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RESUMEN

RECUBRIMIENTO DE FIBRAS NATURALES CON PARTICULAS
MAGNETICAS PARA LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

En este trabajo se recubrieron fibras naturales de Guadua Angustifolia Kunth
con particulas magnéticas de magnetita para la inmovilizacion de la enzima
lipasa de Candida Rugosa. La fibra de Guadua Angustifolia Kunth se sometio a
un tratamiento con hidréxido de sodio para modificar su superficie y de esta
manera mejorar el recubrimiento con magnetita. Para el recubrimiento de las
fibras naturales con magnetita se utilizé el método de co-precipitacion in-situ de
Fe*? y Fe™®, utilizandose dos tipos de soluciones alcalinas (NaOH 6 NH4OH).
Los andlisis de absorcion atémica (A.A) y de magnetizacion (VSM) permitieron
determinar la cantidad de hierro presente en los materiales elaborados en las
diferentes sintesis, mostrandose un mayor contenido de hierro en las fibras
sometidas al pretratamiento con hidroxido de sodio y a la sintesis realizada con
NaOH, siendo esto corroborado con los andlisis de magnetizacién. Ademas por
medio de difraccion de rayos x (XRD) se pudo determinar que el hierro
presente en estos materiales se debia a la presencia de magnetita.

Luego de depositar la magnetita en la superficie de las fibras, los materiales se
sometieron a un recubrimiento con éxido de silicio el cual se realizo por medio
de la metodologia sol-gel. Posteriormente, para garantizar la inmovilizacién de
la lipasa de Candida Rugosa, el material fue funcionalizado con
aminopropiltrimetoxisilano (APTS) y glutaraldehido el cual sirve como agente
de acoplamiento para poder inmovilizar covalentemente la enzima lipasa de
Candida Rugosa sobre este tipo de fibras naturales. El contenido total de
proteina se evalué mediante el método de Biuret encontrandose un 3.7 % de
enzima inmovilizada. La evaluaciéon de la actividad enzimatica se realizé
mediante una reaccion de esterificacion de acido oleico utilizando la enzima
inmovilizada en las fibras lo que sugiere que el material es potencialmente
aplicable a estos procesos biocataliticos.

Palabras clave: co-precipitacion in-situ, magnetizacién, inmovilizacion de
enzimas, lipasa Candida Rugosa.



ABSTRACT

NATURAL FIBERS COVERED WITH MAGNETIC PARTICLES FOR
IMMOBILIZATION OF ENZYMES

In this work Angustifolia Kunth bamboo fibers were covered with magnetite
nanoparticles for immobilizing the lipase from Candida Rugosa enzyme.
Angustifolia Kunth bamboo fibers underwent a sodium hydroxide treatment to
modify its surface and to improve the coating magnetite. For natural fibers
coated with magnetite method of co-precipitation in-situ Fe*? and Fe** was
used, using two types of alkaline solutions (NaOH or NH4OH). Atomic
absorption analyzes (AA) and magnetization (VSM) allowed to determine the
amount of iron present in the material produced in the different synthesis,
showing higher iron content in the fibers subjected to the pretreatment with
sodium hydroxide and the synthesis carried with NaOH, this being corroborated
by the analysis of magnetization. Besides using x-ray diffraction (XRD), it was
determined that the iron present in these materials was due to the presence of
magnetite.

After depositing the magnetite in the surface of the fibers, the material is
subjected to a silicon oxide coating which is conducted through the sol-gel
method. Then, to ensure the immobilization of the lipase of Candida rugosa, the
material was functionalized with aminopropyltrimethoxysilane (APTS) and
glutaraldehyde which serves as a coupling agent in order to covalently
immobilize the enzyme Lipase from Candida Rugosa on such natural fibers.

The total protein content was assessed by the Biuret method, being 3.7% of
immobilized enzyme. The assessment of enzymatic activity was accomplished
by an esterification reaction of oleic acid using the enzyme-immobilized fibers
which suggests that the material is potentially applicable to these biocatalytic
processes.

Keywords: co-precipitation in-situ, magnetization, immobilization of enzymes,
Candida Rugosa Lipase.



GLOSARIO

Absorcion Atomica (A.A.): Técnica por la cual se puede determina el contenido
global o parcial de metales presentes en una muestra.

Actividad catalitica: Es la capacidad que posee un catalizador de acelerar o
disminuir una reaccion.

Actividad enzimatica: Es la conversion de sustrato en una cantidad tiempo,
catalizada por una enzima.

Agentes de acoplamiento: Cualquier sustancia quimica disefiada para
reaccionar con el refuerzo o la matriz de un material compuesto con el fin de
formar o promover una unién mas fuerte en la intercara.

Ahusada: Que tiene forma de hueso. Es decir, que tiene un diametro en un
extremo y este va reduciéndose hacia el otro extremo del objeto.

Albumina sérica: Es una proteina producida por el higado. Se encuentra en gran
proporcion en el plasma sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre.

Alicuota: Que es proporcional. Es una parte que se toma de un volumen (alicuota
liguida) o de una masa (alicuota soélida) iniciales, para ser usada en una prueba
de laboratorio, cuyas propiedades fisicas y quimicas, asi como su composicion,
representan las de la sustancia original

Anadlisis Termogravimétrico (TGA): Es una técnica que se utiliza para observar
el proceso de degradacion de un elemento con el incremento de la temperatura.

Bifurcada: Dividirse en dos ramales, brazos o puntas.

Biopolimeros: son macromoléculas presentes en los seres vivos. Una definicion
de los mismos los considera materiales poliméricos o macromoleculares
sintetizados por los seres vivos.

Buffer, Solucion: Es la mezcla en concentraciones relativamente elevadas de
un 4cido débil y su base conjugada. Tienen la propiedad de mantener estable
el pH de una disolucion frente a la adicion de cantidades relativamente pequefias
de acidos o bases fuertes.

Campo coercitivo: Es el campo de sentido contrario necesario para anular el
magnetismo remanente de un material.

Carbohidratos: hidratos de carbono o también llamados azlcares son los
compuestos organicos mas abundantes y a su vez los mas diversos. Estan
integrados por carbono, hidrégeno y oxigeno, de ahi su nombre.

Catalizador: Sustancia que esta presente en una reaccion quimica en contacto



fisico con los reactivos, y acelera, induce o propicia dicha reaccion sin actuar en
la misma.

Células de parénquima: Tejido vegetal constituido por células de forma
aproximadamente esférica o cubica y con espacios de separacion.

Culmo o culum: Internodo, cada uno de los segmentos que divide el tallo de la
guadua.

Descarboxilacion: es una reaccion quimica en la cual un grupo carboxilo es
eliminado de un compuesto en forma de diéxido de carbono

Difraccion de Rayos X (DRX): Técnica por la cual se realiza el analisis
estructural de una muestra. La difraccion de rayos X se basa en la dispersion
coherente del haz de rayos X por parte de la materia (se mantiene la longitud de
onda de la radiacion) y en la interferencia constructiva de las ondas que estan en
fase y que se dispersan en determinadas direcciones del espacio

Enlace covalente: Enlace que se da entre dos atomos no metal, donde ambos
intentaran arrebatar al otro electron para completar su capa de valencia. Como
ninguno tiene tendencia a soltar electrones, los comparten.

Enlaces glucosidicos: es el enlace mediante el cual se unen entre si dos o
mas monosacéridos formando disacaridos o polisacéridos, respectivamente

Especies endémicas: Propio y exclusivo de determinadas localidades o
regiones.

Esterificacion: Proceso por el cual se sintetiza un éster. Un éster es un
compuesto derivado formalmente de la reaccion quimica entre un &cido
carboxilico y un alcohol.

Fuerzas de van der Waals: Son fuerzas de atraccion débiles que se establecen
entre moléculas eléctricamente neutras (tanto polares como no polares), pero son
muy numerosas y desempefian un papel fundamental en multitud de procesos
biolégicos.

Grupos hidroxilo: (también llamado oxhidrilo) OH- es un grupo
funcional compuesto de 1 4tomo de oxigenoy 1 de hidrégeno, caracteristico de
los alcoholes.

Haces vasculares: Es cada uno de los cordones individuales que forman el
sistema vascular primario de las plantas. Es un conjunto formado por los tejidos
vasculares, xilema y floema, incluyendo a veces tejidos mecanicos asociados
(parénquima y esclerénquima).

Hidrofilica: Comportamiento de toda molécula que tiene afinidad por el agua.

Hidréfoba: Que no tiene afinidad por el agua.



Hidrélisis: Desdoblamiento de la molécula de ciertos compuestos organicos por
accion del agua.

Intercambio iGnico: es un intercambio de iones entre dos electrolitos o entre una
disolucion de electrolitos y un complejo

Kenaf: Es una planta anual o bianual de hasta 3'5 metros de alto, herbacea con
una base lefiosa, hojas polimorfas de 10 a 15 cm de longitud. Las flores alcanzan
de 8 a 15 cm de didmetro y son blancas amarillas o purpuras.

Kraft: Pulpa de celulosa hecha a base de madera. Las maderas utilizadas para
este fin son conocidas como maderas pulpables, que generalmente son maderas
blandas como la picea, el pino, el abeto y el alerce, pero también maderas duras
como el eucaliptus y el abedul.

Magnetizacion: La capacidad que tiene un material para orientar sus momentos
magnéticos en la direccion de un campo magnético aplicado.

Magnetizacién de saturacion: Magnetizacion maxima que alcanza un material.

Magnetometro de Muestra Vibrante (VSM): Técnica por la cual se puede
obtener la magnetizacion de un material.

Material ferrimagnético: Fendmeno en el cual los momentos magnéticos de una
muestra estan alineados en la misma direccion pero no el mismo sentido. Sin
embargo estos momentos magnéticos que se pueden anular estan distribuidos
aleatoriamente y no consiguen anular por completo la magnetizacion de todo el
material.

Material ligno-celuloso: Material que proviene de una fuente vegetal que se
compone esencialmente de lignina y celulosa.

Metodologia sol-gel: Un método para la produccion de materiales sélidos a
partir de moléculas pequefias. EI método se utiliza para la fabricacién de 6xidos
metalicos, especialmente los 6xidos de silicio y titanio.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM): Técnica que permite analizar la
morfologia y la composicion de la superficie de una muestra.

Proteina: Son moléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos.

Semipermeable: es una membrana que permitirA que ciertas moléculas o iones
pasen a través de ella por difusion, y ocasionalmente especializada en "difusion
facilitada".

Solucion alcalinas: Una solucion alcalina es aquella que al medir su pH, éste
sea superior a 7.

Superficie especifica: es una propiedad de los sdlidos la cual es la relacion
entre el area superficial total y la masa del sélido,o0 volumen en bruto o area en la



seccion transversal.

Superparamagnetismo: es un comportamiento magnético con algunas
caracteristicas del ferromagnetismo y otras del paramagnetismo. Su origen se
debe a particulas mesoscopicas, con interacciones ferromagnéticas lo bastante
intensas en su interior como para lograr un ordenamiento magnético por debajo
de cierta temperatura critica, pero con interacciones muy débiles entre ellas, con
lo que el ordenamiento magnético no puede extenderse a todo el sistema.
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INTRODUCCION

La Guadua Angustifolia es la especie de bambu méas popular en Colombia gracias
a su versatilidad, lo que proporciona que tenga multiples usos, tanto en la parte de
construccion como en la industria. Ademas de servir en la arquitectura para crear
edificios, estructuras, cerramientos, canales y puentes, se utiliza hoy en dia en el
sector industrial para fabricar artesanias, sillas, mesas, puertas, pisos, cesteria,
paneles, laminados, entre otros [1].

Aunque fue descubierta en 1806, afio en el que fue denominada Bambusa
Guadua, esta planta que se concentra en la Region Andina y vive principalmente
cerca a la orilla de los rios y quebradas, en 1822 fue clasificada por Carl
Sigismund Kunth como Guadua Angustifolia Kunth [2]. Dentro de su estructura se
encuentran el tallo, la raiz y las hojas de las que sobresale el tallo, y de éste
particularmente el culmo o culum, cilindro hueco y delgado dividido en nodos,
compuesto por fibras las cuales otorgan gran resistencia a la guadua, lo que hace
gque sea aprovechado para variadas aplicaciones. En la actualidad son
innumerables las investigaciones de este tipo de material en el area de la
arquitectura y la ingenieria civil, pero muy pocos los relacionados en otra areas
tales como la incorporacién de particulas magnéticas para otorgarle nuevas
caracteristica a las fibras de Guadua, con lo cual se podria darle otro tipo de
aplicacion a las fibras de Guadua aprovechando algunas propiedades que
presentan algunas particulas magnéticas en el area de inmovilizacién de
proteinas, células y enzimas [3] [4].

Un material que puede incorporarse a materiales ligno-celulosos como lo son las
fiboras de Guadua son las particulas de magnetita el cual es un material que
presenta propiedades magnéticas de gran interés, ademas de ser un material de
muy baja toxicidad, haciéndolo muy util en diferentes aplicaciones que abarcan
desde la generacion de elementos tecnologicos utilizados en el almacenamiento
de informacién como también los hace util para ser utilizado en la hipertermia la
cual es una técnica que se utiliza eliminan células cancerigenas cuando éstas se
calientan al someter las particulas de magnetita a campos magnéticos alternos [5]

[6].

Para llevar a cabo la modificacion quimica de materiales ligno-celulosos con
magnetita, existen dos tipos de métodos reportados como lo son: lumen-loading y
co-precipitacion in-situ [7]. En el primer método, las particulas de magnetita se
introducen en el interior de las fibras (lumen) y el segundo, las particulas de
magnetita se forman en presencia de fibras ligno-celulosos, que cubre la superficie
de la fibra [8] [9]. En este trabajo se recubren fibras de Guadua Angustifolia,
mediante el método de co-precipitacion in-situ. Este método ofrece unas particulas
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de tamafio mas uniforme y una mejor distribucion de magnetita en la superficie de
la fibra, obteniendo un mayor control de las propiedades magnéticas de las fibras
recubiertas [7].

Con el fin de hallar una posible aplicacién a las fibras de Guadua Angustifolia
recubiertas con magnetita y debido a que ya se encuentran reportes en los cuales
se han utilizado particulas de magnetita para la inmovilizacion de enzimas, en este
trabajo ademas de recubrir con magnetita las fibras de Guadua Angustifolia por
medio del método de co-precipitacion in-situ se evalud la posibilidad de la
utilizacion de estas fibras recubiertas con magnetita como soporte para la
inmovilizacién de enzimas covalentemente [4] [10]. Para poder utilizar estas fibras
recubiertas con magnetita en la inmovilizacibn de enzimas covalentemente es
necesario acondicionar la superficie de éstas, para ello generalmente se utilizan
agentes de acoplamiento los cuales son encargados de generar una interfaz entre
dos materiales de diferente indole. Los agentes de acoplamiento méas utilizados
para generar dicha interfaz son el tetraetilortosilicato (TEOS) vy el
aminopropiltrimetoxisilano (APTS), los cuales se utilizan en conjunto para poder
acoplar un material de procedencia organica con un material inorganico [10] [11].

La enzima que se utilizd para evaluar la fibra de Guadua Angustifolia recubierta
con magnetita como posible soporte para la inmovilizacion de enzimas fue la
enzima lipasa de Candida Rugosa, ya que ésta ha presentado un gran interés al
poder ser utilizada en la produccion de biodiesel a partir de aceites vegetales, un
area en la actualidad de gran interés para la obtencion de combustibles méas
amigables al medio ambiente [12].

Como aporte de este trabajo se generaron las siguientes publicaciones: fithermal
and magnetic behavior of Angustifolia Kunth bamboo fibers covered with Fe3zO4
particlesq publicado en ELSEVIER Physica B: Condensed Matter, Volumen 407,
Issue 16, 15 August 2012, Pag. 3267-32 y la publicacion ACompositional, termal
and magnetic analysis of bamboo fiber covered with magnetite nanoparticles by in-
situ co-precipitationg publicado en la Revista Mexicana de Fisica S, Volumen 58,
Diciembre 2012, Pag. 134-137. En los cuales se muestra parte de los resultados
obtenidos en el proceso de recubrimiento de las fibras de Guadua Angustifolia
Kunt con particulas de magnetita. Y también se genero una publicacion online en
la agencia de noticias UN de la Universidad Nacional de Colombia el cual se titulo
ACon fibras d enagnétgal a d @ a trasportar,an
http://www.agenciadenoticias.unal.edu.co/nc/detalle /article/ con-fibra-de-guadua-
magnetica-se-transportaran-enzimas/. En el cual se presenta un concepto general
del trabajo realizado. Dichas publicaciones se encuentran en los anexos de este
documento.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL:

Recubrir fibras naturales de Guadua Angustifolia Kunth con nanoparticulas de
magnetita por medio de la técnica de co-precipitacion in-situ y caracterizarlas, para
posteriormente utilizar estos materiales en la inmovilizacién de una enzima del tipo
lipasa.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 Recubrir con magnetita fiboras de Guadua Angustifolia Kunth, por medio de
diferentes métodos de co-precipitacion in-situ.

1 Inmovilizar la enzima tipo lipasa en las fibras de Guadua Angustifolia Kunth
(GAK) recubiertas con magnetita.

1 Realizar caracterizacion morfologica, estructural, térmica y magnética a
cada una de las fibras obtenidas en el proceso de inmovilizacion de la
enzima lipasa:

A.A.: Absorcion Atémica

XRD: Difraccién de rayos X

SEM: microscopio electrénico de barrido
TGA: Analisis Termogravimétrico

VSM: Magnetémetro de Muestra Vibrante

<K<K

1 Determinar por métodos quimicos la cantidad de lipasa inmovilizada en
cada una de las fibras de Guadua Angustifolia recubierta de magnetita.
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2. MARCO TEORICO

2.1 GUADUA ANGUSTIFOLIA:

Figura 2-1: Distribucion Mundial del Bambu [13]

El bambla es una graminea lefiosa (pasto gigante) de porte arbéreo de la que
existen 1.250 especies agrupadas en 75 géneros. El area de distribucion del
bambu abarca las zonas tropicales, subtropicales y templadas de todas las
regiones con la excepcion de Europa, en los cuales el 63% se encuentran en Asia,
32% en América y el 5% restante en Africa y Oceania [14] [15].

Colombia ocupa el segundo lugar en diversidad de bambu en Latinoamérica
después de Brasil. Actualmente, 9 géneros y 70 especies estan reportados, siendo
24 especies endémicas y por lo menos aun 12 por describir. La regién Andina
tiene la mayor cantidad y la mas grande diversidad en poblacion de especies de
arboles (89%) y la cordillera oriental la mas rica, con el 55% de bosques de bambu
reportados hasta ahora. Los departamentos de Colombia con mayor diversidad de
bosques de bambli son Norte de Santander, Cundinamarca, Cauca, Valle del
Cauca, Antioquia, Huila, Narifio y Quindio [16].

La especie nativa mas importante de bambl en Colombia es la Guadua
Angustifolia, fue identificada primero por los botanicos Humboldt y Bonpland como
Bambusa Guadua, posteriormente en 1822 el botanico aleman Karl S. Kunth crea

el género Guadua, haci endo wuso del vocabl o ind2gen
identificaban las comunidades indigenas de Colombia y Ecuador. Kunth rebautiza
|l a especie con el nombre de Guadua [AMgust.i

[18]. Esta especie posee unas caracteristicas de gran interés como lo es:
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1 Gran tamafio y rapido crecimiento: Esta especie puede alcanzar alturas de
30 metros y didmetros de 22 cm, pude llegar a tener una tasa de
crecimiento de 11 a 21 cm por dia y alcanza su madurez entre los 3y 5
afos de edad [19].

1 Presenta beneficio al medio ambiente: Es un excelente fijador de diéxido de
carbono, regulador de caudales y parte activa en las fuentes hidricas [16].

1 Cualidades para ser utilizada en la construccién: En muchas comunidades
colombianas la Guadua Angustifolia ha sido utilizada en la construccién de
diferentes infraestructuras, ya que posee excelentes propiedades
estructurales, tales como una alta relacion con respecto a la resistencia-
peso, una gran capacidad para absorber energia y una excelente
flexibilidad [19] [20].

En la Guadua Angustifolia se compone de las siguientes partes:

SOBREBASA |VARILLON | COPA

RIZOMA

Figura 2-2: Partes de la Guadua Angustifolia Kunth [21]

1 Rizoma: Es la parte por la cual se encuentra anclada al suelo el arbol de
Guadua.

1 Cepa: Parte del tallo de mayor diametro y entre nudos mas cercanos. Su
longitud oscila entre los 3 y los 6 metros.

i Basa: Alcanza hasta los 8 metros y es una de las mas comerciales por su
largo.

i Sobrebasa: Es la parte donde empiezan las ramificaciones. Tiene
longitudes de 4 metros.
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9 Varillon: Comprende la parte terminal de la planta y presenta el menor
diametro con longitudes de hasta 4 metros.

1 Copa: Parte final de la guadua con espesores menores a un centimetro.
Presenta una longitud de 1.20 a 2 metros.

Figura 2-3: Culmo de Guadua a) Estado natural, b) Corte transversal, y ¢) Micrografia SEM corte
transversal [22].

Una pieza de gran atencion en la Guadua Angustifolia Kunth, es el culmo o
internodo, el cual es cada uno de los segmentos que divide el tallo de la guadua.
El tejido del culmo estd compuesto, por 52% de tejido de parénquima, 40% de
fibras y 9% haces vasculares (tejido conductivo). Estos componentes se hacen
mas densos desde la pared interna hacia la pared externa del culmo tal como se
ve en la Figura 2-3c, donde el sentido de la flecha indica la direccion en la que se
hacen mas compactos. Estos componentes a su vez estan constituidos por
celulosa y hemicelulosa que son carbohidratos de alto peso molecular que
conforman el esqueleto del tallo y lignina que permite la union entre estas [19] [22]
[23].

Haces Vasculares Tejido Parenquima

Figura 2-4: SEM de Componentes Culmo de Guadua Angustifolia Kunth [22].
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La fibora de bambl en general se caracteriza por su forma delgada, ahusada en
ambos lados y en algunos casos bifurcada en los extremos, el cual es un tejido
conformado aproximadamente por un 47% de celulosa, 21% de lignina, 11% de
hemicelulosa y 21% de otros componentes [24]. Ademés estas fibras son las
encargadas de soportar todo el esfuerzo mecanico al que estad sometido el tallo
debido al viento y otros factores externos, ademas de su propio peso, por lo que
es un material que posee muy buenas caracteristicas fisico-mecanicas [25].

2.1.1 Celulosa:
OH
- o HO OH
%Zgé?/
OH
n

Figura 2-5: Estructura Molecular de la celulosa [26].

La celulosa es el componente principal de las paredes celulares de las plantas y la
madera. Al igual que la madera, el principal componente de las fibras de Guadua
Angustifolia es la celulosa, el cual es un biopolimero que consiste en D-
anhidroglucosa (CgH110s). Cuando se encuentra la celulosa en una forma
compacta y ordenada forma regiones cristalinas que constituye el 55-75% de la
celulosa de las fibras, y una zona menos compacta con el 25-45% denominada
region amorfa. Los grupos hidroxilos presentes en la region amorfa son de facil
acceso y por lo tanto propensos a reaccionar ante la presencia de agentes
quimicos, contrario con lo que sucede en la regién cristalina [15]. Estos grupos
hidroxilo estan conformados por enlace del hidrégeno que juega un papel
importante en la estructura cristalina de la celulosa y en sus propiedades fisicas
[27]. Se conocen cuatro tipos de celulosa, celulosa tipo I, I, Il y 1V, de las cuales
la tipo I, también llamada celulosa nativa es la mas cristalina y a partir de esta se
puede obtener los otros tipos de celulosa menos cristalina por diferentes procesos
gue se involucran soluciones alcalinas, temperatura etc [28].
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Figura 2-6: Difractograma de diferentes tipos de celulosa: (a) Nativa o Tipo I, (b) Tipo Il a partir de
mercerizado, (c-d) Tipo Ill a partir de tratamiento con amoniaco celulosa Tipo | o Il y (e-f) Tipo IV a
partir de tratamiento con temperatura celulosa Tipo Il [28].

2.1.2 Hemicelulosa:

Este es el segundo elemento de mayor presencia en las fibras de Guadua
después de la celulosa. La hemicelulosa es una estructura compleja de
carbohidratos que consiste de diferentes polimeros, tales como: pentosas (xilosa y
arabinosa), hexosas (glucosa, manosa y galactosa), y acidos uronicos, parecido a
la celulosa pero con algunas diferencias puesto que posee cadenas mas cortas y
ramificadas, ya que el grado de polimerizacion de la celulosa nativa es 10-100
veces mayor que la de la hemicelulosa, ademés presentan un grado considerable
de ramificacion de cadenas que contienen grupos laterales que dan lugar a su
naturaleza no cristalina, mientras que la celulosa es un polimero lineal [27] [29].

La hemicelulosa es susceptible al ataque quimico por medios &cidos o alcalinos,
también es hidrofilica y es la responsable de la capacidad de absorcion de agua
de la fibra. Hace parte de las micelas junto con la celulosa [27].

2.1.3 Lignina:

Después de la celulosa y hemicelulosa, la lignina es uno de los biopolimeros con
mayor presencia en las fibras de Guadua. Es un heteropolimero amorfo que
consiste de tres diferentes unidades fenilpropano (p-coumaril, coniferil y alcohol
sinapil) unidos por diferentes tipos de enlaces. El principal propésito de la lignina
es dar soporte estructural a la planta, impermeabilidad y resistencia a ataques
microbianos o a estrés exudativos. La lignina es totalmente insoluble en la mayoria
de disolventes y no se puede dividir a unidades monoméricas. La lignina es
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totalmente amorfa y de naturaleza hidrofoba. La lignina se considera que es un
polimero termoplastico que exhibe una temperatura de transicion vitrea de
aproximadamente 90°C y la temperatura de fusion de alrededor de 170°C [27].

2.2  MAGNETITA (Fe30.):

Figura 2-7: Estructura espinela de la magnetita a) representacion tridimensional, b) representacion de
octaedros y tetraedros [30].

La magnetita (FesO,) pertenece a la familia de oxido de hierro. Se trata de un
mineral duro negro magnético que en muchas ocasiones se encuentra en estado
natural en las rocas. La magnetita posee un tipo de estructura spinel inversa.
Treinta y dos aniones de oxigeno forman una celda unidad cubica centrada en las
caras (FCC), con una longitud de arista a = 0,839 nm. Los cationes se ordenan
con un atomo de Fe* el cual llena los agujeros tetraédricos y los atomos de Fe*?y
el resto de atomos de Fe*® estan distribuidos al azar en los huecos octaédricos.
Esto coloca a la mitad de los cationes mas pequefios, Fe*3, en los sitios mas
pequefios tetraédricos (en comparacion con los cationes grandes, Fe*?, y los sitios
mas grandes octaédricos). Una estructura spinel normal tiene la formula AB,O4
con los atomos A en los sitios tetraédricos y los dos atomos B en los sitios
octaédricos. La estructura spinel inversa tienen los atomos B en los sitios
tetraédricos y los atomos A y B en los sitios octaédricos. La estructura inversa
para la magnetita fue sugerida para explicar el rapido salto de electrones, en otras
palabras, el intercambio continuo de electrones entre los &tomos de Fe™y Fe*® en
la posicion octaédrica [30] [31]. Esta estructura la podemos observa en la Figura.
2-7 y Figura 2-8b.
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Figura 2-8: Estructura espinela inversa de magnetita: a) llustracion lado frontal de una celda unitaria,
b) Organizacion Ferrimagnética en magnetita; ilustracion del plano [1,1,1] [31].

La magnetita se denomina como un material ferrimagnético, porque todos los
momentos magnéticos de los iones de hierro tetraédricos estan alineados en una
direccién especifica, mientras que todos los momentos magnéticos de hierro
octaédricos estan alineados en la direccion opuesta. Puesto que hay el mismo
nimero de octaédricos y tetraédricos con iones de Fe®**, que se compensan entre
si, el momento magnético resultante de un cristal de magnetita surge sélo de los
octaedros no compensados con iones de Fe?" [31]. Este comportamiento
ferrimagnético del compuesto se da a baja temperatura (T<859 K). A temperaturas
por encima de Ty~120 K (llamada temperatura de Verwey) los electrones en los
sitios B se encuentran térmicamente deslocalizados entre los iones Fe®*" y Fe®* (en
el fendmeno conocido como electrén hopping), lo que da lugar a la alta
conductividad eléctrica y térmica de la magnetita en comparacion con otras
ferritas. Debido a este hecho la magnetita es la Unica ferrita que presenta
comportamiento semi-metalico; es decir, tiene caracter semiconductor en lugar de
aislante.
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2.2.1 Nanoparticulas de Magnetita (Fe3O,):

Las nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) son ampliamente estudiadas por sus
aplicaciones potenciales: en medios de grabacion magnético en sensores,
catdlisis, los campos de biomedicina y especialmente en
enzimas y células para la fabricacion industrial de productos elaborados por medio
propiedades que generalmente se
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Figura 2-9: Curva de histéresis a 300 K° de nanoparticulas de magnetita mineralizado [32].
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Figura 2-10: Magnetizacién de magnetita de 12nm a cambio de temperatura (ZFC-FC) [33].

de biocatalizadores [34] [35] [36].

encuentran en estas nanoparticulas de magnetita son: bajo o nulo campo
coercitivo (Figura 2-9), comportamiento superparamagnético (Figura 2-10), baja
toxicidad, diametros medios de las particulas alrededor de 10 nm y una mayor

Las

superficie especifica para la union de gran cantidad de enzimas [33] [37] [38].
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Figura 2-11: Dependencia de la magnetizacién de saturacion con respecto a diametro medio de las
particulas y dependencia lineal de magnetizacion con respecto el cociente superficie a volumen de las
particulas [39].

Una caracteristica interesante de estas particulas es la dependencia de la
magnetizacion de saturacion que tienen las nanoparticulas con su tamafo o
diametro medio. A medida que se reduce el tamafio de las particulas, el nimero
de atomos magnéticos que se encuentran en la superficie (con baja contribucion a
la magnetizacion) es cada vez mas importante que el numero de aquellos que se
encuentran en el volumen interior (alineados entre si por la interaccién de
intercambio), esto se ve en la Figura 2.11 donde la magnetizacibn se comporta
linealmente con el cociente superficie a volumen de las nanoparticulas [39]. Por lo
cual hay una dependencia directa entre el diametro medio de las particulas con la
superficie especifica.

2.3 ENZIMAS LIPASAS:

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas, siempre que sean
termodinAmicamente posibles. Una enzima hace que una reaccidon quimica que
es energéticamente posible, pero que transcurre a una velocidad muy baja, sea
cinéticamente favorable, es decir, transcurra a mayor velocidad que sin la
presencia de la enzima. En estas reacciones, las enzimas actuan sobre unas
moléculas denominadas sustratos, las cuales se convierten en moléculas
diferentes denominadas productos. Casi todos los procesos en las células
necesitan enzimas para que ocurran a unas tasas significativas. A las reacciones
mediadas por enzimas se las denomina reacciones enzimaticas [34].

Los procesos catalizados por enzimas (reaccion enzimatica) presentan una serie
de caracteristicas en comparacion a los catalizadores convencionales no
biolégicos, las cuales son:
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1 Las enzimas son biocatalizadores y por lo tanto disminuyen la energia de
activacion necesaria para que las reacciones se desarrollen, aumentando
su velocidad, presentando las enzimas una actividad catalitica mas eficaz
que los catalizadores inorganicos.

— Reaccion enzimatica

— Reaccion no enzimatica "
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1 Las enzimas son selectivas, tanto de la reaccién que catalizan, como de los
sustratos que reconocen. Ademas, presentan un elevado grado de estereo
y regioselectividad (en general, aceleran mas el proceso con un isémero
que con el otro, lo cual constituye una gran ventaja frente a los
catalizadores quimicos).

1 Las enzimas como provienen de fuentes biolégicas al momento llevar a
cabo la reaccién catalitica no generan residuos contaminantes, siendo
estas favorables al medio ambiente.

1 Las enzimas pueden ser objeto de regulacion; es decir, su actividad
catalitica puede estar determinada por la concentracidbn de sustratos,
productos y otras sustancias quimicas presentes en el medio; las cuales
pueden producir, tanto su activacion como su inhibicién [35] [40] [41].
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2.3.1 Enzima Lipasa:

Conformacion cerrada Conformacion abierta
Completamente inaccesible Abierta en presencia
a los sustratos de sustratos ¢ estructuras hidrofébicas

Figura 2-13: Esquema diferentes conformaciones presentada por las lipasas [42].

Las lipasas (glicerol éster hidrolasas, FC 3.1.1.3) son un conjunto de enzimas cuya
funcion biologica es catalizar la hidrolisis de triglicéridos de grasas animales y
aceites vegetales para dar lugar a acidos grasos y glicerol. Esta hidrdlisis tiene
lugar a través de los pasos intermedios de formacion de diacilglicéridos y
monoacilglicéridos [35] [42].

Las lipasas son enzimas muy abundantes en la naturaleza. En funcion de su
origen natural podemos dividirlas en tres grupos

La Lipasas animales: Las lipasas animales participan en varios niveles del
metabolismo de lipidos como la digestion de la grasa, y la absorcion,
reconstitucion y metabolismo de lipoprotemas [35].

Lipasas vegetales: Las lipasas en los vegetales se acumulan principalmente en
los tejidos de reserva de energia como las semillas y frutos. Cuando una semilla
germina presenta un alta actividad lipolitica, para obtener la energia necesaria
para llevar a cabo dicho proceso es necesario la presencia de las enzimas lipasas;
por ello las enzimas mejor caracterizadas de este grupo se encuentran en el maiz,
fruto de palma, trigo y avena [35].

Lipasas microbianas: Las lipasas de mayor interés industrial son las producidas
por microorganismos (bacterias, hongos y levaduras). La mayor parte de ellas son
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lipasas extracelulares, que tras ser sintetizadas por el microorganismo son
excretadas al medio de cultivo a través de la membrana celular [35].

2.3.2 Inmovilizaciéon de Enzimas:

Como la obtencion de enzimas puede ser costosa y a veces dificil, para evitar
pérdidas innecesarias del material enzimatico se recurre a la inmovilizacion de
enzimas. El objetivo de la inmovilizacion consiste en tener una enzima por
diferentes mecanismos como son: atraparla en la matriz de un polimero, de un gel
o de una microcépsula, adherido a un soporte solido ya sea por mecanismos de
adsorcion, por intercambio i6nico o bien por enlace covalente entre el soporte
activo y algun grupo funcional de la enzima. En todos los casos se pretende
recuperar la enzima al final de la reaccion para ser reusadas posteriormente o, de
ser posible, emplearlas en un reactor de funcionamiento continuo [43] [44].

En la actualidad existen varios métodos y que son utilizados en la inmovilizacion
de enzimas de los cuales se destacan:

Adsorcién:

Figura 2-14: Esquema Inmovilizacion método de adsorcion [44].

La técnica de la adsorcion consiste en emplear resinas de intercambio ionico, las
cuales contienen grupos funcionales y contraiones moviles. Estos contraiones se
pueden intercambiar reversiblemente por otros iones de la misma carga, sin que
se produzcan cambios en la matriz o soporte insoluble. Este tipo de técnica
presenta algunas ventajas tales como la reutilizacion de soportes, la inmovilizacion
en condiciones suaves y la gran posibilidad de una alta retencion de actividad
catalitica, debido a la no modificacion quimica de la enzima. Generalmente se
clasifican en las siguientes categorias [40]:

1 Adsorcién fisica no especifica, en el que se adsorbe la enzima a través de
fuerzas no especificos tales como fuerzas de van der Waals, enlaces de
hidrégeno, e interaccion hidrofila.

1 Interaccién electrostatica (también enlace idnico), se basa en la interaccion
de carga-carga entre la matriz y las enzimas.
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1 Interaccion hidrofébica, se basa en la interaccion de las regiones hidréfobas
de la enzima 'y la matriz [45].

Sin embargo, las enzimas inmovilizadas preparadas por adsorcion tienden a
escaparse del soporte, debido a la interaccion relativamente débil entre la enzima
y la matriz, que pueden ser destruidos por las fuerzas de desorcion, tales como

alta fuerza ionica, pH, etc [45].
il @
A
'E

| Soporte @

Covalente:

Figura 2-15: Esquema de Inmovilizacion covalente: (A) Aminoacido activo, (B) Soporte funcionalizado,
(C) Soporte [45].

El enlace covalente de una enzima a un soporte se basa en la reaccién quimica
entre los aminoacidos activos situados en la superficie de la enzima y la superficie
funcionalizada del soporte, o viceversa, como se ilustra en la Figura 2.15. Para
lograr una relacién efectiva, la funcionalizacién del soporte y/o la enzima debe
activarse antes de la inmovilizacién. A menudo, los portadores se activan antes de
su uso para la unién de las enzimas. Los enlaces covalentes proporcionan
generalmente vinculos fuertes entre la enzima y el soporte, en comparaciéon con
otros tipos de método de inmovilizacién de enzimas, con lo cual se logra que la
fuga de enzimas del soporte sea minima [45].

Algunas de las ventajas que se presenta con este tipo de método son:

9 La manipulacion de los derivados inmovilizados es sencilla;

i Lacarga de enzima permanece constante después de la inmovilizacion;

1 Los derivados pueden utilizarse en reactores en continuo, empaquetados,
de lecho funcionalizado, tanque agitado.

1 Mayor resistencia a la desactivacion por el efecto de la temperatura, de los
disolventes organicos o del pH, al tener estabilizada su estructura terciaria
[34].
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Sin embargo también se presentan algunos inconvenientes tales como:

1 La necesidad de conocer la densidad de grupos activos por unidad de
superficie, ya que condiciona el nUmero de uniones enzima-soporte y su
geometria, que puede ser distorsionante y conducir a derivados inactivos.

El proceso de inmovilizacién puede alterar la estructura del centro activo.

La inmovilizacion covalente no es aconsejable en aquellas enzimas muy
sensibles a cambios de pH, fuerza idnica, etc [40].

E |

Atrapamiento:

Enzima

Solucion de gel

Figura 2-16: Esquema inmovilizacion de enzimas por atrapamiento [45].

El atrapamiento de enzimas se refiere a los procesos por los que las enzimas
estan alojadas en una matriz formada por medios quimicos o fisicos, tales como la
reticulacion o gelificacion. En general, la matriz de atrapamiento se forma durante
el proceso de inmovilizacién. Por lo tanto, no es sorprendente que los precursores
de la matriz de gel y las condiciones utilizadas para la formacién deberian ser
compatibles con las enzimas. Las enzimas pueden estar fisicamente incorporado
0 unido covalentemente a la matriz. Por lo tanto, el atrapamiento puede también
clasificarse como atrapamiento covalente y atrapamiento quimico [43].

La técnica de atrapamiento es uno de los métodos mas simples para la
inmovilizacién de enzimas y células. Histéricamente, el atrapamiento de la enzima
fue probablemente el tercer método desarrollado para la inmovilizacion de
enzimas después de la inmovilizacion covalente y por adsorcién [34]. El
atrapamiento, presenta algunas ventajas como lo son:

1 Gran sencillez desde el punto de vista experimental.
1 Requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados activos.
1 Laenzima no sufre ninguna alteracion en su estructura [40].

Sin embargo para este tipo de método de inmovilizacion hay que tener en cuenta:

1 Que se requiere un control riguroso de las condiciones de polimerizacion.
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1 Comprobar que la naturaleza quimica del proceso no altere los grupos
reactivos de la proteina [40].

Encapsulacion:

En este método, las enzimas estdn rodeadas de membranas esféricas de tipo
fisico semipermeables que permiten el paso de sustrato y producto, pero no de
enzima. Estas membranas semipermeables de polimeros con didmetros en el
rango de 1-100 micras, pueden ser permanentes (originadas por polimerizacion
interfacial) o no permanentes (generadas por surfactantes, también llamadas
Ami celas reversaso). Al gunas <caracter
inmovilizacion son [34]:

1 La posibilidad de encapsular simultdneamente una gran variedad de
enzimas permitiendo la preparacion de sistemas multi-enzima y las
reacciones enzimaticas secuenciales.

1 No hay modificacion quimica durante el proceso de atrapamiento,
seleccionando asi el proceso de atrapamiento adecuado podria evitar la
desactivacion de la enzima que se produce en otros procesos de
inmovilizacion [45].

Sin embargo se presentan algunas desventajas. Por lo general, las moléculas de
la enzima no pueden pasar a través de la membrana mientras que los sustratos
pueden pasar libremente. Por lo tanto, los poros de la membrana deben ser
menores que el tamafio de las moléculas de enzima, limitandose entonces la
difusion, lo cual puede ser grave en comparacion con otras enzimas inmovilizadas
sobre soportes porosos [45].
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3. TECNICAS DE CARACTERIZACION

A continuacién se describen, brevemente, las técnicas de caracterizacion
utilizadas en este trabajo para determinar algunas caracteristicas o la presencia de
ciertos elementos para determinados materiales.

3.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM-EDS):

Las micrografias SEM y los analisis EDS fueron realizadas en un microscopio
electronico JEOL JSM 5910LV. La muestra fue secada al vacio en un equipo
marca Desk II-Denton Vacuum, de una presién de 1000 mtorr hasta 50 mtorr, y
finalmente fue aplicada una capa de oro de aproximadamente 6 nm. Estos analisis
se realizaron en el Laboratorio de Microscopia de la Universidad Nacional de
Colombia sede Medellin.

3.2 ANALISIS ELEMENTAL POR ABSORCION ATOMICA (A.A.):

Las medidas de Absorcion Atomica (A.A.) se realizaron en un espectrometro
Perkin Elmer 3110. Las muestras fueron calcinadas y digeridas en soluciones de
Acido Clorhidrico (HCI) y en Acido Fluorhidrico (HF) con el fin de encontrar la
composicion global de los metales. Las medidas de Absorcién Atomica (A.A.) se
realizaron en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Manizales.

3.3 DIFRACCION DE RAYOS X (XRD):

Los patrones de difraccion de rayos-X (XRD) se llevaron a cabo en el
difractometro Rigaku MiniFlex Il utilizando radiacibn de Cu con voltaje de
operacion de 30 kV y una corriente de 15 mA. Este tipo de medidas se realizaron
en modo continuo, tomando un en intervalo de 5° a 70° con una velocidad de
barrido de 5°/min, un ancho de muestreo de 0.02° y una resolucién de 0.01°. Los
analisis de XRD se realizaron en el Laboratorio de Materiales Nanoestructurados y
Funcionales de la Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales.
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3.4 MAGNETOMETRIA DE MUESTRA VIBRANTE (VSM):

Las medidas de magnetizacion se realizaron en un VSM Quantum Design
VersalLab. Estas medidas se realizaron aplicando un campo entre -27.000 Oe y
27.000 Oe a un paso de 100 Oe/s. Las medidas de magnetizacion se realizaron en
el Laboratorio de Magnetismo y Materiales Avanzados de la Universidad Nacional
de Colombia sede Manizales.

3.5 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA):

Las medidas de estabilidad térmica se realizaron en un TGA Q500 de TA
Instruments. Las medidas de TGA se realizaron en atmosfera de Nitrogeno, desde
temperatura ambiente hasta 800°C a una rampa de temperatura de 5°/min. Estas
medidas se realizaron en el Laboratorio de Magnetismo y Materiales Avanzados
de la Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.
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4. RECUBRIMIENTO CON MAGNETITA FIBRAS DE GUADUA

INTRODUCCION

La Guadua constituye el género de bambu nativo mas comun de América tropical,
siendo la especie Angustifolia la mas importante de Colombia la cual se encuentra
distribuida a lo largo de la Cordillera Central y la zona céntrica del pais en los
departamentos de Antioquia, Cauca, Caldas, Cundinamarca, Huila, Quindio,
Risaralda, Tolima y Valle del Cauca [17]. Morfol6égicamente, en esta especie de
Guadua se pueden distinguir las siguientes partes: raiz, tallo, hojas, flores y frutos,
de los cuales el tallo, y particularmente el culmo, se han aprovechado para
diferentes aplicaciones, en el area de la arquitectura y la ingenieria civil, ya que
estas partes poseen propiedades mecanicas muy interesantes como resistencia a
tension y a la flexion [25]. El culmo y el tallo de la guadua estan formados en gran
parte por fibras, que estan compuestas generalmente por células de parénquima y
haces vasculares, los cuales a su vez se componen de tejido conductivo. La unién
entre las fibras y el parénquima se da por la presencia de celulosa y hemicelulosa
que son carbohidratos de alto peso molecular, ademas de lignina que es un
complejo polimérico [19] [23]. Estas fibras tienen propiedades mecanicas de gran
interés, debido a la resistencia a la tensidon que poseen son competitivas con la
resistencia de algunas de las principales fibras naturales y sintéticas utilizadas
actualmente en el refuerzo de concreto [25].

Una de las cualidades de las fibras naturales compuestas por celulosa es la
capacidad de poder incorporar materiales magnéticos, esto ha sido muy util en la
elaboracion de papel magnético, poseyendo grandes propiedades para ser
utiizado en la creacion de blindaje electromagnético, papel para guardar
informacion, impresidbn magnetografica etc [9] [46]. Con relacion a estas
aplicaciones resulta interesante recubrir otros materiales naturales lignocelulosos
como la fibra de Guadua Angustifolia con particulas magnéticas como las
nanoparticulas de magnetita (Fe30,), ya que éstas exhiben algunas propiedades
de gran interés como son: muy bajo campo coercitivo, comportamiento
superparamegnetico, facilidad de ser atraidas a una fuente de campo magnético
[33]. Debido a las propiedades magnéticas que poseen las particulas de magnetita
y las propiedades mecénicas de las fibras, se presenta el interés de generar un
material hibrido que combinen ambas cualidades.

En la actualidad no se ha encontrado reportes del recubrimiento de fibras de
Guadua o bambu con nanoparticulas de magnetita, sin embargo hay una serie de
reportes de la elaboracion de papel magnético a partir de fibras de kenaf y de kraft
las cuales presentan celulosa y hemicelulosa al igual que las fibras de Guadua
Angustifolia Kunth, lo cual sirvio de guia ya que ha sido utilizada la técnica co-
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precipitacion in-situ para incorporar particulas de magnetita en la celulosa de este
tipo de fibras [7] [9].

41 MATERIALES Y DESARROLLO EXPERIMENTAL.:

4.1.1 Materiales:

Para el recubrimiento con magnetita las fibras de Guadua fueron necesarios los
siguientes elementos y reactivos.

Fibras de Guadua Angustifolia Kunth: Extraidas del culmo por medio de la
compresion entre unos rodillos, como se desarrollo en el trabajo de grado
APotencialidad de |l a Fibra de Guadua
Matrices Cementiciaso el aborado pord7el

Cloruro de hierro (lll) : Carlo Erba al 97% de pureza.
Cloruro de hierro (Il) : J.T. Baker al 102% pureza.
Hidréxido de sodio: Carlo Erba al 99% de pureza.

Hidroxido de amonio: Aldrich al 25% de pureza.

4.1.2 Sintesis y Metodologia de Recubrimiento:

F.G recubiertas con
Fe304 por medio de

NaOH
Fibra deGuadua
Natural (EGL)

F.G recubiertas con
(BC0) Fe304 por medio de
NH40H

Fibra de (FG4)

F.G recubiertas con
guadua Fe304 por medio de

Fibra de guadua con NaOH
tratamiento de (FG2)

solucién alcalina F.G recubiertas con
(FGNaOH Fe304 por medio de
NH40OH

(FG3)

Figura 4-1: Diagrama Recubrimiento de fibras de guadua.
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Para el recubrimiento de las fibras con magnetita se utilizaron 4 rutas diferentes de
sintesis tal como se ve en la figura 4.1, en el cual se tuvo en cuenta el pre-
tratamientos a la fibra de Guadua Angustifolia Kunth con hidréxido de sodio como
también el tipo de solucion alcalina utilizada en el momento de la co-precipitacion
in-situ para la sintesis de la magnetita.

Pretratamiento con hidroxido de sodio a las fibras naturales:

Un grupo de fibras fue sumergido en una solucion de hidréxido de sodio dejandose
en agitacion por 1 hora, luego estas fibras se lavaron con agua destilada
desionizada (DDW), para posteriormente ser secadas por 24 h a 30 °C. Este
procedimiento se describe en la siguiente ecuacion.

"0Q@i W0 6 GO ®OQOI W 00 Omd

La fibra natural que no se sometié6 a ningun tratamiento se rotul6 como FG-O,
mientras que la fibra sometida al tratamiento con hidréxido de sodio se rotuld
como FG-NaOH.

Recubrimiento de las fibras con magnetita utilizando el método de co-
precipitacion in-situ:

Figura 4-2: Recubrimiento de fibras por método de co-precipitacién in-situ.

Para realizar el recubrimiento de este tipo de fibras 5 3 &3 7 4 % Eqcon
magnetita, se utilizé el método de co-presipitacion in-situ en el cual las fibras son
introducidas con dos soluciones que contienen iones ferrosos y férricos junto con
una solucion altamente alcalina, tal como lo indica la siguiente ecuacion:

"0Q ¢0Q "O"Q(Z)‘l wo 00 o O RO YOTRR NN
0 "0QGIGD  TO0 OmE
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Para el recubrimiento con magnetita se utilizo la fibora FG-0 ¢ la fibra FG-NaOH y
ademas en el momento de la co-precipitacion in-situ para la sintesis de magnetita
se utilizd como solucion alcalina hidréxido de sodio (NaOH) 6 hidroxido de amonio
(NH4OH) de la siguiente forma:

Se disolvié el Cloruro de hierro (Ill) "OQ®3pO0 vy el Cloruro de hierro (ll)
"OQ® X000 , cada uno en agua destilada desionizada (DDW). Posteriormente
se mezclaron las dos soluciones y se introdujeron las fibras de guadua =3 q

&3 1 4 F kqdejandose por 1 hora en agitacion, luego se afiadié la solucion
alcalina 4 3+ F§d5 F5 gota a gota para dejarse en agitacion por 24h.
Posteriormente las fibras recubiertas con magnetita se lavaron 3 veces con agua
desionizada destilada (DDW), con acetona y por ultimo se dejaron secando por 2
dias a 42°C.

4.2  ANALISIS DE RESULTADOS:

Para las fibras sin recubrir y recubiertas con magnetita se evaluaron las siguientes
caracteristicas: La morfologia por medio de fotografia Optica de aumento y
micrografia SEM-EDS, la composicion global de metales por medio de la técnica
de absorcién atdbmica (A.A.), la estructura mediante difraccién de rayos X (XRD),
la estabilidad térmica mediante andlisis termogravimétrico (TGA) vy el
comportamiento magnético se evalué6 mediante magnetometria de muestra
vibrante (VSM). Todos estos analisis se realizaron con el fin de establecer la ruta
mas adecuada al momento de recubrir con magnetita las fibras de Guadua
Angustifolia Kunth y ademas determinar ciertas propiedades que se presentan en
este tipo de material.

4.2.1 Tratamiento de Fibra Natural con NaOH

Con el fin de determinar cambios en la morfologia de las fibras antes y después de
ser pretratadas con NaOH, se tomaron fotografias Opticas a 40x y micrografias a
través de microscopia electronica de barrido SEM. El tratamiento con hidréxido de
sodio elimina cierta cantidad de lignina presente en la fibra, ademas de modifica la
superficie de la fibra de Guadua tal como se ve en la Figura 4.3 ya que se
remueve una cubierta presente en la superficie de las fibras en la cual se
encuentran ceras, aceites, grasas e impurezas [48].
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Figura 4-4: Micrografia SEM; a) 500x Fibra Natural (FG-0), b) 2000x Fibra Natural (FG-0), c) 2500x Fibra
Natural (FG-0), d) 500x Fibra pre-tratada con NaOH (FG- NaOH), e) 2000x Fibra pre-tratada con NaOH
(FG- NaOH), f) 2500x Fibra pre-tratada con NaOH (FG- NaOH).

En la Figura 4.4 se ve que el tratamiento las fibras de Guadua cambia la textura,
ya que la fibra sin tratamiento presenta una superficie mas lisa y uniforme (Figura
4.4 ay b), en cambio la superficie de la fibra tratada con hidroxido de sodio es mas
rugosa e irregular (Figura 4.4 d y e). Igualmente este tratamiento con hidroxido de
sodio elimina unas estructuras esféricas que se identifican como almidones, ésto
se puede observar en las micrografias SEM de las Figura 4.4 c y f.
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Figura 4-5: Patrén de difraccién de los materiales FG-NaOH y FG-0.

Para determinar cambios estructurales en la fibra debido al tratamiento con
hidroxido de sodio, los materiales FG-0 y FG-NaOH se sometieron a un analisis de
XRD tal como se ve en la Figura 4.5. Con este tipo de analisis se pudo apreciar el
patrén de difraccidn que exhibe la fibra de Guadua natural FG-0 observandose un
primer pico ancho al r ededor de beg® repoftds relacibnados coa
la fibra de bambu en realidad estd compuesto por dos picos superpuestos que se
encuentran a | os 15 & olseivayamiEén unsasguntiopicBud

2d

poco m8s agudo y m8s i nt en $46]. Estbsrpeabae o r

difraccion son asignados a la celulosa |, uno de los principales componentes de
los materiales lignocelulosos. Sin embargo, después de ser las fibras de Guadua
sometidas al tratamiento con NaOH (FG-NaOH) se ve cémo la intensidad del
segundo pico disminuye, esto se puede asociar a que el tratamiento con hidroxido
de sodio altera la parte estructural de la celulosa pasando de ser una celulosa algo
cristalina a una celulosa de un caracter mas amorfo, la cual se puede catalogar

d

Y

como celulosa de tipo Il, como lo indican Yanping Liuy HongHuen su tXrabaj
e

ray Diffraction Study of Ba#hoo Fibers
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4.2.2 Recubrimiento con Magnetita de las Fibras de Guadua Angustifolia
Kunth

Figura 4-6: Fotografia a) FG-1, b) FG-2) c) FG-3), d) (FG-4).

Después de utilizar el método de co-precipitacion in-situ, se observé como las
fibras pasaron de tener un tono claro a ser totalmente oscuras tal como se ve en la
Figura 4-6 un buen indicativo de la presencia de magnetita sobre la superficie de
estas fibras.
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Figura 4-7: Micrografia SEM 2000x: a) FG-1, b) FG-2) c) FG-3) y d) (FG-4). Micrografia SEM 5000x: €)
FG-1, f) FG-2) g) FG-3) y h) (FG-4).
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Figura 4-8: SEM-EDS a) FG-1, b) FG-2), ¢) FG-3), d) (FG-4).
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C (% peso) | O (% peso) | Si (% peso) | K (% peso) | Fe(% peso)
FG-0 40,00 49,88 8,51 1,16
FG-NaOH 46,28 53,72
FG-1 20,78 26,67 52,55
FG-2 15,74 84,26
FG-3 14,42 85,58
FG-4 34,94 30,66 34,40

Tabla 4-1: SEM-EDS. Materiales antes y después del procedimiento de co-precipitation in-situ.

Para poder determinar como el proceso de co-precipitacion in-situ modifico la
superficie de las fibras se realizaron algunas micrografias SEM sobre los
materiales FG-1, FG-2, FG-3 y FG-4. En la Figura 4.7 se observan unos
aglomerados que recubren las superficies de las diferentes fibras sometidas a la
co-precipitacion in-situ, esto lo podemos asociar al recubrimiento con
nanoparticulas de magnetita sobre cada unas de estas fibras, ya que como lo
expresan los andlisis EDS en la Tabla 4.1 realizados sobre cada una de estas
fibras (FG-1, FG-2, FG-3 y FG-4) nos muestra una gran presencia de hierro (Fe),
principal elemento de la magnetita, en comparacién a los materiales que no se
sometieron a dicho procedimiento (FG-0 y FG-NaOH). También se observa en los
analisis EDS como las fibras que se sometieron al pre-tratamiento con hidroxido
de sodio (FG-2 y FG-3) presentaron el mayor contenido de hierro, lo cual se puede
asociar a un mejor recubrimiento.

Composicién Global (% Peso)

Material K Fe Ca Mg Si Na
FG-0 0,54 0,01 0,03 0,01 0,04 0,01
FG-NaOH | 0,01 0,01 0.03 0,01 0,02 1,19
FG-1 0,02 4,81 0,02 0,01 0,09 0,48
FG-2 0,01 11,57 0,02 0,01 0,04 0,57
FG-3 0,02 6,21 0,02 0,01 0,02 0,12
FG-4 0,02 2,46 0,03 0,01 0,04 0,03
Tabla 4-2: Absorcion Atdmica. Materiales antes ;/itdue-spués del procedimiento de co-precipitation in-

Para establecer con mayor precision el contenido de hierro sobre cada uno de los
materiales se realiz6 el andlisis de Absorcion Atémica. En la Tabla 4.2 se
muestran los porcentajes en peso de algunos elementos presentes en las fibras,
de los cuales los Unicos que mostraron una variacion significativa fueron el hierro
(Fe) y el sodio (Na). Se observa la presencia de hierro (Fe) en las fibras
recubiertas (FG-1, FG-2, FG-3, FG-4), debido a la deposiciébn de magnetita en la
superficie de la fibra de Guadua, ya que ésta se relaciona directamente con el
contenido de hierro (Fe). Las fibras que se sometieron al pretratamiento de
hidroxido de sodio (FG-2, FG-3), presentaron un mayor contenido de hierro (Fe) y
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aumenté mas (FG-2) cuando se utiliz6 NaOH en la sintesis de las nanoparticulas
de magnetita.

El 11.56% de hierro en la muestra FG-2 es significativo ya que a pesar que en la
actualidad hay trabajos como: fPreparation of Magnetic Paper from Kenaf: Lumen
Loading and in situ Synthesis Methodoy Utilisation of unbleached kenaf fibers for
the preparation of magnetic papero ambos trabajos elaborado por C.H. Chia y
colaboradores, en los cuales reportan una presencia de magnetita de 31.81% y
37.3% respectivamente, porcentajes superiores a los obtenidos en este trabajo. Se
debe tener en cuenta que para obtener dichos porcentajes en ambos trabajos se
realizo en pulpa de Kenaf, a velocidades de agitacion superiores a 1000 rpm y a
temperaturas mayores a 50°C [9] [50]. Condiciones diferentes a las de este trabajo
en el cual se utilizaron fibras, una agitacion por debajo de las 500rpm y a
temperatura ambiente (23°C).
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Figura 4-9: Patron de difraccion de rayos x de FG-1, FG-2, FG-3 y FG-4 comparadas con (a) FG-0 y (b)
F30a4.

En la Figura 4.9a se hace una comparacion de los difractogramas de la fibra sin
recubrir (FG-0) con las fibras recubiertas con Magnetita (FG-1, FG-2, FG-3, FG-4)
y en la Figura 4.9b se realiza una comparacién entre la magnetita (Fe30,4) con las
fibras recubiertas con magnetita (FG-1, FG-2, FG-3, FG-4).

Para la fibra de guadua natural FG-0 se presentan dos picos alrededor de los
21,320 y 15,640 2d (ver Figura 4.9adel | os
tipo | como ya se habia mencionado anteriormente, la cual es muy comun en
materiales que provienen de fuentes vegetales tales como la madera. Las demas

fibras (FG-1, FG-2, FG-3, FG-4) mostraron un patrén similar con picos de menos
intensidad al obtenido con la fibra natural.

En |Ia Figura 4.9b se o0§0s0erlvoas ppaircao se le nmaltoces
de 30,24°, 35,62°, 43,24°, 57,18° y 62,88° los cuales corresponden a los planos
220, 311, 400, 511 y 440 respectivamente. Estos planos son caracteristicos de la
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magnetita [51]. Para los materiales FG-1, FG-2, FG-3 y FG-4 en la Figura 4.9b se
aprecia dos picos, el primero alrededor del &ngulo 35,62° y el segundo alrededor
de 62,88°, ambos picos los podemos asociar a la presencia de magnetita sobre
cada uno de estos materiales.
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Figura 4-10: Curvas de Magnetizacion a temperatura ambiente de los materiales FG-0, FG-1, FG-2, FG-
3, FG-4, Precipitado de Fe304.

En la Figura 4.10 se observa como la magnetizacién de las fibras cambia gracias
al recubrimiento de ésta con las nanoparticulas de magnetita, pasando de tener un
comportamiento paramagnético (FG-0) a un comportamiento ferrimagnético (FG-1,
FG-2, FG-3 y FG-4), el cual lo podemos atribuir a las nanoparticulas de magnetita
(FesO,) presentes en cada una de las fibras recubiertas. También se observa que
ninguna de las fibras recubiertas presentdé magnetizacién remanente, ni saturacion
a 27.000 Oe, esto se debe a que las nanoparticulas de magnetita solo presentan
magnetizacion de saturacion cuando son sometidas a campos magnéticos
superiores a 50.000 Oe. Esto se asocia al comportamiento superparamagnético
gue poseen las nanoparticulas de magnetita [52].

47



Magnetizacion (emu/g)
o

15 |- 4

1 1 1 1
-30000 -20000 -10000 0 10000 20000 30000
Campo Magnetico (Oe)

Figura 4-11: Curvas de Magnetizacion a temperatura ambiente de los materiales FG-1, FG-2, FG-3y
FG-4.

En la Figura 4.11 se observa como la magnetizacion en los materiales sintetizados
por medio de la solucion NaOH (FG1, FG-2) fue mayor que los sintetizados con
NH,OH (FG-3, FG-4), y también esta respuesta magnética mejora aun mas
cuando a las fibras se les realiz6é un pretratamiento con NaOH(FG-2).
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Figura 4-12: Materiales FG-1, FG-2, FG-3, FG-4 a) Curvas de TGA y b) DTGA.

En la Figura 4.12 se muestra una diferencia en las pérdidas de masa de los
materiales analizados. Las pérdidas por debajo de 200°C pueden asignarse a
pérdida de agua. Para las diferentes fibras (FG-0, FG-NaOH, FG1, FG2, FG3,
FG4) las pérdidas que se dan en el rango de 200°C y hasta 360°C se deben a
descomposicion de hemicelulosa y al rompimiento de los enlaces glucosidicos,
las pérdidas de peso que se encuentran entre 360°C y 420°C se deben a la
descomposicion de celulosa, y las superiores a 420°C se deben a reacciones
descarboxilacion para formar aldehidos, cetonas, ésteres y formacion de carbéon
[9] [53]. Las pérdidas de peso pueden estar relacionadas a un efecto cooperativo
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de descomposicion de la matriz organica y cambios de fase estructural de
magnetita a maghemita (270°C) y su transformacion a hematita (480 °C) [54].
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Figura 4-13: Patrén de difraccién de rayos x de los materiales FG-2, FG-2-T400 y FG-2-T800.

Esto se pudo corroborar por medio de andlisis de XRD que se le realizaron al
material FG-2 después de ser sometida a un tratamiento térmico similar al
proporcionado por la técnica de TGA, realizandole un analisis de XRD a un
material a 400°C (FG-2-T400) y otra a 800°C (FG-2-T800) como se observa en la
Figura 4.13. Observandose cada uno de los difractogramas relacionados con los
patrones de maghemita para el material FG-2-T400 y de hematita para el material
FG-2-T800.
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5. FUNCIONALIZACION DE LAS FIBRAS RECUBIERTAS CON
MAGNETITA

INTRODUCCION

La naturaleza de algunos materiales que poseen ciertas caracteristicas
especificas, en muchas ocasiones requiere una modificacion de su superficie para
mejorar sus propiedades interfaciales o para mejorar la interaccion con otros
materiales de diferente indole, convirtiétndose en un material funcional nuevo.
Puesto que la utilizacion 6ptima de los compuestos requiere una buena union, las
condiciones idoneas para modificar la superficie en algunas ocasiones son dificiles
de definir, ya que la simple adicién por contacto entre dos materiales de diferentes
caracteristicas no es suficiente para producir una unidén resistente, siendo
necesario en muchas veces la utilizacién de un agente de acoplamiento el cual es
un compuesto que permite la unién entre dos materiales diferentes sin modificar
las principales propiedades de éstos. Los agentes de acoplamiento son
compuestos hibridos, organico-inorganico, que actan como material intermedio, y
que son capaces de formar un enlace quimico estable entre los grupos reactivos
(grupos OH) y la superficie del material que se va a estudiar [55].

Existen diferentes tipos de agentes de acoplamiento que se pueden clasificar en
organometalicos, ortosilicatos, ortoésteres, titanatos y silanos que en general
estan constituidos por un elemento tetravalente como el Si, Ti, Sn. Los agentes de
acoplamiento del tipo silano son de gran interés ya que poseen radicales
hidrolizables y no hidrolizables, encargados de interaccionar con las diferentes
superficies o materiales [56] [57]. Los agentes silanos TEOS y APTS se han
considerados como buenos candidatos para la modificacion de la superficie tanto
de fibras naturales como de particulas de magnetita Fe3O,4, por las ventajas de
biocompatibilidad, una excelente reproducibilidad, asi como de alta densidad de la
superficie y la presencia de grupos funcionales NH, que permite la conexidén con
diferentes biomoléculas [58] [59]. Por tal motivo estos agentes de acoplamiento
han sido muy utilizados en la inmovilizacion de materiales proteicos ya que con
este tipo de componentes se puede generar la interfaz necesaria entre el soporte y
el material proteico [10] [60].

Teniendo un material como las fibras de Guadua Angustifolia Kunth recubiertas
con particulas de magnetita, se procedié a someter a este material a un proceso
con los agentes de acoplamiento TEOS y APTS, para generar la interfaz necesaria
para una posterior utilizacion como soporte para la inmovilizacion de enzimas.
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5.1 MATERIALES Y DESARROLLO EXPERIMENTAL:

5.1.1 Materiales:

Para funcionalizar las fibras recubiertas con magnetita fueron necesarios los
siguientes elementos y reactivos.

Fibras de Guadua Angustifolia Kunth, recubiertas con magnetita (FG-2).
Metanol (CH3;OH): FisherChemicals al 99% de pureza.

Etanol absoluto (C,HsO): Carlo Erba al 99.8% de pureza.

Fluoruro de sodio (NaF): AnalaR al 97% de pureza.

Tetraetilortosilicato (TEOS) (CgH2004Si): Fluka al 98.0% (GC) de pureza.
Hidroxido de amonio: Aldrich al 30% de pureza.

Aminopropiltrimetoxisilano (APTS) (CgH22N203Si): Fluka al 98.0% de pureza.

5.1.2 Sintesis y Metodologia de Recubrimiento con TEOS Y APTS:

pp

Figura 5-1: Fibras inmersas en APTS.

Debido a que la fibra que obtuvo la mayor cantidad de magnetita fue el material
FG-2, se opté por seleccionar dicho material para ser recubierta con TEOS y
APTS, ya que es necesario adecuar nuestro soporte (FG-2) con grupos silanos,
para asi poder generar una interfaz necesaria para llevar posteriormente a cabo la
inmovilizacion de enzimas covalente.
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Recubrimiento con TEOS:

En el recubrimiento con TEOS se valoraron varios métodos en los cuales se
evaluo la utilizacion de Metanol o Etanol en el proceso de hidrdlisis, como también
la relacion de fibra (FG-2) con respecto a la cantidad de TEOS, con lo cual se
obtuvieron 4 materiales, tal como se indica en el siguiente procedimiento.

Se introdujeron las fibras con magnetita FG-2 en Metanol o Etanol dejandose en
agitacion, adicionandose TEOS gota a gota, posteriormente se afiadio NaF al 1%
y se dej6 en agitacion por 10 minutos y finalmente se agregd agua destilada
desionizada (DDW) dejandose en agitacion por 24 horas. Transcurridas las 24
horas de agitacion las fibras fueron retiradas de la solucion y parte de éstas fueron
puestas a secar para realizar los respectivos analisis y asi identificar el mejor
procedimiento para los recubrimientos de las fibras FG-2 con TEOS.

FG-2

Por 1g de FG-2

Por 1g de FG-2

Por 1g de FG-2

Por 1g de FG-2

* 50 ml Metanol * 100 ml Metanol * 100 ml Etanol * 50 ml Etanol
+ 10ml de TEOS * 20ml de TEOS * 20ml de TEOS « 10ml de TEOS
+ 5.5ml NaF (1%) « 11ml NaF (1%) « 11ml NaF (1%) * 5.5ml NaF (1%)
* 40ml de DDW « 80ml de DDW « 80ml de DDW * 40ml de DDW
A 4 A 4 v A 4
FG-TEOS-1 FG-TEOS-2 FG-TEOS-3 FG-TEOS-4

Figura 5-2: Diagrama Recubrimiento TEOS.

Recubrimiento con APTS:

Debido a que el material que mostré el mejor recubrimiento con TEOS fue la
rotulada como FG-TEOS-3, ésta fue seleccionada para continuar con el siguiente
procedimiento el cual era la adicion de APTS. Para este procedimiento se evaluo
la relacién de fibra (FG-TEOS-3) con respecto a la cantidad de reactivo APTS
segun el siguiente procedimiento: Las fibras FG-TEOS-3 se sumergieron en
metanol y a continuacion se agregd APTS, para dejarse en agitacion por 24 horas,
posteriormente las fibras fueron lavadas con metanol y se dejaron secar por 1 dia
a 42°C.
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FG-TEOS-3

Por 1g de FG-TEOS-3 Por 1g de FG-TEOS-3
e 50 ml metanol * 50 ml metanol
¢ 5mI APTS ¢ 10ml de APTS

v A\ 4
FG-TEOS-APTS-1 FG-TEOS-APTS-2

Figura 5-3: Diagrama Recubrimiento APTS.

5.2 ANALISIS DE RESULTADOS:

Se realizaron analisis a los materiales que fueron sometidos a los procedimientos
con TEOS y APTS, para poder determinar la viabilidad de cada una de las rutinas
utilizadas y asi establecer de los diferentes materiales cual es el mas adecuado
para ser utilizado en la inmovilizaciéon enzimas. Para ello se efectuaron andlisis
con fotografias Opticas con un aumento de 40x, con el fin de poder determinar el
cambio de textura y tonalidad en cada uno de los materiales, analisis de difraccién
de rayos X (XRD) para determinar la presencia estructural de los recubrimientos
con TEOS, andlisis Absorciébn Atémica (A.A.) para determinar la presencia de
silicio (Si) principal componente de los reactivos TEOS, APTS, y por ultimo se
realizaron micrografias por medio de Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
con el fin de observar el cambio de morfologia de los materiales de mejores
caracteristicas.
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5.2.1 Recubrimiento con TEOS:

Figura 5-4: Fotografia a 40x materiales: a) FG-2 b) FG-TEOS-1, b) FG-TEOS-2, ¢) FG-TEOS-3, d) FG-
TEOS-4.

Después de ser las fibras FG-2 sometidas al proceso de recubrimiento con TEOS,
las fibras pasaron de tener una coloracion oscura a poseer una tonalidad grisacea
como se ve en la Figura 5.4, el cual se atribuye a 6xido de silicio presente en la
superficie de cada una de estas fibras debido al recubrimiento con TEOS.

* FeO,
600 FG-TEOS-4

—— FG-TEOS-3| { 400

200

——FGTE0S?
200 ——FG-TEOS-1]{ 40
| 2 "

of

——FG-2

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

- 300

i 200

0 i 1 i 1 i 1 1 A .  } X [ A Y hepen

" 1 "
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
2 Theta (degree)

Figura 5-5: Patrén de difracciéon de rayos x de los materiales FG-0, FG-2, FG-TEOS-1, FG-TEOS-2, FG-
TEOS-3y FG-TEOS-4.

En el proceso de recubrimiento de las fibras FG-2 con TEOS, el primer andlisis
que se realiz6 fue el de XRD Figura 5.5, el cual no mostré la presencia de este tipo
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de recubrimiento sobre |l as fibras, ya
el cual se deberia evidencia el recubrimiento en la superficie de las nanoparticulas
de magnéticas con SiO,, generalmente se presenta con intensidad relativamente
baja y sin picos agudos significativos de difraccion, tal como lo indican C.Y. Haw y
sus colaboradores e n e | tMorphblagjcad studies of randomized dispersion
magnetite nanocl ust gtambiéo lo mdnaotha Hengthbn Gsl iy
sus colaboradorese n e | tPreafateon ad hydrophilic magnetic nanospheres
with highsatur at i on ma gsugetponZradbse aomlos patrones mostrados
por la celulosa presente en la fibra, siendo imperceptible el patron de difraccion
caracteristico del SiO, amorfo presente en los materiales [61] [62]. Sin embargo si
se pudo evidenciar la reduccion en la intensidad del pico de difraccién que se

encuentra alrededor de |l os 350 2d gue

materiales que se sometieron al tratamiento con TEOS (FG-TEOS.-1, FG-TEOS-2,
FG-TEOS-3 y FG-TEOS-4) lo cual puede estar relacionado con un posible
recubrimiento de SiO, amorfo.

Con el fin de poder determinar si se tenia un recubrimiento con TEOS con mayor
certeza, se optd por realizar un analisis de Absorcion Atdmica en busqueda del
porcentaje de silicio presente en cada una de las fibras sometidas al proceso de
recubrimiento con TEOS.

5} 4.91

Cantidad Si (%)
N w BN

—_

FG-2 FG-TEOS-1 FG-TEOS-2 FG-TEOS-3 FG-TEOS-4
Material

Figura 5-6: Absorcion Atomica: Contenido de silicio Materiales FG-2, FG-TEOS-1, FG-TEOS-2, FG-
TEOS-3y FG-TEOS-4.

En la Figura 5.6, se muestra el porcentaje de silicio presente en la fibra que sélo
contiene magnetita (FG-2) y los materiales que posteriormente fueron recubiertas
con TEOS (FG-TEOS-1, FG-TEOS-2, FG-TEOS-3 y FG-TEOS-4). En este andlisis
se observd como aumento la presencia de silicio de los materiales FG-TEOS-1,
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FG-TEOS-2, FG-TEOS-3 y FG-TEOS-4 con respecto al material FG-2, lo cual
indica la presencia de grupos silanos en cada una de las fibras que se sometieron
al recubrimiento con TEOS. Ademas se observa como en aquellas fibras en los
que en el momento del recubrimiento se utiliz6 Etanol (FG-TEOS-3 y FG-TEOS-4)
se ve una mayor presencia de silicio, en comparacion a los materiales en los que
se utilizé Metanol (FG-TEOS-1, FG-TEOS-2), lo cual puede ser un indicativo en el
que el Etanol esta favoreciendo la hidrdlisis en el momento del recubrimiento con
TEOS al material FG-2 [61]. Adicionalmente se nota que al momento de aumentar
la relaciéon al doble de TEOS con respecto a la cantidad de material FG-2, también
aumenta la cantidad de silicio, pero no en la misma relacion, ya que el aumento de
silicio fue inferior al 1%.

5.2.2 Recubrimiento APTS:

Figura 5-7: Fotografia a 40x materiales recubiertos con APTS: a) FG-TEOS-APTS-1y b) FG-TEOS-

APTS-2.
A.A. Silicio
Material Cantidad en
%
FGTEOSAPTS1 3.08
FGTEOSAPTS2 5.54

Tabla 5-1: Absorcidon Atomica Contenido de silicio, materiales FG-TEOS-APTS-1 y FG-TEOS-APTS-2.

En la Figura 5.7 se observa como la tonalidad grisacea vista en el material FG-
TEOS-3 permanece, sin embargo en el material FG-TEOS-APTS-2 se nota una
tonalidad un poco mas blanca con respecto al material FG-TEOS-APTS-1. Para
determinar con mayor precision cual de los dos métodos utilizados en el
recubrimiento fue mas eficiente se realizé un analisis de Absorcién Atomica. En la
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Tabla 5.1 se aprecia que el material FG-TEOS-APTS-2 fue el que presento el
mayor contenido de silicio con lo cual se confirma que este material fue el que
presentd el mejor recubrimiento con APTS, siendo por lo tanto el mas apt6 para
ser utilizado en el siguiente procedimiento relacionado con la inmovilizacién de la
enzima del tipo lipasa.

o
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AccV SpotMagn _Deb WD Expa’t————1 50um -~ Acc Vi Spot Magn  Det WD Bxp 1 10pum AccY. SpotMagn Det WD Edp
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Figura 5-8: Micrografias SEM, Materiales: a) FG-2 a 500x, b) FG-2 a 2500x, FG-2 a 5000x, d) FG-TEOS-
APTS-2 a 500x, €) FG-TEOS-APTS-2 a 2500x y FG-TEOS-APTS-2 a 5000x.

Por dltimo se realizaron micrografias SEM a el material FG-TEOS-APTS-2 Figura
5.8, con lo cual se observo que en la superficie de este material la presencia unas
pequefias particulas que no se encuentran presentes en la superficie del material
FG-2, estas particulas se pueden relacionar con el recubrimiento que se realiz6
utilizando TEOS y APTS, con lo cual se modificd la superficie de la fibra pasando
de tener una superficie que presentaba una gran rugosidad a otra un poco mas
lisa.
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6. INMOVILIZACION DE ENZIMA

INTRODUCCION

En los ultimos afios, la biotecnologia ha experimentado grandes avances de forma
paralela con aplicaciones industriales en la obtencion de productos quimicos en la
industria alimentaria y farmacéutica. Los procesos catalizados por enzimas son
cada dia mas numerosos ya que presentan una serie de caracteristicas en
comparacion a los catalizadores convencionales no biolégicos, como lo es un
mayor rendimiento en la obtencion de productos, condiciones de reaccion
moderadas, disminucion en los tiempos de reaccion y la generacion de pocos
subproductos nocivos al medio ambiente [34] [44]. Sin embargo las enzimas al ser
solubles en agua, se hace complicado la separacion de ésta de los sustratos y de
los productos, generando mayores costos por la pérdida de la enzima
catalizadora. Por los motivos anteriormente expuestos, en la actualidad se ha
recurrido a un proceso en el cual se confina la enzima en un soporte fisico, con el
fin de retener la actividad enzimatica de ésta y poderse utilizar en procesos
continuos. A tal procedimiento se le denomina inmovilizacion de enzimas donde se
han utilizado métodos tantos quimicos como fisicos en los cuales se busca retener
la enzima en el soporte y en lo posible no alterar la enzima o no inhibir su punto
activo al momento de confinar ésta, con el fin de no disminuir la actividad catalitica
que presenta la enzima [35].

Ya que en la actualidad se han realizado procesos de inmovilizacion de enzimas
en particulas magnéticas en este trabajo se recurrié6 a evaluar la eficiencia de
utilizar fibras naturales recubiertas con magnetita para ser aplicadas en la
inmovilizacién de proteinas y en especial de enzimas.

6.1 MATERIALES Y DESARROLLO EXPERIMENTAL:

6.1.1 Materiales:

Para inmovilizar la enzima del tipo lipasa fueron necesarios los siguientes
reactivos.

Fibras de Guadua Angustifolia Kunth, recubiertas con magnetita y funcionalizada
con TEOS y APTS (FG-TEOS-APTS-2).

Glutaraldehido.

Cloruro de Sodio.
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Albumina sérica bovina.

Sulfato de Cobre Heptahidratado : Riedel de Haén, al 98% de pureza.
Tartrato de Sodio y Potasio: Carlo Erba, al 98% de pureza
Hidroxido de sodio: Carlo Erba al 99% de pureza.

Lipasa de Candida Rugosa: Aldrich Type VII.

Buffer de Fosfato (pH 7.0, 0.1M).

Acido Oleico: Carlo Erbak.

Hexano: Mallinckrodt al 100% de pureza.

Butanol: Mallinckrodt al 99.9% de pureza

Ftalato Acido de Potasio

Hidréxido de Potasio: Mol Labs, al 98% de pureza

Fenolftaleina: Mol Labs al 1% en etanol

6.1.2 Proceso de Inmovilizacion de la Proteina Albumina y de la Enzima
Lipas de Candida Rugosa.

Para el proceso de inmovilizacién de la enzima Lipas de Candida Rugosa en el
soporte FG-TEOS-APTS-2, primero se evalud el método entrecruzamiento (cross-
linking [63]) con glutaraldehido procediendo a inmovilizar la proteina Albumina
sérica bovina, teniendo en cuenta si después del proceso de adicién del
glutaraldehido el dejar secar o el proceder inmediatamente en el proceso de
inmovilizacion favorecia una mayor adicion de esta proteina sobre el soporte.
Posteriormente se procedié a realizar la inmovilizaciébn de la enzima Lipas de
Candida Rugosa, determinando por el método Biuret cual fue el porcentaje de esta
enzima inmovilizada. Y por ultimo se procedié a realizar un ensayo catalitico para
determinar si se presentaba alguna actividad catalitica de la enzima inmovilizada
en el soporte FG-TEOS-APTS-2.

Inmovilizacion de la proteina Albumina sérica bovina.
La inmovilizacion de la proteina Albumina sérica bovina se realizé utilizando el
siguiente procedimiento:

Primero se procedié a adicionar el reactivo glutaraldehido en el cual se utilizo la
relacion donde por 1g de fibra FG-TEOS-APTS-2 se adicionaban 50 ml de
glutaraldehido al 10% volumen, dejandose en agitacion por 2 horas.
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Posteriormente parte de estos materiales que se rotularon como FG-GA-H, se
utilizaron inmediatamente en el proceso de inmovilizacion de la proteina de
Albumina sérica bovina y la otra parte de estos materiales que se rotularon como
FG-GA-S, se pusieron a secar a 40°C por 24 h para ser utilizadas,
subsiguientemente, en la inmovilizacion de la proteina anteriormente mencionada.

FG-TEOS-APTS-2

A4
Por 1g de FG-TEOS-APTS-2

» 50ml de glutaraldehido al 10%

24 horas de secado a40%C 0 horas de secado

FG-GA-S FG-GA-H
} |
Por 0.5g de Albumina Por 0.5g de Albumina
« 30 ml de DDW « 30 ml de DDW
» 0.5g de FG-GA-5 » 0.5g de FG-GA-H
A J v
FG-album-S FG-album-H

Figura 6-1: Diagrama de Inmovilizacion Albumina.

Para el proceso de inmovilizacion de la proteina Albumina sérica bovina se
adiciond por 0.5 g de de esta proteina, 30 ml de agua destilada desionizada
(DDW) y 0.5 g del soporte FG-GA-H o FG-GA-S con una pequefia cantidad de
cloruro de sodio (NaCl) dejandose en agitacion por 24 horas, cada uno de estos
materiales se rotul6 como FG-album-H y FG-album-S respectivamente como se ve
en la Figura 6.1.

Inmovilizacién Enzima Lipasa Candida Rugosa.

Para la inmovilizacion de la enzima se tuvieron en cuenta aquellas condiciones
gue favorecieron la inmovilizacion de la proteina de Albamina, para ello se realiz6
el siguiente procedimiento:

Se disolvié 1.5 g enzima lipasa de Candida Rugosa en150 ml de buffer de fosfato
en una placa de agitacibn magnética, a continuacion, esta solucion se centrifugo
por 10 minutos, separando la solucion del precipitado generado por el
procedimiento de centrifugado. A la solucién separada en este proceso se le
afiadié 3 g de la fibra funcionalizada con glutaraldehido FG-GA-S y se dejo en
agitacion por 24 horas en una placa de agitacion magnética. Posteriormente esta
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solucion fue centrifugada, filtrada y lavada 3 veces con buffer de fosfato para
separar las fibras que finalmente se pusieron a secar por 24 horas a 30°C,
rotulando este material como FG-lipasa.

Ensayo Catalitico:

Con tal de evaluar si la enzima inmovilizada en la fibra (FG-lipasa) presentaba
alguna actividad catalitica, se procedio a realizar una prueba de esterificacion de
acido oleico, como lo muestra la siguiente reaccion:

<OQOH ' QQDH 0 VLAl a QOIS 0 QA 0O O

Se adicionaron 0.5 g de la fibra con la enzima inmovilizada (FG-lipasa), 1.57 ml de
acido oleico y 48 ml de hexano, se dejaron en agitacioén por 1 hora. Posteriormente
se adicionaron 0.46 ml de butanol, dejandose a una temperatura de 40°C y se
inicié a contabilizar el tiempo. Cada 20 minutos se retiraba una alicuota de 1 ml de
la mezcla reaccionante, calentandose por 1 minuto en bafio maria para detener la
reaccion, después dicha mezcla se aforé con etanol grado absoluto hasta 5 ml. Se
realiz6 una titulacién a esta mezcla con potasio alcohdlico (0.01 N). La actividad es
expresada por la cantidad de acido oleico que se gasta por unidad de tiempo.

Determinacién de Proteina Método Biuret:

Con el fin de poder determinar la cantidad de proteina se utiliz6 el método Biuret
para evaluar la cantidad de proteina que no se inmovilizé y que se encontraba en
el sobrenadante y en cada uno de los lavados realizados al material después de
realizar el procedimiento de inmovilizacion

Primero se establecia una curva de calibracién preparada con Albumina sérica
bovina con concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mg/ml y midiendo la absorbancia
respectiva, cuando se somete a una luz de una longitud de onda de 540nm.

Después de realizar la curva de calibracién, se anota el volumen de cada una de
las muestras (sobrenadante y lavados), a continuacion se procede a retirar 1 ml de
la solucion a la cual se le va determinar la cantidad de proteina, para adicionar 4
ml del reactivo de Biuret, se mezcla y se deja en reposo por 30 minutos en un
lugar oscuro. Posteriormente se procede a determinar la absorbancia al someter
las soluciones (sobrenadante y lavados) con Biuret a una luz de una longitud de
onda de 540 nm. La concentracion de proteina se obtiene utilizando una curva de
calibracion y el total de proteina al multiplicar dicha concentracién por el volumen
del sobrenadante y de cada uno de los lavados [64].
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6.2 ANALISIS DE RESULTADOS

El andlisis que se realizé en primer lugar antes de proceder a inmovilizar la
enzima de lipasa de Candida Rugosa fue el poder determinar por el método Biuret
el porcentaje de Albumina Sérica bovina inmovilizada sobre las fibras que se
sometieron a la funcionalizacién con glutaraldehido (FG-GA-S y FG-GA-H), para
asi poder determinar si este tipo material serviria como soporte para la
inmovilizacion de algun tipo de proteina y también evaluar la influencia de dejar
secar la fibra después de ser sometida al tratamiento con glutaraldehido. También
se realizaron fotografias Opticas con un aumento de 40x con tal de observar el
cambio en la tonalidad en cada uno de los procesos al cual fue sometido la fibra
hasta llegar al tratamiento con glutaraldehido.

Después de realizar los andlisis anteriores se procedié a efectuar el proceso de
inmovilizar la enzima lipasa de Candida Rugosa para someter a esta primero que
todo a un analisis por medio del método Biuret y asi determinar la cantidad de
enzima que se habia inmovilizado sobre el soporte y posteriormente realizar una
prueba de actividad enzimética atreves de la esterificacion de acido oleico.

6.2.1 Funcionalizacién con Glutaraldehido del Soporte FG-TEOS-APTS-2 e
Inmovilizacion de la proteina Albumina Sérica Bovina.

Figura 6-2: Fotografia 6ptica 40x: a) FG-2, b) FG-TEOS-3, ¢) FG-TEOS-APTS-2 y d) FG-GA-S.

En la Figura 6.2 se observa el cambio de tonalidades que se presenta en cada uno
de los procedimientos a los cuales fue sometido la fibra de guadua, pasando de
una tonalidad oscura en un principio solamente con el recubrimiento de magnetita
(FG-2), para luego tomar una tonalidad grisacea cuando ésta es sometida al
tratamiento con TEOS y APTES (FG-TEOS-3 y FG-TEOS-APTS-2), y por ultimo
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se ve como la fibra al ser funcionalizada con glutaraldehido (FG-GA-S) toma un
tonalidad oscura rojiza, siendo ésta una caracteristica que se presenta cuando las
particulas de magnetita son funcionalizadas con glutaraldehido [63].

Con el fin de poder determinar la influencia de dejar secar las fibras después de
ser funcionalizadas con glutaraldehido se procedio a determinar la capacidad que
tenian de inmovilizar los soportes FG-GA-H y FG-GA-S la proteina de Albumina
Sérica bovina, por medio del método Biuret [65].

Proteina R. Biuret Absorbancia
(mg/ml) (ml)

0.074
0.167
0.268
0.370
0.456
0 0.568

Tabla 6-1: Datos curva patron para determinar cantidad de proteina albumina.

RO |~ NIO
NI I EEIES

En la Tabla 6.1 se observan los datos de absorbancia que se presenta cuando se
irradia con una luz de una longitud de onda 540 nm a 1 ml de proteina de
Albumina disuelta en DDW a diferentes concentraciones con 4 ml del reactivo
Biuret, esto con el fin de obtener una curva patrén que relacione la absorbancia
con la concentracion de proteina.

06 L y=0.049129x+0.07152 | —— Ajuste Lineal
R?=0.99906
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< o4l
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Concentracion (mg/ml)

Figura 6-3: Curva patron para determinar cantidad de proteina albumina.
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Al graficar la curva patron Figura 6.3 y realizar una correlacion lineal de los datos
se obtuvo la siguiente expresion 0w T8I T w ¢ @3T X p ,can la cual se relaciona
la absorbancia con respecto a la concentracion de proteina de la siguiente forma:

w —>absorbancia.
w ——  »concentracion de proteina en mg/ml.

Con lo cual podemos representar la expresion de la siguiente forma:

AAOT OAABIARMMYI b AAT OGdiRARES (6.2)
Con la ecuacion 6.1 hallada en la curva patrén, se procedié a determinar la
cantidad de proteina lixiviada, primero en el sobrenadante y posteriormente en
cada uno de los lavados que se les realizaron a los materiales FG5-album-H vy
FG5-album-S, las cuales fueron sometidas al proceso de inmovilizacién de la
proteina de Albumina tal como se describié anteriormente. Para ello se realizaron
tres medidas de absorbancia al sobrenadante y a cada uno de los lavados con
Biuret, cuando se sometian a una luz con longitud de onda de 540 nm.

Al momento de determinar la cantidad de Albumina se descartaron aquellos
resultados en los cuales la proteina lixiviada daba un resultado negativo.

Cantidad de proteina material FG-album-H

Absorbancia Volumen | Concentracion Proteina

Promedio (ml) (mg/ml) lixiviada (mg)
Sobrenadante 0.925 28 17.365 486.232
Lavado 1 0.085 46 0.274 12.621
Lavado 2 0.055 43 -0.343 -14.751
Lavado 3 0.057 42 -0.302 -12.698
Lavado 4 0.060 41 -0.234 -9.614

Tabla 6-2: Cantidad de proteina lixiviada en el material FG-album-H.

Por lo tanto teniendo en cuenta los anteriores resultados mostrados en la Tabla
6.2 se determind lo siguiente:

Proteina que no se adhirio= 498.854 mg

Proteina que se utilizé = 500 mg

Proteina inmovilizada = 500 mg- 498.854 mg = 1.146 mg
% Proteina inmovilizada = 0.229%

La cantidad de proteina presente en el material FG-album-H que se determina por

medio de método Biuret es relativamente muy baja en la cual sélo 0.229% se pudo
inmovilizar, pudiéndose aproximar este valor a cero.
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Cantidad de proteina material FG-album-S

Absorbancia Volumen Concentracion Proteina
Promedio (ml) (mg/ml) lixiviada (mg)
Sobrenadante | 0.876 28 16.375 458.496
Lavado 1 0.087 44 0.308 13.565
Lavado 2 0.073 43 0.03 1.295
Lavado 3 0.069 44 -0.051 -2.257
Lavado 4 0.07 41 -0.024 -1.014

Tabla 6-3: Cantidad de proteina lixiviada en la material FG-album-S.

Proteina que no se adhiri6=472.061 mg

Proteina que se utiliz6 = 500 mg

Proteina inmovilizada = 500 mg- 472.061 mg = 27.939 mg
% Proteina inmovilizada = 5.588%

La cantidad de proteina presente en el material FG-album-S fue de 27.939 mg, la
cual corresponde al 5.588% Albumina sérica bovina utilizada en el proceso, siendo
ésta una cantidad representativa que muestra la viabilidad de utilizar el soporte
FG-GA-S en la inmovilizacion de la enzima lipasa de Candida Rugosa.

6.2.2 Inmovilizacion de la enzima lipasa candida rugosa:

AccV. SpotMagn Det WD Expr —— s0um
S00kV50 500x GSE97 0  09Torr

AccY Spot Magn  Det WD Exp F——— 20um
300kVEO 1000x GSEQ7 0  09Tom

AccV SpotMagn Det WD Exp —1 10um
300kV60 2600x GSE97 0 0.9 Torr

AccV' SpotMagn Det WD Exp — 6um
GSE 97 0

AccV SpotMagn Det WD BExp ——— 2ym

300KV 40 B000x G 08 Torr 300KV 40 10000x GSE9F 0  09Tom

Figura 6-4: Material FG-lipasa: a) Fotografia 6ptica 40x, b) Micrografia SEM 500x, c) Micrografia SEM
1000X, d) Micrografia SEM 2500X, e) Micrografia SEM 5000x y f) Micrografia SEM 10000x.

En la Figura 6.4 se observa el material FG-lipasa, la cual fue sometida al proceso
de inmovilizacion de la enzima lipasa de Candida Rugosa; primero se observa en
la fotografia Optica (Figura 6.4a) el color caracteristico rojo el cual es debido al
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proceso de funcionalizacion con glutaraldehido que se somete el material, en las
micrografias SEM En las Figuras 6.4 b, c, d, e y f se nota en la superficie de estas
fibras unos aglomerados, los cuales se pueden relacionar con la funcionalizacion
con glutaraldehido y también por una posible presencia de la enzima lipasa de
Candida Rugosa en estos sitios.
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Figura 6-5: Curva TGA Materiales FG-0, FG-2, FG-TEOS-APTS-2 y FG-lipasa.

La Figura 6.5 muestra las curvas de TGA de los algunos de los materiales que se
generaron en el proceso de inmovilizacion (FG-0, FG-2, FG-TEOS-APTS-2 y FG-
lipasa).(l) Las pérdidas de peso que se encuentran por debajo de 200°C se
pueden asignar a la pérdida de agua, sin embargo en el material FG-lipasa
presenta la mayor pérdida de peso en dicha region lo cual puede asociarse a la
lipasa que se encuentra presente en dicho material, ya que en dicho rango de
temperatura se presenta la degradaciéon de enzima lipasa tal como lo indican
Dong-Geun Lee y sus colaboradores en el trabajo tituladofi | mmobi | i z a
on hydrophobic nano-s i zed magn et [4]t66]. (b das pérddds ale prso
gue se encuentran en el rango de 200°C y 360°C se deben a la descomposicién
de algunos elementos organicos presentes en las fibras tal como se explico en la
seccion 4.2 de este trabajo. Sin embargo es de destacar que este comportamiento
es un poco diferente para las muestras FG-TEOS-APTS2 y FG-lipasa, ya que en
este mismo rango de temperatura se presenta una pérdida de peso que se
atribuye a la descomposicion y evaporacion de la capa APTS de la superficie de
dichos materiales [67].(IIl) En el rango de 360°C a 500°C se puede observar como
la pérdida de peso del material FG-lipasa se presenta en forma diferente a los
otros materiales presentes en la Figura 6.5, lo cual puede estar asociado a la
activacion con glutaraldehido, ya que debido a la naturaleza reticulada del
glutaraldehido ayuda a que se presente una mayor estabilidad térmica en ciertos
rangos de temperatura [66]. (IV) Por ultimo en temperaturas superiores a 500°C el
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material FG-2 es el Unico que presenta una variacion significativa en el cambio de
peso, esto se puede deber a la descarboxilacion, tal como se mostré en la seccion
4.2 de este documento.

Proteina (mg/ml) | R. Biuret (ml) | Absorbancia
0 4 0.067
2 4 0.171
4 4 0.278
6 4 0.382
8 4 0.486
10 4 0.578

Tabla 6-4: Datos curva patron para determinar cantidad de lipasa candida rugosa.

Tal como se realiz6 para determinar la cantidad de Albdamina inmovilizada
anteriormente, para establecer la cantidad de enzima lipasa inmovilizada sobre el
soporte FG-GA-S es necesario realizar una curva patrén con los datos obtenidos
de la absorbancia que se presenta cuando se irradia con una luz de una longitud
de onda 540 nm a 1 ml proteina Albumina disuelta en Buffer de Fosfato de
diferentes concentraciones con 4 ml del reactivo Biuret, tal como se ven en la
Tabla 6.4.

6 y=0.05149x+0.06971 —— Ajuste Lineal
" [ R*=0.99937
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Figura 6-6: Curva patron para determinar cantidad enzima lipasa candida rugosa

Después de realizar el ajuste lineal como se ve en la Figura 6.6 se obtuvo la
siguiente ecuacibnw TETUL pd W @ w,Xl cual se puede representar de la
siguiente forma:
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AAOT OAABIABPATW AAT OGdrABE D (6.2)
Ya con la ecuacion 6.2 se procedid a determinar el porcentaje de enzima

inmovilizada a partir de la cantidad que esta lixiviada en el sobrenadante y en cada
uno de los lavados realizados.

Absorbancia Volumen Concentracion Proteina
Promedio (ml) (mg/ml) lixiviada (mg)
Sobrenadante 91
0.154 1.637 148.969
Lavado 1 0.075 89 0.103 9.144
Lavado 2 0.072 88 0.051 4.483
Lavado 3 0.070 90 0.006 0.507
Lavado 4 0.070 90 0.006 0.507

Tabla 6-5: Cantidad de proteina lixiviada en el material FG-lipasa.

Proteina que no se adhirio= 163.609 mg

Proteina que se utilizé = 170 mg

Proteina inmovilizada = 170 mg- 163.609 mg = 6.391 mg
% Proteina inmovilizada = 3.759%

Con los resultados obtenidos por medio del método Biuret para determinar la
cantidad de proteina, se pudo establecer que en el material FG-lipasa se adhirié
6.391 mg de proteina, lo cual es equivalente al 3.7% del total de proteina de la
enzima lipasa de Candida Rugosa inmovilizada. Este porcentaje es un resultado
satisfactorio ya que no se encontraron en nuestra revision bibliografica algun
reporte sobre la inmovilizacion de enzimas en un soporte de una fibra natural
recubierta con magnetita. Ademas en el trabajo de grado titulado finmovilizacién
de Enzimas en Nanoestructuras Magnéticaso e | a b o Kellg Inhapadussan
Medina, en el cual se inmovilizo la enzima lipas de Candida Rugosa en particulas
de magnetita, se obtuvo un 6.5% de contenido de proteina de la enzima
inmovilizada [68]. Siendo un porcentaje superior al obtenido en este trabajo pero
realizado en particulas de magnetita.

Prueba de actividad enzimatica en el material FG-lipasa.

Con el fin de poder determinar si la enzima inmovilizada en el soporte FG-lipasa
presenta alguna actividad enzimatica se procedié a realizar una prueba de
esterificacién de acido oleico en funcién del tiempo.

Para realizar la prueba de esterificacion de &cido oleico utlizando como
catalizador la enzima inmovilizada en el material FG-lipasa se tuvieron en cuenta
los siguientes reactivos:

FG-lipasa=500 mg
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Hexano= 48 ml

Butanol=0.46 ml

Acido oleico inicia=157 ml - 1.397 mg.
Tiempo| KOH | Ac. Oleicadegradado. Ac. Oleico Converspn Conversbn
(min) (ml) (mg) convertido. Promedio
(mg)
0| 125 31.990
0| 125 31.990
20| 10.6 27.127 1.983 6.812
20| 10.8 27.639 1.471 5.054 5.933
40| 10.2 26.104 3.007 10.329
40| 105 26.871 2.239 7.692 9.010
60| 10.3 26.360 2.751 9.450
60| 10.4 26.615 2.495 8.571 9.010
80| 10.1 25.848 3.263 11.208
80| 10.3 26.360 2.751 9.450 10.329
100 10.3 26.360 2.751 9.450
100f 10.5 26.871 2.239 7.692 8.571
120| 10.2 26.104 3.007 10.329
120/ 104 26.615 2.495 8.571 9.450

Tabla 6-6: Actividad enzimética para la enzima inmovilizada en el material FG-lipasa.

En la Tabla 6.6 se obtuvieron los resultados de la conversién de &cido oleico por
medio de la de titulacién de una mezcla con potasio alcohdlico (0.01 N), en el cual
se realizaron dos ensayos para cada uno de los tiempos para posteriormente ser
promediados.
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Figura 6-7: Grafica de conversion promedio de acido oleico en funcién del tiempo.

En la Figura 6.7 podemos ver la actividad catalitica que se presenta en cada uno
de los tiempos en el proceso de esterificacion de acido oleico, en la cual se puede
observar que la conversién de acido oleico se incrementa de una forma casi lineal
en los primeros 40 minutos pero posteriormente la conversion de acido oleico
empieza a fluctuar alrededor de una conversion de 9. Esto lo podemos asociar a
gue se presente una actividad catalitica solamente en los primero 40 minutos para
posteriormente disminuir y no presentar una actividad catalitica evidente. Con esto
se puede determinar que la actividad enzimatica que presenta el material FG-
lipasa es relativamente baja, asociada a la poca cantidad de enzima presente en
este material.
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7. CONCLUSIONES

El método de co-precipitacion in-situ utilizado para recubrir con particulas de
magnetita las fibras de Guadua Angustifolia empleando las dos soluciones
alcalinas (NaOH o NH,OH) fue eficaz, ya que los analisis de absorcién atomica
(A.A) y SEM-EDS revelaron la presencia de hierro, principal componente de la
magnetita; conjuntamente los anadlisis de XRD mostraron algunos picos
caracteristicos de la magnetita sobre este tipo de materiales y se observo también
por medio de los analisis de magnetizaciébn cémo se pasé de tener un material
paramagnético a uno ferrimagnético después de someter las fibras al
procedimiento de co-precipitacion in-situ.

También se pudo concluir que el pretratamiento con hidroxido de sodio (NaOH)
previo al recubrimiento con magnetita mejor6 la superficie de la fibra para dicho
procedimiento, ya que acondicioné la superficie para que se generara una mayor
cantidad de magnetita en la fibra, ademas en el proceso de co-precipitacion in-situ
se evidencié una mayor presencia de magnetita cuando se utilizoé la soluciéon de
NaOH con respecto a la solucion de NH4,OH. Esto se demostré por medio de los
analisis de A.A. y Magnetizacion en los cuales se vio un aumento en la cantidad
de hierro y una mejor respuesta magnética en dichos materiales.

En la adicion del agente de acoplamiento TEOS a las fibras con magnetita mostro
mejores resultados cuando se utilizd etanol en vez de metanol en el proceso de
hidrolisis, ya que se obtuvo una mayor presencia de silicio en dichos materiales.

La fibra de Guadua Angustifolia Kunth recubierta con magnetita evidencio ser un
candidato para ser utilizado como soporte para la inmovilizacién de proteinas,
porque se noté por medio del método Biuret que se puede inmovilizar hasta un
5.5% de la proteina Albumina sérica bovina utilizada en dicho soporte, ademas se
vio como el dejar secar la fibras después de someterse al proceso de
funcionalizacion con glutaraldehido es un factor que influye en gran medida para
gue se pueda dar dicha inmovilizacién.

Segun los andlisis de contenido de proteina obtenidos por el método Biuret
sugieren que se logré inmovilizar un 3.7% de la enzima Lipasa de Candida
Rugosa. A pesar de ser éste un porcentaje bajo, los resultados son satisfactorios
ya en la actualidad no se han reportado trabajos en los cuales se utilicen fibras
naturales recubiertas de magnetita como soporte para inmovilizar enzimas segun
nuestra revisiéon bibliografica. Asi mismo se observd una pequefia actividad
catalitica al momento de utilizar la fibra con la enzima lipasa inmovilizada en la
prueba de esterificacion de &cido oleico, con lo cual se puede ratificar una
pequefia presencia de dicha enzima en el soporte.

71



Con este trabajo se not6 que la fibra de Guadua Angustifolia en conjunto con otros
materiales puede adquirir diferentes propiedades y tener aplicaciones de gran
interés como lo es la inmovilizacion de proteinas y enzimas, ampliando el rango de
de la aplicacion de dicho material en otras areas fuera de las convencionales en
las cuales se ha utilizado, dejando la puerta abierta a la utilizaciéon de la Guadua
Angustifolia Kunth en otros trabajos de investigacion.
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8. PERSPECTIVAS

Recurrir a diferentes tratamientos previos al recubrimiento con magnetita que
posiblemente adecuen la superficie de la fibra para que haya una mejor adicién de
magnetita sobre este material.

Determinar la incidencia de diferentes factores (tamafio de la fibra, velocidad de
agitacion, temperatura) en el proceso de co-precipitacion in-situ para el
recubrimiento de la fibra de Guadua Angustifolia Kunth con magnetita.

Establecer un protocolo en el cual se pueda determinar con mayor exactitud la
relacion optima de fibra en el proceso de co-precipitacion.

Mejorar el proceso en el cual se adiciona el reactivo TEOS y APTS, con el cual se
pueda obtener una mayor presencia de dichos reactivos en las fibras recubiertas
con magnetita.

Realizar un proceso mas exhaustivo con el cual se pueda determinar la actividad
catalitica de la enzima inmovilizada en la fibra en un proceso continuo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Available online 21 December 2011 Several Angustifolia Kunth bamboo fibers, which have been previously treated with an alkaline
solution, were coated with magnetite particles. The coating of the fibers was achieved by an in-situ
co-precipitation method with Fe?* and Fe>"in NaOH or NH,4OH. The fibers were evaluated by chemical
analysis using atomic absorption (A.A.) technique, structural characterization by X-ray diffraction
(XRD), thermal stability with thermo-gravimetric analysis (TGA) in nitrogen at temperature range
between 23 °C and 800 °C and magnetic behavior using vibrating sample magnetometry (VSM)
applying a magnetic field between —27 KOe and 27 KOe at room temperature. We found that the
thermal stability and magnetization depend of the synthesis method used to cover the Angustifolia
Kunth bamboo fibers. In addition, an improved magnetic response was observed when NaOH solution is

Keywords:
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Superparamagnetism

used to generate the magnetite coating on the fiber surface.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The interest in lignocellulosic fibers has increased in recent
decades; the main reason is associated with its good mechanical
properties, low density, low cost and recyclability. Given the
bioorganic nature of cellulose, it requires a modification of its
surface to improve its interfacial properties, turning it in a new
functional biopolymer material [1,2]. In this chemical modifica-
tion studies, has been reported the use of magnetic nanoparticles
applied in the development of magnetic paper, electromagnetic
shielding and security paper [3,4]. In this area, magnetite has
generated interest because it has applications in fields such as
biology, medicine and development of new technologies in the
information storage [5]. To perform the chemical modification of
lignocellulosic materials with magnetite, two types of methods
have been reported: (1) lumen loading and (2) in-situ coprecipi-
tation [4,6,7]. In the first method, the magnetite particles are
introduced inside the fibers (lumen) and in the second one, the
magnetite particles are formed in the presence of lignocellulosic
fibers, covering the fiber surface. This paper presents the devel-
opment of a material based on bamboo Guadua Angustifolia
Kunth fibers that combines its physical and mechanical properties
[8] with magnetic properties of magnetite nanoparticles, using

* Corresponding author.
E-mail address: ohggiraldo@hotmail.com (0. Giraldo).

0921-4526/S - see front matter © 2011 Elsevier BV. All rights reserved.
doi:10.1016j.physb.2011.12.083

the method of in-situ coprecipitation. This method offers a more
uniform size particles and a better distribution of magnetite on
the surface of the fiber, gaining greater control of the magnetic
properties of the coated fibers [9,10].

2, Materials and experimental methods
2.1. Materials

Angustifolia Kunth bamboo fibers of 50 mm x 0.5 mm, Fe(II)
chloride (FeCl;-6H,0, 97%-102% Carlo Erba), Fe(ll) chloride
(FeCl, -4H,0, 102.7% JT Baker), sodium hydroxide (NaOH, 99%
Carlo Erba) and ammonium hydroxide (NH4OH, 25% Aldrich).

2.2. Samples preparation

Angustifolia Kunth bamboo fibers were previously subjected
to treatment with a solution of NaOH to modify the fiber surface
following the reaction [11,12]:

Fiber-OH+ NaOH — Fiber-0-Na* +H,0

Fibers were dipped in 5% sodium hydroxide solution for about
1h, after which the fibers were washed with water (DDW).
Finally, the fibers were dried for 24 h at 30 °C. The Fe (1) and Fe
(111) chloride solutions of 0.2 M and 0.3 M concentration, respec-
tively, were mixed by continuous magnetic stirring, subsequently
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Fig. 1. Sketch of the synthesis procedure.

bamboo fibers were added under stirring. Alkaline solution
(NaOH or NH4OH) 4 M. This suspension was left under stirring
for 24 h. The fibers were removed and washed three times with
deionized distilled water (DDW). Finally, these fibers were dried
for 3 days at 30 C. The samples were labeled as FG-0, FG-1, FG-2
and FG-3 (see Fig. 1).

2.3. Characterization

Elemental analysis by Atomic Absorption (A.A.): A.A. was carried
out in a Perkin Elmer 3110. The samples were calcinated and
digested in HCI and HF solutions in order to find the global metals
composition.

Thermogravimetric analysis (TGA): the evaluation of thermal
stability of the samples was carried out using a Q500 Thermo-
gravimetric Analyzer, TA Instruments. Thermogravimetric mea-
surements were performed from room temperature to 800 ‘C at a
heating rate of 5 °C/min in a nitrogen atmosphere.

X-ray diffraction patterns (XRD): the X-ray diffraction patterns
of the samples were obtained using a Rigaku Miniflex II diffract-
ometer using CuKa radiation with an operating voltage of 30 kV
and current of 15 mA. The scan rate was 5°/min and scan range
was from 3 to 70" 20 with a step size of 0.02".

Magnetic behavior: the hysteresis loop of the materials under
study was obtained with a Vibrating Sample Magnetometer
(VSM)-VersaLab, Quantum Design, Inc. The applied field was
varied in the range —27 < H <27 kOe. Data were obtained for
consecutive H=0.1 KOe steps, stabilizing H before each reading,
at T=300 K.

3. Results and discussion

3.1. Global composition

Table 1 shows the weight percentages of elements present in
the samples, the only one among them that showed significant
variation were iron (Fe) and sodium (Na). The presence of Na in
the samples is a consequence of the treatment with the alkaline
solution of NaOH. The sample FG-2 has higher Fe content than the
sample FG-3, suggesting a greater deposition of magnetite on the
surface of the bamboo fibers, because the iron content is directly
related to the magnetite content.

3.2. XRD analysis

A XRD pattern comparison between all fibers is shown in
Fig. 2. There are two common diffractions peaks located at 21.26
and 15.16° 20 (see Fig. 2a) associated with type | cellulose, which
is very common in materials from plant sources such as wood
[13]. However, the diffraction peak at 15.16" 26 shows a variation
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Table 1
Global Composition of metals (w%).

Element (w%)

Sample K Fe Ca Mg Si Na

FG-0 0.54 0.01 0.03 0.01 0.04 0.01
FG-1 0.01 0.01 0.03 0.01 0.02 119
FG-2 0.02 11.57 0.02 0.01 0.04 0.57
FG-3 0.01 6.21 0.02 0.01 0.02 0.12

probably associated to degradation of the amorphous part of
cellulose due to the fact that the reaction with magnetite is
carried out in strong alkaline medium. Fig. 2b is a magnification in
the scale between 25" and 70" 20, the bottom diffraction pattern
corresponds to the precipitated material formed during reaction
between the precursors and the fiber. This is characteristic of
Fe;0, structure, which presents and corresponding to diffraction
peaks at 30.2°, 35.62", 43.08°, 57.28 and 62.98 20 with the
planes (220),(311),(400), (511) and (440), respectively, of
magnetite structure [14]. In this region, the diffraction patterns of
FG-2 and FG-3 exhibit peaks associated with the presence of
magnetite on each of these samples.

3.3. Thermal analysis (TGA)

Fig. 3 shows a difference in mass losses of the analyzed
materials, the weight lost below 200 °C can be assigned to
physisorbed water. The weight losses occurring between 200 °C
and 360 “C for all fibers are due to decomposition of hemicellu-
lose and the breaking of glycosidic bonds. Losses between 360 "C
and 420 °C are assigned to decomposition of cellulose [15-17],
and weight losses exceeding 420 "C are due to decarboxylation
reactions to form aldehydes, ketones, esters and finally carbon
formation [7]. Additionally in this region, the weight loss for FG-2
and FG-3 may be related to the structural changes in phase
transformation of magnetite that cover the fibers to maghemite
(270 °C) and its final transformation to hematite (480 'C) as
verified by XRD (XRD not shown here) [18].

3.4. Magnetic measurements

Fig. 4 shows the magnetization versus magnetic field curve at
room temperature of each fiber. In these materials there is a
change in the magnetization due to the fibers covered with
magnetite nanoparticles, changing from paramagnetic behavior
(FG-0) to ferromagnetic one (FG-2 and FG3), which can be
attributed to the magnetite nanoparticles (Fe;04) at the surface
of the covered fibers. This figure also shows that none of the
covered fibers exhibit coercivity, remanence and not present
magnetic saturation at 27 kOe. This observed phenomena is
probably due to the fact that magnetite nanoparticles have
magnetic saturation only when they are subjected to magnetic
fields higher than 50 kOe, indicating superparamagnetism [19].

4. Conclusions

Angustifolia Kunth bamboo fibers were subjected to pretreat-
ment with NaOH before being coating with nanoparticles of
magnetite in presence of two types of alkaline solutions (NaOH
or NH,OH).

The method used for covering bamboo fibers with magnetite
nanoparticles was effective, because the characterizations show
the presence of magnetite in the fibers subjected to pretreatment
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Fig. 2. XRD patterns of samples: (a) magnetite (Fe;0,4), (b) FG-0 (c) FG-1 and (d) FG-2.
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Fig. 3. TGA profiles at heating rate R=>5 "C/min: Fe;04, FG-0, FG-1, FG-2 and FG-3.
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Fig. 4. Hysteresis loop of FG-0, FG-2 and FG-3 at room temperature. The inset
shows the magnetic macro-behavior of the material.

with NaOH and the in situ co-precipitation process. We also
observe a difference in the magnetization depending on alkaline
solution used in the synthesis, probably associated to a variation
in the iron content, since the sample with highest content of iron,
showed a higher magnetization.
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Several angustifolia kunth bamboo fibers were covered with magnetite nanoparticles (MNPs) of Fe>* and Fe** by in-situ co-precipitation
method with NaOH or NH4OH. In natural and coated fibers, it was evaluated the global composition by atomic absorption (A.A) technique,
structural charactererization by X-ray diffraction (XRD), thermal stability with thermogravimetric analysis (TGA) in nitrogen atmosphere
at temperature range between 23°C to 800°C and magnetic behavior at room temperature using vibrating sample magnetometry (VSM)
technique applying a magnetic field between -27000 Oe and 27000 Oe. The results show a dependence of thermal stability and magnetization
with the synthesis method used for covering the angustifolia kunth bamboo fibers, where an improved magnetic response was observed when
NaOH solution is used for coated fibers.

Keywords: Magnetite; angustifolia kunth bamboo; magnetization; in-situ co-precipitation.

Se recubrieron fibras de guadua angustifolia kunth con nanoparticulas de magnetita (NPsM) mediante el método de co-precipitacion in-situ
de Fe** y Fe*" en NH,OH o en NaOH. Para las fibras naturales y recubiertas se evalué: la composicién global por medio de la técnica de
absorcion atomica (A.A.), la estructura mediante difraccion de rayos X (XRD), la estabilidad térmica mediante analisis termogravimétrico
(TGA) en atmésfera de nitrogeno en un rango de 23°C a 800°C y el comportamiento magnético se evalu6 mediante magnetometria de
muestra vibrante (VSM) a temperatura ambiente en un rango de -27000 Oe a 27000 Oe. Los resultados mostraron una dependencia de la
estabilidad térmica y del comportamiento magnético con el método de sintesis utilizado en el recubrimiento de la fibra de guadua angustifolia
kunth, observandose mejor respuesta magnética cuando se utiliz6 la solucion NaOH.

Descriptores: Magnetita; guadua angustifolia kunth; magnetizacion; co-precipitacion in-situ.

PACS: 75.50.Gg; 75.75.Cd; 61.05.cp
1. Introduction Magnetite (Fe30,) is a magnetic material of great inter-
est to be incorporated in natural fibers, since they have some
very interesting properties such as: very low coercive fields,

The angustifolia bamboo is the most common native bam-
boo in tropical America, being the angustifolia kunth kind,
the most important one in Colombia. Morphologically, this
species of bamboo can be distinguished by the following
parts: root, stem, leaves, flowers and fruits, of which the
stem, and particularly the culm, has been used for different
applications in the field of architecture and civil engineering,
as these parts have very interesting mechanical properties like
the resistance to tension and its flexibility [1]. The culms
and stems of the bamboo are largely comprised of fibers,
which in turn are composed of cellulose, hemi-cellulose and
lignin [2]. These fibers have very interesting mechanical
properties; they possess a tensile strength which is compa-
rable with the resistance of some major natural and synthetic
fibers currently used in concrete reinforcement. [1].

One of the qualities of natural fibers composed of ligno-
cellulose as the bamboo fibers is the ability to incorporate
magnetic materials which has been very useful in prepar-
ing magnetic paper, having great properties for use in elec-
tromagnetic shielding building, paper to record information,
magnetograph printing, etc... [3].

superparamegnetic behavior, ease to be attracted to sources
of magnetic field [4]. These particles also have other qual-
ities such as their compatibility with biological systems and
high effective surface area [5].

The magnetic properties of magnetite nanoparticles and
mechanical properties of bamboo fibers represent the advan-
tage of generating a hybrid material combining both quali-
ties. Nowadays, there are two types of synthesis methods
for incorporated magnetic nanoparticles to surfaces of ligno-
cellulosic material like kenaf and kraft to the best of the au-
thors” knowledge, reported in the scientific literature. These
are as follow: (1) lumen loading process; (2) in-situ co-
precipitation synthesis [6]. In the first method, the magnetic
particles are surrounded by cell walls inside the fibers (lu-
men) [7], allowing them to keep some mechanical properties
of the fiber, but restricting the effective surface of the parti-
cles for potential applications as support [8]. In the second
method, the magnetic particles are formed in the presence of
natural fibers allowing them to attach the magnetite in the
outer fibers, This kind of synthesis offers greater control of
the magnetic properties and the variety of magnetic particles
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