman sus decisiones conductuales en un complejo campo
social que incluye todos los otros individuos de la vecindad,

Filogénesis y ontogénesis de la moral

sus metas y percepciones individuales y las relaciones
sociales que los individuos establecen unos con otros (ver
Defler, 2010).

La dominacion es primordial en las sociedades de primates
superiores. Se basa en la capacidad de lucha. Como se ha
demostrado ampliamente, el macho alfa chimpancé toma el
alimento que desea y los demas toman lo que queda después.

La cooperacion se observa en estas sociedades de monos, y en
muchos casos los individuos de menor jerarquia se alian para
competir con otros. Es frecuente observar esta cooperacion
con el fin de lograr metas que un individuo aislado no podria
obtener. La cooperacion se ha observado en forma de ayuda
aun congénere, ¢ incluso a seres humanos. En algunos casos
los chimpancés dan instrumentos a otros que los necesitan
para obtener una meta, por ejemplo conseguir alimentos. Los
alimentos se comparten en las siguientes situaciones:

» Las madres comparten alimentos con sus hijos. En algu-
nos casos esta es una actividad pasiva, no les ofrecen los
alimentos a los hijos sino que les permiten tomarlos,
casi siempre restos de comida, hojas, cascaras.

* Cuando los alimentos son abundantes y no demasiado
valiosos, por ejemplo hojas de los arboles, se comparten
en forma activa con otros chimpancés amigos.

* Cuando los alimentos son valiosos, por ejemplo la carne,
los animales inferiores en la jerarquia los piden y en algu-
nos casos los superiores se los ofrecen de manera activa.

La reciprocidad se observa con frecuencia en los chim-
pancés, estos se ayudan unos a otros. Un individuo ayuda
generalmente al que le ha ayudado previamente, en algo que
sea importante como acceder a la comida, abrir una puerta,
acicalarlo (grooming) entre otros. También se ayudan para
pelear o competir con otros congéneres. Es importante sefialar
que la reciprocidad se generaliza en diversos contextos,
como los riesgos que se presentan en la selva, compartir
alimentos, pelear, etc. Cuando un individuo se encuentra en
situacion de necesidad, otro le puede ayudar si el costo por
hacerlo no es muy alto. En una situacion de reciprocidad
se puede dar la ayuda al otro aunque el costo sea muy alto.
La actitud de reciprocidad se ha encontrado que implica
afecto a quienes lo ayudaron previamente o compartieron
situaciones similares en el pasado. Un individuo se siente mas
afiliativo con aquellos de los cuales depende. La actitud de
reciprocidad es amplia, de dar afecto y no parece presentarse
considerando las ventajas para el individuo que lo hace, no
se trata de “calculo” sino de afecto y afiliacion, reciprocidad
y sentimientos analogos.

La colaboracion se encuentra dentro de este grupo de con-
ductas. Los individuos forman alianzas y se apoyan unos
a otros en las peleas. La alianza no se realiza necesaria-
mente entre miembros de una misma familia. Ademas se ha
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observado que después de un conflicto y de peleas que pueden
ser muy violentas, los chimpancés y otras especies presentan
conductas de reconciliacion. La colaboracion se asocia en
ocasiones con la defensa grupal, y Jane Goodall (1986)
observo que los grupos de chimpancés patrullan los limites
del territorio y se pelean con otros grupos.

La interdependencia es una caracteristica de estas actividades
de colaboracion. Los individuos colaboran para adquirir
alimentos, aunque lo puedan hacer de manera individual.
Pueden unirse para capturar presas, y en estos casos se
observa que todos los participantes comparten el producido,
por ejemplo carne de una presa que capturaron. Incluso los
que no participaron y que estan en el contexto reciben parte
de la carne producto de la caceria llevada a cabo por el grupo.
Se ha demostrado que los chimpancés entienden cuando
necesitan de otros individuos para tener éxito en el logro de
una meta. Se coordinan con un compafiero para obtener metas
individuales. Y en cautividad, en situaciones experimentales
controladas, se ha observado que los chimpancés aprenden
cuales compaiieros son buenos para realizar tareas en comun.

Se considera como conducta moral en los monos superiores
el control de la propia motivacidon relacionada con metas
personales, por consideracion con los demas. Estas conductas
pueden traer beneficios mutuos de manera inmediata o
hacerlo mas adelante, lo que se ha denominado reciprocidad
posterior. Los individuos generalmente invierten esfuerzos
en otros de los cuales dependen directamente o con los
cuales son interdependientes. Esto se observa en las acti-
vidades complejas de la vida social, como la solucidon de
conflictos intragrupales ¢ intergrupales, la busqueda grupal
de alimentos, la defensa del territorio, el mantenimiento de
la estructura social jerarquica, entre otros. Probablemente lo
mas importante desde la perspectiva de la filogénesis de la
moralidad son las conductas que se emiten para beneficiar
a otros sin que exista aparentemente ninguna anticipacion
de recompensa, como en el caso de ayuda a un congénere,
compartir alimento, defenderlo, y comportamientos similares.
Por otra parte, es preciso tener en cuenta que en muchos casos
los monos superiores colaboran con otros por beneficio propio
sin tener en cuenta necesidades de sus aliados y sin presentar
un sentido de igualdad. Los monos pueden presentar conductas
de empatia, solidaridad, colaboracion, o simplemente utilizar
a los congéneres para lograr su propio beneficio.

La retaliacion es otro comportamiento complejo en esta
categoria: si a un chimpancé le roban alimento, la victima
lo atacara después sin que reciba ninguna recompensa por
vengarse. Esta retaliacion también se denomina “reciprocidad
negativa” y es bastante frecuente en chimpancés.

Se discute si estas conductas de reciprocidad, empatia,
colaboracion, solidaridad, se pueden considerar conductas
morales, como afirman los investigadores que trabajan en
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estos campos. Quienes consideran que no se trata de actos
morales se basan en afirmar que los animales no desarrollan
ni siguen reglas en el caso de que no le sirvan al individuo o
a la especie, y que no razonan acerca de su propia moralidad.
Los seres humanos, por el contrario, poseen reglas, tabtis
morales, prohibiciones (por ejemplo de consumir ciertos
alimentos), consideran inmoral destruir la reputaciéon de
otra persona, y otros comportamiento muy complejos y ela-
borados que no se encuentran en animales no humanos. La
conducta moral de los animales no estaria basada en una
eleccion consciente, en el intelecto, en la cultura y el lenguaje
como la conducta moral de los seres humanos.

De hecho la moralidad humana se basa en normas y es mucho
mas compleja que la que presentanlos monos superiores
y otros animales no humanos (Tomasello, 2014). En todo
caso se ha encontrado que los animales poseen expectativas
estadisticas acerca de lo que harén los demads, que es la
denominada” teoria de la mente” de los chimpancés (ver
Call&Tomasello, 2008). Se ha sefialado que las sociedades
de primates estan unidas por relaciones sociales mientras que
las sociedades humanas lo estan por las normas sociales.

Una diferencia importante entre las sociedades humanas y las
sociedades de primates superiores es que estos ultimos parece
que no ensefan directamente a los jovenes de su especie, sino
que estos aprenden por imitacién. La transmision cultural
es mucho mas compleja y elaborada en nuestra especie
(Ardila, 1979) aunque también existe en monos de muchas
especies y ha sido estudiada con gran detalle a lo largo de
varias generaciones. Los monos poseen cultura, modifican el
ambiente, resuelven problemas y transmiten estos desarrollos
a las siguientes generaciones. Algo que se suponia exclusivo
del Homo Sapiens y evidentemente no lo es. Es importante
seflalar que ademas de los monos superiores y de los seres
humanos, estas capacidades superiores también se encuentran
en otras especies, incluso en cetaceos y en aves.

Delfines

Son mamiferos que viven en rios y mares, poseen un cerebro
grande y una corteza cerebral muy desarrollada. Se les ha
considerado entre los animales mas inteligentes del planeta,
junto con los monos superiores y los cuervos. Los Delphinidae,
incluyendo los Delphinuscapensis, los Delphinusdelphis
y otros, conviven en grupos, que pueden llegar a ser muy
numerosos, se comunican por medio de sonidos, saltos, etc.
Son carnivoros y se han clasificado 34 especies de delfines.
El delfin de nariz de botella (Tursiopstruncatus) es uno de los
mas investigados. Una de las caracteristicas mas propias de
los delfines es la ecolocalizacion.

Los delfines han mostrado conductas altruistas, ayudan a los
congéneres heridos o enfermos, incluso a subir a la superficie
para respirar. Igualmente se han reportado casos de delfines
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que ayudan a los seres humanos que se estan ahogando.
Poseen fuertes lazos sociales. Han desarrollado instrumentos,
cuyo uso transmiten a las siguientes generaciones, en forma
similar a como lo hacen los monos (ver Schusterman,
Thomas&Wood, 1986; Mann et al, 2000). Los delfines
ensefian a sus crias a obtener alimento, a defenderse de los
predadores, les ensefian los trucos aprendidos en cautividad
(en espectaculos), interactian con los seres humanos, y
poseen conciencia de si mismos. Esto ultimo se ha demos-
trado por medio del “test del espejo” que ha permitido probar
que los individuos se reconocen a si mismos, algo que solo se
ha demostrado en muy pocas especies animales.

En afios recientes se ha propuesto que los delfines tienen
derechos, como los tienen los seres humanos. Al ser animales
tan inteligentes, al tener conciencia de si mismos, no pueden ser
asesinados, ni privarse de la libertad, ni abusar de ellos en los
espectaculos como se hace frecuentemente. Este concepto de
ética animal, o ética para los animales es bastante novedosa
y se ha desarrollado para el caso de los delfines, entre otros.
La “Declaracion de los Derechos de los Cetaceos” es la
formalizacion de esta propuesta (White, 2007).

Los Cuervos, su Percepcion y Capacidad de Solucionar
Problemas

Como sefnalamos, tradicionalmente se habia considerado que
las capacidades psicologicas complejas, que Pavlov atribuia
a la actividad nerviosa superior eran exclusivas del ser
humano y de los monos superiores. Estudios recientes con
delfines, con pulpos y con aves, han abierto posibilidades
nuevas y variadas a este campo de trabajo.

En el caso especifico de los cuervos (Corvuscoraz) una especie
de aves muy extendida en el hemisferio norte y descrita en la
literatura desde tiempos pretéritos, estudios experimentales
recientes han demostrado que son capaces de utilizar instru-
mentos y construirlos, jugar, imitar, cooperar, etc. En el
estado actual de nuestros conocimientos se puede afirmar que
los cuervos se encuentran entre los animales mas inteligentes
del mundo. Su cociente de encefalizacidén (concepto que
se presenta mas adelante) se acerca al de algunos primates
superiores. Poseen uno de los cerebros mas grandes de todas
las especies de aves. Los cuervos son capaces de solucionar
problemas complejos, juegan solos o con otras especies,
almacenan objetos brillantes y reconocen diferentes voces
humanas y las llamadas de otras especies.

Como animales carrofieros se han considerado “aves de mal
agiliero” en muchas culturas del norte de Europa. Pero la verdad
es que se trata de especies que pueden cooperar, competir,
razonar acerca de un evento causal oculto y presentan muchas
conductas complejas (ver Marzluff yAngell, 2012).

Otra especie de ave con la cual se ha trabajado experi-
mentalmente es el loro gris africano (Psittacuserithacus).

Filogénesis y ontogénesis de la moral

Pepperberg (2002) estudiéo durante afios las habilidades
cognitivas complejas en esta especie, con un individuo al que
llamo6 “Alex” y que aprendié conductas que no se suponia
que podian aprender las aves.

Complejidad Conductual en Animales no Humanos

Todas estas investigaciones acerca de conductas tan com-
plejas como la reciprocidad, la justicia, la cooperacion y otras,
nos han llevado a preguntarnos acerca de las capacidades
psicologicas de los animales (no humanos) que las presentan.
El tema de la inteligencia de los animales ha sido estudiado
durante varias décadas (ver Ardila, 2011) y se han disefiado
instrumentos conductuales para medirla, ademas de medidas
fisiologicas de masa cerebral, peso del cerebro en relacion
con el peso del cuerpo y asuntos similares.

En la actualidad se utiliza el cociente de encefalizacion como
medida. Es el tamafo relativo del cerebro definido como la
proporcion entre la masa cerebral real de una especie, en
comparacion con la masa cerebral que se predice teéricamente
para un animal de cierto tamafio. Es una féormula que se ha
estudiado en mamiferos y es posible que no sea relevante
para otras especies. Anteriormente se utilizaba como medida
la proporcion entre peso del cerebro y peso del cuerpo. En la
actualidad el coeficiente de encefalizacion se considera mas
apropiado. Con base en este coeficiente se ha encontrado
que la inteligencia de los mamiferos es en promedio de 1,
mientras que en primates, cetdceos y carnivoros es superior a
1, en herbivoros e insectivoros es inferior a 1. Veamos a conti-
nuacion el coeficiente de encefalizacion de algunas especies:

Especie Coeficiente de encefalizacion
Perro 1.2

Macaco rhesus 2.1

Chimpancé 22-25

Delfin 4.1

Ser Humano 7.4.-17.8

Un factor que debe ser considerado es el gasto de energia
del cerebro en comparacion con el gasto de energia del resto
del cuerpo. Los carnivoros, que tienen que emitir conductas
complejas para encontrar la presa y matarla, requieren mas
complejidad cognitiva y esto se correlaciona con el mayor
consumo de energia por parte del cerebro en comparacion
con el consumo por parte del resto del cuerpo. No ocurre
lo mismo con insectivoros y otras especies. El cerebro del
Homo sapiens consume proporcionalmente mas energia que
el resto del cuerpo.

Veamos ahora el desarrollo de la moral en nuestra especie.
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Ontogénesis

Los origenes de la moral, la moralidad, la ética, los juicios
morales, se han estudiado mas a nivel ontogenético (desarrollo
en el individuo) que a nivel filogenético (en la especie). Existen
estudios sobre el juicio moral en los nifios desde la década
de 1930, realizados por Jean Piaget y sus colaboradores.
Este ha sido un campo de trabajo que ha tenido una gran
amplitud y desarrollo en Europa, Estados Unidos, el Oriente
y Latinoamérica, incluyendo Colombia. Se han realizado
trabajos experimentales con nifios de diversas edades y con
adolescentes, replicaciones transculturales, se han propuesto
hipotesis y teorias y se han buscado aplicaciones practicas de
dichos hallazgos investigativos (en la justicia y el derecho,
en la educacion, en la vida cotidiana, entre otros). Los prin-
cipales fundamentos de este campo de investigacion han sido
los trabajos de Jean Piaget (1896 -1980) y de Lawrence
Kohlberg (1927-1987).

Piaget y el Juicio Moral

Piaget y sus colaboradores comenzaron a estudiar el juicio
moral en los nifios a principios de la década de 1930. La
pregunta de investigacion era: ;Qué piensan los nifios sobre
el sentido de las reglas morales? Para estudiar este problema
Piaget realizo entrevistas a niflos entre los 3 y los 12 afios
aproximadamente y llevd a cabo una serie de experimentos
que buscaban indagar los origenes de la justicia. Los expe-
rimentos utilizaron la situaciéon de juego infantil, entre
otros el juego de canicas, en situaciones experimentalmente
controladas. Piaget insistié en que estaba indagando acerca
del juicio moral, no de los sentimientos morales. Para ¢l era
central entender el papel que juegan las reglas en la conducta
moral, en la cooperacion, la justicia, el sentido de solidaridad
y temas relacionados.

Piaget separa inicialmente dos formas de enfrentar los
juicios morales que denomina heteronomia y autonomia.
En el primero las reglas proceden del exterior, son normas
impuestas por los adultos y por el contexto social. En el
caso de la autonomia, por el contrario, las normas se han
interiorizado.

El desarrollo del juicio moral en los nifios se relaciona con
su desarrollo cognitivo y con sus relaciones sociales. La
sociedad se considera como la tnica fuente de la moralidad
en los nifos pequenos. Al comienzo los juicios morales se
caracterizan por la subordinacion del nifio a la supremacia
adulta (moral heteronoma). El grupo influye en todos estos
cambios, y se desarrollan los conceptos de reciprocidad,
de obligacién, de compartir, “turnarse” en el desarrollo de
una actividad. Los nifios pequefios poseen el concepto de
justicia inmanente, que lleva a considerar que si obramos
mal inevitablemente recibiremos castigo. Piaget afirma que
antes de los 2 afos de vida no puede hablarse de juicio moral,

210

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):205-215, 2014

de modo que todos estos procesos comienzan mas adelante,
cuando existe mas desarrollo cognitivo (y bioldgico), al igual
que mas relaciones sociales.

En la teoria piagetiana sobre la génesis de la moral en la
especie humana se propone la existencia de tres estadios:
moral de presion por parte de los adultos, moral de solidaridad
entre iguales y moral de equidad. Este énfasis en los estadios
de desarrollo moral se elabora mucho mas detalladamente y
con fundamento en la evidencia, con los trabajos de Lawrence
Kohlberg, en los decenios de 1970 y 1980, con instrumentos
de medicion validos y confiables y con replicaciones.

La teoria de Piaget tuvo mucha influencia y puede afirmarse
que permiti6 pasar el estudio de la moral del campo de la
filosofia al campo de la ciencia, en este caso de la psicologia.
Los filosofos habian reflexionado y especulado sobre la ética
y la moral durante siglos, pero el estudio factico, con base
en experimentos, teorias fundamentadas en la evidencia y
formulacion de leyes, comienza con Piaget en la primera
mitad del siglo XX. Centrar el estudio de la moral en el
desarrollo cognitivo del nifio, en la socializacion y las rela-
ciones con los pares y en la progresiva independencia de
las normas propuestas por los adultos, fueron aportes muy
originales y decisivos. Piaget y sus ideas produjeron trabajos
pioneros, que han dado origen a otros mas refinados, y
algunos de los cuales han sido comprobados mientras que
en otros casos se han demostrado sus limitaciones. Para una
evaluacion contemporanea de Piaget a la luz de la ciencia,
véase a Smith (1996).

Kohlberg y la Moralidad

Lawrence Kohlberg fue un psicélogo estadounidense
que trabajé la mayor parte de su vida en la Universidad
de Harvard. Alld fund6 el Centro para el Desarrollo y la
Educacion Moral. Realizé investigaciones inicialmente en
los suburbios de Chicago, con nifios y adolescentes. Propuso
una serie de “dilemas morales”, que son casos en los cuales
existe un conflicto moral y la persona debe tomar una deci-
sién al respecto. Como ejemplos de dilemas morales de
Kohlberg podemos citar los siguientes:

1. Tu esposa esta muriendo de cancer y el medicamento
que la puede curar es muy costoso y tu no tienes el
dinero para comprarlo. En la farmacia esta disponible
a un precio que consideras excesivo. El dilema es: robar
el medicamento, o dejar que muera tu esposa.

2. En un supermercado has hecho compras por 38.000.
Pagas con un billete de 20.000 y el cajero te devuelve
8342.000 porque cree que le pagaste con un billete de
350.000. El dilema es: devolver el dinero al cajero o
quedarte con ese dinero, sabiendo que el cajero tendra
que reponerlo cuando se descubra el error al hacer el
“arqueo” de la caja.
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3. En un naufragio estis en un bote con otras cuatro
personas, v la nave va a la deriva y estd a punto de
hundirse. Hay una persona con sobrepeso, que si
la arrojas al mar permitira que el peso del bote se
equilibre y los demas sobrevivan. El dilema es: arrojar
por la borda a la persona con sobrepeso, o dejar que
todos mueran, incluyendo tu.

Los participantes en la investigacion deben decidirse por una
de las alternativas y ademas describir los procesos psicolo-
gicos que los llevaron a tomar la decision. Se usa una cantidad
relativamente grande de dilemas morales, generalmente 10, y
los anteriores son solamente ejemplos. De las respuestas dadas
por los participantes se analizaron 30 factores diferentes.
La teoria final es muy estructurada y bien fundamentada.
Considera que las etapas son las mismas para todos los seres
humanos y se dan en el mismo orden. No surgen del desarrollo
bioldgico o cognitivo como afirmaba Piaget en el caso de su
teoria, sino de la interaccion con el ambiente, de la reflexion
y analisis critico, entre otros factores. Kohlberg considera
que no todas las personas alcanzan las etapas superiores
de desarrollo moral, y que los individuos se encuentran en
diferentes niveles de moralidad.

La teoria de Kohlberg postula la existencia de tres niveles
(I, Moral Preconvencional; II, Moral Convencional; y III,
Moral Postconvencional o basada en principios). Dentro de
estos niveles hay 6 etapas (1, El castigo y la obediencia; 2, El
proposito y el intercambio, individualismo; 3, Expectativas,
relaciones y conformidad interpersonal, mutualidad; 4,
Sistema social y conciencia, la ley y el orden; 5, Derechos
previos y contrato social, utilidad; 6, Principios éticos
universales, autonomia).

Las seis etapas van precedidas por una etapa cero, en la cual
se considera bueno todo lo que le gusta al individuo por el
simple hecho de quererlo y de gustarle. Es una “pre-etapa”.
La descripcion y analisis de las etapas del desarrollo moral
segun Kohlberg es la siguiente:

Etapa 1. La persona hace lo que considera correcto
para evitar el castigo y para obedecer a los superiores.
Se reconoce el propio interés (egocéntrico), no se reco-
nocen los intereses de los demads. Se tienen en cuenta las
acciones especificas y no las intenciones.

Etapa 2. La persona actua de manera que considera justa
para satisfacer sus propias necesidades y reconoce que
los demas también poseen necesidades e intereses. Se
considera justo seguir la norma cuando beneficia a la
persona, se actiia en beneficio propio pero se deja que los
demas individuos hagan también lo que les corresponde.
Se desligan los intereses propios de los intereses de la
autoridad y se considera que lo justo es relativo, ligado a
los intereses individuales.

Filogénesis y ontogénesis de la moral

Etapa 3. El individuo hace lo correcto porque siente la
necesidad de considerarse como una buena persona, ante
si mismo y ante los demas. Se pone en el lugar del otro
y considera que los demas también deben colocarse en
el lugar suyo. Se piensa que lo justo es vivir de acuerdo
con lo que esperan de uno las personas cercanas. Ser
buen hijo, hermano, amigo. Se busca tener relaciones de
lealtad, respeto, gratitud y confianza.

Etapa 4. Se centra en el sistema social, la ley y el orden. Se
considera que lo justo es cumplir los deberes previamente
acordados con el grupo. Las razones para hacer lo que
estd bien se focalizan en mantener el funcionamiento de
las instituciones y evitar la disolucion del sistema.

Etapa 5. Se piensa que la persona posee valores y dere-
chos anteriores a cualquier pacto social. Se integran las
diferentes perspectivas mediante mecanismos formales
de acuerdo, y procedimiento legal. Se reconocen las
diferencias. La vida y la libertad se consideran que son
valores absolutos y que deben respetarse en cualquier
sociedad, incluso a pesar de la opinién mayoritaria. En
esta Etapa 5 se enfatiza la utilidad general y se busca el
mayor bien para el mayor nimero de personas.

Etapa 6. Se basa en principios éticos universales. Se
enfatiza el imperativo categorico de tratar a las personas
como fines en si mismas y no como medios para con-
seguir un fin, sea individual o social. Lo justo, lo que
esta bien, es seguir los principios éticos universales
que se descubren por medio de la razén. Los principios
universales de la justicia son la igualdad de derechos de
todos los seres humanos y el respeto a su dignidad como
individuos. En esta etapa se habla de autonomia moral y
lo justo se basa en los principios universales de dignidad
de los seres humanos, libertad y respeto. La frase “Obra
de tal manera que tu accion pueda ser erigida en ley
universal” podria ser el fundamento de esta Etapa 6, la
mas alta del desarrollo moral.

En afios posteriores, Kohlberg propuso una Etapa 7, basada
en la espiritualidad, que fue muy discutida y no logré
consenso entre la comunidad cientifica. En todo caso,
el desarrollo moral, con 6 o con 7 etapas, no se logra de
manera igual en todas las personas, algunas alcanzan los
maximos niveles y otras llegan Unicamente a ctapas mas
convencionales.

Los trabajos de Kohlberg se encuentran en varios libros,
siendo los principales Kohlberg (1981, 1984) y Kohlberg,
Levine&Hewe (1983). La teoria derivada de estas inves-
tigaciones dio origen a importantes conceptualizaciones y
también a aplicaciones en las escuelas y en las prisiones.
Kohlberg siempre estuvo muy interesado en entender la
naturaleza humana y también en mejorar la sociedad.
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Medir el desarrollo del juicio moral y la contextualizacion
en los tres Niveles y en las seis Etapas, implicé desarrollar
técnicas y procedimientos para recoger los datos y anali-
zarlos. En Colby&Kohlberg (1987) se presenta el sistema
de medicion del juicio moral propuesto por Kohlberg y sus
colaboradores. Por otra parte Rest (1979), y Rest, Narvaez,
Bebeau y Thoma (1999) desarrollaron procedimientos de
medicion de alta validez y confiabilidad, el principal de los
cuales se denomina Defininglssues Test (DIT). Estos trabajos
constituyen en la actualidad lineas de investigacion de alto
nivel de complejidad (ver Narvaez, 2005).

Los Valores Morales de los Colombianos

Nuestras investigaciones sobre los valores de los colombianos,
el juicio moral y asuntos relacionados se presentan en el libro
Psicologia del Hombre Colombiano (Ardila, 1986), en la
obra sobre altruismo (Rivera y Ardila, 1983) y en nuestro
articulo (Ardila, Gouveia&De Medeiros, 2012), entre otros.

Colombia como sociedad ha sido estudiada previamente
aunque en forma fragmentaria, e incluso todavia hoy existen
muchos parametros no investigados. Se consideré como una
sociedad colectivista donde predominaban los valores de
la familia, la sociedad, la tradicion y similares. En nuestras
investigaciones hemos encontrado que Colombia se encuentra
en un proceso de cambio, de ser una sociedad colectivista
a ser una sociedad individualista. En esta ultima categoria
se incluyen los valores de desarrollo personal, las metas a
largo plazo, la perspectiva larga del tiempo, la eficiencia, el
logro, entre otros. Parece que nos encontramos en un estadio
de transicion, entre una sociedad colectivista (como Uganda,
Filipinas, Paraguay, entre otras) y una sociedad individualista
(como Estados Unidos, Holanda, Suecia, y otras).

Los resultados de nuestras investigaciones indican que los
colombianos presentan todavia en este momento una orienta-
cion mas social que personal y mas idealista (humanista) que
materialista. Los principales valores de los colombianos
son el éxito, la madurez y la afectividad. Los considerados
como menos importantes son el poder, la tradicion, la
belleza y la emocién. Lo que se encuentra en sintesis es
que Colombia es una sociedad en transicion, donde los
valores de tradicion, emocion, belleza, estan dando paso a
los valores de logro, éxito, individualismo, y similares. Los
paises llamados “desarrollados” enfatizan el logro, el éxito
personal, la orientacion hacia el futuro. Las naciones que se
denominan “en desarrollo” enfatizan la tradicion, la belleza,
la afiliacion. Todos estos valores tiene su lugar, no hay unos
que sean mejores que otros, y en realidad el concepto de
“mejor” o “peor” no tiene sentido alguno. Se trata de valores
“diferentes”, no mejores ni peores, y algunos se asocian mas
con el desarrollo socioeconémico que otros.

En las investigaciones sobre la psicologia de los colom-
bianos fundamentadas en la categorizacion de McClelland,
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de motivacion humana con base en el logro, la afiliacion y el
poder, Colombia tradicionalmente puntud alto en afiliacion
y bajo en poder. En este momento puntuamos alto en logro,
mediano en afiliacién y seguimos bajos en poder. Colombia
no es un pais que busque — como nacién — ser un imperio,
ni un lider politico internacional (motivacién de poder), a
la manera de Estados Unidos y mas recientemente Brasil,
sino un pais que esta en proceso de planear sus metas a
largo plazo, con énfasis en la eficiencia y la eficacia y
enfatizando la importancia del individuo (motivacion de
logro), sin descuidar la familia y la colectividad (motivacion
de afiliacion). Conocer los parametros psicologicos de los
colombianos nos ayudara a entender mejor la sociedad, la
vida cotidiana y a planear nuestro futuro como pais, inclu-
yendo el papel de la ciencia en dicho proceso.

Criticas a la Teoria de Kohlberg

La teoria de Kohlberg sobre juicio moral y desarrollo
moral fue muy bien recibida por la comunidad cientifica. Sin
embargo se presentaron criticas a la misma — como ocurre
generalmente en el mundo académico — desarrollos alter-
nativos, se sefalaron dificultades metodoldgicas, y asuntos
similares. Una critica que tuvo resonancia fue la de Carol
Gilligan una colaboradora cercana de Kohlberg y una de
las principales lideres feministas de la segunda mitad del
siglo XX. Ella sefial6 que los asuntos morales se estudiaron
principalmente en varones y no en mujeres y busco inves-
tigar las diferencias de género en juicio moral. En los
trabajos de Kohlberg se habian encontrado diferencias entre
hombres y mujeres. Gilligan realizo otras investigaciones
y encontrd que los varones se concentran en la verdad y la
justicia, mientras que las mujeres lo hacen en las relaciones,
incluyendo problemas de responsabilidad y de cuidado. Su
libro In a DifferentVoice: PsychologicalTheory and Women
's Development (1982) presenta estas investigaciones y su
conceptualizacion. Es una de las obras mas influyentes del
movimiento feminista y de los estudios de género. Gilligan
propuso lo que denomind “ética del cuidado” que era
predominante en las mujeres, a diferencia de la “ética de la
justicia” que era central en los varones. Segun ella las mujeres
privilegian los vinculos con los demas y las responsabilidades
en el cuidado, por encima del cumplimiento abstracto de
los deberes y el ejercicio de los derechos. Una evaluacion
contemporanea de la teoria de Kohlberg, teniendo en cuenta
todos los aspectos de su trabajo, se encuentra en Gibbs (2013).

Desarrollos Recientes

Durante estos afos del siglo XXI se han llevado a cabo una
serie de estudios experimentales sobre los origenes de la moral
en niflos pequeiios. Son trabajos centrados en la cooperacion,
la reciprocidad, la adhesion a normas y el seguimiento de
reglas. Esas investigaciones experimentales estan en proceso
en varios paises, entre ellos Colombia.
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La pregunta central de investigacion es como los humanos se
convierten en seres morales, que se preocupan por el bienestar
de los demas en el grupo y al mismo tiempo persiguen sus
propios intereses. Se insiste en que los nifios son tanto egoistas
como cooperativos. La comprension de las reglas morales se
presenta a partir de los 3 afos, y antes no puede decirse que
los nifios comprendan las normas. Esta afirmacion esta en
consonancia con los trabajos sobre los procesos de lenguaje
complejo, de cognicion, con la maduracioén del cerebro, y
con los trabajos anteriores de Piaget.

Los niflos crecen en un contexto complejo de normas y
reglas. Segliin estas investigaciones el desarrollo de la
moralidad en nuestra especie requiere dos pasos: (1) los
nifos colaboran unos con otros y actian de forma prosocial
hacia individuos especificamente considerados; (2) los
niflos participan en las normas sociales e instituciones de
su cultura. Todo el proceso se orienta hacia una moralidad
humana completa.

Se ha encontrado experimentalmente que los nifios aunque
presentan conductas egoistas, también colaboran con otros,
comparten recursos, evalian a los demas en lo relacio-
nado con sus conductas cooperativas. Incluso los nifios
muy pequefios son colaboradores, cooperan con otros nifios
y con los adultos, son interdependientes y saben que los
demas los necesitan. Incluso cooperan con los demds aunque
esto represente un costo para ellos. Los nifios indican a los
adultos donde estan los objetos que estan buscando. Intentan
cooperar con otros nifios que son cooperadores (reciprocidad
directa). Muestran un sentido basico de lo que podriamos
llamar justicia retributiva y prefieren que la distribucion de
recursos sea equitativa entre los participantes.

Las normas y las reglas de la sociedad son generales y no
dependen del agente que las presenta. En lo que respecta
a la culpa, la restitucion, el perdon, y temas similares, los
nifios presentan conductas complejas que indican un tem-
prano desarrollo moral, mucho mas avanzado de lo que se
pensaba anteriormente.

Cuando se comparan los origenes evolutivos de la mora-
lidad y la cooperacion se encuentra que aunque los
monos superiores son prosociales y cooperativos, los
seres humanos lo son mucho mas, son mas igualitarios,
tienen mas sentido de grupo y adhieren mas claramente
a las normas y a las instituciones. Los nifios evaluan su
propia conducta y entienden que los demas los evaluan en
la misma forma como ellos estan evaluando a los demas.
Estas raices de la moralidad han permitido que los seres
humanos armonicen unos con otros, formen sociedades
complejas y culturas muy elaboradas. La cooperacion, la
reciprocidad, el altruismo, que se encuentran en muchas
especies no humanas, alcanzan niveles mucho mas altos de
desarrollo en nuestra especie.

Filogénesis y ontogénesis de la moral

Cuando un nifio nace esta ya inmerso en una cultura, con
conductas, normas, reglas de alta complejidad. Sus compor-
tamientos iniciales, egoistas, se complementan con otros
mas cooperativos, y se integran con las normas de la cultura.
Cuando ya el lenguaje, la cognicion y su fundamento en
la maduracion bioldgica han alcanzado un alto grado de
desarrollo, se presentan comportamientos como los que se
han encontrado en estos estudios experimentales recientes.
El nifio como ser moral es una de las resultantes de estos
procesos. Ver Hoffman (2000), Kenward&Dahl (2011),
Killen&Smetana (2006).

Moral y Sociedad Humana

La especie humana ha dado origen a una ética y a una
conducta moral altamente elaboradas, cuyas raices se en-
cuentran en especies no humanas y que aparecen en los
nifios de pocos afios. Esta moral tiene principios universales,
comunes a la mayor parte de las culturas investigadas, mas
alla de las limitaciones del aqui y el ahora. Seria posible
afirmar que son parte de la “naturaleza humana” aunque
este concepto sea bastante discutido entre los investigadores.
Podemos puntualizar que los principios éticos universales
son los siguientes:

1. La prohibicion del homicidio. “No mataras”. En las
diferentes sociedades existen castigos por romper esta
prohibicion. Se aplica generalmente al interior del
grupo (clan, cultura, pais, religién), no a los extrafos.
En la guerra se mata al enemigo, no a los miembros
del propio bando. La venganza, la pena de muerte, los
sacrificios humanos ceremoniales, son casos extremos
de violacion de esta prohibicion del homicidio. Ver
Ardila (2012).

2. Prohibicién de la violencia en todas sus formas. No se
debe maltratar al projimo ni causarle dafo.

3. Los insultos, los ataques al honor y a la reputacion estan
prohibidos.

4. No se debe violar el derecho a la propiedad.
5. Los padres deben proteger, cuidar y socializar a sus hijos.

6. Los hijos adultos deben ayudar a sus padres cuando lo
necesiten y también a otros parientes dependiendo del
rango y la distancia familiar.

7. La ayuda mutua y la generosidad son valoradas y
enfatizadas.

8. Es preciso decir la verdad y cumplir las promesas. Esto
no se aplica a los enemigos, a quienes se les puede
mentir e incumplir lo prometido.

9. Es deseable ser modesto y humilde, no arrogante y pre-
sumido. Esta norma varia con el estatus de la persona.
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Algunas religiones han exagerado esa norma de ser
humildes y en ciertos casos han llegado incluso a la
auto-denigracion.

Es importante sefialar que estas normas de conducta deseable
(ética) se aplican siempre al propio grupo. No a los rivales
o enemigos. El mundo se ha dividido en blanco y negro,
amigos y enemigos, “nosotros” y “ellos”.

Sefialemos que estas normas éticas universales, con base en
la naturaleza humana, cuyas raices se encuentran en especies
no humanas, y que comienzan a aparecer a edades muy tem-
pranas en nuestra especie, no han tomado en consideracion,
han dejado por fuera, valores que son centrales en la cultura
humana, como el crecimiento personal y el auto-desarrollo.
No se sefala el papel de la realizacion de las propias poten-
cialidades, ni el compromiso con las propias metas.

Conclusiones

La conducta moral, la ética, el concepto de justicia, lo
bueno y lo malo, el comportamiento deseable, lo correcto
y lo incorrecto, la justicia, la cooperacion, el altruismo,
han sido asuntos de interés en todas las culturas humanas
estudiadas. Esas normas de convivencia, de armonia social,
tienen sus fundamentos en la naturaleza humana, en nues-
tras predisposiciones genéticas, en aquellas conductas que
aparecieron en nuestra especie porque eran adaptativas y
permitian la supervivencia y la armonia del grupo. Al ser los
humanos una especie altamente social, se requerian formas
de relacionarse unos con otros, con el contexto, con los amigos
y con los enemigos.

En décadas recientes se han investigado los origenes de esas
conductas, tanto a nivel filogenético como ontogenético.
Hemos estudiado sus raices en especies no humanas, ante
todo en primates. Y sus origenes en nuestra especie a lo
largo del ciclo vital. Hemos comprobado que existe moral
en animales diferentes de nosotros, y también que el nifio no
busca solamente satisfacer sus necesidades y lograr sus fines
en forma egoista, sino que también coopera, sigue normas
y reglas, y que la conducta moral evoluciona a lo largo de
nuestro desarrollo como seres humanos.

Darwin escribi6 en su libro The Descent of Man (1871): ...
todo animal, cualquiera que sea su naturaleza, si esta dotado
de instintos sociales bien definidos, incluyendo entre estos las
afecciones paternales y filiales, inevitablemente llegaria a
la adquisicion del sentido moral o de la consciencia, cuando
sus facultades intelectuales llegasen o se aproximasen al desa-
rrollo a que aquellas han llegado en el hombre...” (pp.130-
131, de la traduccion espaiola E/ Origen del Hombre, 1953).

Por otra parte, los educadores, filésofos y cientificos han
sefialado que si queremos mejorar el mundo debemos mejo-
rar el aprendizaje y la socializacion. Y en ese contexto el
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desarrollo moral ocupa un lugar central. El estudio de la
moral desde una perspectiva ontogenética y filogenética ofrece
importantes posibilidades para conocer mejor al ser humano
y su sociedad, con las herramientas de la ciencia, y para pla-
near mejor nuestro futuro como individuos y como especie.
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Enfoque y alcance

La Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales (ACCEFYN) es una publicacion periodica
trimestral, multidisciplinaria, que tiene como objetivo dar a
conocer articulos inéditos de investigacion de alta calidad.

La Revista publica articulos cientificos en las areas de
ciencias fisicas (fisica, fisico-quimica, materiales y
matematicas); ciencias naturales (biologia, boténica,
zoologia, ecologia, bioquimica, quimica); ciencias de
la tierra (geologia, medio ambiente); ciencias humanas
(filosofia, sicologia, antropologia, sociologia); ciencias
biomédicas y ciencias quimicas, esta resefiada en varios
indices nacionales e internacionales tales como Actualidad
Iberoamericana, Agris, CIRS (International Center for
Scientific Research), Current Mathematical Publications,
EBSCO,Dialnet, Historia Mathematica, Index Kewensis,
Latindex, Mathematical Reviews, MathSciNet (on line data
base), PERIODICA, SciELO, Online Computer Library
Center — OCLC, Zentralblatt fiir Mathematik, Zoological
Record, RLG. Nacionalmente se encuentra reseflada en la
base de datos Publindex de Colciencias.

La pagina web de la Revista (www.raccefyn.co) permite el
acceso libre y abierto a los articulos con el fin de contribuir
a la visibilidad, al acceso y a la difusion de la produccion
cientifica.

El primer nimero se publicé en diciembre de 1936, afio
de creacion oficial de la Academia, bajo la direccion del
doctor Jorge Alvarez Lleras y hasta el momento se han
editado 37 volumenes.

Criterios para publicar

Indicaciones a los autores
Los autores deben tener en cuenta las siguientes indicaciones:

1. Los trabajos presentados deberan ser originales en inglés
o espafiol y de alto nivel sobre aspectos relacionadas
con las Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. Todos los
trabajos aceptados quedan como propiedad permanente
de la Academia Colombiana Ciencias Exactas, Fisicas
y Naturales de manera que la misma podra publicarlos
en formato fisico y electronico, incluyendo internet (Ver
transferencia de derechos de autor).

2. El autor de la correspondencia debe aceptar mediante
comunicacion escrita firmada que el manuscrito es un
trabajo original y no ha sido publicado por ningin medio,
ni esta siendo evaluado por otra publicacion impresa o
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electronica y que ha sido aceptado por todos los autores
para su publicacion en la Revista y que los derechos de
autor no han sido cedidos a nadie con anterioridad (Ver
formato declaracion originalidad, conflicto de intereses
y sesion de derechos de autor en la pagina web de la
Revista: http://www.raccefyn.co.

3. La participaciéon de los autores en el trabajo debe
ser suficiente como para aceptar publicamente la
responsabilidad de los aportes de cada uno. El orden
de los autores en la publicacion debera ser una decision
compartida de los coautores, que deben ser capaces de
explicar el orden en el que aparecen sus nombres.

4. De acuerdo con el ICMIJE, todos los colaboradores que
no cumplen los criterios de autoria o hayan realizado
contribuciones menores deben aparecer en la seccion
de agradecimientos, pero no ser citados como autores.
Las ayudas economicas y materiales deben aparecer en
los agradecimientos.

5. La terminologia fisica, quimica y bioquimica, debe
seguir las normas del Comité de Nomenclatura de la
Unioén Internacional de la Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC). Deben usarse las abreviaturas internacionales
convencionales y las unidades del Sistema Internacional
(SI). Los nombres cientificos se deben escribir con
la forma recomendada por “Internacional Code of
Botanical Nomenclaure”

Envio y presentacién del manuscrito

Los articulos deben enviarse a través de http://www.
raccefyn.co

El manuscrito, incluyendo ademas de la pagina del titulo, el
resimenes, las referencias, las tablas y sus titulos, las leyendas
de figuras, deben estar escritos en procesador de palabras
Word a doble espacio, usando la fuente Arial de tamano 12,
sin justificar el texto. No olvide usar la numeracion en todo
el manuscrito.

Los manuscritos deben incluir la siguiente informacion:

1. Una pagina en Word con los nombres y apellidos
(nombre completo y apellido, si desea poner el segundo
apellido, debe ir separado por un guion) de todos los
autores (sin cargos, ni grado académico), filiaciones y
correos electronicos.

2. Titulo completo del manuscrito en espafiol e inglés.

3. Titulo corto
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4. Resumen en espafiol y en inglés que no supere 250
palabras.

5. Palabras clave en espafiol y en inglés que no superen en
numero a seis.

6. Nombre del autor responsable de la correspondencia con
su direccion completa, numero telefonico y direccion
electronica.

7. Direcciones electronicas de todos los coautores.

8. Texto, referencias y tablas en un mismo archivo junto
con las leyendas de las figuras.

9. Figuras en formato jpg o tiff.

Estructura del manuscrito

Introduccion: se debe mostrar el marco teorico en el cual se
inscribe el tema de la investigacion, propdsito del articulo y
justificacion del estudio, indicando ademas la delimitacion
de la pregunta problema.

Materiales y métodos: se describiran los sujetos de obser-
vacion o experimentacion, aparatos o dispositivos y la
metodologia empleada en el estudio.

Analisis estadistico: sefialar los métodos estadisticos utili-
zados y como se han analizado los datos.

Resultados: deben presentarse en secuencia logica, con las
tablas y figuras acompafiadas de una explicacion y analisis
de las mismas.

Discusion: debe hacerse énfasis en los aspectos nuevos e
importantes del estudio, contrastando los resultados con la
informacion pertinente disponible en la literatura actualizada
y relacionar las conclusiones con los objetivos propuestos.
Se deben incluir las implicaciones y limitaciones de los
hallazgos y comparar las observaciones relevantes con las
de otros estudios.

Los resultados y la discusion pueden presentarse también en
forma combinada. En cuyo caso la secciéon se denominara
Resultados y Discusion.

Conclusiones: Resumen de la investigacion y su estado
actual. Aqui se pueden plantear objetivos futuros a seguir en
la linea de investigacion.

Citacion: todas las referencias bibliograficas se insertaran
en el texto y deberan llevar siempre el apellido del autor
o autores y el afio de publicaciéon entre paréntesis. Si el
apellido del autor o autores forma parte de la estructura
formal de la frase, s6lo se pondra entre paréntesis la fecha;
por ejemplo: Pérez y Ribas (1996). Si son tres, cuatro o
cinco autores se pondran los apellidos de todos los autores
la primera vez que se referencian en el texto, y después

solo se pondra el apellido del primer autor seguido de et
al. Si son seis 0 mas autores sélo se pondra el apellido
del primero afiadiendo “ef al.”, desde la primera vez que
se referencian. Si existieran varias referencias de un autor
en un mismo afio se consignaran con las letras a, b, ¢, etc.,
después del afio.

Cita directa o textual

Si la cita textual tiene menos de 40 palabras se presenta
entre comillas dentro del texto y al final se incluye entre
paréntesis el apellido, afio de publicacion y la pagina de
donde se extrajo.

Ejemplo:

El objetivo de los estudios explicativos es “responder a
las causas de los eventos fisicos o sociales” (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 1991, p.66).

Si la cita comprende mas de 40 palabras se ubica en un
bloque independiente del texto, sin comillas y dejando una
sangria al lado izquierdo.

Ejemplo:

Las revistas cientificas son sistemas contextuales de comu-
nicacion, de difusion académico investigativa y fortale-
cimiento de competencias cientificas (escritura, investigacion,
evaluacion, edicion), en los cuales la comunidad académica
comparte creencias, orientaciones y el compromiso de
contribuir, utilizar y hacer avanzar el conocimiento de forma
colaborativa y cooperativa. (Mesa & Sanchez, 2010, p.4).

Parafraseo o resumen
Se debe mencionar al autor y la fecha.
Ejemplo:

Seguin Sanchez (1991), el cemento es uno de los materiales
mas populares e indispensables en la construccion actual.

Existen dos tipos de aprendizaje: la recepcion pasiva de cono-
cimientos y el redescubrimiento de la realidad (Piaget, 1980).

Si se cita un documento escrito entre tres y cinco autores,
deben escribirse los apellidos de todos la primera vez que se
citen y después incluir el apellido del primer autor seguido
de “et al.” (sin cursiva y con punto después del “al.”).

Si se cita un documento escrito por seis 0 mas autores, se
presenta la primera cita con el apellido del primer autor
seguido de “et al.”. En la lista de referencias escriba las
iniciales y apellidos de los primeros seis autores y para los
restantes utilice “et al.”

Lista de referencia

Es el listado alfabético (segtin el primer apellido de los autores
citados en negrilla) de las fuentes consultadas y citadas
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durante la redaccion de un trabajo. La lista de referencias
es obligatoria. Se deben citar de la siguiente manera:

Libros

Autor. Ano. Titulo completo. Edicion. Editorial, lugar de
publicacion, pagina

Ejemplo:

Ramirez J. E., S.J. 1975. Historia de los terremotos en
Colombia. Segunda edicion. Instituto Geografico Agustin
Codazzi, Bogota, 250 pp.

Revista seriada

Autor, A.A., B.B. Afo. Titulo del articulo. Titulo de la revista
publicaciéon seriada, volumen (nimero entre paréntesis),
paginas del articulo.

Ejemplo:

Rios, L., Riva, F., Canaquire, L. 2008. Reporte situacional
del trafico ilegal de fauna silvestre en la Rev. Acad. Colomb.
Cienc. 38(147):218-22.

Articulo de revista electronica
Ejemplo:

Sarabia A., Cifuentes H., Dimate M. 2006. Estudio
macrosismico del sismo ocurrido el 12 de julio de 1785.
Ingeominas. Bogota. Fecha de consulta. Disponible en: http://
aplicacionesl.ingeominas.gov.co/sicat/html/Metadato.
aspx?CID=239714

Articulo de periédico impreso:
Ejemplo:

Duque, J. G. 7 de junio de 2012. Antioquia reasume compe-
tencia para decidir futuro del tinel. El Colombiano, pp. 10.

Tesis
Ejemplo:

Gomez Capera A.A. 1998. Atenuacion de la intensidad
sismica para el territorio colombiano. Tesis de grado en
Fisica, Facultad de Ciencias, Departamento de Fisica,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota.

Congresos y simposios
Ejemplo:

Sanchez Upegui, A. A. Octubre 2010. Aplicacion de la
lingtiistica textual en los criterios de evaluacion de articulos
académicos e investigativos. En Simposio Nacional de Peda-
gogia y Curriculo. Red Colombiana de Pedagogia, Medellin

Trabajos inéditos o publicaciones informales

Si el trabajo esta disponible en un sitio web institucional o
personal agregue el nombre de la institucion y URL.
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Ejemplo:

Jaramillo, G. 2012. El patrimonio arquitectonico.
Manuscrito inédito. Departamento de Artes, Universidad
Latinoamericana. Disponible en: http://..

Materiales legales

En cuanto a las citas en el texto se proporcionan los mismos
datos de cualquier referencia, autor, afo y en lo posible
namero de pagina, si no hay un autor identificado, se anotan
las primeras palabras del titulo y la fecha.

Ejemplo:

Colombia. Ministerio de Educacién Nacional. Ley 23 de
1982 sobre derechos de autor.

Tablas y figuras

Las tablas y cuadros se denominan tablas y llevan nume-
racion arabiga de acuerdo con el orden de aparicion. El
titulo correspondiente se coloca en la parte superior de la
tabla y las notas en la inferior. Los simbolos para unidades
deben aparecer en el encabezamiento de las columnas. Si
es necesario exponer alguna informacion, utilice las letras
minusculas del alfabeto segun orden de apariciéon en la
respectiva tabla: a, b, ¢, d, e, etc.

Las fotografias, graficos, dibujos y esquemas se denominan
figuras, se enumeran seguin el orden de aparicion y sus
leyendas se escriben en hoja separada. Si se trata de
micro fotografias debe indicarse el aumento utilizado. Las
personas, o sus nombres, no deben ser identificables en las
fotografias de lo contrario se requiere permiso escrito para
su publicacion.

Cuando las tablas y figuras hayan sido tomadas de revistas
o libros, sean impresos o electronicos, se debe especificar la
fuente y adjuntar autorizacion de la respectiva publicacion
para su reproduccion.

Agradecimientos

Podran ser expresados a personas o entidades que hayan
ayudado a la realizacién del trabajo. Se mencionardn
las personas y el tipo de ayuda aportada, asi como las
entidades, instituciones o fundaciones que hayan financiado
o suministrado materiales. En caso de proyectos de inves-
tigacion financiados serd suficiente con mencionar el codigo
de registro y la entidad, institucion o fundacién que lo apoya
economicamente.

Proceso de revision por pares

Se recibiran solo los articulos que cumplan con todos los
requisitos que se mencionan en las indicaciones a los autores.
Los articulos seran evaluados en primera instancia por el
Editor y el Comité Editorial de la Revista.
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Cada manuscrito sera enviado a dos especialistas en el tema,
que evaluaran y enviaran sus recomendaciones. Este proceso
de revision tendrd una duracion de 20 dias.

El editor informara a cada uno de los autores el avance de su
trabajo en el proceso de evaluacion.

Los pares académicos adoptan tres opciones: a) aceptacion
sin modificaciones; b) aceptaciéon con correcciones; ¢) no
aceptacion. En caso de desacuerdo de los pares, el original
sera enviado a una tercera evaluacion.

En cualquiera de las opciones, el autor sera informado y
deberd realizar las modificaciones correspondientes en el
manuscrito y enviarlo en las cuatro semanas siguientes.
Ademas debera enviar un documento en el que responda a
todas las observaciones hechas por los evaluadores.

Cuando el autor demore mas de 30 dias en responder a
las sugerencias de los evaluadores, el articulo no sera
considerado para publicacion en el siguiente nimero de la
revista. En caso de sobrepasar dicho plazo, se entendera que
los autores retiran el trabajo en su forma actual y, si se remite
de nuevo, el Comité Editorial de la Revista podra considerar
que se trata de un nuevo trabajo.

Los trabajos aceptados son propiedad de la Revista ACCEFYN
y podran ser reproducidos total o parcialmente por la Revista.

La Revista no se hace responsable de los contenidos cienti-
ficos ni de las implicaciones legales de los articulos publicados.

Correccion de estilo y publicacion del manuscrito

Aceptados los articulos estos se enviaran a correccion orto-
tipografica. Se usara la herramienta de control de cambios
de Word, en la cual quedara registro de cada una de las
sugerencias realizadas y los comentarios o dudas para que el
autor o autores aprueben y contesten.

La version corregida debera ser enviada nuevamente para
su aprobacion definitiva en un plazo minimo de 48 horas. El
manuscrito debera ir con una carta al editor, informando cuales
correcciones fueron procesadas. El editor le informara al
autor la fecha y el nimero del volumen en que sera publicado.

Rectificaciones y correcciones de errores

Las rectificaciones sobre la informacion suministrada por parte
de los autores, se haran en el nimero inmediatamente posterior
al anuncio de las mismas y serdn responsabilidad de los
mismos autores. La Revista se encargara de publicar una nota
aclaratoria a manera de erratas. En el caso que sean necesarias
mejoras y correccion de errores ortotipograficos, de manejo
visual de la informacién o imprecisiones involuntarias, el (los)
autor(es) podran comunicarse al correo de la Revista para que
puedan realizarse en las versiones electronicas de la Revista.

Falsificaciones de articulos

Si en el proceso editorial se encuentra falsificacion, omision
de datos, duplicidad del articulo o plagio, se devolvera el
original al autor con la debida notificacion a su institucion
patrocinadora, centro de investigacion o universidad.

Conflicto de intereses

Si los autores o coautores, editores o revisores (evaluadores)
tienen algtn conflicto de interés que pueda de alguna manera
influir en la transparencia u objetividad en el proceso de
revision por pares y publicacion, éste debe ser declarado.

Los conflictos de interés mas evidentes son los llamados con-
flictos financieros, resultado de relaciones entre empleador-
empleado, financiaciones y patentes, asi como también
honorarios, consultorias, investigacion pagada por compaiiias
que dependen de los resultados investigativos, etc.

También existen los conflictos personales resultado de amis-
tades o animadversiones, competencias académicas y pasiones
en el campo intelectual o moral (por ej. parientes en una
compailia que se beneficiaria de los resultados que se van a
publicar, el uso de los resultados publicados para promocion
inmediata basada en el articulo publicado, creencias religiosas
que estén en conflicto directo con la investigacion que se va
a publicar, etc.

Transferencia de derechos de autor

En caso de que el articulo enviado sea aprobado para
publicacion, el autor principal en nombre propio y en el
de los coautores o el autor principal y los coautores deben
ceder los derechos de autor del articulo mencionado
a la revista de la Academia Colombiana de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales (ACCEFYN), excepto en los
siguientes casos:

a) Los autores y coautores retienen el derecho de revisar,
adaptar, preparar trabajos derivados, presentaciones orales
y distribuir a algunos colegas impresos de su propio
trabajo publicado, siempre y cuando se dé el crédito
correspondiente a la revista de ACCEFYN. También
pueden publicarse el titulo del trabajo, resumen, tablas y
figuras del trabajo en los correspondientes sitios web de
autores o de sus empleadores, también dando el crédito a la
revista de ACCEFYN.

b) Si el trabajo ha sido realizado por contrato, el empleador
del autor tiene el derecho de revisar, adaptar, preparar tra-
bajos derivados, reproducir o distribuir en formato impreso
el trabajo publicado, de una manera segura y para el uso
exclusivo de sus empleados.
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¢) Si a la revista de ACCEFYN se le solicitara permiso
individual por terceras personas para usar, imprimir o publicar
especificamente articulos ya publicados, deberd obtenerse
el permiso expreso del autor y coautores del trabajo y/o
del empleador con excepcion del uso en salones de clase,
bibliotecas o reimpresos en un trabajo colectivo.
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d) La revista ACCEFYN se reserva el posible uso en la
portada de la revista, de figuras sometidas a revision junto
con los manuscritos.

) Ningtin otro derecho, ademas del de derechos de autor, debe
ser reclamado por la revista de la Academia Colombiana de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (ACCEFYN).
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Criteria for publication

To our readers and authors

Submission and Presentation of manuscript

Information for Authors
The authors must adhere to the following requirements:

1. The works submitted must be original, in English
or Spanish, and of high quality in an area related to
the Exact, Physical or Natural Sciences. All works
accepted will remain permanent property of the
Colombian Academy of Exact, Physical and Natural
Sciences so that such work can be published in hard
copy or in electronic format, including web posting.
(See transference of authors’ rights).

2. The author submitting the work must confirm via
written and signed communication that the manuscript
represents original work and that it has not been
published in any form, and that it is not under review
by any other publisher for publication in hard copy or in
electronic format and that publication in the Revista has
been agreed by all authors, and the the authors’ rights
have not been previously granted to a third party. ( See
form for declaration of originality, conflicts of interest,
and authors’ rights).

3. The participation of the authors in the submitted work
must be materially sufficient so as to share in the public
responsability of its contents. The order of appearance
of the each of the authors of the publication must
reflect a decision shared by all the co-authors, each of
whom must be prepared to justify the order in which
his name appears.

4. In accordance with the ICMJE ( www.raccefyn.co), all
collaborators who do not comply with the criteria for
authorship, or who have realized minor contributions
must be included in the Acknowledgement Section, and
must not be cited as authors. The Acknowledgement
Section must also include reference to any financial and
economic assistance.

5. The terminology must adhere to the International Code
for Botanical Nomenclature. The physical, chemical or
biochemical terminology norms of the Nomenclature
Committee of International Union for Pure and
Applied Chemestry (IUPAC). The abbreviations must
follow the international conventions as well as the
units must conform to the International System (SI).
The scientific names must be written in the format
recommended by the “International Code of Botanical
Nomenclature”.

The manuscripts should be submitted using the website of
the Academy: http://www.accefyn.co

The manuscript, including the title page, the abstract, tables
with titles, graphics with descriptive legends, must be
prepared in Microsoft WORD processor in double space.
Use Areal font size 12 without justification. Do not forget to
number the entire manuscript.

The manuscripts must contain the following information:

1. Apage in Microsoft Word with the names and surnames
(complete name , first and second family name separated
by a hyphen) of all the authors ( without positions , and
without academic degrees), academic affiliations and
email addresses.

Complete manuscript title in Spanish and English.
Short Title

Abstract in Spanish and English using 250 or less words

wok v

Key words in Spanish and English not containing more
than 6 words.

6. Name of the author responsible for all correspondence,
including his complete address, telephone number and
email address.

7. Electronic addresses of all the co-authors.

8. Text, bibliographical references and tables in the same
file together with the legends for all the figures.

9. Figures must be in jpg or tiff format.

Manuscript Structure

Introduction: there must be a clear description of the theo-
retical framework of the theme of the investigation, purpose
of the article and justification of the study, indicating the
limitation of the problem question.

Materials and methods: a description of the object of obser-
vation or experimentation, instruments or devices and the
methodology employed in the study.

Statistical analysis: indicate the statistical methods used and
the data analysis employed.

Results: these must be presented in a logical sequence, with
the accompanying tables and figures with their respective
explanations and analysis.
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Discussion: emphasis must be given to those aspects of
the study which are new and important, contrasting the
results with the relevant information available in the recent
literature and relate the conclusions with the proposed
objectives. Mention must be made of the implications and
limitations of the results found and a comparison of the
relevant observations with that of other studies.

The results and the discussion may also be presented in a
combined form.

Conclussion: an up to date survey of the investigation.
Mention can be made here of future objectives of the same
line of investigation.

Bibliography: these citations must be verifiable, enumerated
and referred to in the body of the article enclosing each
number with square brackets. When a citation is made,
indicate in the text the author, the year and page in the
following way:

Direct or textual quotation

If the textual citation has under 40 words it should be given
in between quotation marks within the text and at the end
it should include in parenthesis the surname, the year of
publication and the page from which it was extracted.

Example:

The objective of the explicative studies is ““ to respond to
the causes of the physical or social events” (Hernandes,
Fernandez and Baptista, 1991, p.66)

If the citation goes over 40 or more words it must be placed
in a separate block independent of the text, without quotation
marks allowing for bleeding on the left margin.

Example:

The scientific journals are contextual system of communica-
tion, of academic or investigative diffusion and strengthening
of scientific competence (writing, investigation, evaluation,
editing), in which the academic community shares beliefs,
orientation and the commitment to contribute, use and
advance the formal knowledge of collaboration and coop-
eration. (Mesa & Sanchez, 2010, p.4)

Paraphrase or summary
Mention must be made of the author and the date.
Example:

According to Sanchez (1991), cement is one of the most
popular and indispensable materials in today’s construction.

There exist two types of learning: the passive reception of
knowledge and the rediscovery of reality (Piaget, 1980)

If a cited document has between three or five authors, the
surnames of all the authors must be given the first time they
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are cited and afterwards include the surname of the first
author followed by “ et al.” (not in italics and with a period
after the “al.”).

If a cited document has six or more authors, place the first
citation with the surname of the first author followed by “et
al.” In the bibliographical list write the initials and surnames
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	15_A nuestros autores y lectores_Supl



