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RESUMEN

La lipasa Candida Rugosa se inmovilizd sobre particulas magnéticas recubiertas via
activacion con glutaraldehido. Las particulas magnéticas fueron sintetizadas por el método
de co-precipitacion de iones Fe™ y Fe™ en una solucion de hidréxido de sodio. Ademas las
particulas magnéticas fueron recubiertas con APTS-TEOS para lograr tener en la superficie
grupos —NH; y asi tener una mejor eficiencia de inmovilizacion. Los andlisis de difraccion
de rayos X (XRD) mostraron que las particulas magnéticas son magnetita y que ocurri6 el
recubrimiento de la misma, ademés de que no ocurre un cambio significativo después de
inmovilizar la enzima sobre esta magnetita recubierta, esto fue corroborado con analisis de
SEM-EDS y analisis térmico (DSC). Los andlisis de espectroscopia infrarroja por
tranformada de Fourier (FT-IR) sugieren que la particula magnética ha sido recubierta,
ademas ocurrié un cambio en cuanto a area superficial, la cual fue obtenida por andlisis
BET. La cantidad de proteina contenida en 1 gramo de enzima inmovilizada se hall6 por el
método de Biuret y método Kjeldahl, encontrandose que la eficiencia de inmovilizacion fue
del 30%. La actividad enzimatica promedio (mmol 4cido oleico esterificados/gproteina™h) fue
obtenida para la esterificacion de acido oleico con butanol tanto para la lipasa libre como
para la inmovilizada, para esta ultima la actividad fue de 0.8 veces la enzima libre. Este
sistema biocatalitico fue probado cualitativamente en la transesterificacion de aceite de
palma con etanol presentando como positiva la prueba de ésteres para un periodo de 72
horas. Finalmente se realizd un andlisis teorico de un proceso enzimatico extraccion
reaccion en el que se encontro la zona en la que debe ir ubicado el biocatalizador, esto con
el fin de que el proceso sea mas eficiente. Esta ubicacion dptima del biocatalizador puede
ser logrado con la aplicacion de un campo magnético externo (= 11.600 Gauss).

Palabras Claves: magnetita, recubrimiento, inmovilizacion de enzimas, procesos
extraccion reaccion.



ABSTRACT

Candida Rugosa Lipase was immobilized on covered magnetic particles via glutaraldehyde
activation. The magnetic particles were synthesized by the method of coprecipitation of
Fe™ and Fe™ ions in a sodium hydroxide solution. In addition, the magnetic particles were
covered with APTS-TEOS to manage to have in the surface groups —NH, and better
efficiency of immobilization. The X ray diffraction (XRD) analyses showed that the
magnetic particles are magnetite and that the covering(recovering) of them occurred,
besides, apparently no significant change after immobilizing the enzyme on this covered
magnetite occurred, which was corroborated with SEM-EDS and DSC thermal analyses.
The Fourier Transform infrared spectroscopy (FT-IR) analyses suggest that magnetic
particle has been covered (recovered), and also a change in the superficial area, which was
obtained by BET analysis, was noticed. The amount of protein contained in 1 gram of
immobilized enzyme was obtained by Biuret and Kjeldahl methods, with an immobilization
efficiency being of 30%. The enzymatic activity average (mmol oleic acid
esterificated/gproein*h) Was obtained using the esterification of oleic acid with butanol for
free and immobilized lipases. For the last one, the activity was of 0.8 times the activity of
the free enzyme. This biocatalytic system was proven qualitatively in the transesterification
of palm oil with ethanol presenting as positive the test of esters for a 72 hours period.
Finally, a theoretical analysis of an enzymatic process was carried out for an extraction-
reaction system in which the zone where the biocatalyst should be located was found, this
in order to make the process more efficient. This optimal location of the biocatalyst can be
performed by the application of an external magnetic field (= 11,600 Gauss).

Keywords: magnetite, covering, enzyme immobilization, extraction-reaction processes.
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INTRODUCCION

La sustitucion de los combustibles denominados fosiles o tradicionales, derivados del
petroleo, por otros de origen vegetal, cobran gran importancia en nuestros dias por
varias razones fundamentales, como el hecho de provenir de una fuente renovable, ser
un instrumento de lucha contra el deterioro medioambiental, ademas de un factor de
desarrollo de la agricultura e industrias derivada, entre algunos beneficios.

Los biocombustibles son alcoholes, éteres, ésteres y otros compuestos quimicos
producidos a partir de biomasa, son utilizados como combustibles, generalmente son
elaborados a partir de sustancias organicas renovables, como las plantas herbaceas y
lefiosas, residuos agricolas y forestales y una gran parte de los residuos municipales e
industriales como los desperdicios de la industria alimenticia.

El término biomasa hace referencia a toda materia que puede obtenerse a través de
fotosintesis. La mayoria de las especies vegetales utilizan energia solar para crear
azlcares, partiendo de sustancias simples como el agua y el didoxido de carbono,
almacenando esta energia en forma de moléculas de glucosa, almidon, aceite, etc.

Entre los biocombustibles podemos incluir al bioetanol, biodiesel, biometanol, y
muchos otros. Los dos productos que mas han adquirido interés en los ultimos afios son
el bioetanol y el biodiesel.

El biodiesel es un biocarburante que puede producirse a partir de diferentes tipos de
aceites vegetales como soja, colza, girasol, mani, higuerilla, entre otros, y grasas
animales a través de un proceso denominado transesterificacion, en el que sus
triglicéridos son convertidos en ¢€steres alquilicos que pueden ser utilizados como un
aditivo del diesel de petroleo, y en algunos casos, dependiendo de su pureza, usados
directamente en motores de compresion. Esta reaccion de transesterificacion puede ser
catalizada por catalizadores acido, basicos o enzimas (lipasa)

Entre los catalizadores acidos se utilizan preferiblemente el acido sulfénico y el
sulfurico. Aunque estos catalizadores dan rendimientos muy altos en alquil ésteres,
presentan algunas desventajas como son altas temperaturas de reaccion (superiores a
100 °C) y tiempos de reaccion muy elevados (hasta 50 horas) para alcanzar la
conversion completa de los reactantes. Otra desventaja es que la reaccion debe
realizarse en ausencia de agua, ya que la presencia de ésta en los reactantes, conlleva a
la formacion competitiva de 4cidos carboxilicos, lo que reduce notablemente el
rendimiento de alquil ésteres.

En el caso de los catalizadores basicos, que a diferencia del anterior, la
transesterificacion se realiza mas rapidamente. Por esta razon, y debido al hecho de que
los catalizadores alcalinos son menos corrosivos que los acidos, en la industria prefieren
este tipo de catalizadores, entre los que se cuentan los alcoxidos e hidroxidos de metales
alcalinos, asi como los carbonatos de sodio y potasio. En el citado proceso se produce la
reaccion de las tres cadenas de los acidos grasos de cada molécula de triglicérido, con
un alcohol, produciéndose la separacion de estas cadenas de la molécula de glicerina.



Esta separacion necesita temperatura y un potente catalizador para que la reaccion sea
completa.

En el caso de las enzimas como biocatalizadores, se encuentran las lipasas. Algunas de
las ventajas con las que cuenta este biocatalizador son, baja formacion de co-productos,
facil separacion de los productos, condiciones de reaccion moderadas y formacion de
ésteres de acidos grasos como producto principal.

El proceso de transesterificacion con catalizadores quimicos tiene varios
inconvenientes, los cuales incluyen un gasto significativo de energia, dificil
recuperacion de la glicerina y finalmente exige un tratamiento de aguas residuales.
Ademas, los acidos grasos libres presentes en el aceite interfieren en la reaccion,
especialmente para el caso del catalizador alcalino, guiando a productos indeseables. Al
utilizar enzimas se cuenta con la ventaja de menos gastos energéticos, ademas de que es
un proceso amistoso ambientalmente. La transesterificacion utilizando enzimas como
biocatalizador puede superar los problemas que enfrentan los métodos quimicos
convencionales. Lo mas importante, la glicerina puede ser facilmente recobrada, los
acidos grasos libres contenidos en los aceites se pueden convertir completamente al
ésteres y el tratamiento subsiguiente de aguas residuales no es necesario.

Recientemente, se ha estudiado la inmovilizacién de enzimas sobre diferentes tipos de
soportes esto con el fin de mejorar la estabilidad, hacer mas facil separacion y su posible
reutilizacion en operaciones continuas. Para llevar a cabo la inmovilizacion de la
enzima hay que tener en cuenta factores como la seleccion de un buen soporte y la
estrategia de inmovilizacion con el fin de que la actividad enzimatica no disminuya
significativamente. Las particulas magnéticas apuntan a ser un novedoso soporte el cual
puede ser utilizado en la inmovilizacion de enzimas ya que tienen tamafos
nanomeétricos (1-1000 nm), ademas al ser magnéticas, pueden ser manipuladas por un
gradiente campo magnético externo y finalmente tienen una superficie grande que se
puede modificar para unir enzimas.

La mayor parte de los estudios se han centrado en la produccion enzimatica de biodiesel
utilizando aceite de palma, soja, girasol, entre otros, y metanol y etanol como reactivos.
Se han estudiado caracteristicas como cantidad de alcohol, ya que la enzima sufre una
inhibicion, temperatura y algunas condiciones Optimas para llevar a cabo este proceso,
ademas se han propuesto cinéticas de reaccion con sus respectivos mecanismos teniendo
en cuenta estas limitaciones. Realizando una recopilacion bibliografica todo lo que se ha
hecho en cuanto a procesos enzimaticos para la produccion de biodiesel, han sido
ensayos y pruebas experimentales. Dejando asi un vacio en la parte tedrica la cual nos
aporta las condiciones 6ptimas sin la imperiosa necesidad de realizar varios ensayos
experimentales para encontrar estas condiciones.

En este trabajo se analiza tedricamente la transesterificacion de aceite de palma con
etanol en un proceso enzimatico de extraccion-reaccion, se propone un esquema de un
birreactor-extractor magnético en el que se puede ubicar el biocatalizador en una etapa
especifica y se realiza la sintesis de la particula magnética (magnetita), recubrimiento
con grupos silano y su posterior utilizacion como soporte en la inmovilizacion de la
lipasa Candida Rugosa.



CAPITULO 1
PARTICULAS MAGNETICAS

RESUMEN

En este capitulo se describe el procedimiento de sintesis de las particulas magnéticas
(magnetita) por medio de un método de co-precipitacion y el recubrimiento de las
mismas con grupos silano, esto con el proposito de utilizarlas como soporte en el
proceso de inmovilizacion de la lipasa Candida Rugosa, ya que este biocatalizador va a
ser utilizado en la produccion de biodiesel. Con el fin de verificar el recubrimiento de
las particulas y confirmar caracteristicas como tamafio de particula, estructura cristalina,
area superficial, grupos funcionales y caracteristicas térmicas, se emplearon técnicas de
caracterizacion como: difraccion de rayos X (XRD), calorimetria diferencial de barrido
(DSC), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), microscopia
electronica de barrido (SEM-EDS) y andlisis de la area superficial.

INTRODUCCION

En la actualidad surgen aplicaciones en las que el magnetismo cumple un papel
importante. Una de las areas es el estudio y fabricacion de materiales magnéticos y
nanoestructurados. Para fabricar materiales nanoestructurados es necesario manipular
objetos con un tamafio semejante al de agrupamientos de moléculas e incluso al de
moléculas y atomos; el didmetro de estos materiales son menores a 1000 nanémetros
(nm) (figura 1.1). La finalidad de manipular esta escala nanométrica en los materiales es
debida a la posibilidad de crear dispositivos y sistemas con nuevas propiedades que
permitan funciones especificas que emulen, o no, a la naturaleza [1].

Que es un nannometro?

1 nanémetro = 1 mil-millonésima parte del metro (107" m)
1 nanémetro cibico = 260 Atomos de carbono
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1 Hormiga =2 cm 1 Célula=20 pm 1 Ribosoma =25 nm
(20%10° m) (25*10" m)

1 Persona=2m

Figura 1.1 Concepto de nandmetro

El uso de materiales nanoestructurados magnéticos ofrece ventajas debido a las
propiedades quimicas, fisicas y farmacologicas, incluyendo composicion quimica,
uniformidad granulométrica, estructura del cristal, comportamiento magnético,
estructura superficial, propiedades de adsorcion y solubilidad. Entre los materiales
nanoestructurados magnéticos se encuentra la magnetita (Fe;O4) que es un material
magnético de uso comun por sus fuertes propiedades magnéticas y baja toxicidad, lo
cual incentiva su aplicacion en el campo de la biotecnologia y medicina [1]. En estos
materiales ferromagnéticos cada campo magnético de origen atomico es producido por



un dipolo o un momento magnético y cada uno estd ordenado con los otros, en otras
palabras, todos permanecen perfectamente orientados y unidos por una fuerza cohesiva.
Esta energia involucrada en este proceso se llama ‘energia de intercambio’. Si se desea
cambiar la direccion de uno de los dipolos, los restantes trataran de mantenerlo en su
posicion [2] (figura 1.2).

i
Figura 1.2 Fluidos ferromagnéticos en presencia de un campo magnético externo

En los ultimos anos, debido al répido desarrollo de los materiales nanoestructurados
magnéticos y la nanotecnologia, en el campo de la biotecnologia y medicina, las
particulas magnéticas de tamafios nanométricos han recibido considerable atencion [3-
9]. Estas particulas pueden tener tamafios que las ponen en dimensiones comparables a
la de los virus (20-500 nm), proteinas (5-50 nm) o genes (2 nm a lo ancho y 10-100 nm
a lo largo). Ademas por ser magnéticas pueden ser manipuladas por un gradiente de
campo magnético externo, y finalmente, tienen una gran superficie que puede ser
modificada para adjuntar agentes biologicos.

Por ejemplo, en el campo de la biotecnologia se esta estudiando la inmovilizacion de
enzimas utilizando las particulas magnéticas como soporte. Las ventajas que tiene este
tipo de soporte son: area superficial especifica alta, lo cual permite inmovilizar una
cantidad considerable de enzima, baja resistencia a la transferencia de masa y menos
ensuciamiento (fouling), y la facil separacion de las enzimas inmovilizadas del medio de
reaccion por la aplicacion de un campo magnético externo (0.3-1.0 Tesla) [10, 11].

En el campo de la medicina, se esta estudiando el transporte guiado de los
medicamentos a un sitio especifico por la aplicacion de un campo magnético externo.
Esto es logrado con una minima cantidad de particulas magnéticas consiguiendo que los
medicamentos magnéticos sean seguros y efectivos. El transporte guiado de sustancias
biologicamente activas al 6rgano destino permite crear una concentracion terapéutica
optima del medicamento en la parte deseada del organismo, al mantener la inyeccion
total de la dosis en niveles bajos [12]. El uso de particulas magnéticas biocompatibles
como portadores potenciales de medicamentos parece ser una técnica prometedora [13].
Las propiedades superparamagnéticas de las particulas magnéticas finas es de gran
importancia desde un punto de vista practico porque significa que esas particulas
magnéticas pueden ser transportadas a lugares especificos, situadas en una posicion
conveniente y controladas en partes deseables de vasos sanguineos u 6rganos con la
ayuda de un campo magnético externo [14, 15].

Algunas de las ventajas de estos materiales magnéticos en esta area son: el tamafio de
particula (tamafios pequefios son tolerados para mejorar la difusion y tener tiempos de
sedimentacion grandes y altas dreas superficiales efectivas), las caracteristicas



superficiales (son facilmente encapsuladas lo cual las protege de la degradacion y las
dota de biocompatibilidad) y la buena respuesta magnética (la posibilidad de que la
concentracion de los nanomagnetos decrezca en la sangre y por lo tanto los efectos
colaterales asociados disminuyan).

La separacion magnética es un adelanto tecnoldgico desarrollado recientemente y
utilizado en el campo de la bioseparacion. El principio de este método es utilizar
particulas magnéticas para inmovilizar las moléculas por via ligando para formar un
complejo que pueda ser separado de la solucion por un gradiente de campo magnético
externo. Este principio es utilizado en la inmovilizacion de proteinas, péptidos y
enzimas [10, 16-20], en bioseparacion [21-26], inmunoensayos [27, 28], liberacion
controlada de medicamentos [28-31], biosensores [32, 33], clasificacion celular [34-36],
adsorcion y purificacion de proteinas [37, 38] y en la separacion del acido nucleico [39,
40], entre otros.

Este mismo principio de separacion de elementos se estd utilizando en el drea del
tratamiento de residuos peligrosos (derrames de plantas quimicas, metales pesados,
residuos nucleares, etc.). El concepto es el mismo; las particulas son recubiertas con un
emulsionante quimicamente afin con el residuo que se desea depurar; los residuos
reaccionan con el recubrimiento quedando unidos a las particulas. Una vez finalizada la
reacciéon se remueven con un iman las nanoparticulas magnéticas junto al residuo
peligroso y se los traslada hasta su destino final. Este método ha demostrado ser
altamente eficiente, principalmente para la seguridad humana y la conservacion del
medio ambiente [41-43] .

Por otra parte, en procesos de separacion (in vitro) las particulas magnéticas deben ser
unidades estables compuestas de wuna alta concentracion de nanoparticulas
superparamagnéticas, estas nanoparticulas tienen un momento magnético permanente
mucho mayor que las paramagnéticas. En ausencia de un campo magnético externo los
momentos magnéticos individuales estan orientados al azar, mientras que en presencia
de un campo magnético, los momentos individuales se orientan paralelos, dando lugar a
una fuerte atraccion particula-particula.

La principal dificultad en la sintesis de estas particulas ultrafinas es controlar la
dimension de las particulas a escala nanométrica. Esta dificultad es el resultado de la
alta energia superficial de estos sistemas. La tension interfacial actia como la fuerza
guia para la reduccion espontanea del area superficial por crecimiento durante el paso
inicial de precipitacion y durante el envejecimiento (Ostwald ripening) [44]. Por lo
tanto, la busqueda de rutas féciles y flexibles para sintetizar y producir nanoparticulas
magnéticas con el tamafio deseado y distribucion de tamafio aceptable sin tener
agregado de particulas es de extremada importancia para comprender lo potenciales que
son estos materiales en biomedicina y biotecnologia. Realizando una revision
bibliografica se han encontrado rutas usadas frecuentemente para la preparacion de
nanoparticulas magnéticas, como por ejemplo, método de co-precipitacion,
descomposicion a altas temperaturas de precursores organometalicos, microemulsiones,
entre otras. Ademas de la utilizacion de estas particulas en el campo de la biotecnologia
y en procesos de separacion [45].



Algunas trabajos publicados se enfocan en la sintesis de una matriz polimérica de
tamaflos micrométricos que contengan particulas magnéticas y su aplicacion en la
separacion de proteinas con la ayuda de un ligando especifico que recubre la superficie
de las particulas [22, 46]. Existen trabajos limitados en la aplicacion de las particulas
magnéticas de tamafio nanométrico en la separacion de proteinas. Las nanoparticulas
pueden producir areas superficiales especificas grandes y por lo tanto, puede resultar en
capacidad de adsorcion alta de proteinas. Por consiguiente, puede ser util la sintesis de
nanoparticulas magnéticas con areas superficiales altas y utilizarlas como soportes para
la adsorcioén/desorcion de proteinas [47].



MATERIALES Y METODOS
Materiales

Los reactivos necesarios para la sintesis y recubrimiento de la particula magnética
fueron: cloruro de hierro (III) hexahidratado (Carlo Erba Reagenti al 99%), cloruro de
hierro (II) tetrahidratado (J.7. Baker al 99%), hidroxido de sodio (Merck al 99%),
acetato de etilo (Riedel de Haén al 98%), 3-(2-amino-etil-amino)propiltrimetoxisilano
(APTS) (Fluka al 98.0%), metanol (FisherChemicals al 99%), fluoruro de sodio
(AnalaR al 97%), tetraetilortosilicato (TEOS) (Fluka al 98.0% (GC)) y alcohol etilico
absoluto (Carlo Erba al 99.8%).

Equipos

Para llevar a cabo la sintesis del material es necesario utilizar los siguientes equipos:
placa de agitacion magnética y calentamiento, balanza de gran precision, agitador
eléctrico, estufa y una camara de nitrogeno. Las especificaciones de estos equipos estan
a continuacion:

e Agitador Eléctrico Heidolph RZR 2102 control, con un rango de velocidad de 12
a 2000 rpm y una potencia de salida de 100 W. Este equipo se encuentra ubicado
en el laboratorio de biotecnologia en las Plantas de Biotecnologia y
Agroindustria de la Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.

e Placa con agitacion magnética y calentamiento /KA RH-KT/C, con una potencia
de 400 W, rango de temperatura desde T,mnp hasta 340°C, un indicador de
velocidad de 1 a 7 y una velocidad de agitacion de 0 a 2000 rpm. Este equipo se
encuentra ubicado en el laboratorio de materiales nanoestructurados y
funcionales 2 de la Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.

e (Camara de nitrégeno construida en material acrilico (metacrilato), iluminacion
interior de serie con tubo fluorescente, conexion eléctrica interior y valvula para
la salida del gas interior. Para facilitar la introduccion del material de trabajo, la
camara dispone de una puerta circular con cierre de rosca para pasar todo el
material necesario como por ejemplo matraces, filtros, columnas y demas
articulos de vidrio. Ademas, gracias a la conexion eléctrica en el interior de la
camara, se puede introducir pequefios aparatos eléctricos como por ejemplo
agitadores, balanzas, etc. Finalmente, para manipular el material se dispone de 2
guantes en el frontal de la camara (figura 1.3). La camara de atmoésfera inerte
resultd indispensable para la sintesis de la particula magnética ya que los
reactivos son facilmente oxidables. Este equipo se encuentra ubicado en el
laboratorio de materiales nanoestructurados y funcionales 2 de la Universidad
Nacional de Colombia sede Manizales.

e Estufa Binder series ED con una temperatura maxima de 300°C, controlador DS
con temporizador integrado de 0 a 99 horas, ajuste digital de temperatura con
gran grado de precision (=1°C) y cuenta con una funcién de rampa. Este equipo
se encuentra ubicado en el laboratorio de materiales nanoestructurados y
funcionales 2 de la Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.



Figura 1.3 Foto camara de nitrogeno, (a) vista de frente, (b) vista lateral izquierda y (c) vista por encima.

En este trabajo se realizO una caracterizacion en la cual se utilizan métodos
convencionales como: (1) difraccion de rayos X (XRD) para determinar la estructura del
material, asi como las diferentes fases solidas; (2) la técnica infrarrojo con transformada
de Fourier (FT-IR) permite evaluar los grupos funcionales; (4) analisis térmicos (DSC)
para analizar los cambios energéticos. Existen técnicas complementarias como la
microscopia electronica de barrido (SEM-EDS), para estudiar morfologia de superficies
y la composicion atomica; y finalmente la adsorcion- desorcion de nitrégeno la cual
permite determinar la naturaleza del material poroso, calcular el tamafio promedio de
poro y obtener el area superficial BET. El area superficial de un material es una
propiedad de importancia fundamental para el control de velocidad de interaccion
quimica entre solidos y gases o liquidos. El método basico de medicion de la area
superficial (Método BET) implica la determinacion de la cantidad de un gas inerte,
normalmente nitrégeno (N, como absorbato), requerido para formar una capa con un
espesor monomolecular sobre la superficie de una muestra a una temperatura
criogénica. La area de la muestra se calcula luego utilizando la area conocida (a partir
de otras consideraciones) a ser ocupada por cada molécula de nitrogeno en esas
condiciones. Las especificaciones de los equipos son:

e Difractometro de rayos X
La aplicacion fundamental de la difraccion de Rayos X (XRD) es la
identificacion cualitativa de la composicion de las fases cristalinas de una
muestra tanto organica como inorganica (minerales, rocas, sedimentos, suelos,
particulas atmosféricas, residuos, metales, aleaciones, plasticos, materiales de
construccion, productos quimicos, productos farmacéuticos, ceramicas,



pigmentos, etc.). La difraccion estd basada en las interferencias que se producen
cuando una radiaciéon monocromatica atraviesa una rendija de anchura
comparable a la longitud de onda de la radiacion. Los andlisis se realizaron en
un equipo Rigaku MINIFLEX II, con una voltaje de 30mV y corriente de 15mA,
a una velocidad de 2 deg./min., con un rango de escaneo de 3 a 90 deg. y un
tamano de paso de 0.08. Las muestras se encontraban en estado solido y con la
mayor uniformidad posible. La cantidad de muestra requerida es determinada
por las dimensiones del porta muestras. Este equipo se encuentra ubicado en el
laboratorio de materiales nanoestructurados y funcionales de la Universidad
Nacional de Colombia sede Manizales.

Microscopio electrénico de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica instrumental que
encuentra gran cantidad de aplicaciones en diversos campos de la ciencia y la
tecnologia. El uso principal de la microscopia electronica de barrido es el
estudio de la morfologia de materiales s6lidos (forma y tamafo). Cuando SEM
estd acoplada a la técnica EDS se obtiene informacion cualitativa y semi-
cuantitativa sobre la composicion atomica del material, la cual se puede hacer de
forma puntual o global. Los andlisis se realizaron en un equipo marca Jeol JSM-
5910LV con microsonda EDS. La muestra fue secada al vacio en un equipo
marca Desk II-Denton Vacuum, de una presion de 1000 mtorr hasta 50 mtorr, y
finalmente fue aplicada una capa de oro de aproximadamente 6 nm. Este equipo
se encuentra ubicado en el laboratorio de microscopia de la Universidad
Nacional de Colombia sede Medellin.

Calorimetro diferencial de barrido

La calorimetria diferencia de barrido (DSC) es una técnica de analisis térmico
que permite medir los cambios energéticos de una sustancia en presencia de un
material de referencia. Resulta de aplicacion en estudio de polimeros, productos
farmacéuticos, alimentos, materiales inorganicos, etc. El propdsito de los
instrumentos térmicos diferenciales es registrar la diferencia entre el cambio de
entalpia que ocurre en una muestra y un material inerte de referencia cuando
ambos se calientan. Los analisis se realizaron en un equipo DSC Q100-TA
Instruments, las muestras tenian una masa promedio de 11,00 = 1mg, las cuales
fueron sometidas a una rampa de calentamiento lineal de 10 °C/min desde 33°C
hasta 600°C, bajo un flujo de Nitrégeno de S0mL/min. Este equipo se encuentra
ubicado en el laboratorio de magnetismo y materiales avanzados de la
Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.

Analizador de area superficial y porosidad

La adsorcion-desorcion de N se llevo a cabo en un equipo Micromeritics ASAP
2020 equipado con dos puertos de desgasificacion. Las masas tomadas para
analisis fueron de 0.1-0.15 g y los materiales fueron sometidos a desgasificacion
previa por un tiempo 24 horas a una temperatura de 60°C y con una presion
residual de 10umHg. Las isotermas de adsorcidon-desorcion fueron registradas a
partir de una presion relativa de 10° hasta 0.99. La area superficial BET
(Brunauer-Emmett-Teller) se registro en un rango de 0.06-0.3 P/Po. La
distribucion de microporo se analizo en un rango de 10 P/Po hasta 0.35 y se



analizé por el método Hovarth-Kawazoe utilizando una geometria tipo rendija.
La distribucion de mesoporo se analiz6 a partir de 0.35 P/Po siguiendo el
procedimiento desarrollado por Barrett, Joyner y Halenda (método BJH), con la
correccion de Faas y espesor estadistico de Halsey. Este equipo se encuentra
ubicado en el laboratorio de materiales nanoestructurados y funcionales de la
Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.

e Espectroscopio infrarrojo por transformada de Fourier

El espectro infrarrojo de un compuesto proporciona gran informacion sobre sus
propiedades internas (composicion quimica, impurezas, interaccion entre
sustituyentes, analisis de grupos funcionales, etc.), por lo que es de gran
importancia en analisis cualitativo. Los analisis se realizaron en un
espectroscopio infrarrojo por transformada de Fourier marca Perkin Elmer
modelo Spectrum BX. Con un rango de lectura de 400-4400 cm™. Las muestras
estaban en estado solido y en forma de pastilla, aproximadamente 0.15 mg
muestra (0.3%), en 50 mg de KBr secado previamente a 100°C. Este equipo se
encuentra ubicado en el laboratorio de andlisis instrumental de la Universidad
Nacional de Colombia sede Medellin.

Métodos

Procedimiento de sintesis de las particulas magnéticas

Una mezcla de 500 mL de solucion acuosa cloruro de hierro II-FeCl, (0.2 mol/L) y 500
mL de solucién acuosa de cloruro de hierro III-FeCl; (0.3 mol/L) fueron mezcladas y
agitadas a velocidad 6 en una placa de agitacion magnética mientras se afiadia gota a
gota 200 mL de una solucioén acuosa de hidroxido de sodio-NaOH (4 mol/L). Después
de afiadir toda la solucion acuosa de NaOH apareciéo un precipitado oscuro el cual
sugiere ser magnetita (Fe;O4). Estos precipitados fueron filtrados y lavados dos veces
con acetato de etilo y finalmente secados en una estufa a 30°C por 24 horas (ecuacion
1.1y figura 1.5) [48-50].

FeCl, +2-FeCl, + 8- NaOH — Fe,O, +8- NaCl +4-H,0O (1.1)

Procedimiento de sintesis de las particulas magnéticas recubiertas

Se suspendieron 2 gramos de particulas magnéticas (Fe;O4), anteriormente sintetizadas,
en 100 ml de agua destilada. Paralelamente se prepar6 una mezcla de 5.0 mL de (3-(2-
amino-etil-amino)propil)trimetoxisilano (APTS), 15 mL de metanol y 5 mL de solucién
acuosa de fluoruro de sodio-NaF (1%). Esta mezcla fue agitada a velocidad 4 en una
placa de agitacion magnética por 5 min. A esta mezcla, anteriormente preparada, se le
afiadio la solucion de FesO4 y se continud agitacion con un agitador eléctrico a
velocidad 250 rpm por 5 min. Entonces, mientras se agitaba fueron adicionados gota a
gota 20 mL de tetraetilortosilicato (TEOS). Esta mezcla se agit6 hasta un periodo de 48
horas a temperatura ambiente y velocidad 300 rpm. Esta solucion fue lavada dos veces
con etanol y agua destilada y finalmente filtradas y secadas en una estufa a 30°C por 48
horas. Se realizaron varios ensayos de recubrimiento de particula variando la cantidad
de TEOS (10, 20 y 30 mL), con el fin de escoger la cantidad adecuada de este reactivo
(figuras 1.4y 1.6).
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Figura 1.4 Esquema de formacion de las particulas magnéticas recubiertas [49]

Soluciones Acuosas de FeCl, y
FeCl; (0.2 y 0.3 mol/L)

4

Agitar por 5 min.

Adicionar gota a gota Mantener
NaOH (4 mol/L) agitacion

A
Lavar con acetato
de etilo

Filtrar

Secar

Figura 1.5 Diagrama general del proceso de sintesis de las particulas magnéticas

Suspender las particulas magnéticas Solucion de APTS, Metanol
(Fe;04) en agua destilada y NaF
l ,
Agltar. por R Mezelar B Agltar' por
5 min. 5 min.
A
Adicionar TEOS | Agitar por 48
gota a gota horas
Lavar con etanol > Filtrar
Secar

Figura 1.6 Diagrama general del proceso de sintesis de las particulas magnéticas
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RESULTADOS
Difraccion de Rayos X

En la figura 1.7 se observa el patron XRD para la magnetita y en la tabla 1.1 los
correspondientes indices de Miller (d(obs)) y algunos datos reportados en la bibliografia
(d(ref)). Para la magnetita recubierta con diferentes cantidades de TEOS los patrones
XRD son los mostrados en las figuras 1.8 a 1.10, sus respectivos indices de Miller

(d(obs)) y datos reportados en la bibliografia (d(ref)) se encuentran en las tablas 1.2 a
1.4.

13500

12500

25335

11500

10500

Intensidad
1.4835

2.9761
1.6143

9500 -

4.8387
2.1008
1.7108
1.2805

8500

7500

3 13 23 33 43 53 63 73 83
2Teta (deg.)
Figura 1.7 Patron XRD para la particula magnética obtenida en este trabajo (PM)

Tabla 1.1 Indices de Miller para la PM

(hKI) d(obs) | d(ref) [11]
48387 |
(220) 2.9761 2.9761
31D 2.5335 2.5384
(400) 2.1008 2.0966
(422) 1.7108 1.7063
(511) 1.6143 1.6086
(440) 1.4835 1.4801
1.2805 | v
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Figura 1.8 Patron XRD para la particula magnética con 10 mL de TEOS (PMR10)
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Tabla 1.2 Indices de Miller para la PMR10

(hkl) d(obs) d(ref) [51] d(ref) [11]
—————— 4.9403 4.78 —
------ 4.5118 e e
(111) 3.9518 409 | -
(220) 2.9607 2.83 2.9761
(311) 2.5447 2.50 2.5384
(400) 2.1054 2.08 2.0966
(422) 1.7167 1.70 1.7063
(511) 1.6174 1.60 1.6086
(440) 1.4844 1.48 1.4801
—————— 1.3291 e e
------ 1.1858 e e

3

Figura 1.9 Patron XRD para la particula magnética con 20 mL de TEOS (PMR20)
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Tabla 1.3 Indices de Miller para la PMR20

(hkI) d(obs) d(ref) [11]_| d(ref) [51]
(111) 38836 | 4.09
(220) 2.9839 2.9761 2.83
311 2.5391 2.5384 2.50
(400) 2.0924 2.0966 2.08
422 | 1.7063 1.70
61D 1.6107 1.6086 1.60
(440) 1.4840 1.4801 1.48
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Figura 1.10 Patron XRD para la particula magnética con 30 mL de TEOS (PMR30)

Tabla 1.4 Indices de Miller para la PMR30

(hKI) d(obs) d(ref) [11] | d(ref) [51]
(111) 38736 | 4.09
(220) 2.9607 2.9761 2.83
311) 2.5280 2.5384 2.50
(400) 2.0980 2.0966 2.08
422 | 1.7063 1.70
(511) 1.6174 1.6086 1.60
(440) 1.4844 1.4801 1.48

Comparando los patrones de las particulas magnéticas (figura 1.7) con los reportados en
la bibliografia (tabla 1.1) se sugiere que las particulas resultantes son magnetita-Fe;O4
las cuales tienen estructura tipo spinel (figura 1.11).

La magnetita Fe;04, también conocida como “lodestone”, adopta un tipo de estructura
spinel con parametros de redes de 8.93941 A. La magnetita es un tipo de estructura
spinel inversa. Los cationes se ordenan con un atomo de Fe™ el cual llena los agujeros
tetraédricos y los 4tomos de Fe™ y el resto de atomos de Fe™ estan distribuidos al azar
en los huecos octaédricos. Esto coloca a la mitad de los cationes mas pequefios, Fe ™, en
los sitios mas pequefios tetraédricos (en comparacion con los cationes grandes, Fe™, y
los sitios mas grandes octaédricos). Un estructura spinel normal tiene la formula AB,O4
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con los atomos A en los sitios tetraédricos y los dos atomos B en los sitios octaédricos.
La estructura spinel inversa tienen los &tomos B en los sitios tetraédricos y los atomos A
y B en los sitios octaédricos. La estructura inversa para la magnetita fue sugerida para
explicar el rapido salto de electrones, en otras palabras, el intercambio continuo de
electrones entre los dtomos de Fe' y Fe™ enla posicion octaédrica [52, 53].

Figura 1.11 Red de poliedros de Fe (los tetraedros son azules y los octaedros son verdes) en una celda
unitaria de la magnetita.

Al ser comparado el patron XRD de las particulas recubiertas con las particulas
magnéticas sin recubrir se observa un nuevo pico el cual corresponde al recubrimiento
(d = 3.9), lo que sugiere que la particula magnética ha sido recubierta con el 6xido de
silicio.

La variacion de la cantidad de TEOS en el proceso de recubrimiento de la particula
magnética (10, 20 y 30 mL) no resulta en cambio de la fase de la misma pero si en un
cambio en el area del pico correspondiente a d = 3.9 (las areas calculadas son 275, 132,
185, para PMR10, PMR20 y PMR30 respectivamente), este cambio en el area da a
entender que ha ocurrido algo importante en el material, lo que debe ser corroborado
con otros analisis. Los valores de los indices de Miller fueron corroborados con los
reportados en la bibliografia (tablas 1.2-1.4), encontrandose buenos resultados.

De los datos aportados por los patrones XRD también se puede calcular el tamafio de
particula promedio utilizando la ecuacion propuesta por Scherrer (ecuacion 1.2) y una
modificacion propuesta por Warren para el parametro B. Esta ecuacion utiliza el ancho
del pico a la altura media proveniente del pico de difraccion de rayos X mas intenso
[54].

* *
A*K _ A*K (1.2)

L=
B*cos(0) /(B2 - B2)*cos(0)

Donde L es el didmetro medio de particula en A, A es la longitud de onda del 4nodo de
cobre (A = 1.540562 A), K es una constante (K=0.9), B es el ancho del pico a la altura
media proveniente del pico de difraccion mas intenso (FWHM), By y Bs son FWHM de
la muestra y el estandar (Bs = 0.196) y 0 es angulo de difraccion del pico de mayor
intensidad (angulo de Bragg).

En la tabla 1.5 se puede observar los datos necesarios para la ecuacion (1.2), los cuales
son obtenidos de los patrones XRD, ademas el tamafio de particula calculado para los
diferentes materiales sintetizados (PM, PMR10, PMR20, PMR30). De estos datos
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podemos decir que las particulas sintetizadas son de tamafio nanométrico, lo cual debe
ser corroborado con las imagenes SEM.

Tabla 1.5 Diametro medio de particula

Material | Opicomsx | FWHM | L(nm)
PM 35412 0.658 13.1
PMR10 35.388 0.657 13.2
PMR20 35.405 0.699 12.9
PMR30 35.400 0.686 12.6

Imagenes y analisis elemental

En la figura 1.12 se observan las imagenes de las particulas magnéticas, en las figuras
1.13 a 1.15 se muestran las imagenes de las particulas magnéticas recubiertas variando
la cantidad de TEOS (10, 20, 30 mL). Cada figura contiene diferentes distancias de
acercamientos con el fin de observar con mas detalle las particulas sintetizadas.

UNALMED: PH o UNALLED IR
154U bs: 12) 18936 .8 1= el {soe

UnRLNED Pl s ? WNALHED FM g ¢
- . i b > ¥ - —_— . et
eyscy 52, 88 ) ZefeEm 15U @ 2,900 104m o el 0. CeliSE |

Figura 1.12 SEM para las particulas magnéticas
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Figura 1.13 SEM para las particulas magnéticas recubiertas con 10 mL de TEOS
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Figura 1.14 SEM para las particulas magnéticas recubiertas con 20 mL de TEOS
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Figura 1.15 SEM para las particulas magnéticas recubiertas con 30 mL de TEOS
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En las imagenes de las particulas magnéticas (figura 1.12) se pueden observar tamafios
aproximados de particulas de 25 um teniendo un acercamiento de X2.200 (figura
1.12d). Al tener un acercamiento entre X10.000 y X15.000 (figura 1.12 e, f, h) se
observa una aglomeracion de las particulas debidas a que al ser magnéticas y al no ser
dispersadas en una sustancia adecuada, ellas tienden a atraerse y a aglomerarse y
generar espacios entre ellas mismas. Se observan tamafos de particulas aproximados
entre 0.6 y 1.5 pum.

En la figura 1.13a con un acercamiento de X85 se pueden observar tamafios de
particulas entre 137 y 406 pm. Ademas de observarse una mayor uniformidad en cuanto
a superficie esto comparandolas con las particulas magnéticas sin recubrir, lo que da a
entender que se recubrid el aglomerado de particulas anteriormente descrito, esto es
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logrado llenando los espacios existentes en las particulas magnéticas sin recubrir (figura
1.13).

Las particulas recubiertas con 20 mL de TEOS (figura 1.14) tienen una gran diferencia
con las PMR10 ya que las particulas pierden uniformidad en la superficie, debida a una
mayor cantidad adicionada de TEOS, ya que hay suficiente TEOS para llenar todos los
espacios generados por las mismas particulas magnéticas sin recubrir y cuando ya no se
tiene mas espacios que recubrir lo que hace es recubrir la superficie de estas particulas
magnéticas. Ademads, se pueden observar tamafios entre 5.6 y 11.8 pm al tener un
acercamiento X2.200 (figura 1.14d).

Las particulas magnéticas recubiertas con 30 mL de TEOS (figura 1.15) tienen una gran
diferencia con las PMR10 y PMR20 ya que las particulas tienden a ser mas uniformes
en la superficie, debido a una mayor cantidad adicionada de TEOS, lo que da a entender
que la superficie toma caracteristicas del 6xido de silicio. Los tamafios aproximados de
particulas son 47 a 54 um, esto es observado a un acercamiento de X500 (figura 1.15b).
Al hacer acercamientos de X3000, X5500 y X10000 (figuras 1.15 j, k, n), se pueden
observar tamafios de particula de 11 pm, ademas de cavidades con didmetros entre 3 y 8
pum. Las particulas magnéticas recubiertas con TEOS llenan completamente las
cavidades generadas por las particulas magnéticas sin recubrir (PMR10 y PMR20),
entonces para este caso el TEOS continua recubriendo la superficie de la misma a tal
punto en el que hay suficiente TEOS para hacer que la superficie de la particula
magnética recubierta tome caracteristicas similares al 6xido de silicio.

Para complementar este analisis es necesario analizar los EDS de las particulas
magnéticas (figuras 1.16 y 1.17) y las particulas magnéticas recubiertas (figuras 1.18 a
1.25).

En el caso de las particulas magnéticas se realizé el andlisis en dos regiones (figuras
1.16 y 1.17). Es necesario normalizar los porcentajes atobmicos con respecto al oro (Au)
el cual esta presente debido a que las particulas son recubiertas con este elemento y
también con respecto al carbono (C) ya que las particulas son adheridas a una cinta de
carbono (protocolo del SEM-EDS). La relacion atomica Fe/O para dos regiones de las
particulas magnéticas son 1.37 y 2.44 (tabla 1.6). Esta variacion en la relacion es debida
a que hay zonas en las que existe un mayor porcentaje de Na y Cl, lo que ocasiona una
variacion en esta relacion.

El EDS de la PMRI10 (figura 1.18) tiene una relacion Si/Fe igual a 10.90 y Fe/O = 0.039
(tabla 1.6) debido al recubrimiento de la particula con 6xido de silicio, esta relacion se
calcul6 normalizando los porcentajes atdbmicos como se explicod anteriormente.

Para la PMR20 (figura 1.19) la relacion Si/Fe es igual a 22.52 y Fe/O = 0.023 (tabla
1.6), lo cual al ser comparado con la PMR10 se ve una diferencia significativa en las
relaciones debido a que fue agregada mas cantidad de 6xido de silicio.

En el caso de PMR30 se analizaron varias regiones por EDS (figuras 1.20-1.25), las

cuales tiene diferentes relaciones atdmicas del Si/Fe y Fe/O (tabla 1.6), esto debido a
que hay regiones en donde todavia existe Fe, ya que no fue recubierto, y en regiones en
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donde el Si estd en mayor cantidad debido a que el recubrimiento no ocurrid
uniformemente. Hay regiones en donde la relacion Si/Fe es mucho mayor a la
encontrada en la PMR20 y esto es debido a la cantidad de TEOS adicionada.

Tabla 1.6 Relaciones atdmicas obtenidas del analisis SEM-EDS para las diferentes regiones analizadas.

Material Relacion atéomica Relacion atomica

Fe/O Si/Fe
PM (Regién 1) 1.37 N.A.
PM (Regidn 2) 2.44 N.A
PMR10 0.039 10.90
PMR20 0.023 22.52
PMR30 (Region 1) 1.945 0.302
PMR30 (Region 2) 0.006 65.67
PMR30 (Regién 3) 0.094 4.45
PMR30 (Region 4) 0.009 61.81
PMR30 (Regién 5) 0.725 0.172
PMR30 (Region 6) 0.006 94.95

Elemento | % Peso | % Atomico
oK 16.78 40.46
Na K 1.65 277
ClIK 1.08 1.18
Fe K 80.49 55.59

10
ull Scale 2246 cts Cursor: 0,000 kel

Figura 1.16 EDS para las particulas magnéticas (Region 1)

Elemento | %Peso | % Atomico
CK 3.87 14.24
oK 8.61 23.78
CIK 0.70 0.88
Fe K 73.40 58.09
AuM 13.42 3.01

ull Scale 2636 cts Cursor: 1.732 ket (37 cts)

Figura 1.17 EDS para las particulas magnéticas (Region 2)
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Elemento | %Peso | % Atdmico
CK 22.67 33.47
QoK 40.80 4523
SiK 30.90 19.51
Fe K 563 1.79

o 2 4 B g 10
ull Scale 2568 cfs Cursor 0,000 kel

Elemento | %Peso | % Atémico
CK 17.43 26.57
QK 41.99 48.04
SiK 37.30 24.31
Fe K 3.28 1.08

10
ull Scale 2473 cts Cursor 0,000 ke

Figura 1.20 EDS para las particulas magnéticas recubiertas con 30 mL de TEOS (Region 1)

23

Elemento | %Peso | % Atomico
CK 3.71 11.37
oK 10.92 25.09
SiK 11.26 1474
Fe K 74.11 48.80




1 2 3 4
6 cts Curzor 1.732 ke (2689 cts)

%Peso | % Atomico
17.93 26.27
47.80 52.57
33.27 20.84
1.00 0.32

Elemento | %Peso | % Atomico
CK 12.10 20.01
oK 42 57 52.85
SiK 31.34 22.16
Fe K 13.99 4,98

Elemento | %Peso | % Atomico
CK 15.61 24 .12
OK 41.16 47.76
SiK 41.87 27.67
Fe K 1.36 0.45

ull Scale 2636 cts Cursor: 1.732 ke (1991 cts)

Figura 1.23 EDS para las particulas magnéticas recubiertas con 30 mL de TEOS (Region 4)
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%Peso | % Atomico
5.70 14.03
25.15 46.48
5.50 5.79
63.65 33.70

Elemento | %Peso | % Atomico
CK 14.77 22.83
oK 42.25 49.03
SiK 42.11 27.84
Fe K 0.88 0.29

ull Scale 2636 cts Cursor: 1.732 kel (2436 cts)

Figura 1.25 EDS para las particulas magnéticas recubiertas con 30 mL de TEOS (Region 6)
Analisis de grupos funcionales

En la figura 1.26 se observan los espectros infrarrojos para la particula magnética y para
la particula magnética recubierta.

Para efectos de comparacion de los resultados obtenidos se realizo una busqueda en la
literatura de las bandas caracteristicas de las particulas magnéticas sin y con
recubrimiento encontrandose lo siguiente: bandas cercanas a 3400 (modo estiramiento)
y 1630 (modo tijera) cm™ son correspondientes a los grupos hidroxilo (referidas a la
presencia de H,O en las muestras). Bandas cercanas a 2970 y 2920 cm™ son debidas a
los enlaces C-H (modo estiramiento). Banda cercana a 1091 cm™ es debida a los enlaces
C-N (modo estiramiento). Bandas cercanas a 1060 y 790 cm™ son debidas a los enlaces
Si-O-Si (modo estiramiento asimétrico). Banda cercana a 450 cm™ es debida al
“rocking” de los oxigenos [55]. Bandas cercanas a 570 y 375 cm’ son debidas a los
enlaces Fe-O [11, 51].
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En el espectro infrarrojo de la particula magnética (figura 1.26a) se puede observar la
banda que corresponde a los enlaces Fe-O (578 cm™), la cual se caracteriza por ser un
pico ancho y pronunciado. Al observar esta banda en el espectro de la particula
magnética recubierta (figura 1.26b), nos damos cuenta de que este pico ha tenido una
reduccion en tamafio y en amplitud, esto sugiere que el 6xido de silicio ha recubierto la
particula magnética. Las bandas correspondientes a los enlaces Si-O-Si (1060 y 790 cm’
" y al modo vibracional de “rocking” de los oxigenos (443 cm™) estan presentes en el
espectro de la particula magnética recubierta (figura 1.26b) indicando el recubrimiento
de la particula.
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Figura 1.26 Espectros FTIR para (a) particulas magnéticas y (b) particula magnética recubierta

Analisis térmico

Las propiedades de las silicas son determinadas en primer lugar por la actividad
quimica, la cual depende de la concentracion, distribucion y el tipo de grupos hidroxil, y
ademas, la presencia de puentes siloxanos (Si-O-Si). Un decrecimiento en la densidad
superficial de los grupos OH estd acompanado por una pérdida de hidrofobicidad. Por
otro parte, cuando incrementa la concentracion de puentes Si-O-Si esto resulta en un
incremento de la hidrofobicidad de la silica.

Los procesos de deshidratacion ocurren cuando existe una remocion de agua adsorbida
fisicamente en la superficie de la silica y la deshidroxilacion se remueven grupos OH de

la superficie de la misma.

La magnitud exacta T; que corresponde a la completa deshidratacion y el inicio de la
deshidroxilacion es de aproximadamente 190 + 10°C. A 190°C, los parametros cinéticos
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calculados para los datos experimentales reportados por Zhuravlev muestran un
incremento en la energia de activacion del proceso de desorcion de agua, la cual cambia
de ~ 10 a ~ 17 kcal/mol, y también el orden cinético de la reaccion de esta desorcion
térmica cambia de 1 a 2, esto debido a un cambio en la humedad superficial del material
[56].

De los perfiles de DSC que se le realiz6 a las particulas magnéticas sin y con
recubrimiento (figuras 1.27-1.30) se puede localizar la temperatura T;. Esta temperatura
estd muy cercana a la reportada por Zhuravlev, lo que confirma un cambio en la
estructura del material lo que conlleva a un cambio en la capacidad de adsorber agua.
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Figura 1.27 DSC para la particula magnética (PM)
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Figura 1.28 DSC para la particula magnética con 10 mL de TEOS (PMR10)
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Figura 1.29 DSC para la particula magnética con 20 mL de TEOS (PMR20)
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Figura 1.30 DSC para la particula magnética con 30 mL de TEOS (PMR30)

Analisis Textural

Las isotermas de adsorcidén son muy utiles para la caracterizacion de solidos porosos. La
IUPAC reconoce 6 tipos de isotermas de adsorcion [57]. En la figura 1.31 se muestra un
esquema de cada una de ellas.

La isoterma tipo I se caracteriza porque la adsorcion se produce a presiones relativas
bajas y es la que muestran los s6lidos microporosos. La isoterma tipo II es caracteristica
de s6lidos macroporosos o no porosos, tales como negros de carbon. La isoterma tipo
IIT ocurre cuando la interaccion adsorbato-adsorbente es baja. Este tipo de isoterma se
ha observado en adsorcion de agua en negros de carbon grafitizados. La isoterma tipo
IV es caracteristica de s6lidos mesoporosos. Presenta un incremento de la cantidad
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adsorbida importante a presiones relativas intermedias y ocurre mediante un mecanismo
de llenado en multicapas. La isoterma tipo V, al igual que la isoterma tipo III es
caracteristica de interacciones adsorbato-adsorbente débiles, pero se diferencia de la
anterior en que el tramo final no es asintotico. La isoterma tipo VI es poco frecuente.
Este tipo de adsorcion en escalones ocurre solo para solidos con una superficie no
porosa muy uniforme. Este tipo de isoterma se ha observado en la adsorcion de gases
nobles en carbon grafitizado.

Tipo I Tipo II Tipo ITI
b 2 3
§ i $
S ] S
0 1 PlPPo 0 1 P/Po ] | P/Po
5| Tipo IV 4| Tipo V . Tipo VI
i g §
0 1 PPP0 0 1 P/Po 0 1 P/Po

Figura 1.31 Representacion esquematica de los seis tipos de isotermas de adsorcion.

Los ciclos de histéresis se clasifican segiin Boer en Tipo A, B, C, D, E, F y G (figura
1.32) y seguin la [IUPAC en H1, H2, H3 y H4 (figura 1.33).

Los ciclos de histéresis Tipo A se caracteriza porque las ramas de adsorcion y desorcion
son muy pendientes a presiones relativas intermedias, es propia de poros en forma
tubular abiertos en ambos extremos, y de poros en forma de botella. Tipo B se
caracteriza por poseer una rama de adsorcion muy pendiente cerca de la saturacion,
produciéndose la desorcidon a presiones intermedias, es propia de poros en forma de
hendidura abierta con paredes paralelas y de poros con cuerpos anchos, cuellos cortos y
estrechos. Tipo C se produce una brusca subida de la rama de adsorcidon a presiones
relativas medias, y una rama de desorcion algo pendiente, también situada a presiones
relativas e intermedias. Es propia de materiales con poros esferoidales todos con un
radio de la cavidad circular pero con entrada de varios tamafios. Tipo D es analogo al
tipo B, pero con una rama de desorcion mucho mas pendiente, es un tipo de histéresis
poco frecuente y se presenta en poros con forma de ldminas de anchura variable y poros
en forma de cuiia, abiertos por los dos lados. Tipo E se caracterizan por presentar una
rama de adsorcion muy pendiente y de desorcion mucho mas pendiente a presiones
relativas medias. Ocurre en forma de botella con cuerpos grandes y radios efectivos
variables y cuellos pequenos y estrechos. Tipo F se caracteriza por la fuerte pendiente
de las ramas de adsorcién y desorcion. Se presenta en el caso de poros con una
distribucion heterogénea de tamafios y de distintas geometrias. Tipo G se caracteriza por
no presentar histéresis. Lo presentan materiales con poros conicos cerrados por un
extremo y poros en forma de cufia, de doble cono, cilindrica y de seccion esférica.
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Figura 1.32 Ciclos de histéresis segun clasificacion Boer

En el ciclo de histéresis Tipo H1 (tipo A de la clasificacion de la figura 1.32) se puede
observar que las dos ramas de la isoterma de adsorcion son paralelas y casi verticales,
mientras que en H4 las ramas son paralelas y casi horizontales. Los tipos H2 (tipo E en
figura 1.32) y H3 (tipo B en figura 1.32) son intermedios entre aquéllos.

H1 H2 H3 H4

Amount odsarbed

Relgtive pressure, p/p°

Figura 1.33 Ciclos de histéresis segtin clasificacion IUPAC

En la figura 1.34 se observan las isotermas de la particula magnética, particulas
recubiertas con 10 mL, 20 mL y 30 mL de TEOS (PMR10, PMR20, PMR30), acorde
con la representacion esquematica de los seis tipos de isotermas de adsorcion (figura
1.31) y a los ciclos de histéresis (figuras 1.32 y 1.33) se tiene que:

La isoterma de la particula magnética (PM) y de las particula magnética recubierta con
10 mL de TEOS (PMRI10) son de tipo II, esta isoterma es caracteristica de solidos
microporosos, con una histéresis Tipo F, la cual se caracteriza por la fuerte pendiente de
las ramas de adsorcion y desorcion, presentando condensacion capilar de nitrégeno en
los poros y a bajas presiones relativas se observa el llenado de microporos. Se presenta
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en el caso de poros con una distribucién heterogénea de tamafios y de distintas
geometrias (figura 1.34).
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Figura 1.34 Isotermas de adsorcion para todas las particulas

La isoterma de la particula magnética recubierta con 20 mL de TEOS (PMR20) es de
tipo IV, la cual se presenta en materiales porosos adsorbentes que contienen un rango de
radio de poro de aproximadamente 15-1000 A. la pendiente incrementa a presiones
relativas altas indicando un incremento de adsorbato cuando el poro es llenado. Al igual
que en la isoterma tipo II, el punto de inflexiéon de la isoterma generalmente ocurre
cerca de la primera monocapa. Ademads, presenta una histéresis Tipo E segun la
clasificacion Boer y H2 segun la IUPAC, la cual se caracterizan por presentar una rama
de adsorcion muy pendiente y de desorcion mucho mas pendiente a presiones relativas
medias. Ocurre en forma de botella con cuerpos grandes y radios efectivos variables y
cuellos pequefios y estrechos (figura 1.34).

La isoterma de la particula magnética recubierta con 30 mL de TEOS (PMR30) es de
tipo IV, como el hallazgo encontrado para PMR20. A presiones relativas entre 0.65 y
0.7 la histéresis se comporta como la del tipo F, mientras que a presiones relativas
superiores a esta el comportamiento de la histéresis es de tipo H2 segtin la [UPAC. La

aparicion de estas histéresis mixtas sugiere heterogeneidad en la forma de los poros
(figura 1.34).

Las areas superficiales, los calores isostéricos de adsorcion, el volumen de monocapa, el
volumen de poro y didmetro promedio de poro para los diferentes materiales se pueden
observar en la tabla 1.7.

El area superficial de PM disminuy6 drasticamente (90%) con el recubrimiento con

oxido de silicio (PMR10), mientras que para las muestras PMR20 y PMR30 (450% y
250% respectivamente) las areas fueron mayores al material original (PM). El diametro
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promedio de poro para PMR10 es mayor que para las otras particulas y lo contrario
ocurre con el volumen de poro y el volumen de monocapa.

El valor de C (calor isostérico de adsorcion) es la medida del estiramiento de la
interaccion entre la molécula de nitrogeno y la superficie del poro, valores bajos de C

indica que la interaccion entre el nitrogeno y la superficie del poro esta relacionada a la
presencia de estructuras mesoporosas (tabla 1.7).

Tabla 1.7 Resumen de propiedades texturales de los materiales sintetizados

c . Volumen de Diametro

. Area Superficial Volumen de .
Material BET (m?/g) C* monocapa oro (cm’/g) promedio de

g em’/gstp | P g poro (A)**

PM 65.0141 40.269575 14.9348 0.218582 134.4826
PMR10 6.9129 78.375761 1.5880 0.024260 140.3752
PMR20 294.4319 65.039211 67.6357 0.342465 46.5256
PMR30 162.0824 47.029211 37.233 0.405461 100.0629

*Calor isostérico de adsorcion, **Tomado de la isoterma de adsorcion
En las figuras 1.35-1.38 se observa las distribuciones de tamafo de poro calculado para

el brazo de desorcion por el método BJH con la correccion de Faas y el espesor
estadistico segun lo propuesto por Halsey (ecuacion 1.3)

113
_ * =3
t=3.540 (ln(P/Po)) (1.3)
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Figura 1.35 Distribuciones de tamafio de poro calculado para el brazo de desorcion por el método BJH
con la correccion de Faas, dV/dlog(D) para PM
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con la correccion de Faas, dV/dlog(D) para PMR30

En la figura 1.35 se observa una distribucién muy ancha, centrada en 100 A, lo que
soporta la heterogeneidad de los tamafios de poro. Para la PMRI10 se observa un
comportamiento similar al de la particula magnética, aunque el tamafio de poro medio
se encuentra en 120 A (figura 1.36). Mientras que para la PMR20 (figura 1.37), esta
distribucién se hace un poco més aguda, centrada en 50 A, aunque al parecer hay una
contribucién importante de particulas con un tamafio de poro de 40 A. Para las
particulas PMR30 (figura 1.38) se observa un comportamiento similar al de la particula
magnética y al de PMR10, aunque el tamafio de poro medio se encuentra en 50 A.

Se realiz6 ademas un analisis de microporo por el método Horvath-Kawazoe (figura
1.39-1.42), para la particula magnética se evidencia una distribucion bimodal,
encontrandose poros con tamafios entre 8 y 19 A. Para la particula PMR10 se observa
una distribucion bimodal. Para la particula PMR20 se evidencia una distribucion
trimodal. Para la particula PMR30 se evidencia una distribucion unimodal.
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Figura 1.39 Analisis de microporo por el método Horvath-Kawazoe para PM
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Figura 1.41 Analisis de microporo por el método Horvath-Kawazoe para PMR20
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DISCUSION

De los patrones XRD de la particula magnética podemos sugerir que las particulas
sintetizadas tienen caracteristicas de la magnetita (Fe;O4), las cuales tienen estructura
tipo spinel. Estas caracteristicas de la magnetita fueron también corroboradas con los
espectros infrarrojos y con su respectivo analisis EDS en los que se confirma la
presencia de grupos Fe. El tamafio de particula calculado con la ecuacion de Scherrer
nos da a entender que las particulas tienen un didmetro promedio de 9.6 nm, lo que no
fue consistente con las micrografias SEM. En estas imagenes se observa que existe una
aglomeracion de particulas lo que da a lugar a un didmetro promedio de particula mayor
al que se esperaba (25 um) y una uniformidad en la superficie de la particula debida a
esta aglomeracion. Al tener estas aglomeraciones se puede decir que las particulas
magnéticas tienen un area superficial considerable (65 mz/g), la cual aporta grandes
ventajas a la hora de realizar un recubrimiento, ademas del valor del calor isostérico de
adsorcion (C=40) podemos decir que este material tiene gran probabilidad de tener
estructuras mesoporosas, ya que cuando este calor se hace menor existe mayor
probabilidad de presencia de estas estructuras. El recubrimiento de la particula
magnética se hace necesario, debida a la necesidad de adecuarla para su posterior
utilizacion como soporte en la inmovilizacion de enzimas. Para este caso en particular
se emplean soluciones de APTS-TEOS los cuales nos aportan los grupos silanos, estos
grupos nos van a permitir un proceso de inmovilizacién mas eficiente.

La cantidad de APTS para este estudio fue constante (5 mL), pero la cantidad de TEOS
se vario en 10, 20 y 30 mL. Al ser comparados los patrones XRD de las particulas
magnéticas sin recubrir y las particulas magnéticas recubiertas se observa la aparicion
de un nuevo pico, el correspondiente al recubrimiento, lo que sugiere que ha existido un
cambio en la estructura de la particula. Para corroborar lo encontrado en los patrones
XRD se realizd6 un espectro infrarrojo en el cual aparece unas nuevas bandas
correspondientes a los grupos del oxido de silicio, lo cual nos sugiere que la particula
magnética ha sido recubierta.

En las imagenes SEM podemos observar que a medida que se aumenta la cantidad de
TEOS existe un cambio en la superficie de las particulas y un cambio en el tamafio de
particula. El tamafio de particula calculado por la ecuacion de Scherrer nos da a
entender que existen diametros de particula de aproximadamente 10 nm, que como para
el caso de la particula magnética sin recubrir, esto no pudo ser corroborado con las
imagenes SEM, ya que como se dijo anteriormente existe un aglomerado de particulas
magnéticas. Entonces lo que hace la soluciéon de APTS-TEOS es llenar estos espacios
generados por las particulas magnéticas, encontrandose una cantidad necesaria para
llenar estos espacios que fue de aproximadamente 10 mL y cuando fue adicionado 20
mL lo que ocurre es que ya hay suficiente TEOS para llenar estos espacios y lo que
ocurre es un recubrimiento de las particulas magnéticas en su superficie. Finalmente
cuando es adicionado los 30 mL de TEOS ya existe un exceso de este reactivo lo que
hace que la particula magnética adquiera propiedades en su superficie del oxido de
silicio. Esto puede ser visto con mas detalle en los analisis de EDS en donde la particula
magnética recubierta con 10 mL de TEOS tiene una relacion Si/Fe de 10.9, para 20 mL
de 22.52 y para 30 mL hay regiones en donde esta relacion es 65,67. Por otro lado, a
medida que aumenta la cantidad de TEOS existe un aumento en la temperatura T, la
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cual fue obtenida de los perfiles DSC, que para el caso de PMR10, PMR20 y PMR30
son 186.22, 185.62, 196,65 °C, respectivamente. Este cambio en la temperatura esta
relacionado con la capacidad que tienen estos materiales de absorber agua, a medida que
aumenta esta temperatura existe un aumento en la concertacion de los puentes Si-O-Si
lo que conlleva a un aumento en la hidrofobicidad del material.

Finalmente al analizar los datos del area superficial nos damos cuenta de que existe un
cambio significativo en la particula magnética recubierta con 10 mL de TEOS ya que su
area superficial disminuye drasticamente (6.91 m*/g), lo cual confirma lo anteriormente
observado en las micrografias SEM y en el andlisis EDS, ademas podemos decir que en
esta particula existe una menor probabilidad de que existan estructuras mesoporosas
debido a que el valor del calor isostérico de adsorcion sufrid un aumento (C=78)
comparado con las otras particulas recubiertas con 20 y 30 mL. Lo contrario es
observado para la particula magnética recubierta con 20 mL de TEOS ya que existe un
aumento en el area superficial (294.43 m?/g) lo cual sigue siendo acorde a lo encontrado
en la imdgenes SEM y en el andlisis EDS. Para este caso la probabilidad de que exista
mesoporosidad aumenta un poco ya que el valor de calor isostérico de adsorcion
disminuyo (C=65) indicando que puede entonces existir estructuras mesoporosas en el
material. La particula magnética recubierta con 30 mL de TEOS esta en un intermedio
relacionada con la PMR10 y PMR20 ya que el area superficial es 162 m*/g y el calor
isostérico de adsorcion es 47 lo que da a entender que la particula magnética tienen
mayor probabilidad de estructuras mesoporosas y como ya se dijo anteriormente existe
tal cantidad de TEOS para recubrir la particula que esta toma caracteristicas del 6xido
de silicio. Finalmente, con estas diferencias, anteriormente descritas, entre las particulas
magnéticas recubiertas con 10, 20 y 30 mL de TEOS, podemos sugerir la utilizacion de
la particula magnética recubierta con 20 mL de TEOS como soporte para el proceso de
inmovilizacion de la enzima.
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CAPITULO 2
INMOVILIZACION DE ENZIMAS

RESUMEN

En este capitulo se describe el procedimiento de inmovilizacion de la lipasa Candida
Rugosa en una particula magnética (magnetita) por medio de activacion con
glutaraldehido. Se utilizaron técnicas de caracterizacion como difraccion de rayos X
(XRD), calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR), microscopia electronica de barrido (SEM-EDS) y
analisis del area superficial, con el fin de verificar la inmovilizacion de la enzima y
confirmar caracteristicas como tamafio de particula, estructura cristalina, area
superficial, grupos funcionales y caracteristicas térmicas. Ademas se realizé la medicion
de la actividad enzimatica siguiendo una reaccion de esterificacion del acido oleico con
butanol. El contenido de proteina de la enzima inmovilizada fue hallado por el método
Biuret y confirmado con el método de Kjeldahl. Finalmente la enzima inmovilizada fue
probada en la reaccion de transesterificacion de aceite de palma con etanol.

INTRODUCCION

La inmovilizaciéon de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima
en una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su
actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente [1, 2].

Algunas de las ventajas del uso de enzimas inmovilizadas son el aumento de la
estabilidad de la enzima, la posible reutilizacion del derivado, por lo que disminuyen los
costos del proceso, la posibilidad de disefiar un reactor enzimatico de facil manejo y
control adaptado a la aplicacion de la enzima inmovilizada, posibilidad de reciclo del
catalizador, purificacion de productos y prevencion del crecimiento microbial [2-5].

Algunos de los inconvenientes del proceso de inmovilizacion son la alteracion de la
conformacion de la enzima respecto de su estado nativo, la gran heterogeneidad del
sistema enzima-soporte donde pueden existir distintas fracciones de proteinas
inmovilizadas con un diferente nimero de uniones al soporte, siempre suele haber una
pérdida de actividad de la enzima durante el proceso de la inmovilizacion y el
biocatalizador tiende a ser mas caro que la enzima nativa [2].

En general, los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en dos grandes
categorias, retencion fisica y unién quimica (figuras 2.1y 2.2) [2, 6].

Los métodos de inmovilizacion mediante retencion fisica estdn divididos en
atrapamiento e inclusion de membranas (figura 2.1). El atrapamiento consiste en la
retencion fisica de la enzima en las cavidades interiores de una matriz sélida porosa
constituida generalmente por prepolimeros fotoentrucruzables o polimeros del tipo
poliacrilamida, colageno, alginato, carraginato o resinas de poliuretano. El proceso de
inmovilizacion se lleva a cabo mediante la suspension de la enzima en una solucion del
mondmero. Seguidamente se inicia la polimerizacion por un cambio de temperatura o
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mediante la adicion de un reactivo quimico. El atrapamiento puede ser en geles o en
fibras, que suelen ser mas resistentes que los geles. En el primer caso, la enzima queda
atrapada en el interior de un gel, mientras que en el segundo caso la enzima se encuentra
ocluida dentro de las microcavidades de una fibra sintética. Este método de
atrapamiento, de gran sencillez desde el punto de vista experimental, requiere poca
cantidad de enzima para obtener derivados activos. Como ventaja adicional, la enzima
no sufre ninguna alteracion en su estructura. De todas formas, el atrapamiento requiere
un control riguroso de las condiciones de polimerizacion, asi como la comprobacion de
que la naturaleza quimica del proceso no altera los grupos reactivos de la proteina [7-
10].

RETENCION FiSICA

Atrapamiento | Inclusiéon en Membranasl

En Capas En Fibras Encapsulacién Reactores

S
©e
® @ %

Figura 2.1 Métodos de inmovilizaciéon mediante retencion fisica.

La inclusion en membranas, esta dividida en dos tipos, la microencapsulacion que es
una técnica en la que las enzimas estan rodeadas de membranas semipermeables que
permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de enzima. Estas
membranas semipermeables pueden ser permanentes (originadas por polimerizacion
interfacial) o no permanentes (generadas por surfactantes, también llamadas “micelas
reversas”). Las microcapsulas obtenidas son de forma esférica, con tamafios
comprendidos entre 1 y 100 mm de diametro. Mediante este método se pueden
encapsular simultdneamente una gran variedad de enzimas, células o biomoléculas,
permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que suceden en multiples
pasos. Los reactores de membrana los cuales son sistemas que contienen enzimas
atrapadas. Estos reactores emplean membranas permeables al producto final,
permeables o no al sustrato inicial y obviamente impermeables a la enzima. Mediante
una bomba se establece un flujo liquido de sustrato que atraviesa el reactor. En general,
en esta metodologia, se procede inicialmente a la adsorcion de la enzima sobre la
membrana que formara el reactor. Esta adsorcion se puede realizar mediante el paso de
una solucion tamponada de enzima a través de la membrana o por contacto continuo de
una solucion enzimatica con la membrana [11-15].

Los métodos de inmovilizacion de enzimas mediante uniéon quimica estan divididos en
union a soportes y reticulado (figura 2.2). La union a soportes es uno de los métodos de
inmovilizacion mas utilizados y de los que se dispone de una mayor informacion [16-
21]. La eleccion del soporte y del tipo de enlace resultan determinantes en el
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comportamiento posterior del biocatalizador. Se debe procurar que la inmovilizacién
incremente la afinidad por el sustrato, disminuya la inhibicién, amplie el intervalo de
pH optimo y reduzca las posibles contaminaciones microbianas. Ademas el soporte
debe tener resistencia mecéanica adecuada a las condiciones de operacion del reactor y
ser facilmente separable del medio liquido para que pueda ser reutilizado. Se han
utilizado una gran variedad de materiales como soportes para la inmovilizacion de
numerosas enzimas. Estos materiales difieren en tamafio, densidad, porosidad y forma,
aunque generalmente nos los encontramos en forma de cilindro, hojas, fibras y mas
corrientemente en forma de esferas. Los soportes pueden clasificarse en dos grandes
grupos, soportes inorganicos y organicos. Dentro de los primeros se tienen una gran
variedad de soportes, que pueden ser naturales (arcillas como la bentonita, piedra
poémez, silice, etc.) o materiales manufacturados (6xidos de metales y vidrio de tamafio
de poro controlado, vidrio no poroso, alimina, ceramicas, gel de silice, etc.). Los
soportes organicos se pueden clasificar en polimeros naturales que a su vez estan
divididos en polisacaridos (celulosa, almidon, dextranos, agar-agar, agarosa, alginatos,
quitina, chitosan, etc), proteinas fibrosas (coldgeno, queratina, etc), polimeros sintéticos
los cuales estan divididos en poliolefinas (como el poliestireno), polimeros acrilicos
(poliacrilatos, poliacrilamidas, polimetacrilatos, etc.) y otros tipos (alcohol polivinilico,
poliamidas, etc).

UNION QUIMICA

[ Unién a Soportes |
I
| | I |

Adsorcién lénica Unién Covalente Reticulado Puro Co-reticulado

Figura 2.2 Métodos de inmovilizacion mediante unién quimica.

El reticulado, también denominado entrecruzamiento o cross-linking, es una técnica que
ha sido ampliamente utilizada en la estabilizacion de muchas enzimas. El método del
reticulado consiste en uso de reactivos bifuncionales que originan uniones
intermoleculares entre las moléculas de la enzima. Como reactivos bifuncionales se
pueden emplear dialdehidos, diiminoésteres, diisocianatos, sales de bisdiazonio e,
incluso, diaminas si estan activadas con carbodiimida [22-25]. El resultado del
reticulado son enzimas con enlaces intermoleculares irreversibles capaces de resistir
condiciones extremas de pH y temperatura. El co-reticulado, permite eliminar las
pérdidas de actividad enzimatica debidas a efectos difusionales, mediante el
entrecruzamiento de las enzimas con una proteina sin actividad enzimatica y rica en
residuos de lisina (por ejemplo, la albumina bovina). Un procedimiento mixto de
inmovilizacion muy comun consiste en inmovilizar la enzima por adsorciéon sobre una
resina de intercambio i6nico o un soporte polimérico (con lo que se consigue una
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elevada carga enzimatica) y posteriormente afadir el reactivo bifuncional. Actualmente
el método mas novedoso de cross-linking que consiste en la cristalizacion de enzimas y
su posterior reticulado con glutaraldehido [26-30] (Cross-Linked Enzyme Crystals o
CLECs). El aumento de estabilidad se basa en la obtencion de un entramado cristalino,
donde las moléculas de enzima estan rodeadas exclusivamente por otras moléculas de
proteina. De esta manera la propia enzima actiia como soporte, y su estructura terciaria
es estabilizada por las uniones covalentes intermoleculares. La estructura cristalina
posee canales microscopicos (20-50A) que permiten el paso de sustratos hasta el centro
activo de la enzima donde se cataliza la reaccion. Estos cristales pueden soportar
temperaturas elevadas y pH extremos, asi como la accion de las proteasas. Esta
tecnologia se ha aplicado a enzimas muy diferentes, las cuales se han utilizado en la
obtencion de compuestos enantioméricamente puros y en la sintesis de péptidos [31,
32].

Existen varias posibilidades del uso de glutaraldehido para llevar a cabo el proceso de
inmovilizacion de proteinas, como por ejemplo el uso de soportes previamente
activados [26-33] o proteinas previamente adsorbidas sobre soportes con grupos aminos
primarios tratadas con glutaraldehido [34, 35].

Desde el punto de vista de la inmovilizacion, ambos protocolos siguen un mecanismo
similar, una primera adsorcion rapida de la proteina por intercambio i6nico, seguido de
una reaccion covalente [36, 37]. Sin embargo, la primera estrategia conduce a una
modificacion quimica de los grupos de la enzima, mientras en el segundo caso toda la
superficie de la proteina es modificada [38].

Cuando la inmovilizacion se realiza sobre soportes pre-activados, los grupos amino
primarios de la enzima reaccionan con los grupos aldehidos, los cuales han sido
introducidos por modificacion de los grupos amino del soporte (usualmente con 2
moléculas de glutaraldehido). El pH usual para realizar la inmovilizacion sobre estos
soportes esta entre de 7 y 8.5, ya que el soporte activado con glutaraldehido es poco
estable a valores altos de pH. A estos valores de pH, la reactividad de los grupos Lys-
amino estimada puede ser bastante baja [39].

Sin embargo, cuando la enzima es adsorbida sobre el soporte, y luego se trata con
glutaraldehido dentro de las condiciones adecuadas, todos los grupos amino primarios
de la enzima y del soporte se pueden activar con una molécula de glutaraldehido. Esto
permite tener un vinculo cruzado (cross-linking) intenso dentro de las condiciones de
reaccion [38]. De esta forma, la molécula de glutaraldehido enlazada a los grupos
amino-lisina de la enzima reaccionan covalentemente con la molécula de glutaraldehido
enlazada a los grupos amino primarios del soporte estableciendo un enlace covalente
multipunto de la enzima-soporte. Ambas estrategias han sido comparadas con la
estabilidad enzimatica, por ejemplo se han estudiado enzimas relevantes industrialmente
como glutaril acilasa (GAC), d-aminoacido oxidasa (DAAO), y Glucosa oxidasa (GOX)
[40]. Para estas enzimas, se realizO una adsorcién sobre los soportes aminados,
tratamiento de las enzimas adsorbidas con glutaraldehido y la inmovilizacién sobre
soportes pre-activados con glutaraldehido. En todos los casos, el tratamiento de la
adsorcion enzimatica sobre los soportes aminados con glutaraldehido produjo una
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estabilidad alta. Ademas, después de este tratamiento, usando una fuerza ionica alta, las
enzimas no fueron desorbidas [40, 41].

Recientemente, los nanomateriales han sido ampliamente usados como soportes para
inmovilizar enzimas. Entre estos materiales, las nanoparticulas magnéticas son famosas
porque son utilizadas en conjunto con materiales biologicos como por ejemplo
proteinas, péptidos, enzimas [23, 25, 42-45], anticuerpos y acidos nucleicos [43].

Las particulas magnéticas como soporte cuentan con buen tamafo [46], y a pesar de no
ser porosas, permiten inmovilizar aproximadamente 100 mg de proteina/gramo de
particulas himedas. El uso de particulas magnéticas puede ser la solucion adecuada para
superar los problemas de separacion, ya que con el uso de un iman se permite una
recuperacion simple del biocatalizador del medio de reaccion [47, 48]. En algunas
instancias, estos soportes no porosos pueden presentar algunas ventajas comparados con
el uso de soportes porosos. Por ejemplo, no tienen problemas de difusion externa. En
realidad, los soportes no porosos pueden ser una opcion industrial para la utilizacion en
los sistemas soélidos-liquido (p.e., proteinas precipitadas, residuos agricolas). Sin
embargo, usando estas particulas no porosas, la enzima es inmovilizada sobre la
superficie externa y por lo tanto, se pierde el efecto protector dado por la inmovilizacion
dentro de los poros de un soporte poroso. Asi, es posible que una enzima inmovilizada
sobre estas particulas, pueda sufrir inactivacion, especialmente a través de la interaccion
con burbujas de gas generadas por agitacion fuerte o burbujeo con oxigeno [49].
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Los reactivos necesarios para la inmovilizacion de la lipasa Candida Rugosa sobre el
soporte magnético, pruebas de actividad enzimatica y su posterior utilizacidon en la
produccion de biodiesel son: Etanol (Mallinckrodt al 99.9%), Hidroxido de Potasio
(Mol Labs, al 98%), Acido Oleico (Carlo Erbak, Puro), Butanol (Mallinckrodt al
99.9%), Hexano (Mallinckrodt al 100%), Glutaraldehido, Fenolftaleina (Mol Labs al
1% en etanol), Lipasa Candida Rugosa, Hidroxido de Sodio (Merck al 99%), Sulfato de
cobre (Riedel de Haén, al 98%), Tartrato de sodio y potasio (Carlo Erba, al 98%)
Particulas magnéticas recubiertas con 20 mL de TEOS, Buffer de Fosfato (pH 7.0,
0.1M), Albumina, Aceite de Palma (4lianza Team), Acido Hidroclérico (Mallinckrodt,
aprox. 37%), Tiosulfato de sodio (Mol Labs, al 98%), Reactivo de Hamus (Y odo, Acido
acético y Bromo), Yodo (Merck, al 50%), Acido Acético, (J.T. Baker al 80%), Bromo
(Merck, 98%), Cloroformo (Mallinckrodt, 57%), Yoduro de Potasio (Mol Labs, 80%).

Equipos

Para llevar a cabo la funcionalizacion del soporte, la inmovilizacion de la enzima, y su
posterior utilizacion en la produccion de biodiesel es necesario utilizar los siguientes
equipos: placa de agitacion magnética y calentamiento, balanza de gran precision,
agitador eléctrico, shaker y un bafio termostatado. Las especificaciones de estos equipos
estan a continuacion:

e Placa con agitacion magnética y calentamiento /KA RH-KT7/C, con una potencia
de 400 W, rango de temperatura desde T,mnp hasta 340°C, un indicador de
velocidad de 1 a 7 y una velocidad de agitacion de 0 a 2000 rpm. Este equipo se
encuentra ubicado en el laboratorio de catalisis de la Universidad Nacional de
Colombia sede Manizales.

e Estufa Binder series ED con una temperatura maxima de 300°C, controlador DS
con temporizador integrado de 0 a 99 horas, ajuste digital de temperatura con
gran grado de precision (=1°C) y cuenta con una funcion de rampa. Este equipo
se encuentra ubicado en el laboratorio de materiales nanoestructurados y
funcionales 2 de la Universidad Nacional de Colombia sede Manizales.

o Shaker Unitronic OR con un rango de temperatura desde T, hasta 90°C y una
velocidad de agitacion de 10 a 100 U/min. Este equipo se encuentra ubicado en
el laboratorio de catalisis de la Universidad Nacional de Colombia sede
Manizales.

e Bafo termostatico Lauda, con un rango de temperatura de Ty, hasta 90°C. Este
equipo se encuentra ubicado en el laboratorio de biotecnologia en las Plantas de
Biotecnologia y Agroindustria de la Universidad Nacional de Colombia sede
Manizales.

En este trabajo se realizO una caracterizacion en la cual se utilizan métodos
convencionales como: difraccion de rayos X (XRD), la técnica infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-IR), andlisis térmicos (DSC). Técnicas complementarias
como la microscopia electrénica de barrido (SEM-EDS), y finalmente la adsorcion-

47



desorcion de nitrogeno. Las especificaciones de estos equipos fueron descritas en el
Capitulo 1.

Métodos

Vinculo cruzado (cross-linking) con glutaraldehido

Se adicionaron 4.4 gramos de particulas magnéticas recubiertas (PMR) a 100 mL de
solucion acuosa de glutaraldehido (10%) y se agitd en una placa de agitacion magnética
a velocidad 4 por 24 horas a temperatura ambiente. Los filtrados se lavaron con agua
destilada y finalmente se secaron a temperatura ambiente por 48 horas (figuras 2.3 y
2.5a) [50].

Figura 2.3 Funcionalizacion del soporte magnético

Inmovilizacion de la Lipasa Candida Rugosa

Se disolvieron 764 mg de lipasa Candida Rugosa, lo que equivale aproximadamente a
200 mg de proteina, en 100 mL de Buffer de Fosfato (pH 7, 0.1 M) y se agitaron en una
placa de agitacion magnética a velocidad 4 hasta que la lipasa estuvo completamente
disuelta. (aprox. 10 min). A esta solucion se le afiadid 1 gramo de particulas magnéticas
recubiertas previamente funcionalizadas con glutaraldehido (PMG) y fueron agitadas en
una placa de agitacion magnética a velocidad 4 por 24 horas a temperatura ambiente
[50]. Esta solucion fue filtrada y lavada dos veces con buffer de fosfato. Finalmente los
precipitados se secaron a temperatura ambiente por 48 horas. Los filtrados se guardaron
para posterior analisis de proteina por el método Biuret (figuras 2.4 y 2.5b).

Proteina

P \L{L
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Figura 2.4 Inmovilizacion de la lipasa sobre un soporte magnético
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de glutaraldehido i
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Figura 2.5 (a) Diagrama general del proceso de funcionalizacion del soporte. (b) Diagrama general del
proceso de inmovilizacion

Determinacion de la proteina (método Biuret)

Para realizar la curva patron, se prepard el reactivo Biuret de la siguiente forma: se
disolvio 1.5 g de CuSO, - 5 H,O y 6 g de tartrato de sodio y potasio, y se aforo a 500
mL. Se adicioné 300 mL de NaOH al 10%. Finalmente se aforo a 1 Litro. Ademas, se
prepard una solucion de albumina (10 mg/mL) y adiciondé un poco de NaCl para mejor
dilucion. Se preparod la curva patron de 0-1 mg/mL de alblimina adicionando 4 mL del
reactivo Biuret y 1 mL de la muestra y después fue almacenado en un lugar oscuro por
30 min. Se midid la absorbancia a 540 nm, teniendo como blanco el agua [51, 52].

Para medir la cantidad de proteina en los filtrados y lavados que se realizaron en la
inmovilizacion de enzimas, a 1 mL de estos filtrados y lavados, fueron adicionados 4
mL del reactivo Biuret y almacenados en un lugar oscuro por 30 min. Se midio la
absorbancia a 540 nm, teniendo como blanco el agua y luego se calculd la cantidad de
proteina presente en estos filtrados y lavados por medio de la correlacion dada por la
curva patron.

Nitrégeno total (Método Kjeldahl)
El proceso se desarrolla en tres etapas, digestion, neutralizacion y destilacion.

En la digestion se toma un volumen de muestra de acuerdo a la cantidad de nitrogeno
total (tabla 2.1).

Tabla 2.1 Volumen de muestra requerido para el calculo del Ny

Niota1 €n 12 muestra Tamaiio de la muestra
mg/l mL
0-1 500
1-10 250
10-20 100
20-50 50
50-100 25
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Para la determinacion de el Ny, en una muestra, se debe pasar el volumen de la
muestra seleccionada al tubo del digestor, adicionar 20 ml de H,SO4 concentrado, 2
perlas de vidrio y 5 gramos de la mezcla catalizadora; se coloca el tubo en el digestor, se
calienta la muestra hasta que esta sea de aspecto incoloro o transparente y se sigue el
calentamiento por 15 minutos mas.

Para el proceso de la neutralizacion y destilacion, se enfria la mezcla y se adiciona 0.5
ml de fenolftaleina. Se conecta el tubo al equipo de destilacion; se diluye con agua libre
de amonio hasta un volumen de 50 ml y finalmente se adiciona suficiente NaOH hasta
que la muestra se vuelve alcalina.

El proceso de titulacion del destilado se hace de la misma forma que en la
determinacion de amonio. Para muestras con un contenido alto de nitrégeno, se
recomienda titular con 0.1N de H,SO4 y muestras con poco contenido de nitrégeno se
utiliza 0.01N de H,SO4.

La ecuacion que se utiliza para cuantificar el contenido de nitrogeno total es la
siguiente:

(4—B)* N *14.000

ml de muestra

%N,

total —

@.1)

Donde, A son los mililitros de H,SO, utilizados en la titulacion de la muestra, B son los
mililitros de H,SO,4 utilizados en Ia titulacion del blanco y N es la normalidad de la
solucion de HySOs.

Teniendo el nitrogeno total se procedié a calcular el porcentaje de proteina en las
muestras utilizando la siguiente expresion:

% Proteina=%N,,, * f (2.2)

total

Donde f es un factor que se utiliza para calcular el porcentaje de proteina en la muestra,
en este caso este factor es 6.25 [53, 54].

Medicion de la actividad
Para llevar a cabo la medicion de la actividad enzimatica se sigui6 la siguiente reaccion:

Acido Oleico + Butanol —““ 5 Qleato de butilo + Agua 2.3)

En un erlenmeyer se adiciond 1.57 mL de acido oleico, 48 mL de hexano y la enzima
(aprox. 31 mg de proteina). Se acondiciond a 40°C, agitacion 90 u/min por 1 hora.
Después de acondicionar la enzima, se adiciond a esta mezcla 0.46 mL de butanol, e
inicio el tiempo cero. Las concentraciones del acido oleico y el butanol en hexano
fueron de 0.1N. Se saco una alicuota de 1 mL de la mezcla reaccionante, se calent6 a
60°C por 1 minuto y se aforo con etanol grado absoluto hasta 5 mL, con el fin de parar
la reaccion. Se tituld esta mezcla con potasio alcoholico (0.01 N). Se repitieron estos
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pasos por un determinado tiempo. La actividad es expresada por la cantidad de 4cido
oleico que se gasta por unidad de tiempo. Este procedimiento fue realizado para la
enzima libre y la enzima inmovilizada [55].

Transesterificacion del aceite de palma con etanol

Se prepar6 una solucion de aceite-hexano, la cual se llevo a un reactor de 200 ml en
donde se mezclo, en la proporcion definida, primero con el etanol y finalmente con la
enzima, con el fin de evitar la inhibicion de ésta por efecto de la alta concentracion del
alcohol. Posteriormente el sistema se calentd de manera gradual hasta alcanzar la
temperatura de trabajo empleando agua proveniente de un bafio termostatico, y se fijo
una velocidad de agitacion tal que asegurara que la enzima se mantuviera suspendida en
la mezcla reaccionante. En este caso la reaccion se prolongéd durante 72 h. Una vez
finalizada la reaccion, se suspendi6 el calentamiento y se recupero la enzima [56].

Identificacion de Esteres

La determinacion de ésteres se realizara mediante la reaccion con hidroxilamina para
formar acidos hidroxamicos que producen una coloracion rojiza en presencia de iones
férricos. Los acidos carboxilicos y los fenoles también reaccionan, por lo que la
presencia de estos compuestos interfiere en la determinacion.

En tubos de ensayo se afiaden 0,5 ml de una solucién de clorhidrato de hidroxilamina (1
N) en etanol y 50 pl de las correspondientes muestras a valorar. A cada tubo se le afiade,
gota a gota, una solucion de KOH (2 N) en metanol hasta que la mezcla tenga un pH de
9-10 (utilizar el papel indicador de pH) y se completan con otras 4 gotas adicionales de
la misma solucion de KOH (2 N). Se calientan los tubos hasta iniciar la ebullicion
colocandolos en un vaso de precipitado con agua en un agitador/calentador. Se enfrian y
se afiade gota a gota HCI (2 N) hasta un pH aproximado de 3 (usar papel indicador de
pH). Finalmente, se afiade una gota (unos 15 pl) de una solucion de FeCl; al 10%. En
las muestras con ésteres se produce una coloracion roja [57].

indice de Saponificacion

El procedimiento se realiza para la grasa o aceite y para el blanco por duplicado. Pesar
entre 2 y 2.5 gramos de la grasa o aceite en el balon donde se vaya a realizar el reflujo.
Adicionar 25 mL de etanol purificado. Colocar en reflujo constante por 40 minutos.
Cuando finaliza el reflujo, se deja reposar la mezcla con el fin de dar inicio a la
titulacion con una solucion de HCl y con fenolftaleina como indicador. La titulacion
finaliza cuando el color rosa ha desaparecido por completo.

Por medio de la siguiente ecuacion se procede a calcular el indice de saponificacion
(1.S.)

_56.1056* (v, ~V,)* N
G

I5S. (2.4)

Donde V; es el volumen gastado de HCI en la valoracion del blanco (mL), V, es el
volumen gastado de HCl en la valoracion de la muestra (mL), N es la concentracion del
HCI1 empleado en la valoracion (Normalidad) y G es la masa exacta de la muestra [58].
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indice de Yodo
Pesar directamente en un frasco winkler, la cantidad de muestra requerida segun la tabla
2.2.

Tabla 2.2 Tamaifio de la muestra segtin el indice de yodo esperado

Valor del indice de Gramos de
yodo esperado muestra

3 10.58 — 8.46
10 3.17-25

14 1.59-1.27

40 0.79-0.63

80 0.40-0.32

120 0.26 - 0.21

160 0.20-0.16

200 0.16—0.13

En el mismo frasco que contiene la muestra se adicionan 5 mL de cloroformo y 12.5 mL
del reactivo de Hamus. Dejar reposar la mezcla en un sitio oscuro durante 30 minutos
agitando a intervalos de 5 minutos. Cumplido el tiempo, con la tapa inclinada sin
destapar del todo se adicionan 5 mL de solucion de KI al 15% y se agita intensamente
para recoger los vapores de yodo. Finalmente adicional 50 mL de agua destilada.

Con una solucion de tiosulfato de sodio se inicia la titulacion, teniendo en cuenta una
agitacion fuerte para evitar la separacion de las fases. Se adiciona tiosulfato hasta la
desaparicion total del color amarillo que tiene inicialmente la muestra, luego adicionar 1
mL de solucion indicadora de almidon y continuar la titulacion hasta que haya
desaparecido totalmente el color azul.

Por medio de la siguiente ecuacion se calcula el indice de yodo (I.Y.):

_12.6905*(V, - V,)* N
G

1Y. (2.5)

Donde V; es el volumen gastado de tiosulfato de sodio en la valoracion del blanco
(mL), V; es el volumen gastado de tiosulfato de sodio en la valoracion de la muestra
(mL), N es la concentracion del tiosulfato de sodio empleado en la valoracion
(Normalidad) y G es la masa exacta de la muestra [58].

indice de acidez
Se pesan directamente en un erlenmeyer la cantidad de muestra cono se indica en la
tabla 2.3.

Tabla 2.3 Cantidad de muestra, alcohol y concentracion requeridos para la determinacion de acidos
grasos libres

Acidos grasos | Cantidad de Cantidad de | Concentracién de
libres (%) muestra (g) etanol (mL) alcali (N)
0.0-0.2 564+0.2 50 0.1
02-1.0 282+0.2 50 0.1
1.0-3.0 7.05+0.05 75 0.25
30-50 7.05 £ 0.05 100 02501.0
50—-100 3.525+0.001 100 1.0
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En el mismo erlenmeyer que contiene la muestra se adiciona la cantidad determinada de
alcohol etilico neutralizado caliente y unas gotas de fenolftaleina. Calentar con agitacion
en la placa calefactora para disolver los acidos grasos. Con la solucion de hidroxido de
potasio estandarizado y con una concentracion cercana a la indicada en la tabla 3, se
titula la muestra hasta la aparicion del color rosa tenue, que indica el punto final de la
titulacion.

Por medio de la siguiente ecuacion se calcula el indice de acidez (I.A.):

56.1056*V * N
G

1A

(2.6)

Donde V es el volumen gastado de la solucion de hidréxido de potasio en la valoracion
de la muestra (mL), N es la concentracion del hidroxido de potasio empleado en la
valoracion (Normalidad) y G es la masa exacta de la muestra [58].
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RESULTADOS

Difraccion de Rayos X

En las figura 1.9 del capitulo 1 se puede observar el patron XRD para la particula
magnética recubierta (PMR). En las figuras 2.6 y 2.7 se pueden observar los patrones
XRD para el soporte magnético funcionalizado (PMG) y para la enzima inmovilizada
(EI), respectivamente. En las tablas 2.4 y 2.5 se encuentran los correspondientes indices
de Miller (d(obs)) y algunos datos reportados en la bibliografia (d(ref)).

4580 4
4080
3580 -
3080 -

2580

Intensidad

2080

1580

1080

580

3 1‘3 2‘3 3‘3 4‘3 5‘3 6‘3 7‘3 8‘3
2Teta (deg.)
Figura 2.6 Patron XRD para la particula magnética recubierta funcionalizada con glutaraldehido (PMG)

Tabla 2.4 Indices de Miller para la PMG

(hkl) | d(obs) | d(ref) [25] | d(ref) [59]
------ 3.9140 4.09
(220) | 2.9820 | 2.9761 2.83
(11) | 2.5363 | 2.5384 2.50
(400) | 2.1054 | 2.0966 2.08
(422) | - 1.7063 1.70
(511) | 1.6274 1.6086 1.60
(440) | 1.4823 1.4801 1.48
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Figura 2.7 Patron XRD de la lipasa Candida Rugosa inmovilizada sobre la particula magnética recubierta
y con glutaraldehido (EI)

Tabla 2.5 Indices de Miller para la EI

(hkl) [ d(obs) | d(ref) [25] | d(ref) [59]
------ 3.9518 4.09
(220) | 2.9820 | 2.9761 2.83
(11) | 2.5363 | 2.5384 2.50
(400) | 2.0999 | 2.0966 2.08
422) | 1.7072 1.7063 1.70
(511) | 1.6086 1.6086 1.60
(440) | 1.4844 1.4801 1.48

Comparando los patrones (figura 1.9 del capitulo 1 y figuras 2.5 y 2.6), se puede decir
que no existid modificacion estructural en la particula magnética recubierta que fue
funcionalizada con glutaraldehido (PMG) y lo mismo ocurre en el caso de la enzima
inmovilizada sobre este soporte funcionalizado (EI).

De los datos aportados por los patrones XRD también se puede calcular el tamafio de
particula promedio como se hizo en el capitulo 1:

A*K A*K

L= = 2.7
B*COS(Q) «/ile —B; i*cos(@) @7)

En la tabla 2.6 se puede observar los datos necesarios para la ecuacion (2.7), los cuales
son obtenidos de los patrones XRD, ademas el tamafio de particula calculado para los
diferentes materiales sintetizados. De estos datos podemos decir que las particulas
sintetizadas son de tamafio nanométrico, lo cual debe ser corroborado con las imagenes
SEM.
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Tabla 2.6 Diametro medio de particula

Material | Opicomsx | FWHM | L(nm)
PMG 35.391 1.462 11.06
ElI 35.396 1.762 9.177

Imagenes y analisis elemental

En la figura 1.14 del capitulo 1 se observan las imagenes de las particulas magnéticas
recubiertas (PMR). En las figuras 2.8, 2.9 y 2.10 se observan las imagenes de las
particulas magnéticas recubiertas funcionalizadas con glutaraldehido (PMG), enzima
inmovilizada sobre este soporte magnético (EI) y enzima libre (EL). Cada figura
contiene diferentes distancias de acercamientos con el fin de observar con mas detalle

las particulas sintetizadas.
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Figura 2.8 SEM para las particulas magnéticas recubiertas funcionalizadas con g
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Figura 2.10 SEM para la enzima libre (Candida Rugosa) (EL)
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En las imagenes de las particulas magnéticas recubiertas con 20 mL de TEOS (figura
1.14 del capitulo 1) se pueden observar tamafios de particulas entre 5.6 y 11.8 um al
tener un acercamiento X2.200. Ademas de presentar una uniformidad en la superficie
debida a la cantidad de TEOS adicionada. Esto se puede observar con mas detalle en el
capitulo 1.

En la figura 2.8, se observa una mayor uniformidad en cuanto a superficie. Ademas en
la figura 2.8c se observan tamafios de particulas entre 9 y 14 pum al tener un
acercamiento X1.000. Al realizar un acercamiento X2200 se pueden encontrar tamafios
de particulas entre 15y 6 pm (figura 2.8d)

En las imagenes de la enzima inmovilizada sobre este soporte magnético se sigue
observando una uniformidad en la superficie, ademas de tamafios de particulas entre 3 y
11 um, esto visto a acercamientos de X1000 y X2200 (figura 2.9).

En la figura 2.10 se pueden observar las imagenes correspondientes a la lipasa Candida
Rugosa, se observan particulas muy pequefias y se podria decir que existe una
homogeneidad.

Para complementar este andlisis es necesario analizar los EDS de las particulas
magnéticas recubiertas (PMR) (figura 1.19 del capitulo 1), el soporte funcionalizado
(PMQ), enzima inmovilizada (EI) y enzima libre (EL) (figuras 2.11-2.13).

Del analisis EDS de los diferentes materiales (figuras 2.11 y 2.12) podriamos decir que
la relacion Fe/O y Si/Fe cambia significativamente debido a que ya existen nuevos
elementos como el C y el O, estos elementos debido a la presencia del glutaraldehido y
en la lipasa (tabla 2.7), lo que da a entender que ocurri6 la funcionalizacion del soporte
y su posterior inmovilizacion.

% Atémico

10
ull Scale 2672 cts Cursor: 0.000 ket

Figura 2.11 EDS para las particulas magnéticas recubiertas funcionalizadas con glutaraldehido
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Tabla 2.7 Relaciones atdmicas obtenidas del analisis SEM-EDS para las diferentes regiones analizadas.

Material Relacion atomica Relacion atémica
Fe/O Si/Fe
PMG 0.045 19.85
El 0.073 5.22

Elemento | % Peso | % Atomico
CK 30.11 4318
oK 36.26 39.03
SiK 2435 14.93
Fe K 9.28 286

Elemento | % Peso | % Atomico
0K 60.20 7752
Mg K 347 294
P K 3.69 245
KK 24 01 1265
CakK 863 444

o 2 & [ g 10 12
ull Scale 2246 otz Cursor, 0.000 ke’

Figura 2.13 EDS para la enzima libre (Candida Rugosa)

En la figura 2.13 podemos observar el analisis EDS de la enzima libre. Como se puede
observar existen elementos como Mg, P, K y Ca, los cuales pueden estar presentes
debido a impurezas de la enzima libre, teniendo en cuenta que la enzima es de tipo
comercial y no solo tiene la lipasa candida rugosa, si no otro tipos de enzimas.
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Analisis de grupos funcionales

En las figuras 2.14 a 2.16 se pueden observar los espectros infrarrojos para la particula
magnética recubierta (PMR), soporte magnético funcionalizado (PMG), enzima
inmovilizada (EI) y enzima libre (EL).

Para efectos de comparacion de los resultados obtenidos se realizo una busqueda en la
literatura de las bandas caracteristicas de estas particulas encontrandose lo siguiente:
bandas cercanas a 3400 (modo estiramiento) y 1630 (modo tijera) cm’ son
correspondientes a los grupos hidroxilo (referidas a la presencia de H,O en las
muestras). Bandas cercanas a 2970 y 2920 cm™' son debidas a los enlaces C-H (modo
estiramiento). Banda cercana a 1091 cm™ es debida a los enlaces C-N (modo
estiramiento). Bandas cercanas a 1060 y 790 cm™ son debidas a los enlaces Si-O-Si
(modo estiramiento asimétrico). Banda cercana a 450 cm™ es debida al “rocking” de los
oxigenos [60]. Bandas cercanas a 570 y 375 cm™ son debidas a los enlaces Fe-O [25,
59]. Bandas caracteristicas de las proteinas (p.e. lipasa) son 1659 y 1538 cm™ [25, 61].

En el espectro de la particula magnética recubierta (figura 2.14a) se pueden observar la
banda caracteristica de los enlaces Fe-O (578 cm™), las bandas correspondientes a los
enlaces Si-O-Si (1060 y 790 cm™) y al modo vibracional de “rocking” de los oxigenos
(443 cm™) (ver capitulo 1).

La particula magnética funcionalizada con glutaraldehido (figura 2.14b) tiene estas
caracteristicas anteriormente nombradas, ademas de que aparece un nuevo pico a los
1559 cm™ correspondiente al grupo que identifica el glutaraldehido.

Al comparar la particula magnética funcionalizada con glutaraldehido (figura 2.15a) con
el espectro de la enzima inmovilizada (figura 2.15b) no se alcanza a identificar un
cambio en los espectros, ya que los picos caracteristicos de la enzima se confunden con
los picos caracteristicos del soporte, por lo cual es muy dificil ver un cambio en estos
espectros.

En la figura 2.16 se pueden observar los espectros de la enzima inmovilizada sobre la
particula magnética recubierta y la de la enzima libre, en este caso ocurre lo mismo que
se describid para la PMG. Aunque para la enzima libre si se diferencian claramente las
bandas caracteristicas de la proteina (1542 y 1405 cm™).
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Figura 2.14 Espectros FTIR para (a) particulas magnéticas recubiertas (PMR) y (b) particula magnética
recubiertas funcionalizadas con glutaraldehido (PMG)
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Figura 2.15 Espectros FTIR para (a) particula magnética recubiertas funcionalizadas con glutaraldehido
(PMG) y (b) enzima inmovilizada sobre la particula magnética (EI).
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Figura 2.16 Espectros FTIR para (a) enzima inmovilizada sobre la particula magnética (EI) y (b) enzima
libre (EL).

Analisis térmico

En el analisis térmico que se le realizd al material (figuras 2.17 y 2.18) se puede

observar que la temperatura T;, dada por los perfiles DSC, la cual es muy cercana a la

reportada por Zhuravlev (Se explica con mas detalle en el capitulo 1), lo que confirma

que hay un cambio en la capacidad de adsorber agua del material.
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Figura 2.17 DSC para la particula magnética recubierta funcionalizada con glutaraldehido (PMG)
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Figura 2.18 DSC para la enzima inmovilizada sobre la particula magnética (EI)
Analisis textural

En la figura 2.19 se observan las isotermas de la particula magnética recubierta (PMR) y
funcionalidad con glutaraldehido (PMG), acorde con la representacion esquematica de
los seis tipos de isotermas de adsorcion y los ciclos de histéresis, que se explican en el
capitulo 1, se tiene que:

— PMR
— PMG |
200

150

100

Cantidad Adscrbida (em3/g STP)

50

1 1 1 1
00 01 02 03 0.4 05 06 07 0.8 09 1

Presion Relativa (P/Po)
Figura 2.19 Isoterma de las particulas

Como se dijo en el capitulo 1, la isoterma de la particula magnética recubierta es de tipo
IV, la cual se presenta en materiales porosos adsorbentes que contienen un rango de
radio de poro de aproximadamente 15-1000 A,
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La isoterma de la PMG es de tipo IV, como el hallazgo encontrado para PMR. Presenta
una histéresis de Tipo F, la cual se caracteriza por la fuerte pendiente de las ramas de
adsorcion y desorcion, presentando condensacion capilar de nitrégeno en los poros y a
bajas presiones relativas se observa el llenado de microporos. Se presenta en el caso de
poros con una distribucion heterogénea de tamafios y de distintas geometrias (figura
2.19).

Las areas superficiales, los calores isostéricos de adsorcion, el volumen de monocapa, el
volumen de poro y didmetro promedio de poro para los diferentes materiales se pueden
observar en la tabla 2.8.

El area superficial del material PMR disminuy6 drasticamente (31%) con el
glutaraldehido (PMGQG) (tabla 2.8) y para la muestras EI en relacion con PMG disminuyd
un 96%.

El valor de C (calor isostérico de adsorcion) es la medida del estiramiento de la
interaccion entre la molécula de nitrégeno y la superficie del poro, valores bajos de C
indica que la interaccion entre el nitrégeno y la superficie del poro esta relacionada a la
presencia de estructuras mesoporosas.

Tabla 2.8 Resumen de propiedades texturales de los materiales sintetizados

. Area Superficial Volumen de Volumen de Dizime.t ro
Material BET (m%/g) C* m(;nocapa poro (em’ g) promedio de
cm’/ g STP poro (A)**
PMR 294.4319 65.039211 67.6357 0.342465 46.5256
PMG 92.6113 58.394520 21.2743 0.173265 74.8354
EI 3.1033 28.250241 0.7129 0.007716 99.4529

*Calor isostérico de adsorcion. ** Tomado de la isoterma de adsorcion

Se realizé6 ademas un analisis de microporo por el método Horvath-Kawazoe, para la
particula PMR se evidencia una distribucion trimodal (figura 1.41 del capitulo 1) y para
la particula magnética funcionalizada con glutaraldehido (PMG) se observa una
distribucion bimodal con tamafios de poro entre 7y 9 A (figura 2.20).
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Figura 2.20 Analisis de microporo por el método Horvath-Kawazoe para PMG
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Método del Biuret

En la tabla 2.9 se pueden observar los datos de absorbancia a diferentes concentraciones
de alblimina, esto con el fin de obtener una curva patrén que al ser correlacionada con
una linea recta nos permite calcular la cantidad de proteina en diferentes soluciones
problema.

Tabla 2.9 Curva patrén con albiumina

Concentracién | Absorbancia Absorbancia
(mg/mL) con Biuret | restando el patrén
de Biuret
0 0.044 0.000
0.2 0.056 0.012
0.4 0.066 0.022
0.6 0.078 0.034
0.8 0.091 0.047
1 0.109 0.065
0.070 -
LR LS y=0.0631x - 0.0016
. R?=0.0904

0.050

0.040 ~

0.030 +

Absorbancia

0.020

0.010 4

0.000 -+

-0.010

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Concentracién (mg/mL)

Figura 2.21 Curva patron

Al correlacionar los datos obtenidos (tabla 2.9) con una linea recta (figura 2.21), se
obtuvo la siguiente expresion: Absorbancia = 0.0631 * Concentracion (mg/mL)-0.0016.
Esta expresion es utilizada para calcular la concentracion enzimatica en las muestras a
valorar (tabla 2.10). Las muestras valoradas estan representadas como E.L, que es la
enzima libre antes de adicionarla al soporte, filtrado que es lo que queda cuando se
realiza la primera filtraciéon a la enzima inmovilizada y los lavados 1 y 2 son los
correspondientes a los lavados y filtrados con buffer de fosfato.

En la tabla 2.10 se puede observar la cantidad de proteina contenida en cada una de las

muestras a valorar. Teniendo estos datos es posible calcular la cantidad de proteina que
tiene la enzima inmovilizada. La cantidad de proteina que se pegd fue de 65 mg lo que
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corresponde a un 6.5% de contenido de proteina en la enzima inmovilizada. En otras
palabras hay 65 mg de proteina por gramo de enzima inmovilizada.

Tabla 2.10 Célculo de la cantidad de proteina

Absorbancia
Absorbancia | restando el patrén | mg/mL | mL mg
de Biuret
E.L 0.174 0.130 2.0794 | 100 | 207.94
Filtrado 0.116 0.072 1.1587 | 100 | 115.87
Lavado 1 0.056 0.012 0.2063 | 100 | 20.63
Lavado 2 0.048 0.004 0.0794 | 100 | 7.94

Este valor se verifico utilizando el método de Kjeldahl, analisis realizado por el
laboratorio de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia sede Manizales. Los
valores reportados se encuentran en la tabla 2.11. En esta tabla se tienen datos como el
porcentaje de proteina que contiene la lipasa candida rugosa libre (EL), que para este
caso es del 27.19%. Para el caso de la enzima inmovilizada (EI) es necesario restar el
contenido de nitrégeno total del soporte (PMG) dando como resultado un 8% de
proteina.

Tabla 2.11 Datos obtenidos por Kjeldahl

Muestras % Nitrogeno Fac.t01,' de conversié'n de % Proteina
Total nitrégeno a proteina

EL 4.35 6.25 27.19

PMG S I e

EI L e

EI-PMG 1.28 6.25 8

Actividad enzimatica
La actividad se determina de la siguiente expresion:

mmoles de dcido oleico esterificado

l‘iempO (hr) * genzima

actividad = (2.8)

Donde
mmoles de dcido oleico esterificado = (VKOH oni0 = Viorr on t:[)*NKOH *1000* FD y FD

es un factor de dilucion de la muestra (FD = 75 para t = 0).

En las tablas 2.12-2.15 se puede observar los datos experimentales de actividad
enzimadtica, para la enzima libre y la enzima inmovilizada. Las milimoles de acido
oleico esterificados por gramo de enzima fueron graficados en funcion del tiempo
(figuras 2.22 y 2.23) con el fin de correlacionarlos a una linea recta y la pendiente de
esta linea recta es conocida como la actividad enzimatica promedio (tabla 2.16). La
cantidad de enzima es representada por la cantidad de proteina, que para este caso fue
de aproximadamente 32 mg.
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Tabla 2.12 Resultados medicion actividad enzimatica para la enzima libre (Candida Rugosa)

. Actividad
Tiempo ml mmf)l. de ac. | mmol. Ac. OL./ mmol. Ac. OL/ | Conversién
(hr) KOH | Oleico trans genz
genz-hr
0 12.8 0 0 0 0
0.08 12.3 0.245 7.782 93.39 0.038
0.17 11.5 0.624 19.821 118.93 0.097
0.25 11.2 0.752 23.888 95.55 0.117
0.33 11 0.828 26.302 78.90 0.129
0.5 10.4 1.056 33.546 67.09 0.165
0.58 9.6 1.376 43.713 74.93 0.215
0.67 9.4 1.429 45.365 68.04 0.223
0.75 8.6 1.723 54.706 72.94 0.269
0.83 8.4 1.761 55.914 67.09 0.275
0.92 8.2 1.795 56.996 62.17 0.280
1 8 1.825 57.950 57.95 0.285
70 -
y=58.16x +6.012
R?=0.963
60
50
:5; 40 4
5
s
g 30 -
s
£
= 20 -
10 -
D T T T T T T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06 0.7 0.8 0.9
Tiempo (hr)

Figura 2.22 Milimoles de 4cido oleico por unidad de tiempo para la enzima libre

En la figura 2.22 se pueden observar las milimoles de 4cido oleico por unidad de tiempo
para la enzima libre, teniendo en cuenta los gramos de enzima. Este ajuste a una linea
recta tiene un coeficiente de correlacion de 0.963, lo cual puede ser considerado como
un buen ajuste. Como se dijo anteriormente la pendiente de esta recta es considerada

como la actividad enzimatica promedio.
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Tabla 2.13 Resultados medicion actividad enzimatica para la enzima inmovilizada (1 Etapa)

Tiempo ml mmf)l. de ac. | mmol. Ac. Ol./ (mﬁf)tll_v;dz%l. / | Conversién
(hr) KOH | Oleico trans genz
h-genz)

0 12 0 0 0 0
0.18 11.6 0.19212 6.033 32912 0.0320
0.27 11.3 0.32921 10.339 38.773 0.0548
0.35 11 0.4603 14.456 41.304 0.0766
0.43 10.6 0.63042 19.799 45.691 0.1050
0.52 10.4 0.70448 22.125 42.823 0.1173

0.6 10.2 0.77454 24.326 40.543 0.1290
0.68 9.4 1.09278 34.320 50.225 0.1820
0.77 9.1 1.18987 37.370 48.743 0.1981
0.85 8.8 1.28096 40.231 47.330 0.2133
0.93 8.5 1.36605 42.903 45.968 0.2275
1.02 8.2 1.44514 45.387 44.643 0.2407

Tabla 2.14 Resultados medicion actividad enzimatica para la enzima inmovilizada (2 Etapa)

Tiempo ml mm?l. de ac. | mmol. Ac. Ol./ (m‘:]f)tll‘vidé“:)l- /| Conversién
(hr) KOH | Oleico trans genz h-
genz)
0 11.8 0 0 0 0
0.25 11.6 0.09406 2.9541 11.816 0.0159
0.33 11.4 0.18412 5.7826 17.347 0.0311
0.42 11.2 0.27018 8.4855 20.365 0.0457
0.5 11 0.35224 11.0627 22.125 0.0596
0.58 10.8 0.4303 13.5144 23.167 0.0728
0.67 10.6 0.50436 15.8404 23.760 0.0854
0.75 10.4 0.57442 18.0408 24.054 0.0973
0.83 10.2 0.64048 20.1155 24.138 0.1084
0.92 10 0.70254 22.0646 24.070 0.1190
1 9.9 0.72257 22.6937 22.693 0.1223
Tabla 2.15 Resultados medicion actividad enzimatica para la enzima inmovilizada (3 Etapa)
Tiempo ml mmf)l. de ac. | mmol. Ac. Ol./ (micotll.vfc:.“(l)l. /| Conversién
(hr) KOH | Oleico trans genz
h-genz)
0 11.8 0 0 0 0
0.1 11.7 0.04903 1.539 15.398 0.0083
0.2 11.6 0.09606 3.016 15.084 0.0162
0.3 11.5 0.14109 4431 14.770 0.0238
0.4 11.4 0.18412 5.782 14.456 0.0311
0.5 11.3 0.22515 7.071 14.142 0.0381
0.6 11.2 0.26418 8.297 13.828 0.0442
0.7 11.1 0.30121 9.460 13.514 0.0519
0.8 11 0.33624 10.560 13.200 0.0569
0.9 10.9 0.36927 11.597 12.886 0.0625
1 10.8 0.4003 12.572 12.572 0.0678

En la figura 2.23 podemos observar las milimoles de acido oleico esterificados por
unidad de tiempo para la enzima inmovilizada, teniendo en cuenta los gramos de

68



enzima. En esta grafica se observan tres etapas, con etapas se quiere decir las veces de
reutilizacion que se probd en la enzima inmovilizada con las mismas condiciones de
reaccion anteriormente descritas. En la etapa uno la enzima inmovilizada es nueva y
cuando la reaccion de esterificacion finaliza se retira del medio por la aplicacion de un
campo magnético externo y es lavada con hexano para su proxima reutilizacion. Esto se
repite para las etapas dos y tres. Para cada etapa se tienen coeficientes de correlacion de
0.9, siendo un valor muy bueno para ser un ajuste realizado a una linea recta. Como se
dijo anteriormente, la pendiente de estas lineas rectas corresponden a las actividades
enzimaticas promedio.

55 -

y=47.99x - 1.624

R#=0.986

45 -

35 - —+— 1 Etapa
E’ —=— 2 Etapa
@ y=25.35x - 1.628
— 2 =
D 95 - RZ=0.984 3 Etapa
z
]
=
° y=12.57x +0.471
E 151 R2=0.995

- F, 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Tiempo (hr)

Figura 2.23 Milimoles de acido oleico por unidad de tiempo para la enzima inmovilizada

En la tabla 2.16 podemos observar las actividades enzimaticas promedio para la enzima
libre y para la enzima inmovilizada. Esta actividad es inversamente proporcional a los
gramos de la enzima. Para realizar el proceso de esterificacion del 4cido oleico, se
utilizd aproximadamente 32 mg de proteina, que para el caso de la enzima libre
corresponde a 120 mg de la lipasa Candida Rugosa y para la enzima inmovilizada
corresponde a 370 mg. El cambio en la actividad sugiere una inhibicion por reactivos o
productos.

Tabla 2.16 Actividades enzimaticas promedio

Enzimas Actividad promedio
(mmol. Ac. Ol./h-genz)
Lipasa Candida Rugosa Libre 58.16
Enzima Inmovilizada (1 Etapa) 47.99
Enzima Inmovilizada (2 Etapa) 25.35
Enzima Inmovilizada (3 Etapa) 12.57
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Proceso enzimatico de transesterificacion del aceite de palma con etanol anhidro

Antes de iniciar el proceso de transesterificacion es necesario realizar una
caracterizacion del aceite de palma.

Resultados de la caracterizacion del aceites

De acuerdo a estos resultados (tabla 2.17) el aceite de palma refinado conteniente gran
cantidad de materia saponificable y por ende una alta cantidad de triglicéridos que
podian ser transformados a biodiesel (ésteres). Adicionalmente, su poco contenido de
acidos grasos libres ayuda a la disminucion de reacciones colaterales y facilita la
separacion de las fases.

Tabla 2.17 Resultados de la caracterizacion de del aceite de palma

Propiedades Valor
Indice de saponificacién 208.50
Indice de yodo 52.88
Indice de acidez 1.108
Indice de refraccion (22 °C) 1.4657

Resultados del proceso de transesterificacion

En la tabla 2.18 se pueden observar las condiciones de operacion del proceso de
transesterificacion del aceite de palma con etano, anhidro, con su respectiva respuesta
cualitativa a la prueba de ésteres realizada.

Durante el proceso de transesterificacion se realizaron unas tomas de muestras a 4, 24,
48 y 72 horas, a estas muestras se le aplicé la prueba de identificaron de esteres
arrojando los resultados mostrados en la figura 2.24 y en la tabla 2.18. Esta técnica de
identificacion de ésteres es cualitativa y se observa que a medida que aumenta la
cantidad de esteres existe un aumento en el color rojizo.

Tabla 2.18 Resultados para el proceso de transesterificacion empleando la enzima inmovilizada

Tiempo | T,, | Aceite/Alcohol | Aceite/enzima | Aceite-solvente | Prueba de
(h) (°O) (% mol/mol) (g/g) (Molaridad) ésteres
4 Negativa
24 Positiva
43 40 1/10 1/0.1 0.34 Positiva
7 Positiva

£

4 ,ar' vl.
e N P r A

Figura 2.24 Identificacion de ésteres cuando se lleva 4,24, 48 y 72 horas de reaccion

-
{
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Caracterizacion del biodiesel obtenido

Al producto obtenido después de 72 horas de reaccion es necesario realizar la
caracterizacion para luego ser corroborado con la literatura y comprobar que lo que se
obtuvo es biodiesel (tabla 2.19). La mezcla obtenida se le evaporo el hexano y se separd
en dos fases, siendo una de ellas la glicerina con etanol que no reaccioné y la otra en
donde se encuentran los ésteres y el aceite de palma y el etanol que no reacciond y a
esta solucion fue a la que se le realiz6 la caracterizacion.

Tabla 2.19 Resultados de la caracterizacion del Biodiesel

Propiedades Valor [56]*
Indice de saponificacion 43.2 16.1988
Indice de yodo 40.61 | ----—---
Indice de acidez 0.582 | 0.5918
Indice de refraccion (22 °C) 1.3805 1.3505

*empleando un catalizador alcalino
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DISCUSION

Por los hallazgos encontrados en los patrones XRD para la PMR, PMG y EI se sugiere
que no existe un cambio en la estructura del material, pero si existio un cambio en el
area del pico correspondiente al recubrimiento, lo que nos da a entender que ha ocurrido
algiin cambio en cuanto a superficie del material. Esto es corroborado con las imagenes
SEM de los diferentes materiales, en estas imagenes se observan un cambio cuando la
particula magnética es funcionalizada con glutaraldehido ya que su superficie se hace
mas homogénea y los tamafios de particula oscilan entre 14 y 9 um, no se observan
cavidades como las observadas en la particula magnética recubierta. En cambio para la
enzima inmovilizada sobre este soporte magnético no se observan grandes cambios, lo
unico es que aparecen tamafos de particulas entre 11 y 4 pm y su superficie se observa
menos homogénea. Con los andlisis de EDS pueden ser confirmados estos resultados,
teniendo en cuenta que para este caso los datos no pueden ser normalizados en cuanto al
carbono debido a que el glutaraldehido y la enzima tienen estos compuestos, la relacion
Si/Fe para PMR, PMG y EI son 22.52, 19.85, 5.2, este cambio tan significativo es
debido a la aparicion de los grupos de carbono, sugiriéndonos que ha ocurrido un
cambio o sea que ha ocurrido la funcionalizacion e inmovilizacion.

Con los espectros FT-IR podemos concluir que el soporte magnético recubierto ha sido
funcionalizado con el glutaraldehido, pero lo que no es tan visible es la inmovilizacion
de la enzima debido a que las bandas de la proteina son similares a las que tiene el
soporte. Ademas de los analisis térmicos obtenemos la T, para la PMR, PMG y EI
siendo 185.62, 159,91 y 185.31 °C, este cambio es debido a la capacidad que tiene el
material de adsorber agua que para el caso de la enzima es mayor debido a que la
enzima tiene gran afinidad por el agua.

Al analizar los datos de area superficial nos damos cuenta de que existe un cambio
significativo tanto para la PMG y EI (92 y 3 m*/g) estas relacionadas con la PMR (294
m°/g), ya que el area disminuye significativamente esto confirma lo encontrado con los
patrones XRD y con las imagenes SEM, ya que existen menos cavidades lo que hace
que las particulas sean mas uniformes en cuanto a superficie. Ademas de una mayor
presencia de estructuras mesoporosas en la enzima inmovilizada debido a que el calor
isostérico de absorcion es 28 y valores bajos de C hacen mas factible la presencia de
estas estructuras.

Para corroborar la inmovilizacion de la enzima se analizaron los filtrados y los lavados
que quedaron del proceso de la inmovilizaciéon por medio del método del Biuret en el
cual se puede conocer la cantidad de proteina por gramo de enzima que para este caso
fue del 6.5%. Este dato fue confirmado por el método de Kjeldahl, el cual mide el
contenido de nitrogeno total en el soporte y en el complejo enzima-soporte, los cuales
son restados y multiplicados por el factor que convierte el porcentaje de nitrogeno total
a porcentaje de proteina, siendo este porcentaje de aproximadamente el 8%. De esto
podemos decir que existe una diferencia del 1.5%, esto debido a que el método de
Biuret depende de los valores de absorbancia de la curva patrén, en cambio el método
Kjeldahl tiende a dar valores mas acertados, debido a que mide el contenido total de
nitrégeno en las muestras.
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Esta enzima inmovilizada fue empleada en un proceso de esterificacion de acido oleico
con butanol, obteniéndose buenos resultados. Aunque comparado con la enzima libre es
necesario adicionar mas enzima debido a que tiene muy poco contenido de proteina.
Pero no podemos olvidar que esta enzima fue reutilizada 3 veces y la separacion del
medio de reaccidon se hizo facil debido de que al ser magnéticas estas pueden ser
separadas por medio de la aplicacion de un campo magnético y vueltas a activar con
mucha facilidad. Finalmente esta enzima fue probada en el proceso de
transesterificacion del aceite de palma con etanol anhidro el cual nos sugiere que el
biocatalizador (lipasa inmovilizada en una particula magnética) funciona también en
este tipo de reacciones, arrojando positiva la prueba cualitativa de ésteres. Y su
separacion del medio de reaccion es muy facil, como se explicd anteriormente y su
posterior reutilizacion se hace posible. Los resultados de la caracterizacion del aceite de
palma y del biodiesel dan resultados acordes con los reportados en la bibliografia [56,
62, 63]
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