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RESUMEN 

RECUBRIMIENTO DE FIBRAS NATURALES CON PARTÍCULAS 
MAGNÉTICAS PARA LA INMOVILIZACIÓN DE ENZIMAS 

En este trabajo se recubrieron fibras naturales de Guadua Angustifolia Kunth 
con partículas magnéticas de magnetita para la inmovilización de la enzima 
lipasa de Candida Rugosa. La fibra de Guadua Angustifolia Kunth se sometió a 
un tratamiento con hidróxido 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 utilizó el método de co-precipitación in-situ de 
Fe+2 y Fe+3, utilizándose dos tipos de soluciones alcalinas (NaOH ó NH4OH). 
Los análisis de absorción atómica (A.A) y de magnetización (VSM)  permitieron 
determinar  la cantidad de hierro presente en los materiales elaborados en las 
diferentes síntesis, mostrándose un mayor contenido de hierro en las fibras 
sometidas al pretratamiento con hidróxido de sodio y a la síntesis realizada con 
NaOH, siendo esto corroborado con los análisis de magnetización. Además por 
medio de difracción de rayos x (XRD) se pudo determinar que el hierro 
presente en estos materiales se debía a la presencia de magnetita. 

Luego de depositar la magnetita en la superficie de las fibras, los materiales se 
sometieron a un recubrimiento con óxido de silicio el cual se realizo por medio 
de la metodología sol-gel. Posteriormente, para garantizar la inmovilización de 
la lipasa de Cándida Rugosa, el material fue funcionalizado con 
aminopropiltrimetoxisilano (APTS) y glutaraldehído 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 
proteína se evaluó mediante el método de Biuret  encontrándose un 3.7 % de 
enzima inmovilizada. La evaluación de la actividad enzimática se realizó 
mediante una reacción  de esterificación de ácido oleico utilizando la enzima 
inmovilizada en las fibras lo que sugiere que el material es potencialmente 
aplicable a estos procesos biocatalíticos. 

Palabras clave: co-precipitación in-situ, magnetización, inmovilización de 
enzimas, lipasa Cándida 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+2 and Fe+3 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 

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

Actividad catalítica: Es la capacidad que posee un catalizador de acelerar o 
disminuir una reacción. 

Actividad enzimática: Es la conversión de sustrato en una cantidad tiempo, 
catalizada por una enzima. 

Agentes de acoplamiento: Cualquier sustancia química diseñada para 
reaccionar con el refuerzo o la matriz de un material compuesto con el fin de 
formar o promover una unión más fuerte en la intercara. 

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

Albumina sérica: Es una proteína producida por el hígado. Se encuentra en gran 
proporción en el plasma sanguíneo, siendo la principal proteína de la sangre. 

Alícuota: Que es proporcional. Es una parte que se toma de un volumen (alícuota 
líquida) o de una masa (alícuota sólida) iniciales, para ser usada en una prueba 
de laboratorio, cuyas propiedades físicas y químicas, así como su composición, 
representan las de la sustancia original 

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

Bifurcada: Dividirse en dos ramales, brazos o puntas. 

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

Buffer, Solución: Es la mezcla en concentraciones relativamente elevadas de 
un ácido débil y su base conjugada. Tienen la propiedad de mantener estable 
el pH de una disolución frente a la adición de cantidades relativamente pequeñas 
de ácidos 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 azúcares son los 
compuestos orgánicos más abundantes y a su vez los más diversos. Están 
integrados por carbono, hidrógeno y oxígeno, de ahí su nombre.  

Catalizador: Sustancia que está presente en una reacción química en contacto 



 
 

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

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

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

Descarboxilación: es una reacción química en la cual un grupo carboxilo es 
eliminado de un compuesto en forma de dióxido de carbono 

Difracción de Rayos X (DRX): Técnica por la cual se realiza el análisis 
estructural de una muestra. La difracción de rayos X se basa en la dispersión 
coherente del haz de rayos X por parte de la materia (se mantiene la longitud de 
onda de la radiación) y en la interferencia constructiva de las ondas que están en 
fase y que se dispersan en determinadas direcciones del espacio 

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

Enlaces glucosídicos: es el enlace mediante el cual se unen entre sí dos o 
más monosacáridos formando disacáridos o polisacáridos, respectivamente 

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

Esterificación: Proceso por el cual se sintetiza un éster. Un éster es un 
compuesto derivado formalmente de la reacción química entre un ácido 
carboxílico y un alcohol. 

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

Grupos hidroxilo: (también llamado oxhidrilo) OH- es un grupo 
funcional compuesto de 1 átomo de oxígeno y 1 de hidrógeno, característico 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 mecánicos asociados 
(parénquima y esclerénquima). 

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

Hidrófoba: Que no tiene afinidad por el agua. 



 
 

Hidrólisis: Desdoblamiento de la molécula de ciertos compuestos orgánicos por 
acción del agua. 

Intercambio iónico: es un intercambio de iones entre dos electrolitos o entre una 
disolución de electrolitos y un complejo 

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

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. 

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

Magnetización de saturación: Magnetización máxima que alcanza un material. 

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

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

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

Metodología sol-gel: Un método para la producción de materiales sólidos a 
partir de moléculas pequeñas. El método se utiliza para la fabricación de óxidos 
metálicos, especialmente los óxidos de silicio y titanio. 

Microscopia Electrónica de Barrido (SEM): Técnica que permite analizar la 
morfología y la composición de la superficie de una muestra. 

Proteína: Son moléculas formadas por cadenas lineales de aminoácidos.  

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

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

Superficie específica: es una propiedad de los sólidos la cual es la relación 
entre el área superficial total y la masa del sólido,o volumen en bruto o área en la 



 
 

sección transversal. 

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

La Guadua Angustifolia es la especie de bambú más popular en Colombia gracias 
a su versatilidad, lo que proporciona que tenga múltiples usos, tanto en la parte de 
construcción como en la industria. Además de servir en la arquitectura para crear 
edificios, estructuras, cerramientos, canales y puentes, se utiliza hoy en día en el 
sector industrial para fabricar artesanías, sillas, mesas, puertas, pisos, cestería, 
paneles, laminados, entre otros [1]. 

Aunque fue descubierta en 1806, año en el que fue denominada Bambusa 
Guadua, esta planta que se concentra en la Región Andina y vive principalmente 
cerca a la orilla de los ríos y quebradas, en 1822 fue clasificada por Carl 
Sigismund Kunth como Guadua Angustifolia Kunth [2]. Dentro de su estructura se 
encuentran el tallo, la raíz 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 
que sea aprovechado para variadas aplicaciones. En la actualidad son 
innumerables las investigaciones de este tipo de material en el área de la 
arquitectura y la ingeniería civil, pero muy pocos los relacionados en otra áreas 
tales como la incorporación de partículas magnéticas para otorgarle nuevas 
característica a las fibras de Guadua, con lo cual se podría darle otro tipo de 
aplicación a las fibras de Guadua aprovechando algunas propiedades que 
presentan algunas partículas magnéticas en el área de inmovilización de 
proteínas, células y enzimas [3] [4].  

Un material que puede incorporarse a materiales ligno-celulosos como lo son las 
fibras de Guadua son las partículas de magnetita el cual es un material que 
presenta propiedades magnéticas de gran interés, además de ser un material de 
muy baja toxicidad, haciéndolo muy útil en diferentes aplicaciones que abarcan 
desde la generación de elementos tecnológicos utilizados en el almacenamiento 
de información como también los hace útil para ser utilizado en la hipertermia la 
cual es una técnica que se utiliza eliminan células cancerígenas cuando éstas se 
calientan al someter las partículas de magnetita a campos magnéticos alternos [5] 
[6].  

Para llevar a cabo la modificación química de materiales ligno-celulosos  con 
magnetita, existen dos tipos de métodos reportados como lo son: lumen-loading y 
co-precipitación in-situ [7]. En el primer método, las partículas de magnetita se 
introducen en el interior de las fibras (lumen) y el segundo, las partículas 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-precipitación in-situ. Este método ofrece unas partículas 
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de tamaño más uniforme y una mejor distribución 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 aplicación a las fibras de Guadua Angustifolia 
recubiertas con magnetita y debido a que ya se encuentran reportes en los cuales 
se han utilizado partículas de magnetita para la inmovilización de enzimas, en este 
trabajo además de recubrir con magnetita las fibras de Guadua Angustifolia por 
medio del método de co-precipitación in-situ se evaluó la posibilidad de la 
utilización de estas fibras recubiertas con magnetita como soporte para la 
inmovilización de enzimas covalentemente [4] [10]. Para poder utilizar estas fibras 
recubiertas con magnetita en la inmovilización 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 índole. Los agentes de acoplamiento más utilizados 
para generar dicha interfaz son el tetraetilortosilicato (TEOS) y el 
aminopropiltrimetoxisilano (APTS), los cuales se utilizan en conjunto para poder 
acoplar un material de procedencia orgánica con un material inorgánico [10] [11]. 

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

Como aporte de este trabajo se generaron las siguientes publicaciones: ñThermal 
and magnetic behavior of Angustifolia Kunth bamboo fibers covered with Fe3O4 
particlesò, publicado en ELSEVIER Physica B: Condensed Matter, Volumen 407, 
Issue 16, 15 August 2012, Pag. 3267-32 y la publicación ñCompositional, termal 
and magnetic analysis of bamboo fiber covered with magnetite nanoparticles by in-
situ co-precipitationò, publicado en la Revista Mexicana de Física 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 partículas de magnetita. Y también se genero una publicación online en 
la agencia de noticias UN de la Universidad Nacional de Colombia el cual se titulo 
ñCon fibras de guadua magnética se trasportaran enzimasò, 
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 nanopartículas de 
magnetita por medio de la técnica de co-precipitación in-situ y caracterizarlas, para 
posteriormente utilizar estos materiales en la inmovilización de una enzima del tipo 
lipasa. 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

¶ Recubrir con magnetita fibras de Guadua Angustifolia Kunth, por medio de 
diferentes métodos de co-precipitación in-situ. 
 

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

¶ Realizar caracterización morfológica, estructural, térmica y magnética a 
cada una de las fibras obtenidas en el proceso de inmovilización de la 
enzima lipasa:  
 
V A.A.: Absorción Atómica 
V XRD: Difracción de rayos X 
V SEM: microscopio   electrónico  de barrido  
V TGA: Análisis Termogravimétrico 
V VSM: Magnetómetro de Muestra Vibrante 
 

¶ Determinar por métodos químicos 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: Distribución Mundial del Bambú [13] 

El bambú es una gramínea leñosa (pasto gigante) de porte arbóreo de la que 
existen 1.250 especies agrupadas en 75 géneros. El área de distribución del 
bambú abarca las zonas tropicales, subtropicales y templadas de todas las 
regiones con la excepción de Europa, en los cuales el 63% se encuentran en Asia, 
32% en América y el 5% restante en África y Oceanía [14] [15]. 

Colombia ocupa el segundo lugar en diversidad de bambú en Latinoamérica 
después de Brasil. Actualmente, 9 géneros y 70 especies están reportados, siendo 
24 especies endémicas y por lo menos aún 12 por describir. La región Andina 
tiene la mayor cantidad y la más grande diversidad en población de especies de 
árboles (89%) y la cordillera oriental la más rica, con el 55% de bosques de bambú 
reportados hasta ahora. Los departamentos de Colombia con mayor diversidad de 
bosques de bambú son Norte de Santander, Cundinamarca, Cauca, Valle del 
Cauca, Antioquia, Huila, Nariño y Quindío [16].  

La especie nativa más importante de bambú en Colombia es la Guadua 
Angustifolia, fue identificada primero por los botánicos Humboldt y Bonpland como 
Bambusa Guadua, posteriormente en 1822 el botánico alemán Karl S. Kunth crea 
el género Guadua, haciendo uso del vocablo ind²gena ñGuaduaò con la que le 
identificaban las comunidades indígenas de Colombia y Ecuador. Kunth rebautiza 
la especie con el nombre de Guadua Angustifolia que significa ñhoja angostaò [17] 
[18]. Esta especie posee unas características de gran interés como lo es: 
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¶ Gran tamaño y rápido crecimiento: Esta especie puede alcanzar alturas de 
30 metros y diámetros de 22 cm, pude llegar a tener una tasa de 
crecimiento de 11 a 21 cm por día y alcanza su madurez entre los 3 y 5 
años de edad [19]. 

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

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

En la Guadua Angustifolia se compone de las siguientes partes: 

 

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

  

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

¶ Cepa: Parte del tallo de mayor diámetro y entre nudos más cercanos. Su 
longitud oscila entre los 3 y los 6 metros.  

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

¶ Sobrebasa: Es la parte donde empiezan las ramificaciones. Tiene 
longitudes de 4 metros. 
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¶ Varillón: Comprende la parte terminal de la planta y presenta el menor 
diámetro con longitudes de hasta 4 metros. 

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

 

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

Una pieza de gran atención 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 está compuesto, por 52% de tejido de parénquima, 40% de 
fibras y 9% haces vasculares (tejido conductivo). Estos componentes se hacen 
más 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 dirección en la que se 
hacen más compactos. Estos componentes a su vez están constituidos por 
celulosa y hemicelulosa que son carbohidratos de alto peso molecular que 
conforman el esqueleto del tallo y lignina que permite la unión entre estas [19] [22] 
[23]. 

 

Figura 2-4: SEM de Componentes Culmo de Guadua Angustifolia Kunth [22]. 
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La fibra de bambú 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]. Además estas fibras son las 
encargadas de soportar todo el esfuerzo mecánico al que está sometido el tallo 
debido al viento y otros factores externos, además de su propio peso, por lo que 
es un material que posee muy buenas características físico-mecánicas [25]. 

2.1.1 Celulosa: 

 

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 biopolímero que consiste en D-
anhidroglucosa (C6H11O5). 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 
región amorfa. Los grupos hidroxilos presentes en la región amorfa son de fácil 
acceso y por lo tanto propensos a reaccionar ante la presencia de agentes 
químicos, contrario con lo que sucede en la región cristalina [15]. Estos grupos 
hidroxilo están conformados por enlace del hidrógeno que juega un papel 
importante en la estructura cristalina de la celulosa y en sus propiedades físicas 
[27]. Se conocen cuatro tipos de celulosa, celulosa tipo I, II, III y IV, de las cuales 
la tipo I, también llamada celulosa nativa es la más cristalina y a partir de esta se 
puede obtener los otros tipos de celulosa menos cristalina por diferentes procesos 
que 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 II a partir de    
mercerizado, (c-d) Tipo III a partir de tratamiento con amoníaco celulosa Tipo I o II y (e-f) Tipo IV a 

partir de tratamiento con temperatura celulosa Tipo III [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 polímeros, tales como: pentosas (xilosa y 
arabinosa), hexosas (glucosa, manosa y galactosa), y ácidos urónicos, parecido a 
la celulosa pero con algunas diferencias puesto que  posee cadenas más cortas y 
ramificadas, ya que el grado de polimerización de la celulosa nativa es 10-100 
veces mayor que la de la hemicelulosa, además presentan un grado considerable 
de ramificación de cadenas que contienen grupos laterales que dan lugar a su 
naturaleza no cristalina, mientras que la celulosa es un polímero lineal [27] [29]. 

La hemicelulosa es susceptible al ataque químico por medios ácidos o alcalinos, 
también es hidrofílica y es la responsable de la capacidad de absorción 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 biopolímeros con 
mayor presencia en las fibras de Guadua. Es un heteropolímero amorfo que 
consiste de tres diferentes unidades fenilpropano (p-coumaril, coniferil y alcohol 
sinapil) unidos por diferentes tipos de enlaces. El principal propósito 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 mayoría 
de disolventes y no se puede dividir a unidades monoméricas. La lignina es 
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totalmente amorfa y de naturaleza hidrófoba. La lignina se considera que es un 
polímero termoplástico que exhibe una temperatura de transición vítrea de 
aproximadamente 90°C y la temperatura de fusión de alrededor de 170°C [27]. 

2.2 MAGNETITA (Fe3O4): 

 

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

La magnetita (Fe3O4) pertenece a la familia de óxido 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 oxígeno forman una celda unidad cúbica  centrada en las 
caras (FCC), con una longitud de arista a = 0,839 nm. Los cationes se ordenan 
con un átomo de Fe+3 el cual llena los agujeros tetraédricos y los átomos de Fe+2 y 
el resto de átomos de Fe+3 están distribuidos al azar en los huecos octaédricos. 
Esto coloca a la mitad de los cationes más pequeños, Fe+3, en los sitios más 
pequeños tetraédricos (en comparación con los cationes grandes, Fe+2, y los sitios 
más grandes octaédricos). Una estructura spinel normal tiene la formula AB2O4 
con los átomos A en los sitios tetraédricos y los dos átomos B en los sitios 
octaédricos. La estructura spinel inversa tienen los átomos B en los sitios 
tetraédricos y los átomos A y B en los sitios octaédricos. La estructura inversa 
para la magnetita fue sugerida para explicar el rápido salto de electrones, en otras 
palabras, el intercambio continuo de electrones entre los átomos de Fe+2 y Fe+3 en 
la posición 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) Ilustración lado frontal de una celda unitaria, 
b) Organización Ferrimagnética en magnetita; ilustración 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 están alineados en una 
dirección específica, mientras que todos los momentos magnéticos de hierro 
octaédricos están alineados en la dirección opuesta. Puesto que hay el mismo 
número de octaédricos y tetraédricos con iones de Fe3+, que se compensan entre 
sí, el momento magnético resultante de un cristal de magnetita surge sólo de los 
octaedros no compensados con iones de  Fe2+ [31]. Este comportamiento 
ferrimagnético del compuesto se da a baja temperatura (T<859 K). A temperaturas 
por encima de TV~120 K (llamada temperatura de Verwey) los electrones en los 
sitios B se encuentran térmicamente deslocalizados entre los iones Fe3+ y Fe2+ (en 
el fenómeno conocido como electrón hopping), lo que da lugar a la alta 
conductividad eléctrica y térmica de la magnetita en comparación con otras 
ferritas. Debido a este hecho la magnetita es la única ferrita que presenta 
comportamiento semi-metálico; es decir, tiene carácter semiconductor en lugar de 
aislante. 
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2.2.1 Nanopartículas de Magnetita (Fe3O4): 

 

Figura 2-9: Curva de histéresis a 300 Kº de nanopartículas de magnetita mineralizado [32]. 

 

Figura 2-10: Magnetización de magnetita de 12nm a  cambio de temperatura (ZFC-FC) [33]. 

Las nanopartículas de magnetita (Fe3O4) son ampliamente estudiadas por sus 
aplicaciones potenciales: en medios de grabación magnético en sensores, 
catálisis, los campos de biomedicina y especialmente en  la inmovilización de 
enzimas y células para la fabricación industrial de productos elaborados por medio 
de biocatalizadores [34] [35] [36]. Las propiedades que generalmente se 
encuentran en estas nanopartículas de magnetita son: bajo o nulo campo 
coercitivo (Figura 2-9), comportamiento superparamagnético (Figura 2-10), baja 
toxicidad, diámetros medios de las partículas alrededor de 10 nm y una mayor 
superficie específica para la unión de gran cantidad de enzimas [33] [37] [38]. 
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Figura 2-11: Dependencia de la magnetización de saturación con respecto a diámetro medio de las 
partículas y dependencia lineal de magnetización con respecto el cociente superficie a volumen de las 

partículas [39]. 

Una característica interesante de estas partículas es la dependencia de la 
magnetización de saturación que tienen las nanopartículas con su tamaño o 
diámetro medio.  A medida que se reduce el tamaño de las partículas, el número 
de átomos magnéticos que se encuentran en la superficie (con baja contribución a 
la magnetización) es cada vez más importante que el número de aquellos que se 
encuentran en el volumen interior (alineados entre sí por la interacción de 
intercambio), esto se ve en la Figura 2.11 donde la magnetización se comporta 
linealmente con el cociente superficie a volumen de las nanopartículas [39]. Por lo 
cual hay una dependencia directa entre el diámetro medio de las partículas con la 
superficie especifica. 

2.3 ENZIMAS LIPASAS: 

Las enzimas son proteínas que  catalizan  reacciones químicas, siempre que sean 
termodinámicamente  posibles. Una enzima hace que una reacción química 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 actúan 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  enzimáticas [34].

Los procesos catalizados por enzimas (reacción enzimática) presentan una serie 
de características en comparación a los catalizadores convencionales no 
biológicos, las cuales son: 
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¶ Las enzimas son biocatalizadores y por lo tanto disminuyen la energía de 
activación necesaria para que las reacciones se desarrollen, aumentando 
su velocidad, presentando las enzimas una actividad catalítica más eficaz 
que los catalizadores inorgánicos. 

 

Figura 2-12: Efecto de la cat§lisis enzim§tica sobre la energ²a de activaci·n. ȹEA es la energ²a de 
activación para una reacción catalizadora por una enzima, mientras que ȹEôA es la energ²a de una 

reacci·n no enzim§tica. ȹG0 es la energ²a libre de reacci·n [40]. 

¶ Las enzimas son selectivas, tanto de la reacción que catalizan, como de los 
sustratos que reconocen. Además, presentan un elevado grado de estereo 
y regioselectividad (en general, aceleran más el proceso con un isómero 
que con el otro, lo cual constituye una gran ventaja frente a los 
catalizadores químicos). 

¶ Las enzimas como provienen de fuentes biológicas al momento llevar a 
cabo la reacción catalítica no generan residuos contaminantes, siendo 
estas favorables al medio ambiente. 

¶ Las enzimas pueden ser objeto de regulación; es decir, su actividad 
catalítica puede estar determinada por la concentración de sustratos, 
productos y otras sustancias químicas presentes en el medio; las cuales 
pueden producir, tanto su activación como su inhibición [35] [40] [41]. 
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2.3.1 Enzima Lipasa: 

 

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 
función biológica es catalizar la hidrólisis de triglicéridos de grasas animales y 
aceites vegetales para dar lugar a ácidos grasos y glicerol. Esta hidrólisis tiene 
lugar a través de los pasos intermedios de formación de diacilglicéridos y 
monoacilglicéridos [35] [42]. 

Las lipasas son enzimas muy abundantes en la naturaleza. En función 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 digestión de la grasa, y la absorción, 
reconstitución y metabolismo de lipoprotemas [35]. 

Lipasas vegetales: Las lipasas en los vegetales se acumulan principalmente en 
los tejidos de reserva de energía como las semillas y frutos. Cuando una semilla 
germina presenta un alta actividad lipolitica, para obtener la energía 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 maíz, 
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 Inmovilización de Enzimas:  

Como la obtención de enzimas puede ser costosa y a veces difícil, para evitar 
pérdidas innecesarias del material enzimático se recurre a la inmovilización de 
enzimas. El objetivo de la inmovilización consiste en tener una enzima por 
diferentes mecanismos como son: atraparla en la matriz de un polímero, de un gel 
o de una microcápsula, adherido a un soporte sólido ya sea por mecanismos de 
adsorción, por intercambio iónico o bien por enlace covalente entre el soporte 
activo y algún grupo funcional de la enzima. En todos los casos se pretende 
recuperar la enzima al final de la reacción 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 inmovilización 
de enzimas de los cuales se destacan: 

Adsorción:  

 

Figura 2-14: Esquema Inmovilización método de adsorción [44]. 

La técnica de la adsorción consiste en emplear resinas de intercambio iónico, las 
cuales contienen grupos funcionales y contraiones móviles. 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 reutilización de soportes, la inmovilización 
en condiciones suaves y la gran posibilidad de una alta retención de actividad 
catalítica, debido a la no modificación química de la enzima. Generalmente se 
clasifican en las siguientes categorías [40]: 

¶ Adsorción física no especifica, en el que se adsorbe la enzima a través de 
fuerzas no específicos tales como fuerzas de van der Waals, enlaces de 
hidrógeno, e interacción hidrófila. 

¶ Interacción electrostática (también enlace iónico), se basa en la interacción 
de carga-carga entre la matriz y las enzimas. 
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¶ Interacción hidrofóbica, se basa en la interacción de las regiones hidrófobas 
de la enzima y la matriz [45]. 

 
Sin embargo, las enzimas inmovilizadas preparadas por adsorción tienden a 
escaparse del soporte, debido a la interacción relativamente débil entre la enzima 
y la matriz, que pueden ser destruidos por las fuerzas de desorción, tales como 
alta fuerza iónica, pH, etc [45]. 

Covalente: 

 

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

El enlace covalente de una enzima a un soporte se basa en la reacción química 
entre los aminoácidos 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 relación efectiva, la funcionalización del soporte y/o la enzima debe 
activarse antes de la inmovilización. A menudo, los portadores se activan antes de 
su uso para la unión de las enzimas. Los enlaces covalentes proporcionan 
generalmente vínculos fuertes entre la enzima y el soporte, en comparación con 
otros tipos de método de inmovilización de enzimas, con lo cual se logra que la 
fuga de enzimas del soporte sea  mínima [45].  

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

¶ La manipulación de los derivados inmovilizados es sencilla; 

¶ La carga de enzima permanece constante después de la inmovilización; 

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

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

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

¶ El proceso de inmovilización puede alterar la estructura del centro activo. 

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

Atrapamiento:  

 

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

El atrapamiento de enzimas se refiere a los procesos por los que las enzimas 
están alojadas en una matriz formada por medios químicos o físicos, tales como la 
reticulación o gelificación. En general, la matriz de atrapamiento se forma durante 
el proceso de inmovilización. Por lo tanto, no es sorprendente que los precursores 
de la matriz de gel y las condiciones utilizadas para la formación deberían ser 
compatibles con las enzimas. Las enzimas pueden estar físicamente incorporado 
o unido covalentemente a la matriz. Por lo tanto, el atrapamiento puede también 
clasificarse como atrapamiento covalente y atrapamiento químico [43]. 

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

¶ Gran sencillez desde el punto de vista experimental. 

¶ Requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados activos.  

¶ La enzima no sufre ninguna alteración en su estructura [40].  

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

¶ Que se requiere un control riguroso de las condiciones de polimerización.  
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¶ Comprobar que la naturaleza química del proceso no altere los grupos 
reactivos de la proteína [40]. 

Encapsulación: 

En este método, las enzimas están rodeadas de membranas esféricas de tipo 
físico semipermeables que permiten el paso de sustrato y producto, pero no de 
enzima. Estas membranas semipermeables de polímeros con diámetros en el 
rango de 1-100 micras, pueden ser permanentes (originadas por polimerización 
interfacial) o no permanentes (generadas por surfactantes, también llamadas 
ñmicelas reversasò). Algunas caracter²sticas favorables en este tipo de m®todo de 
inmovilización son [34]: 

¶ La posibilidad de encapsular simultáneamente una gran variedad de 
enzimas permitiendo la preparación de sistemas multi-enzima y las 
reacciones enzimáticas secuenciales. 

¶ No hay modificación química durante el proceso de atrapamiento, 
seleccionando así el proceso de atrapamiento adecuado podría evitar la 
desactivación de la enzima que se produce en otros procesos de 
inmovilización [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 tamaño de las moléculas de enzima, limitándose entonces la 
difusión, lo cual puede ser grave en comparación con otras enzimas inmovilizadas 
sobre soportes porosos [45]. 
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3. TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN 

A continuación se describen, brevemente, las técnicas de caracterización 
utilizadas en este trabajo para determinar algunas características o la presencia de 
ciertos elementos para determinados materiales. 

3.1 MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (SEM-EDS): 

Las micrografías SEM y los análisis EDS fueron realizadas en un microscopio 
electrónico JEOL JSM 5910LV. La muestra fue secada al vacío en un equipo 
marca Desk II-Denton Vacuum, de una presión de 1000 mtorr hasta 50 mtorr, y 
finalmente fue aplicada una capa de oro de aproximadamente 6 nm. Estos análisis 
se realizaron en el Laboratorio de Microscopía de la Universidad Nacional de 
Colombia sede Medellín. 

3.2 ANÁLISIS ELEMENTAL POR ABSORCIÓN ATÓMICA (A.A.): 

Las medidas de Absorción Atómica (A.A.) se realizaron en un espectrómetro 
Perkin Elmer 3110. Las muestras fueron calcinadas y digeridas en soluciones de 
Acido Clorhídrico (HCl) y en Acido Fluorhídrico (HF) con el fin de encontrar la 
composición global de los metales. Las medidas de Absorción Atómica (A.A.) se 
realizaron en el Laboratorio de Química de la Universidad Nacional de Colombia 
Sede Manizales. 

3.3 DIFRACCIÓN DE RAYOS X (XRD): 

Los patrones de difracción de rayos-X (XRD) se llevaron a cabo en el 
difractometro Rigaku MiniFlex II utilizando radiación de Cu con voltaje de 
operación de 30 kV y una corriente de 15 mA. Este tipo de medidas se realizaron  
en modo continuo, tomando un en intervalo de 5º a 70° con una velocidad de 
barrido de 5°/min, un ancho de muestreo de 0.02º y una resolución de 0.01°. Los 
análisis 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 MAGNETOMETRÍA DE MUESTRA VIBRANTE (VSM): 

Las medidas de magnetización se realizaron en un VSM Quantum Design 
VersaLab. 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 magnetización se realizaron en 
el Laboratorio de Magnetismo y Materiales Avanzados de la Universidad Nacional 
de Colombia sede Manizales. 

3.5 ANÁLISIS TERMOGRAVIMÉTRICO (TGA): 

Las medidas de estabilidad térmica se realizaron en un TGA Q500 de TA 
Instruments. Las medidas de TGA se realizaron en atmosfera de Nitrógeno, desde 
temperatura ambiente hasta 800ºC a una rampa de temperatura de 5º/min. Estas 
medidas se realizaron en el Laboratorio de Magnetismo y Materiales Avanzados 
de la Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.  



37 
 

4. RECUBRIMIENTO CON MAGNETITA FIBRAS DE GUADUA 

INTRODUCCIÓN 

La Guadua constituye el género de bambú nativo más común de América tropical, 
siendo la especie Angustifolia la más importante de Colombia la cual se encuentra 
distribuida a lo largo de la Cordillera Central y la zona céntrica del país en los 
departamentos de Antioquia, Cauca, Caldas, Cundinamarca, Huila, Quindío, 
Risaralda, Tolima y Valle del Cauca [17]. Morfológicamente, en esta especie de 
Guadua se pueden distinguir las siguientes partes: raíz, tallo, hojas, flores y frutos, 
de los cuales el tallo, y particularmente el culmo, se han aprovechado para 
diferentes aplicaciones, en el área de la arquitectura y la ingeniería civil, ya que 
estas partes poseen propiedades mecánicas muy interesantes como resistencia a 
tensión y a la flexión [25]. El culmo y el tallo de la guadua están formados en gran 
parte por fibras, que están compuestas generalmente por células de parénquima y 
haces vasculares, los cuales a su vez se componen de tejido conductivo. La unión 
entre las fibras y el parénquima se da por la presencia de celulosa y hemicelulosa 
que son carbohidratos de alto peso molecular, además de lignina que es un 
complejo polimérico [19] [23]. Estas fibras tienen propiedades mecánicas de gran 
interés, debido a la resistencia a la tensión 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 útil en la 
elaboración de papel magnético, poseyendo grandes propiedades para ser 
utilizado en la creación de blindaje electromagnético, papel para guardar 
información, impresión magnetografica etc [9] [46]. Con relación a estas 
aplicaciones resulta interesante recubrir otros materiales naturales lignocelulosos 
como la fibra de Guadua Angustifolia con partículas magnéticas como las 
nanoparticulas de magnetita (Fe3O4), ya que éstas  exhiben  algunas  propiedades 
de gran interés como son: muy bajo campo coercitivo, comportamiento 
superparamegnetico,  facilidad de ser atraídas a una fuente de campo magnético 
[33]. Debido a las propiedades magnéticas que poseen las partículas de magnetita 
y las propiedades mecánicas de las fibras, se presenta el interés de generar un 
material híbrido que combinen ambas cualidades. 

En la actualidad no se ha encontrado reportes del recubrimiento de fibras de 
Guadua o bambú con nanopartículas de magnetita, sin embargo hay una serie de 
reportes de la elaboración 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 sirvió de guía ya que ha sido utilizada la técnica co-
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precipitación in-situ para incorporar partículas de magnetita en la celulosa de este 
tipo de fibras [7] [9]. 

4.1 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: Extraídas del culmo por medio de la 
compresión entre unos rodillos, como se desarrollo en el trabajo de grado 
ñPotencialidad de la Fibra de Guadua Angustifolia Kunth como Refuerzo de 
Matrices Cementiciasò elaborado por el Arquitecto Gustavo Jim®nez Obando [47]. 

Cloruro de hierro (III) : Carlo Erba al 97% de pureza. 

Cloruro de hierro (II) : J.T. Baker al 102% pureza. 

Hidróxido de sodio: Carlo Erba al 99% de pureza. 

Hidróxido de amonio: Aldrich al 25% de pureza. 

4.1.2 Síntesis y Metodología de Recubrimiento: 

 

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 
síntesis 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 hidróxido de sodio como 
también el tipo de solución alcalina utilizada en el momento de la co-precipitación 
in-situ para la síntesis de la magnetita. 

Pretratamiento con hidróxido de sodio a las fibras naturales: 

Un grupo de fibras fue sumergido en una solución de hidróxido de sodio dejándose 
en agitación por 1 hora, luego estas fibras se lavaron con agua destilada 
desionizada (DDW), para posteriormente ser secadas por 24 h a 30 ºC. Este 
procedimiento se describe en la siguiente ecuación. 

ὊὭὦὶὥὕὌ ὔὥὕὌOὊὭὦὶὥὔὥ Ὄὕ  ὉήȢτȢρ 

La fibra natural que no se sometió a ningún tratamiento se rotuló como FG-0, 
mientras que la fibra sometida al tratamiento con hidróxido de sodio se rotuló 
como FG-NaOH. 

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

 

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

Para realizar el recubrimiento de este tipo de fibras ╕╖  ĕ ╕╖ ╝╪╞╗ con 
magnetita, se utilizó el método de co-presipitación in-situ en el cual las fibras son 
introducidas con dos soluciones que contienen iones ferrosos y férricos junto con 
una solución altamente alcalina, tal como lo indica la siguiente ecuación: 

ὊὩ ςὊὩ ὊὭὦὶὥψὕὌ ὊὩὕὌ ςὊὩὕὌ ὊὭὦὶὥ
ᴼὊὭὦὶὥὊὩὕ τὌὕ   ὉήȢτȢς 



40 
 

Para el recubrimiento con magnetita se utilizó la fibra FG-0 ó la fibra FG-NaOH y 
además en el momento de la co-precipitación in-situ para la síntesis de magnetita 
se utilizó como solución alcalina hidróxido de sodio (NaOH) ó hidróxido de amonio 
(NH4OH) de la siguiente forma: 

Se disolvió el Cloruro de hierro (III) ὊὩὅὰϽφὌὕ  y el Cloruro de hierro (II) 
ὊὩὅὰϽτὌὕ , cada uno en agua destilada desionizada (DDW). Posteriormente 

se mezclaron las dos soluciones y se introdujeron las fibras de guadua ╕╖
 ĕ ╕╖ ╝╪╞╗ dejándose por 1 hora en agitación, luego se añadió la solución 

alcalina ╝╪╞╗ ĕ ╝╗╞╗ gota a gota para dejarse en agitación por 24h. 
Posteriormente las fibras recubiertas con magnetita se lavaron 3 veces con agua 
desionizada destilada (DDW), con  acetona y por último se dejaron secando por 2 
días a 42ºC.  

4.2 ANÁLISIS DE RESULTADOS: 

Para las fibras sin recubrir y recubiertas con magnetita se evaluaron las siguientes 
características: La morfología por medio de fotografía óptica de aumento y 
micrografía SEM-EDS, la composición global de metales por medio de la técnica 
de absorción atómica (A.A.), la estructura mediante difracción de rayos X (XRD),  
la estabilidad térmica mediante análisis termogravimétrico (TGA) y el 
comportamiento magnético se evaluó mediante magnetometría de muestra 
vibrante (VSM). Todos estos análisis se realizaron con el fin de establecer la ruta 
más adecuada al momento de recubrir con magnetita las fibras de Guadua 
Angustifolia Kunth  y además 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 morfología de las fibras antes y después de 
ser pretratadas con NaOH, se tomaron fotografías ópticas a 40x y micrografías a 
través de microscopía electrónica de barrido SEM. El tratamiento con hidróxido de 
sodio elimina cierta cantidad de lignina presente en la fibra, además 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].  



41 
 

 

Figura 4-3: Fotografía óptica a 40x, a) Fibra Natural (FG-0), b) Fibra pre-tratada con NaOH (FG-NaOH) 

 

Figura 4-4: Micrografía 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 a y b), en cambio la superficie de la fibra tratada con hidróxido de sodio es más 
rugosa e irregular (Figura 4.4 d y e). Igualmente este tratamiento con hidróxido de 
sodio elimina unas estructuras esféricas que se identifican como almidones, ésto 
se puede observar en las micrografías SEM de las Figura 4.4 c y f. 
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Figura 4-5: Patrón de difracción de los materiales FG-NaOH y FG-0. 

Para determinar cambios estructurales en la fibra debido al tratamiento con 
hidróxido de sodio, los materiales FG-0 y FG-NaOH se sometieron a un análisis de 
XRD tal como se ve en la Figura 4.5. Con este tipo de análisis se pudo apreciar el 
patrón de difracción que exhibe la fibra de Guadua natural FG-0 observándose un 
primer pico  ancho  alrededor de los 15Ü 2ɗ, que según reportes relacionados con 
la fibra de bambú en realidad está compuesto por dos picos superpuestos que se 
encuentran a los 15Ü 2ɗ y a los 16,3Ü 2ɗ y se observa también un segundo pico un 
poco m§s agudo y m§s intenso alrededor de los 21Ü 2ɗ [49]. Estos picos de 
difracción son asignados a la celulosa I, 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 cómo la intensidad del 
segundo pico disminuye, esto se puede asociar  a que el tratamiento con hidróxido 
de sodio altera la parte estructural de la celulosa pasando de ser una celulosa algo 
cristalina a una celulosa de un carácter más amorfo, la cual se puede catalogar 
como celulosa de tipo II, como lo indican Yanping Liu y Hong Hu en su trabajo ñX-
ray Diffraction Study of Bamboo Fibers Treated with NaOHò [49]. 
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4.2.2 Recubrimiento con Magnetita de las Fibras de Guadua Angustifolia 
Kunth 

 

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

Después de utilizar el método de co-precipitación in-situ, se observó 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. 

 

Figura 4-7: Micrografía SEM 2000x: a) FG-1, b) FG-2)  c) FG-3) y d) (FG-4). Micrografía SEM 5000x: e) 
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), c) 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 cómo el proceso de co-precipitación in-situ modificó la 
superficie de las fibras se realizaron algunas micrografías 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-precipitación in-situ, esto lo podemos asociar al recubrimiento con 
nanopartículas de magnetita sobre cada unas de estas fibras, ya que como lo 
expresan los análisis 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 comparación a los materiales que no se 
sometieron a dicho procedimiento (FG-0 y FG-NaOH). También se observa en los 
análisis EDS cómo las fibras que se sometieron al pre-tratamiento con hidróxido 
de sodio (FG-2 y FG-3) presentaron el mayor contenido de hierro, lo cual se puede 
asociar a un mejor recubrimiento. 

Composición 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: Absorción Atómica. Materiales antes y después del procedimiento de co-precipitation in-
situ. 

Para establecer con mayor precisión el contenido de hierro sobre cada uno de los 
materiales se realizó el análisis de Absorción Atómica. En la Tabla 4.2 se 
muestran los porcentajes en peso de algunos elementos presentes en las fibras, 
de los cuales los únicos que mostraron una variación 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 deposición 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 
hidróxido de sodio (FG-2, FG-3), presentaron un mayor contenido de hierro (Fe) y 
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aumentó más (FG-2) cuando se utilizó NaOH en la síntesis de las nanopartículas 
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: ñPreparation of Magnetic Paper from Kenaf: Lumen 
Loading and in situ Synthesis Methodò y ñUtilisation of unbleached kenaf fibers for 
the preparation of magnetic paperò 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 agitación superiores a 1000 rpm y a 
temperaturas mayores a 50ºC [9] [50]. Condiciones diferentes a las de este trabajo 
en el cual se utilizaron fibras, una agitación por debajo de las 500rpm y a 
temperatura ambiente (23ºC). 

 

Figura 4-9: Patrón de difracción de rayos x de FG-1, FG-2, FG-3 y FG-4 comparadas con (a) FG-0 y (b) 
F3O4. 

En la Figura 4.9a  se hace una comparación 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 comparación  entre la magnetita (Fe3O4) 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 
21,32Ü y 15,64Ü 2ɗ (ver Figura 4.9a) los cuales se relacionan con la celulosa del 
tipo I como ya se había mencionado anteriormente, la cual es muy común en 
materiales que provienen de fuentes vegetales tales como la madera. Las demás 
fibras (FG-1, FG-2, FG-3, FG-4) mostraron un patrón similar con picos de menos 
intensidad al obtenido con la fibra natural.  

En la Figura 4.9b se observa para el material ñFe3O4ò los picos en los §ngulos 2ɗ 
de 30,24º, 35,62º, 43,24º, 57,18º y 62,88º los cuales corresponden a los planos 
220, 311, 400, 511 y 440 respectivamente. Estos planos son característicos 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 ángulo 35,62º y el segundo alrededor 
de 62,88º, ambos picos los podemos asociar a la presencia de magnetita sobre 
cada uno de estos materiales. 

 

 

Figura 4-10: Curvas de Magnetización 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 cómo la magnetización 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 nanopartículas de magnetita 
(Fe3O4) presentes en cada una de las fibras recubiertas. También se observa que 
ninguna de las fibras recubiertas presentó magnetización remanente, ni saturación 
a 27.000 Oe, esto se debe a que las nanopartículas de magnetita solo presentan 
magnetización de saturación cuando son sometidas a campos magnéticos 
superiores a 50.000 Oe. Esto se asocia al comportamiento superparamagnético 
que poseen las nanopartículas de magnetita [52]. 
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Figura 4-11: Curvas de Magnetización a temperatura ambiente de los materiales  FG-1, FG-2, FG-3 y 
FG-4. 

En la Figura 4.11 se observa como la magnetización en los materiales sintetizados 
por medio de la solución NaOH (FG1, FG-2) fue mayor que los sintetizados con 
NH4OH (FG-3, FG-4), y también esta respuesta magnética mejora aún más 
cuando a las fibras se les realizó un pretratamiento con NaOH(FG-2). 

 

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 200ºC 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 200ºC y hasta 360ºC  se deben a 
descomposición de hemicelulosa y al rompimiento de los enlaces glucosídicos,  
las pérdidas de peso que se encuentran entre 360ºC y 420ºC se deben a la 
descomposición de celulosa, y las superiores a 420ºC se deben a reacciones  
descarboxilación para formar aldehídos, cetonas, ésteres y formación de carbón 
[9] [53]. Las pérdidas de peso pueden estar relacionadas a un efecto cooperativo 
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de descomposición de  la matriz orgánica y cambios de fase estructural de 
magnetita a maghemita (270ºC) y su transformación a hematita (480 ºC) [54].  

 

Figura 4-13: Patrón de difracción de rayos x de los materiales FG-2, FG-2-T400 y FG-2-T800. 

Esto se pudo corroborar por medio de análisis 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, realizándole un análisis de XRD a un 
material a 400ºC (FG-2-T400) y otra a 800ºC (FG-2-T800) como se observa en la 
Figura 4.13. Observándose 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. FUNCIONALIZACIÓN DE LAS FIBRAS RECUBIERTAS CON 
MAGNETITA 

INTRODUCCIÓN 

La naturaleza de algunos materiales que poseen ciertas características 
específicas, en muchas ocasiones requiere una modificación de su superficie para 
mejorar sus propiedades interfaciales o para mejorar la interacción con otros 
materiales de diferente índole, convirtiéndose en un material funcional nuevo. 
Puesto que la utilización óptima de los compuestos requiere una buena unión, las 
condiciones idóneas para modificar la superficie en algunas ocasiones son difíciles 
de definir, ya que la simple adición por contacto entre dos materiales de diferentes 
características no es suficiente para producir una unión resistente, siendo 
necesario en muchas veces la utilización de un agente de acoplamiento el cual es 
un compuesto que  permite la unión entre dos materiales diferentes sin modificar 
las principales propiedades de éstos. Los agentes de acoplamiento son 
compuestos híbridos, orgánico-inorgánico, que actúan como material intermedio, y 
que son capaces de formar un enlace químico 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 
organometálicos, ortosilicatos, ortoésteres, titanatos y silanos que en general 
están 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 modificación de la superficie tanto 
de fibras naturales como de partículas de magnetita Fe3O4, por las ventajas de  
biocompatibilidad, una excelente reproducibilidad, así como de alta densidad de la 
superficie y la presencia de grupos funcionales NH2,  que permite la conexión con 
diferentes biomoléculas [58] [59].  Por tal motivo estos agentes de acoplamiento 
han sido muy utilizados en la inmovilización 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 partículas de magnetita, se procedió a someter a este material a un proceso 
con los agentes de acoplamiento TEOS y APTS, para generar la interfaz necesaria 
para una posterior utilización como soporte para la inmovilización 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 (CH3OH): FisherChemicals al 99% de pureza. 

Etanol absoluto (C2H6O): Carlo Erba al 99.8% de pureza. 

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

Tetraetilortosilicato (TEOS) (C8H20O4Si): Fluka al 98.0% (GC) de pureza. 

Hidróxido de amonio: Aldrich al 30% de pureza. 

Aminopropiltrimetoxisilano (APTS) (C8H22N2O3Si): Fluka al 98.0% de pureza. 

5.1.2 Síntesis y Metodología de Recubrimiento con TEOS Y APTS: 

 

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 optó por seleccionar dicho material para ser recubierta con TEOS y 
APTS, ya que es necesario adecuar nuestro soporte (FG-2) con grupos silanos, 
para así poder generar una interfaz necesaria para llevar posteriormente a cabo la 
inmovilización de enzimas covalente.  
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Recubrimiento con TEOS: 

En el recubrimiento con TEOS se valoraron varios métodos en los cuales se 
evaluó la utilización de Metanol o Etanol en el proceso de hidrólisis, como también 
la relación 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 dejándose en 
agitación, adicionándose TEOS gota a gota, posteriormente se añadió NaF al 1% 
y se dejó en agitación por 10 minutos y finalmente se agregó agua destilada 
desionizada (DDW) dejándose en agitación por 24 horas. Transcurridas las 24 
horas de agitación las fibras fueron retiradas de la solución y parte de éstas fueron 
puestas a secar para realizar los respectivos análisis y así identificar el mejor 
procedimiento para los recubrimientos de las fibras FG-2 con TEOS. 

 

Figura 5-2: Diagrama Recubrimiento TEOS. 

Recubrimiento con APTS: 

Debido a que el material que mostró 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 adición de APTS. Para este procedimiento se evaluó 
la relación de fibra (FG-TEOS-3) con respecto a la cantidad de reactivo APTS 
según el siguiente procedimiento: Las fibras FG-TEOS-3 se sumergieron en 
metanol y a continuación se agregó APTS, para dejarse en agitación por 24 horas, 
posteriormente las fibras fueron lavadas con metanol y se dejaron secar por 1 día 
a 42ºC. 
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Figura 5-3: Diagrama Recubrimiento APTS. 

5.2 ANÁLISIS DE RESULTADOS: 

Se realizaron análisis 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 así establecer de los diferentes materiales cuál es el más adecuado 
para ser utilizado en la inmovilización enzimas. Para ello se efectuaron análisis 
con fotografías ópticas con un aumento de 40x, con el fin de poder determinar el 
cambio de textura y tonalidad en cada uno de los materiales, análisis de difracción 
de rayos X (XRD) para determinar la presencia estructural de los recubrimientos 
con TEOS, análisis Absorción Atómica (A.A.) para determinar la presencia de 
silicio (Si) principal componente de los reactivos TEOS, APTS, y por último se 
realizaron micrografías por medio de Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) 
con el fin de observar el cambio de morfología de los materiales de mejores 
características. 
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5.2.1 Recubrimiento con TEOS: 

 

Figura 5-4: Fotografía a 40x materiales: a) FG-2  b) FG-TEOS-1, b) FG-TEOS-2, c) 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 coloración oscura a poseer una tonalidad grisácea 
como se ve en la Figura 5.4, el cual se atribuye a óxido de silicio presente en la 
superficie de cada una de estas fibras debido al recubrimiento con TEOS. 

 

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

En el proceso de recubrimiento de las fibras FG-2 con TEOS, el primer análisis 
que se realizó fue el de XRD Figura 5.5, el cual no mostró la presencia de este tipo 
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de recubrimiento sobre las fibras, ya que el patr·n en el rango de 20Á y 30Á 2ɗ en 
el cual se debería evidencia el recubrimiento en la superficie de las nanopartículas 
de magnéticas con SiO2, generalmente se presenta con intensidad relativamente 
baja y sin picos agudos significativos de difracción, tal como lo indican C.Y. Haw y 
sus colaboradores en el trabajo ñMorphological studies of randomized dispersion 
magnetite nanoclusters coated with silicaò y también lo menciona Hongchen Gu y 
sus colaboradores en el trabajo ñPreparation of hydrophilic magnetic nanospheres 
with high saturation magnetizationò,  superponiéndose con los patrones mostrados 
por la celulosa presente en la fibra, siendo imperceptible el patrón de difracción 
característico del SiO2 amorfo presente en los materiales [61] [62]. Sin embargo si 
se pudo evidenciar la reducción en la intensidad del pico de difracción que se 
encuentra alrededor de los 35Ü 2ɗ  que se relaciona con la magnetita en los 
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 SiO2 amorfo.  

Con el fin de poder determinar si se tenía un recubrimiento con TEOS con mayor 
certeza, se optó por realizar un análisis de Absorción Atómica en búsqueda del 
porcentaje de silicio presente en cada una de las fibras sometidas al proceso de 
recubrimiento con TEOS. 

 

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

En la Figura 5.6, se muestra el porcentaje de silicio presente en la fibra que sólo 
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 análisis 
se observó cómo aumentó 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. Además se observa cómo en aquellas fibras en los 
que en el momento del recubrimiento se utilizó Etanol (FG-TEOS-3 y FG-TEOS-4) 
se ve una mayor presencia de silicio, en comparación a los materiales en los que 
se utilizó Metanol (FG-TEOS-1, FG-TEOS-2), lo cual puede ser un indicativo en el 
que el Etanol está favoreciendo la hidrólisis en el momento del recubrimiento con 
TEOS al material FG-2 [61]. Adicionalmente se nota que al momento de aumentar 
la relación al doble de TEOS con respecto a la cantidad de material FG-2, también 
aumenta la cantidad de silicio, pero no en la misma relación, ya que el aumento de 
silicio fue inferior al 1%. 

5.2.2 Recubrimiento APTS: 

 

Figura 5-7: Fotografía a 40x materiales recubiertos con APTS: a) FG-TEOS-APTS-1 y b) FG-TEOS-
APTS-2. 

A.A. Silicio 

Material Cantidad en 
% 

FG-TEOS-APTS-1 3.08 

FG-TEOS-APTS-2 5.54 

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

En la Figura 5.7 se observa como la tonalidad grisácea vista en el material FG-
TEOS-3 permanece, sin embargo en el material FG-TEOS-APTS-2 se nota una 
tonalidad un poco más blanca con respecto al material FG-TEOS-APTS-1. Para 
determinar con mayor precisión cuál de los dos métodos utilizados en el 
recubrimiento fue más eficiente se realizó un análisis de Absorción Atómica. En la 
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Tabla 5.1 se aprecia que el material FG-TEOS-APTS-2 fue el que presentó el 
mayor contenido de silicio con lo cual se confirma que este material fue el que 
presentó el mejor recubrimiento con APTS, siendo por lo tanto el más aptó para 
ser utilizado en el siguiente procedimiento relacionado con la inmovilización de la 
enzima del tipo lipasa. 

 

Figura 5-8: Micrografías SEM, Materiales: a) FG-2 a 500x, b) FG-2 a 2500x, FG-2 a 5000x, d) FG-TEOS-
APTS-2 a 500x, e) FG-TEOS-APTS-2 a 2500x y FG-TEOS-APTS-2 a 5000x. 

Por último se realizaron micrografias SEM a el material FG-TEOS-APTS-2 Figura 
5.8, con lo cual se observó que en la superficie de este material la presencia unas 
pequeñas partículas que no se encuentran presentes en la superficie del material 
FG-2, estas partículas se pueden relacionar con el recubrimiento que se realizó 
utilizando TEOS y APTS, con lo cual se modificó la superficie de la fibra pasando 
de tener una superficie que presentaba una gran rugosidad a otra un poco más 
lisa.  
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6. INMOVILIZACIÓN DE ENZIMA 

INTRODUCCIÓN 

En los últimos años, la biotecnología ha experimentado grandes avances de forma 
paralela con aplicaciones industriales en la obtención de productos químicos en la 
industria alimentaria y farmacéutica. Los procesos catalizados por enzimas son 
cada día más numerosos ya que presentan una serie de características en 
comparación a los catalizadores convencionales no biológicos, como lo es un 
mayor rendimiento en la obtención de productos, condiciones de reacción 
moderadas, disminución en los tiempos de reacción y la generación de pocos 
subproductos nocivos al medio ambiente [34] [44]. Sin embargo las enzimas al ser 
solubles en agua, se hace complicado la separación 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 físico, con el 
fin de retener la actividad enzimática de ésta y poderse utilizar en procesos 
continuos. A tal procedimiento se le denomina inmovilización de enzimas donde se 
han utilizado métodos tantos químicos como físicos 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 catalítica 
que presenta la enzima [35].  

Ya que en la actualidad se han realizado procesos de inmovilización de enzimas 
en partículas magnéticas en este trabajo se recurrió a evaluar la eficiencia de 
utilizar fibras naturales recubiertas con magnetita para ser aplicadas en la 
inmovilización de proteínas 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). 

Glutaraldehído. 

Cloruro de Sodio. 
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Albúmina sérica bovina. 

Sulfato de Cobre Heptahidratado : Riedel de Haën, al 98% de pureza. 

Tartrato de Sodio y Potasio: Carlo Erba, al 98% de pureza 

Hidróxido 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 

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

Fenolftaleína: Mol Labs al 1% en etanol 

6.1.2 Proceso de Inmovilización de la Proteína Albúmina y de la Enzima 
Lipas de Candida Rugosa. 

Para el proceso de inmovilización de la enzima Lipas de Candida Rugosa en el 
soporte FG-TEOS-APTS-2, primero se evaluó el método entrecruzamiento (cross-
linking [63]) con glutaraldehído procediendo a inmovilizar la proteína Albumina 
sérica bovina, teniendo en cuenta si después del proceso de adición del 
glutaraldehído el dejar secar o el proceder inmediatamente en el proceso de 
inmovilización favorecía una mayor adición de esta proteína sobre el soporte. 
Posteriormente se procedió a realizar la inmovilización de la enzima Lipas de 
Candida Rugosa, determinando por el método Biuret cuál fue el porcentaje de esta 
enzima inmovilizada. Y por último se procedió a realizar un ensayo catalítico para 
determinar si se presentaba alguna actividad catalítica de la enzima inmovilizada 
en el soporte FG-TEOS-APTS-2. 

Inmovilización de la proteína Albumina sérica bovina. 

La inmovilización de la proteína Albumina sérica bovina se realizó utilizando el 
siguiente procedimiento: 

Primero se procedió a adicionar el reactivo glutaraldehído en el cual se utilizó la  
relación donde por 1g de fibra FG-TEOS-APTS-2 se adicionaban 50 ml de 
glutaraldehído al 10% volumen, dejándose en agitación por 2 horas. 



60 
 

Posteriormente parte de estos materiales que se rotularon como FG-GA-H, se 
utilizaron inmediatamente en el proceso de inmovilización de la proteína de 
Albúmina sérica bovina y la otra parte de estos materiales que se rotularon como 
FG-GA-S, se pusieron a secar a 40ºC por 24 h para ser utilizadas, 
subsiguientemente, en la inmovilización de la proteína anteriormente mencionada.  

 

Figura 6-1: Diagrama de Inmovilización Albumina. 

Para el proceso de inmovilización de la proteína Albúmina sérica bovina se 
adicionó por 0.5 g de de esta proteína, 30 ml de agua destilada desionizada  
(DDW) y 0.5 g del soporte FG-GA-H o FG-GA-S con una pequeña cantidad de 
cloruro de sodio (NaCl) dejándose en agitación por 24 horas, cada uno de estos 
materiales se rotuló como FG-album-H y FG-album-S respectivamente como se ve 
en la Figura 6.1.  

Inmovilización Enzima Lipasa Cándida Rugosa. 

Para la inmovilización de la enzima se tuvieron en cuenta aquellas condiciones 
que favorecieron la inmovilización de la proteína de Albúmina, para ello se realizó 
el siguiente procedimiento: 

Se disolvió 1.5 g enzima lipasa de Cándida Rugosa en150 ml de buffer de fosfato 
en una placa de agitación magnética, a continuación, esta solución se centrifugó 
por 10 minutos, separando la solución del precipitado generado por el 
procedimiento de centrifugado. A la solución separada en este proceso se le 
añadió 3 g de la fibra funcionalizada con glutaraldehído  FG-GA-S y se dejó en 
agitación por 24 horas en una placa de agitación magnética. Posteriormente esta 
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solución 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 30ºC, 
rotulando este material como FG-lipasa.  

Ensayo Catalítico:  

Con tal de evaluar si la enzima inmovilizada en la fibra (FG-lipasa) presentaba 
alguna actividad catalítica, se procedió a realizar una prueba de esterificación de 
acido oleico, como lo muestra la siguiente reacción: 

<ὧὭὨέ ὕὰὩὭὧέὄόὸὥὲέὰ ựựự  ὕὰὩὥὸέ ὨὩ ὄόὸὭὰέὃὫόὥ 

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 agitación por 1 hora. Posteriormente 
se adicionaron 0.46 ml de butanol, dejándose a una temperatura de 40ºC y se 
inició a contabilizar el tiempo. Cada 20 minutos se retiraba una alícuota de 1 ml de 
la mezcla reaccionante, calentándose por 1 minuto en baño maría para detener la 
reacción, después dicha mezcla se aforó con etanol grado absoluto hasta 5 ml. Se 
realizó una titulación a esta mezcla con potasio alcohólico (0.01 N). La actividad es 
expresada por la cantidad de ácido oleico que se gasta por unidad de tiempo. 

Determinación de Proteína Método Biuret: 

Con el fin de poder determinar la cantidad de proteína se utilizó el método Biuret 
para evaluar la cantidad de proteína que no se inmovilizó y que se encontraba en 
el sobrenadante y en cada uno de los lavados realizados al material después de 
realizar el procedimiento de inmovilización 

Primero se establecía una curva de calibración preparada con Albúmina 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 calibración, se anota el volumen de cada una de 
las muestras (sobrenadante y lavados), a continuación se procede a retirar 1 ml de 
la solución a la cual se le va determinar la cantidad de proteína, 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 concentración de proteína se obtiene utilizando una curva de 
calibración y el total de proteína al multiplicar dicha concentración por el volumen 
del sobrenadante y de cada uno de los lavados [64]. 
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6.2 ANÁLISIS DE RESULTADOS 

El análisis que se realizó en primer lugar  antes de proceder a inmovilizar la 
enzima de lipasa de Cándida Rugosa fue el poder determinar por el método Biuret 
el porcentaje de Albúmina Sérica bovina inmovilizada sobre las fibras que se 
sometieron a la funcionalización con glutaraldehído (FG-GA-S y FG-GA-H), para 
así poder determinar si este tipo material serviría como soporte para la 
inmovilización de algún tipo de proteína y también evaluar la influencia de dejar 
secar la fibra después de ser sometida al tratamiento con glutaraldehído. También 
se  realizaron fotografías ópticas 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 glutaraldehído. 

Después de realizar los análisis anteriores se procedió a efectuar el proceso de 
inmovilizar la enzima lipasa de Cándida Rugosa para someter a esta primero que 
todo a un análisis por medio del método Biuret  y así determinar la cantidad de 
enzima que se había inmovilizado sobre el soporte y posteriormente realizar una 
prueba de actividad enzimática atreves de la esterificación de acido oleico. 

6.2.1 Funcionalización con Glutaraldehído del Soporte FG-TEOS-APTS-2 e 
Inmovilización de la proteína Albúmina Sérica Bovina. 

 

Figura 6-2: Fotografía óptica 40x: a) FG-2, b) FG-TEOS-3, c) 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 grisácea cuando ésta es sometida al 
tratamiento con TEOS y APTES (FG-TEOS-3 y FG-TEOS-APTS-2), y por último 
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se ve como la fibra al ser funcionalizada con glutaraldehído (FG-GA-S) toma un 
tonalidad oscura rojiza, siendo ésta una característica que se presenta cuando las 
partículas de magnetita son funcionalizadas con glutaraldehído [63]. 

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

Proteína 
(mg/ml) 

R. Biuret 
(ml) 

Absorbancia  

0  4  0.074  

2  4  0.167  

4  4  0.268  

6  4  0.370  

8  4  0.456  

10 4 0.568 
Tabla 6-1: Datos curva patrón para determinar cantidad de proteína albumina. 

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 proteína de 
Albúmina disuelta en DDW a diferentes concentraciones con 4 ml del reactivo 
Biuret, esto con el fin de obtener una curva patrón que relacione la absorbancia 
con la concentración de proteína. 

 

Figura 6-3: Curva patrón para determinar cantidad de proteína albumina. 
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Al graficar la curva patrón Figura 6.3 y realizar una correlación lineal de los datos 

se obtuvo la siguiente expresión ώ πȢπτωρςωὼ πȢπχρυς, con la cual se relaciona 
la absorbancia con respecto a la concentración de proteína de la siguiente forma: 

ώ                           absorbancia. 

ὼ                           concentración de proteína en mg/ml. 

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

ÁÂÓÏÒÂÁÎÃÉÁπȢπτωρςωÃÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉĕÎπȢπχρυς       (6.2) 

Con la ecuación 6.1 hallada en la curva patrón, se procedió a determinar la 
cantidad de proteína lixiviada, primero en el sobrenadante y posteriormente en 
cada uno de los lavados que se les realizaron a los materiales FG5-album-H y 
FG5-album-S, las cuales fueron sometidas al proceso de inmovilización de la 
proteína de Albúmina tal como se describió anteriormente. Para ello se realizaron 
tres medidas de absorbancia al sobrenadante y a cada uno de los lavados con 
Biuret, cuando se sometían a una luz con longitud de onda de 540 nm. 

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

Cantidad de proteína material FG-album-H 

 

 Absorbancia 
Promedio 

Volumen 
(ml) 

Concentración 
(mg/ml) 

Proteína 
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 proteína lixiviada en el material FG-album-H. 

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

Proteína que no se adhirió= 498.854 mg 
Proteína que se utilizó = 500 mg 
Proteína inmovilizada = 500 mg- 498.854 mg = 1.146 mg 
% Proteína inmovilizada = 0.229%  
 
La cantidad de proteína presente en el material FG-album-H que se determina por 
medio de método Biuret es relativamente muy baja en la cual sólo 0.229% se pudo 
inmovilizar, pudiéndose aproximar este valor a cero. 
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Cantidad de proteína material FG-album-S 

 Absorbancia 
Promedio 

Volumen 
(ml) 

Concentración 
(mg/ml) 

Proteína 
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 proteína lixiviada en la material FG-album-S. 

Proteína que no se adhirió=472.061 mg 
Proteína que se utilizó = 500 mg 
Proteína inmovilizada = 500 mg- 472.061 mg = 27.939 mg 
% Proteína inmovilizada = 5.588%  
 
La cantidad de proteína presente en el material FG-album-S fue de 27.939 mg, la 
cual corresponde al 5.588% Albúmina sérica bovina utilizada en el proceso, siendo 
ésta una cantidad representativa que muestra la viabilidad de utilizar el soporte 
FG-GA-S en la inmovilización de la enzima lipasa de Cándida Rugosa.  

6.2.2 Inmovilización de  la enzima lipasa cándida rugosa: 

 

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

En la Figura 6.4 se observa el material FG-lipasa, la cual fue sometida al proceso 
de inmovilización de la enzima lipasa de Cándida Rugosa; primero se observa en 
la fotografía óptica (Figura 6.4a) el color característico rojo el cual es debido al 
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proceso de funcionalización con glutaraldehído que se somete el material, en las 
micrografías 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 funcionalización 
con glutaraldehído y también por una posible presencia de la enzima lipasa de 
Cándida Rugosa en estos sitios. 

 

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 inmovilización (FG-0, FG-2, FG-TEOS-APTS-2 y FG-
lipasa).(I) Las pérdidas de peso que se encuentran por debajo de 200ºC se 
pueden asignar a la pérdida de agua, sin embargo en el material FG-lipasa 
presenta la mayor pérdida de peso en dicha región lo cual puede asociarse a la 
lipasa que se encuentra presente en dicho material, ya que en dicho rango de 
temperatura se presenta la degradación de enzima lipasa tal como lo indican 
Dong-Geun Lee y sus colaboradores en el trabajo titulado ñImmobilization of lipase 
on hydrophobic nano-sized magnetite particlesò [4] [66]. (II) Las pérdidas de peso 
que se encuentran en el rango de 200ºC y 360ºC se deben a la descomposición 
de algunos elementos orgánicos presentes en las fibras tal como se explicó en la 
sección 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 descomposición y evaporación de la capa APTS de la superficie de 
dichos materiales [67].(III) En el rango de 360ºC a 500ºC 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 
activación con glutaraldehído, ya que debido a la naturaleza reticulada del 
glutaraldehído ayuda a que se presente una mayor estabilidad térmica en ciertos 
rangos de temperatura [66]. (IV) Por último en temperaturas superiores a 500ºC el 
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material FG-2 es el único que presenta una variación significativa en el cambio de 
peso, esto se puede deber a la descarboxilación, tal como se mostró en la sección 
4.2 de este documento.  

 

Proteína (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 patrón para determinar cantidad de lipasa candida rugosa. 

Tal como se realizó para determinar la cantidad de Albúmina inmovilizada 
anteriormente, para establecer la cantidad de enzima lipasa inmovilizada sobre el 
soporte FG-GA-S es necesario realizar una curva patrón 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 proteína Albúmina disuelta en Buffer de Fosfato de 
diferentes concentraciones con 4 ml del reactivo Biuret, tal como se ven en la 
Tabla 6.4. 

 

Figura 6-6: Curva patrón 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 ecuación ώ πȢπυρτωὼ πȢπφωχρ, la cual se puede representar de la 
siguiente forma: 
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 ÁÂÓÏÒÂÁÎÃÉÁπȢπυρτωÃÏÎÃÅÎÔÒÁÃÉĕÎπȢπφωχρ     (6.2) 

Ya con la ecuación 6.2 se procedió a determinar el porcentaje de enzima 
inmovilizada a partir de la cantidad que está lixiviada en el sobrenadante y en cada 
uno de los lavados realizados. 

 Absorbancia 
Promedio 

Volumen 
(ml) 

Concentración 
(mg/ml) 

Proteína 
lixiviada (mg) 

Sobrenadante 

0.154 

91 

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 proteína lixiviada en el material FG-lipasa. 

Proteína que no se adhirió= 163.609 mg 
Proteína que se utilizó = 170 mg 
Proteína inmovilizada = 170 mg- 163.609 mg = 6.391 mg 
% Proteína inmovilizada = 3.759%  
 
Con los resultados obtenidos por medio del método Biuret para determinar la 
cantidad de proteína, se pudo establecer que en el material FG-lipasa se adhirió 
6.391 mg de proteína, lo cual es equivalente al 3.7% del total de proteína de la 
enzima lipasa de Candida Rugosa inmovilizada. Este porcentaje es un resultado 
satisfactorio ya que no se encontraron en nuestra revisión bibliográfica algún 
reporte sobre la inmovilización de enzimas en un soporte de una fibra natural 
recubierta con magnetita. Además en el trabajo de grado titulado ñInmovilización 
de Enzimas en Nanoestructuras Magnéticasò elaborado por Kelly Johana Dussán 
Medina, en el cual se inmovilizo la enzima lipas de Candida Rugosa en partículas 
de magnetita, se obtuvo un 6.5% de contenido de proteína de la enzima 
inmovilizada [68]. Siendo un porcentaje superior al obtenido en este trabajo pero 
realizado en partículas de magnetita. 

Prueba de actividad enzimática en el material FG-lipasa.  

Con el fin de poder determinar si la enzima inmovilizada en el soporte FG-lipasa 
presenta alguna actividad enzimática se procedió a realizar una prueba de 
esterificación de ácido oleico en función del tiempo.  

Para realizar la prueba de esterificación de ácido oleico utilizando 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 
(min) 

KOH  
(ml) 

Ac. Oleico degradado. 
(mg) 

Ac. Oleico 
convertido. 

(mg) 

Conversión Conversión 
Promedio 

0 12.5 31.990       

0 12.5 31.990       

20 10.6 27.127 1.983 6.812 

5.933 20 10.8 27.639 1.471 5.054 

40 10.2 26.104 3.007 10.329 

9.010 40 10.5 26.871 2.239 7.692 

60 10.3 26.360 2.751 9.450 

9.010 60 10.4 26.615 2.495 8.571 

80 10.1 25.848 3.263 11.208 

10.329 80 10.3 26.360 2.751 9.450 

100 10.3 26.360 2.751 9.450 

8.571 100 10.5 26.871 2.239 7.692 

120 10.2 26.104 3.007 10.329 

9.450 120 10.4 26.615 2.495 8.571 
Tabla 6-6: Actividad enzimática para la enzima inmovilizada en el material FG-lipasa. 

En la Tabla 6.6 se obtuvieron los resultados de la conversión de ácido oleico por 
medio de la de titulación de una mezcla con potasio alcohólico (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 conversión promedio de acido oleico en función del tiempo. 

En la Figura 6.7 podemos ver la actividad catalítica que se presenta en cada uno 
de los tiempos en el proceso de esterificación de ácido oleico, en la cual se puede 
observar que la conversión de ácido oleico se incrementa de una forma casi lineal 
en los primeros 40 minutos pero posteriormente la conversión de ácido oleico 
empieza a fluctuar alrededor de una conversión de 9. Esto lo podemos asociar a 
que se presente una actividad catalítica solamente en los primero 40 minutos para 
posteriormente disminuir y no presentar una actividad catalítica evidente. Con esto 
se puede determinar que la actividad enzimática 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-precipitación in-situ utilizado para recubrir con partículas de 
magnetita las fibras de Guadua Angustifolia empleando las dos soluciones 
alcalinas (NaOH o NH4OH) fue eficaz, ya que los análisis de absorción atómica 
(A.A.) y SEM-EDS revelaron la presencia de hierro, principal componente de la 
magnetita; conjuntamente los análisis de XRD mostraron algunos picos 
característicos de la magnetita sobre este tipo de materiales y se observó también 
por medio de los análisis de magnetización cómo se pasó de tener un material 
paramagnético a uno ferrimagnético después de someter las fibras al 
procedimiento de co-precipitación in-situ. 

También se pudo concluir que el pretratamiento con hidróxido de sodio (NaOH) 
previo al recubrimiento con magnetita mejoró la superficie de la fibra para dicho 
procedimiento, ya que acondicionó la superficie para que se generara una mayor 
cantidad de magnetita en la fibra, además en el proceso de co-precipitación in-situ 
se evidenció una mayor presencia de magnetita cuando se utilizó la solución de 
NaOH con respecto a la solución de NH4OH. Esto se demostró por medio de los 
análisis de A.A. y Magnetización en los cuales se vio un aumento en la cantidad 
de hierro y una mejor respuesta magnética en dichos materiales. 

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

La fibra de Guadua Angustifolia Kunth recubierta con magnetita evidenció ser un 
candidato para ser utilizado como soporte para la inmovilización de proteínas, 
porque se notó por medio del método Biuret que se puede inmovilizar hasta un 
5.5%  de la proteína Albúmina sérica bovina utilizada en dicho soporte, además se 
vio como el dejar secar la fibras después de someterse al proceso de 
funcionalización con glutaraldehído es un factor que influye en gran medida para 
que se pueda dar dicha inmovilización. 

Según los análisis de contenido de proteína obtenidos por el método Biuret 
sugieren que se logró inmovilizar un 3.7% de la enzima Lipasa de Cándida 
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 según 
nuestra revisión bibliográfica. Así mismo se observó una pequeña actividad 
catalítica al momento de utilizar la fibra con la enzima lipasa inmovilizada en la 
prueba de esterificación de ácido oleico, con lo cual se puede ratificar una 
pequeña presencia de dicha enzima en el soporte. 
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Con este trabajo se notó 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 inmovilización de proteínas y enzimas, ampliando el rango de 
de la aplicación de dicho material en otras áreas fuera de las convencionales en 
las cuales se ha utilizado, dejando la puerta abierta a la utilización de la Guadua 
Angustifolia Kunth en otros trabajos de investigación.  
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8. PERSPECTIVAS 

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

Determinar la incidencia de diferentes factores (tamaño de la fibra, velocidad de 
agitación, temperatura) en el proceso de co-precipitación 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 
relación óptima de fibra en el proceso de co-precipitación. 

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 más exhaustivo con el cual se pueda determinar la actividad 
catalítica de la enzima inmovilizada en la fibra en un proceso continuo.  
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