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1.1 INTRODUCCION

Las microesferas magnéticas han sido ampliamente utilizadas para Ila
inmovilizaciéon de enzimas pues permiten su re-utilizaciéon, proveen reducciones
significativas en los costos de operacion, facilitan la separacion del soporte

empleando un campo magnético y le confieren estabilidad a la enzima.

Se sintetiz6 un ferrofluido de magnetita mediante la co-precipitaciéon de sales de
hierro (II) y hierro (III) en presencia de hidréxido de amonio. La reaccién se llevé a
cabo empleando un reactor batch con agitacion mecénical. Las nanoparticulas de
magnetita fueron estabilizadas con 4cido oleico para prevenir su aglomeracién. Se
empled la técnica de difraccion de rayos X para comparar los patrones entre la
magnetita pura y la magnetita sintetizada. El tamafio de particula de la magnetita
se determiné mediante microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) y se obtuvo
un tamafio promedio de particula de 8.4 nm. Se obtuvo la curva de magnetizacion
de la magnetita asi como su magnetizacién de saturacién (62.3 emu/g) empleando

magnetometria de muestra vibrante.

La magnetita recubierta se obtuvo mediante una polimerizacién en suspension por
radicales libres de acetato de vinilo y divinil benceno empleando AIBN como
iniciador. La reaccion se llevé a cabo en el mismo reactor batch con agitaciéon
mecédnica. La morfologia de las microesferas se analiz6 mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM) y por difraccion de rayo laser se obtuvo un didmetro
promedio de particula de 15 pm. De igual manera, se obtuvo la curva de
magnetizacion de las microesferas asi como su magnetizaciéon de saturacién (2.48

emu/g) mediante magnetometria de muestra vibrante.
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Para la inmovilizacién se empleo lipasa comercial de Candida rugosa la cual fue
purificada mediante centrifugacion y ultra-filtracién para remover otras proteinas
y excipientes presentes. El mecanismo de inmovilizacién fue la adsorcion fisica de
la lipasa sobre las microesferas. La proteina inmovilizada se determiné mediante el
método de Bradford y balance de materia. La cantidad de proteina inmovilizada en

este trabajo fue de hasta 25 mg de proteina/g de microesferas.

La actividad de la lipasa inmovilizada sobre las microesferas fue monitoreada
mediante la reacciéon de transesterificacion del acetato de vinilo con 1-butanol en
hexano cuantificada por cromatografia de gases (GC). Se defini6 la unidad de
actividad enzimatica como la cantidad de lipasa que cataliza la produccién de 1
pmol de acetato de butilo por minuto bajo las condiciones experimentales
empleadas. El biocatalizador obtenido puede ser utilizado en la sintesis de
productos comerciales atractivos empleando como medio de reaccion disolventes

organicos, liquidos i6nicos o fluidos supercriticos.



+_
Abstract w

1.2 ABSTRACT

Magnetic microspheres have been widely used for enzyme immobilization because
they enable repeated use, provide significant reduction in operation cost, facilitate

separation with a magnetic field, and provide enzyme stability.

A ferrofluid containig magnetite was synthesized by co-precipitation of iron (II)
and iron (III) salts in presence of ammonium hydroxide. This reaction was
performed in a batch reactor with mechanical stirring!. Magnetite nanoparticles
were stabilized with oleic acid to prevent aggregation by steric mechanisms. X-ray
diffraction was used to compare patterns between pure magnetite and synthesized
magnetite. Magnetite particle size was determined by Transmission Electron
Micrcroscopy (TEM) and the average particle size was 8.4 nm. Magnetization
curves and saturation magnetization (62.3 emu/g) were analyzed with Vibrating

Sample Magnetometer (VSM).

Coated magnetite was obtained by radical suspension polymerization of vinyl
acetate and divinyl bencene using AIBN as initiator. The reaction was carried out
in the same batch reactor with mechanical stirring. Morphology of microspheres
was analyzed with Scanning Electron Microscopy (SEM), microsphere particle size
was obtained by Light Scattering, the average particle size was 15 pm.
Magnetization curves and saturation magnetization (2.48 emu/g) were analyzed

with Vibrating Sample Magnetometer (VSM).
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Commercial Candida rugosa lipase was purified by centrifugation and ultrafiltration
to remove other proteins and excipients. Candida rugosa lipase was immobilized by
physical adsorption on the microspheres and the amount of protein adsorbed was
determinated using mass balance by Bradford method in the supernatant. Protein

loading in this work was up to 25 mg protein/g microsphere.

The activity of lipase immobilized on the microspheres was monitored by vinyl
acetate transesterification with 1-butanol in hexane using Gas Chromatography
(GC). One unit of lipase actvity was defined as the amount of lipase which
catalyzed the production of 1 umol of butyl acetate per minute under experimental
conditions. The obtained biocatalysist may be used for the synthesis of attractive

commercial products in organic solvents, ionic liquids or supercritical fluids.



Objetivo general

2.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar microesferas magnéticas mediante la
co-polimerizacion de divinil-benceno y acetato de
vinilo para la inmovilizaciéon de la lipasa de

Candida rugosa sobre las mismas.

©



Obijetivos particulares

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Sintetizar nanoparticulas de magnetita.

Polimerizar acetato de vinilo con divinil benceno
encapsulando magnetita nanométrica para obtener
microesferas magnéticas.

Obtener un biocatalizador mediante la adsorcién de la
lipasa de Candida rugosa sobre las microesferas
poliméricas magnéticas.

Evaluar el biocatalizador en medio orgénico,
empleando la reaccion de transesterificacion del
acetato de vinilo con 1-butanol en hexano como medio

de reaccion.
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Hipotesis

3. HIPOTESIS

Mediante la sintesis de particulas de magnetita, su
posterior recubrimiento con un polimero y la
adsorcion de la lipasa de Candida rugosa es posible
obtener un Dbiocatalizador mejorado con
propiedades magnéticas que pueda ser empleado

en medio organico.

©



Antecedentes: Ferrofluidos

4. ANTECEDENTES

4.1 FERROFLUIDOS

4.1.1 Definicion

Los ferrofluidos son suspensiones coloidales estables que consisten en
nanoparticulas con dominios magnéticos simples contenidas en un medio liquido.
En la Figura 1 se puede observar la fotografia de un ferrofluido sometido a un
campo magnético. Este tipo de materiales ademas de presentar propiedades de
fluido también responden a campos magnéticos externos por lo que son de gran

importancia tecnolégica.l

Figura 1. Fotografia de un ferrofluido sometido a un campo magnético.

Debido al pequefo tamafio de particula, generalmente a escala nanométrica, y a su
comportamiento superparamagnético, estas nanoparticulas magnéticas presentan
propiedades diferentes a los magnetos sélidos convencionales. En ausencia de un
campo magnético externo, el movimiento browniano orienta las particulas al azar
y el ferrofluido no presenta una magnetizaciéon neta. Sin embargo al aplicar un
campo magnético externo las particulas bipolares se alinean con el campo
resultando en una magnetizacion del fluido. Finalmente una vez retirado el campo

magnético las particulas no presentan magnetizacion residual.>

11



Antecedentes: Ferrofluidos

La creaciéon de un ferrofluido es generalmente mas compleja que fundir un sélido
fuertemente magnético, dado que los materiales sélidos pierden mucho de su
magnetismo por encima de lo que se denomina temperatura de Curie, que es la

temperatura a la cual pierden sus propiedades magnéticas.?

4.1.2 Concepcion v empleo de los ferrofluidos

La sintesis de ferrofluidos y particulas capaces de responder a la acciéon de un
campo magnético es una técnica que ha recibido gran atencién en los tltimos afios

por tratarse de sistemas que incursionan en diversos campos de actividad.

Los ferrofluidos fueron desarrollados y clasificados por primera vez en los afios
60’s por Stephen Papell para la National Aeronautics and Space Administration
(NASA), como un método para poder controlar los fluidos en el espacio. La NASA
inicialmente los empleé como sellos para ejes rotatorios y en nuestros dias se
emplean en una gran variedad de aparatos que van desde centrifugas hasta discos
duros de computadoras. También se emplean para eliminar vibraciones no
deseadas asi como para disipar calor en bocinas y tweeters (transductor
electroactstico disefiado para la reproducciéon especifica de sonidos

correspondientes a las més altas frecuencias).3

Los ferrofluidos también son de utilidad en la construcciéon de juntas herméticas,
las cuales permiten lograr el aislamiento absoluto de elementos mecanicos de
rotaciéon en condiciones de vacio, asi como en medios quimicos y/o biol6égicos

agresivos.!

12
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Por otro lado éstos se emplean exitosamente en numerosos acoplamientos de
piezas moviles de reactores y fermentadores de la industria farmacéutica y
biotecnoldgica, asi como en unidades de refrigeracién magnética, en juntas de

naves espaciales y satélites artificiales de la industria aeroespacial y militar.!

Las particulas con respuesta magnética también encuentran numerosas
aplicaciones en biomedicina,” en la separacion de células® en sistemas de
liberacién controlada de medicamentos, los cuales son dirigidos mediante un iman
hacia ¢rganos especificos de aplicacién,® en separaciéon de proteinas,® para
restringir el flujo sanguineo en determinadas partes del organismo,* en terapias de
separacion retinal,’0 en el tratamiento de tumores,’!’ como material opaco para el
diagnostico de imégenes empleando rayos X o resonancia magnética nuclear, asi

como en la identificacion y conteo de poblaciones celulares, entre otros.14

4.1.3 Estabilizacion de los ferrofluidos

Una dificultad asociada con la preparaciéon de fluidos magnéticos es que las
particulas presentan una gran édrea superficial en comparacién con sus volimenes
y por tanto tienden a agregarse para reducir su energia de superficie. Las
superficies de Oxidos metalicos magnéticos presentan energias de superficie
extremadamente altas (>100 dinas/cm).> Ademds, las atracciones magnéticas
dipolo-dipolo entre las particulas aumenta la dificultad en la preparacion de los
ferrofluidos en comparacion con nanoparticulas no magnéticas. Por tanto, prevenir
la aglomeracién de las particulas es un factor critico en la producciéon de

ferrofluidos estables.5
Para estabilizar el ferrofluido se aplica un tratamiento en la superficie de las

particulas para adaptarlas al liquido portador, ya sea medio acuoso o liquidos no

polares como aceites o solventes organicos.!?

13



Antecedentes: Ferrofluidos

Una manera de estabilizar las particulas magnéticas en disoluciéon es recubriendo

la superficie de la particula con surfactantes, los cuales crean una repulsion estérica

cuando las particulas se aproximan una a otra como se ilustra en la Figura 2.1-513

Figura 2. Estabilizacién de particulas magnéticas empleando un

surfactante sobre la superficie.

El acido oleico, un acido graso insaturado de 18 carbones, es un ejemplo de

surfactante el cual se une covalentemente a la superficie de 6xidos de hierro

(Figura 3) extendiendo la cadena alifatica hacia el medio; de esta forma se permite

una adecuada dispersion de la magnetita en disolventes no polares.1?

-8

O
o”

,C—(CH2);—CH=CH—(CH2);—CHs

Figura 3. Estabilizacion de la magnetita mediante la reaccién con acido oleico.!3
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Antecedentes: Ferrofluidos

4.1.4 Particulas Magnéticas

Entre los materiales

capaces

de formar ferrofluidos

con caracteristicas

superparamagnéticas se encuentran los metales y 6xidos metélicos con tamafios de

particula que van desde 1 hasta 100 nm, como por ejemplo Fe, Ni, Co, FesOq, y

7-Fex03.14 Los metales puros son los que presentan las susceptibilidades

magnéticas mas altas como se aprecia en la Tabla 1.

Tabla 1. Magnetizacién de saturacién y temperatura de Curie para
algunos metales de transicion y 6xidos metalicos.14

Nombre Férmula Magnetizacion de Saturacion Temperatura de Curie (K)
M; (emu/cm?) a 298 K
Hierro Fe (cabico) 1700-1714 1043
Cobalto Co (cubico) 1400-1422 1404
Magnetita FeO-Fe;O3 480-500 858
Niquel Ni 485 631
Ferrita de manganeso | MnO-Fe203 410 573
Ferrita de cobalto CoO-FexO3 400 793
Maghemita v-FeoO3 394 820-986

Ferrita de niquel NiO-Fe;Os 270 858
Ferrita de cobre CuO-Fe;Os3 135 728

Sin embargo los metales de transiciéon son altamente téxicos y muy sensibles a la

oxidacion. Debido a esto, los productos de oxidacién de estos metales son

antiferromagnéticos y no responden a la acciéon de un campo magnético externo.4

15



Antecedentes: Ferrofluidos

4.1.5 Magnetita

El componente principal de los ferrofluidos y del cual dependen sus propiedades
magnéticas es un compuesto ferrimagnético. Los mas cominmente empleados en
el disefio de estos fluidos y particulas son la magnetita (Fe;O4) y la maghemita (y-
FexOs), las cuales son similares tanto en sus propiedades fisicas como en sus
estructuras cristalinas y ambas presentan un comportamiento ferrimagnético. Sin
embargo la maghemita presenta una magnetizaciéon de saturacion mas baja (Tabla
1). En presencia de aire, la magnetita reacciona con el oxigeno (Figura 4),
produciendo con el tiempo maghemita por lo que se deben tomar las medidas

pertinentes si es que se quiere trabajar solamente con magnetita.l4

4Fe, 0, +0, —» 6Fe,0,

Figura 4. Representacion de la reaccion estequiométrica de la magnetita
con el oxigeno formando maghemita.

Las nanoparticulas de magnetita son deseables por su fuerte comportamiento
ferrimagnético y su menor sensibilidad a la oxidacién en comparacién con metales
de transiciéon. La magnetita empleada en la preparacion de liquidos y particulas
con respuesta magnética debe poseer un alto grado de dispersion para que se
comporte como un material superparamagnético, de manera que los sistemas
preparados con ella no presenten “memoria magnética”, es decir, que no

contengan una magnetizacién residual.!

16



Antecedentes: Ferrofluidos

4.1.6 Quimica de superficie de la magnetita

Las propiedades quimicas en la superficie de la magnetita son de gran
importancia. Los atomos de Fe en la superficie que no se unieron a atomos de
oxigeno actian como &cidos de Lewis y por lo tanto se coordinan con moléculas

que donan pares electrénicos 6 bases de Lewis.

En sistemas acuosos los atomos de Fe se coordinan con el agua la cual se disocia
para formar una superficie con atomos de hierro funcionalizada con grupos
hidroxilo. Los grupos hidroxilo en la superficie son anfotéricos y pueden

reaccionar tanto con acidos como con bases.

En dispersiones acuosas la superficie de la magnetita puede estar cargada tanto
positivamente como negativamente, dependiendo del pH de la solucién. El punto
isoeléctrico se da a un cierto pH donde la superficie presenta cantidades iguales de
cargas positivas y negativas. El punto isoeléctrico de la magnetita se observa a un

pH de 6.8.14

La estabilizacion de las nanoparticulas de magnetita se puede llevar a cabo
mediante la formacién de una bicapa, mediante la estabilizacién estérica 6
mediante la modificaciéon del punto isoeléctrico con citrato o con una cubierta de
silica.* La estabilizaciéon de las nanoparticulas es crucial para obtener ferrofluidos
coloidales estables contra la agregacion producida al aplicar un campo

magnético.

17



Antecedentes: Ferrofluidos

4.1.7 Sintesis de magnetita

Existen dos métodos generales para la sintesis de magnetita; ya sea por reduccién
de tamafio 6 por precipitaciéon acuosa. El método de reduccién por tamafio
desarrollado por Papell en los afios 60’s, emplea la molienda de magnetita
micrométrica para formar particulas con didmetros alrededor de 10 nm.® El
proceso involucra la molienda en presencia de solventes y surfactantes como se

observa en la Figura 5:

Particulas magnéticas
gruesas (d=1-2 pum)

|

Dispersante —> Molienda <—— Liquido portador 1

Fluido magnético
A4

Precipitacion
reversible

Agente precipitante —> —> Sobrenadante

Particulas precipitadas

Agua—> Lavado —> Agua + agente precipitante

Calor —> Secado —> Humedad

Molienda |% Liquido portador 2

lﬁ Ferrofluido

Figura 5. Reduccién de particulas de magnetita por molienda.4

La desventaja de este proceso son los largos periodos de tiempo requeridos (500 a
1000 horas) para formar las nanoparticulas por lo que es preferible utilizar los

métodos de precipitaciéon acuosa.

18



Antecedentes: Ferrofluidos

Los métodos de precipitacion acuosa para la formacion de nanoparticulas de
magnetita comprenden la oxidaciéon de Fe?*,'> formacion en microemulsiones agua

en aceite,'® vesiculas,!” apoferritina,'® liposomas,!® y en presencia de polimeros.?

Sin embargo el método mds comun es mediante la coprecipitacion de sales
hidratadas de hierro divalentes y trivalentes (Fe ?* y Fe 3*) en presencia de una
base fuerte. Este método data de principios del siglo XX, sin embargo en la

actualidad no se tiene una percepcion clara del mecanismo de reacciéon.4

La pureza de los reactivos es un pardmetro importante en la formacion de la
magnetita. Por lo regular, las sales divalentes reportadas en la literatura empleadas
para la co-precipitaciéon son FeCl-4H>O 6 FeSO47H2O. Estas sales de Fe2* son
inestables, ya que en presencia de aire se oxidan facilmente formando compuestos
de Fe no deseados. Asi mismo, las sales de Fe3*, como Fe(NOs); 6 FeCls;, son
higroscépicas por lo que pueden hidratarse alterando de este modo la
estequiometria de la reacciéon. Por esta razon, los reactivos deben ser almacenados
bajo atmdsfera de nitrégeno y todas las soluciones deben ser cuidadosamente
desoxigenadas antes de ser usadas, asi como emplearlas inmediatamente

previniendo su oxidacién o reacciones secundarias.!
Otro parametro importante es la estequiometria. Debido a que la férmula de la

magnetita es FeO-Fe;Os, la reaccion requiere 1 mol de Fe?* y dos moles de Fe3* para

obtener una conversion estequiométrica.
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Se ha reportado que la adicién de la base en la reaccién debe ser rapida, pues una
adicion lenta crea regiones heterogéneas con especies de hierro hidratadas que
conducen a la formacién de compuestos de hierro no magnéticos.4

La naturaleza del catiéon del hidréxido empleado para formar magnetita ha sido
investigado en base a sus propiedades magnéticas y estructura cristalina. La
magnetizacion de saturacién se incrementa desde hidréxidos alcalinos a hidréxido
de amonio.

KOH < NaOH < LiOH < NH,OH

Figura 6. Incremento en la magnetizacion de saturacién para diferentes
bases.

Analisis de rayos X, muestran la presencia de compuestos de hierro no magnéticos
cuando se emplean bases alcalinas fuertes como KOH y NaOH. Diversos autores
han sugerido que el empleo de bases fuertes llevan la mezcla a pH~14 lo cual crea
complejos hidratados de hierro incapaces de formar magnetita; en cambio, las
preparaciones de magnetita empleando hidroxido de amonio en un intervalo de
pH de 8.5 a 10 es mas deseable debido a que no produce 6xidos de hierro no

magnéticos.!4

4.1.8 Perspectivas

El disefio y sintesis de ferrofluidos 6 nanoparticulas con propiedades magnéticas
forma parte de la llamada “nanotecnologia” la cual lleva ya dos décadas de
desarrollo y actualmente se empiezan a vislumbrar sus primeras aplicaciones en
campos como la medicina, electrénica, petroquimica, tecnologia deportiva entre

otros.
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La inversion en el campo de la nanotecnologia va en aumento. El gobierno de
Estados Unidos destin6 mdas de mil millones de délares a la investigaciéon en
nanotecnologia en 2005. Se han gastado cantidades similares en Japén y la Unién
Europea y segtun predicciones de la Fundaciéon Nacional de Ciencias de EUA, el
mercado global de la nanotecnologia tendrd un valor de un billén de doélares para

20154
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4.2 MICROESFERAS POLIMERICAS MAGNETICAS

4.2.1 Inmovilizaciéon de biocatalizadores

La inmovilizacién de biocatalizadores en la superficie de matrices poliméricas es
un campo de investigacion de gran interés.?>?> Los biocatalizadores son
inmovilizados exitosamente en soportes adecuados, presentando gran actividad
catalitica. Las ventajas de la inmovilizacién de biocatalizadores se presentan en los
siguientes apartados:

e Extiende la estabilidad del biocatalizador.

e El biocatalizador es recuperado mas facilmente.

e Permite la re-utilizaciéon del biocatalizador.

e Provee reducciones significativas en los costos de operacion.

Aunque en la mayoria de las aplicaciones industriales las enzimas se utilizan en
forma libre, la inmovilizacién de éstas en procesos industriales, en la industria
alimentaria, farmacéutica, de quimicos finos y en aplicaciones ambientales va en

aumento.?4 26-29

4.2.2 Microesferas poliméricas magnéticas

En los dltimos afios se han realizado esfuerzos notables dirigidos hacia el uso de
microesferas poliméricas magnéticas en 4reas como la biotecnologia, la
biomedicina, la biocatalisis, la ingenieria de proteinas entre otros, y se han
empleado en campos tales como la separacién de células, de dcidos nucleicos, en la
inmovilizacion de enzimas, en la separaciéon de proteinas, y en sistemas para el

transporte de medicamentos o ensayos bioquimicos.11,30-31
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Como se puede observar en la Figura 7, las particulas magnéticas estan formadas
de un ntcleo magnético constituido por el metal u 6xido metélico y una cubierta
polimérica que protege al ligando de un posible contacto con el ntcleo. Las
microesferas poliméricas magnéticas se pueden disefiar en diferentes didmetros,
distribuciones de tamafio, porosidad, con diferentes propiedades quimicas en sus

superficies y contenidos de magnetita, segtin su proceso de sintesis.3

Figura 7. Representacion visual de las microesferas poliméricas
magnéticas.?
El uso de particulas magnéticas en bioprocesos es deseable en casos donde el
biocatalizador necesite ser recuperado de medios que contengan suspensiones
coloidales, o presenten altas viscosidades, debido a que esta rapida separacion se
puede llevar a cabo mediante el empleo de un campo magnético externo.®3 Las
microesferas magnéticas estabilizadas en reactores de lecho fluidizado exhiben
movimientos rotacionales y vibracionales en presencia de un campo magnético
alterno (Yakup Arica et al. 2000).%5 Este fenémeno magnético puede ser empleado
para prevenir la formacion de peliculas de producto alrededor del soporte con
enzima inmovilizada gracias a la accion de corriente eléctrica a través de un

electroiman.
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En dicho sistema, el medio de reacciéon vibrante alrededor del soporte puede

facilitar la transferencia de sustrato a través de la superficie enzima-microesfera.?>

34

4.2.3 Sintesis de microesferas poliméricas magnéticas

Las microesferas poliméricas se han sintetizado con distintos materiales
dependiendo de las condiciones en que se requiera trabajar. Estos pueden estar
basados en poliestireno, silica, alcohol polivinilico, metilmetacrilato o acetato de
vinilo, entre otros.3? Se han reportado diferentes métodos en la preparacion de
microesferas magnéticas, sin embargo, la forma mas comin consiste en el
recubrimiento de la magnetita con una matriz polimérica.3 Algunas de las
metodologias empleadas vienen descritas en los siguientes apartados:

e Evaporacion del disolvente.25 34-36

e Deposicion del material dentro de una matriz.30

e Polimerizaciéon en emulsion.3”

e Polimerizacién por dispersion.38

e Polimerizacién en suspension.? 39 40

e Polimerizacién en microemulsiéon.3
Por otro lado, debido a que la interaccién hidrofébica es el mecanismo mas

comunmente involucrado en la adsorcion de proteinas, los polimeros con

superficies hidrofébicas suelen presentar altos grados de adsorcion de proteina.3?
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4.2.4 Polimeros

La polimerizacién es un proceso mediante el cual moléculas precursoras y de bajo
peso molecular llamadas monémeros se combinan quimicamente dando lugar a
una molécula de gran peso molecular llamada polimero, bien en forma de cadena
lineal, de cadena ramificada o formando redes tridimensionales como se observa

en la Figura 8.

Lineal Ramificada Red

Figura 8. Estructuras representativas de polimeros lineales y no lineales.4!

Se define un homopolimero como aquel polimero cuya estructura puede ser
representada por un solo tipo de unidad estructural -monémero- repetida n veces,
como por ejemplo polietileno, poliestireno o polipropileno. Mientras que un
copolimero esta constituido por dos o més unidades estructurales diferentes de
repeticion como por ejemplo poli(etilen-co-propileno). Existen diferentes categorias
de copolimeros, cada una caracterizada por un arreglo particular de las unidades
estructurales que contiene. Para ilustrar estas categorias se emplearan solo dos

diferentes unidades estructurales (A y B).4!
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Los copolimeros aleatorios 6 al azar son aquellos que presentan una secuencia
desordenada en sus unidades de repeticion. Los copolimeros alternados tienen
solamente dos diferentes unidades de repeticiéon la cuales aparecen de manera
alternada a lo largo de la cadena polimérica. Los copolimeros en bloque son
copolimeros lineales en los cuales las unidades del mismo tipo forman bloques que
se encuentran unidos con otros bloques de unidades estructurales diferentes. Los
copolimeros de injerto son polimeros ramificados en los cuales las cadenas
ramificadas presentan una estructura quimica diferente a la cadena polimérica
principal. En la Figura 9 se presenta una ilustracion con los diferentes tipos de

copolimeros.

Homopolimero

BaBIEB NARE IE SAS B AN A Copolimero aleatorio
AR B AR B AR B AW 3 AW B Copolimero alternado
ARANANANAR B 2B S B B B Copolimero en blogue

Copolimero ramificado

Figura 9. Homopolimero y diferentes tipos de copolimeros.4
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4.2.5 Clasificaciéon de polimeros

Una posible clasificacion de los diferentes tipos de polimeros se presenta en el

diagrama de la Figura 10, donde primeramente estan separados en tres categorias:

termoplisticos, elastomeros y termoestables. Los termopldsticos a su vez se dividen en

cristalinos 'y amorfos. Esta clasificacion se basa esencialmente en su estructura

molecular.

Polimeros

Termoplasticos | | Elastomeros

Termoestables

Cristalinos

Amorfos

Figura 10. Clasificacién de los polimeros.4

Los termopldsticos comtinmente conocidos como plasticos son polimeros lineales o

ramificados los cuales se funden aplicando calor, pueden ser moldeados y

remoldeados practicamente en cualquier forma aplicando técnicas como el moldeo

por inyeccion o por extrusién y constituyen la proporciéon més grande de

polimeros usados en la industria. Generalmente los termoplasticos no cristalizan

tfacilmente debido a los altos requerimientos energéticos que esto requiere y

aquellos que lo logran invariablemente no cristalizan de manera perfecta, por lo

que se les denomina materiales semi-cristalinos, los cuales presentan regiones

cristalinas y regiones amorfas. Las fases cristalinas de dichos polimeros se

caracterizan mediante su temperatura de transicion cristalina (T:) o punto de

fusion.
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Muchos termoplasticos sin embargo, son completamente amorfos y se caracterizan
por tener una temperatura de transicién vitrea (Iy) en la cual pasan de un estado
“rigido” a un estado “flexible”. Esta transformacién puede entenderse con el
movimiento de las cadenas, pues por debajo de la Ty las cadenas son incapaces de
moverse debido a la gran resistencia fisica que encuentran unas con otras en la
matriz polimérica. Al aumentar la temperatura estas pueden deslizarse unas con
otras creando asi un material deformable. Esta temperatura Ty puede detectarse

mediante la técnica analitica de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los elastomeros son polimeros ligeramente entrecruzados que presentan una
elevada elongacion al aplicar una fuerza y que rdpidamente recuperan su forma
original al dejar de aplicarla. Esta propiedad es reflejo de su estructura molecular

en donde las redes formadas presentan un bajo porcentaje de entrecruzamiento.

Los polimeros termoestables son materiales rigidos en donde el movimiento de las
redes poliméricas estd altamente restringido por un alto grado de
entrecruzamiento. Estos polimeros alcanzan un proceso quimico de degradacion a
partir de cierta temperatura.#!, la cual se puede analizar mediante la técnica de

andlisis termogravimétrico (TGA).

4.2.6 Clasificacion de las reacciones de polimerizacion

Una posible manera de clasificar las reacciones de polimerizaciéon se basa en la
comparacion entre la férmula molecular del polimero y la del monémero del cual
estd formado. Las reacciones de polimerizacién se pueden clasificar en dos tipos,
siendo estas, polimerizaciones por condensacion 6 a pasos y polimerizaciones por

adicion 6 en cadena.
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Una polimerizacién es por adicion si la molécula de monémero pasa a formar parte
del polimero sin pérdida de ninguno de los atomos que conforman el monémero.
La polimerizacion es por condensacion si la molécula de monémero pierde dtomos
cuando pasa a formar parte del polimero; por lo general se pierde una molécula
pequefia como H>O o HClL La polimerizacion por condensacion genera

subproductos, siendo opuesta en este sentido a la polimerizacién por adicion.

Otro tipo de clasificacion considera los mecanismos de polimerizacion siguiendo
dos criterios: crecimiento de cadena 6 crecimiento por etapas. En la polimerizaciéon por
crecimiento de cadena los mondémeros pasan a formar parte de la cadena polimérica
uno detrds de otro. Primero se forman dimeros, después trimeros, a continuacion
tetrdmeros, y asi sucesivamente hasta la formacién de polimeros. La cadena se
incrementa mondémero a mondémero y generalmente requiere la reaccién inicial
entre un mondémero y un iniciador para comenzar con el crecimiento de la cadena.
En la polimerizacion por crecimiento en etapas, la cual es comun en polimerizaciones
de radical libre, es posible que un oligémero reaccione con otros, por ejemplo un
dimero con un trimero, o un tetrdmero con un dimero. En la polimerizacién por
crecimiento en etapas, las cadenas en crecimiento pueden reaccionar entre si para
formar cadenas atin més largas. En la Figura 11 se presentan las diferencias entre

estos tipos de polimerizacion.4!
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Formacion de Polimerizacion por etapas Polimerizacién en cadena
Dimero 0:0-0-0 o-0- -0
I-0-0-m0-0
Trimero 0-0-0-0-00 I-0-0-0-m-0-00
Tetramero 0-0-0:0-0-000 I-0-0-0-0-I-0000

0-0:0-0-0-0-0-0

Pentamero 0-0-0-0-0-0-0-000
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0

Hexamero 0-0-0-0-0:0-0-0-0-000
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0

Heptdmero 0-0-0-0-0-0:0-0-0-0-0-000
0-0+0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-00
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-00

Octémero 0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-00
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0
0-0-0-:0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-00
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-000

© molécula de monémero
- enlace quimico
I iniciador

-0-0-0-0-0-[I-0-0-0-0-0

-O0-0-0-00-0-IHO- 00000

-0-0-0-0-0-0-0-IFO-0-0-0-00C

0000 0000-IHO 0000000

Figura 11. llustracion esquemédtica de las diferencias entre la

polimerizacién por etapas Yy
crecimiento de cadena.*!

la polimerizacion por
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4.2.7 Polimerizacion por radicales libres

Los radicales libres son especies que poseen un electrén desapareado por lo que
son altamente reactivas y presentan tiempos de vida cortos. Las polimerizaciones
por radicales libres son polimerizaciones en cadena en las cuales cada molécula de
polimero crece por medio de la adicion de un mondémero a un radical libre
conocido como “centro activo”. Consecuentemente con cada adicién de
monoémero, el centro activo se transfiere al altimo eslabén de la cadena el cual

posee ahora el radical libre y pasa a ser el nuevo centro activo.

La polimerizaciéon por radicales libres es el método mas ampliamente usado para
polimerizar en cadena y se usa casi exclusivamente para la preparaciéon de
polimeros cuyos monémeros tienen la siguiente estructura general: CH>=CRiRo.
Las reacciones de polimerizaciéon en cadena se dividen en tres etapas: iniciacion,

propagacion y terminacion.

Iniciacion

Esta etapa involucra la creacién de los radicales libres y usualmente procede en
dos pasos. El primero es la formacion de radicales libres a partir de un iniciador y
el segundo paso es la adiciéon de uno de estos radicales libres a una molécula de

monomero.
Existen dos maneras principales en las cuales los radicales libres pueden ser

formados: (1) rompimiento homolitico (homolisis) de un enlace simple, y (2)

transferencia de electrones para formar un ién o molécula (reacciones redox).

31



Antecedentes: Microesferas Magnéticas

La homolisis se puede efectuar mediante la aplicacion de calor (A), denominada
termolisis, y existen varios compuestos, en particular aquellos conteniendo enlaces

peréxido (-O-0-) 6 azo (—N = N-), los cuales entran en termolisis dentro de un

rango conveniente de temperatura: 50-100 °C. En la Figura 12 se presenta la

formacion de radicales libres por homolisis de diferentes especies.

i i i
Peré6xido de benzoilo Radical benzoil6xido
A
(CHg)3—0—0H ——— (CH;3);C—O0-+ + -OH
Hidroperdxido t-butil Radical t-butoxi Radical hidroxilo
A

(CH3),C—N=N—C(CH3); —— 2 (CH3)2(|:° + Ny

CN CN CN
Azobisisobutironitrilo (AIBN) Radical 2-Cianopropil Nitrégeno

Figura 12. Formacion de radicales libres por homdlisis en diferentes
especies. En cada uno de estos ejemplos el punto indica el
sitio del electron desapareado.*

Adicionalmente, la homdlisis se puede llevar a cabo mediante fotdlisis (accion de
irradiar luz ultravioleta). Ejemplos son la disociacién de azobisisobutironitrilo
(AIBN) y la formacion de tres radicales libres a partir de benzofenona y benzoin.
Una ventaja de la fotdlisis es que la formaciéon de radicales libres empieza en el
instante de exposiciéon y cesa en cuanto la fuente de luz es removida, ademas se

evita el gasto de energia necesario en los procesos de termolisis.
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Las reacciones Redox se utilizan frecuentemente cuando es necesario llevar a cabo

polimerizaciones a temperaturas moderadas. La Figura 13 presenta dos ejemplos.

CH3 CH3
I A I _
Cll—O—OH + Fe¥ — (l:—o- + OH + e
CH3 CH3
Hidroperdxido de cumilo  lon Ferroso Radical cumiloxido  lon hidroxilo lon férrico
0 0 0 0]
-l - I A -l . .
O—ﬁ—o—o—ﬁ—o + HO—S—O0 O—ﬁ—o + O—ﬁ—o + HO—S—O
(0] o) o) 0]
lon persulfato lon bisulfito lon sulfato Radical-anidn sulfato  Radical bisulfito

Figura 13. Formacion de radicales libres mediante reacciones redox.4!

En una reaccién de polimerizacion por radical libre se crea un centro activo cuando
un radical libre (R:) ataca un enlace 7 de una molécula de mondémero. En la

Figura 14 se observan los dos modos posibles de adicién.

R—CHZ—Ci:H (I
/ X

R + CH2=C|IH
l \ .
R—c,:H —CH2 (Il

X

Figura 14. Diferentes modos de adicion en la polimerizacion por radicales
libres, el modo (I) es mas viable estéricamente.*

El modo (I) predomina debido a que el ataque al carbono del grupo metileno
presenta menos obstaculos estéricos y proporciona un radical libre més estable

debido a los efectos del grupo adyacente X.
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No todos los radicales libres formados a partir del iniciador son destinados a
reaccionar con el mondémero. Algunos se pierden en reacciones secundarias, como

las que se presentan en la Figura 15 para el peréxido de benzoilo.
0

2@%;- @?A—OO "
()

0 0 o 0
[ | I [
c—o—0—C + - c—o + c—o

Figura 15. Pérdida de radicales libres en reacciones laterales para el
perdxido de benzoilo.4

O=0=0

El daltimo tipo de reaccién se conoce como descomposiciéon inducida y representa

una contribucién significante en la pérdida de iniciadores peréxido.

Propagacion
Involucra el crecimiento de la cadena polimérica mediante la adicién secuencial de
mondmero al centro activo. Asi como en el segundo paso de iniciacién, existen dos

posibles modos de propagacion que se ilustran en la Figura 16.

R—CHZ—TH—CHZ—CH 0)
X

/ Adicion cabeza-cola

L]
R—CHZ—TH—CH—CHZ (m
X

L]
R—CH,—CH + CHZ——TH

X X

X
Adicion cabeza-cabeza

Figura 16. Crecimiento de la cadena polimérica por adiciones cabeza-cola
(1) y cabeza-cabeza (II).4
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El modo (I) nuevamente predomina por las mismas razones descritas en la seccién
anterior. Por tanto las cadenas de polimero son principalmente de la estructura que

se presenta en la Figura 17.
——CHy—CH——CH;——CH——CH,——CH——CH;——CH——

Figura 17. Forma principal de las cadenas poliméricas sintetizadas por
radicales libres.4

El tiempo requerido para cada adicién de monémero es tipicamente del orden de

milisegundos. Por tanto miles de adiciones se llevan a cabo en pocos segundos.

Terminacion

En esta etapa, el crecimiento de la cadena polimérica termina. Los dos mecanismos
mas comunes de terminacién involucran reacciones bimoleculares de dos cadenas
que estan creciendo. La combinaciéon involucra la unién de dos cadenas en

crecimiento como se observa en la Figura 18.

WCHZ—?H + (i:H—Cszw—> i CHy——CH——CH——CH,nnr
X

X X X

Figura 18. Terminacion de la polimerizacién mediante la reaccion de dos
cadenas en crecimiento.4
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Alternativamente, un dtomo de hidrégeno puede ser abstraido por otra cadena en
crecimiento, esta reaccién conocida como desproporcionacién se ilustra en la

Figura 19.
wrnCH—CH + CH——CHpmnvs — > anCHy—CH 4+ CH==CHw»
X X X X

Figura 19. Reaccién de desproporcionacion que conduce a la terminacion
de la polimerizacion.*

De esta forma, dos moléculas de polimero son creadas, una con un grupo terminal
saturado y la otra con un grupo terminal insaturado. Las cadenas tienen
fragmentos de iniciador en uno de sus extremos, mientras que la combinacién de
estas produce moléculas de polimero con fragmentos de iniciador en ambos

extremos.

En general, ambos tipos de terminacion se llevan a cabo en diferentes proporciones
dependiendo del monémero y de las condiciones de polimerizacion. Por ejemplo
se ha encontrado que las cadenas radicales de poliestireno terminan
principalmente por combinacién mientras que las cadenas radicales de poli (metil
metacrilato) terminan predominantemente por desproporcionacion, especialmente

a temperaturas por arriba de 60 °C.41

4.2.8 Inhibicidén y retardacion

Ciertas sustancias al reaccionar con radicales libres producen especies (radicalarias
o no radicalarias) que son incapaces de seguir propagando la reaccién, en otras
palabras reiniciar la polimerizacién. Si este tipo de reacciéon secundaria es muy
eficiente, la polimerizacién se detiene y la sustancia es llamada inhibidor de la

reaccion.
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En el caso de otras sustancias que provocan este tipo de reacciones secundarias
pero su eficacia es menor, o producen especies que vuelven lenta la polimerizacion
sin detenerla totalmente se dice que son retardadores de la reaccion. Estos efectos se

ilustran en la Figura 20.

(@)

(b)

Conversion

(©)

-~

At

Figura 20. Diferentes efectos de los aditivos sobre la polimerizacion por
radicales libres (a) reaccion sin aditivos,(b) reaccion en
presencia de un retardador, (c) reaccion en presencia de un
inhibidor (At es el periodo de induccion).4:

Tiempo

El nitrobenceno es un retardador en la polimerizaciéon del estireno y actda
mediante reacciones de transferencia de cadena. Los radicales producidos son de
baja reactividad y se adicionan lentamente a las moléculas de estireno. En este caso

tanto la velocidad como el grado de polimerizacién se ven reducidos.
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Las quinonas inhiben la polimerizacién de varios monémeros actuando sobre los
sitios activos formados. El oxigeno puede actuar como un retardador o un
inhibidor por lo que debe ser excluido de toda polimerizacién para obtener
resultados reproducibles. Debido a esto, es preferible llevar a cabo las reacciones

de polimerizacion por radicales libres en atmosferas inertes.

Es coman adicionar inhibidores en bajas concentraciones a los mondmeros e
iniciadores radicalarios con el fin de prevenir una polimerizacién prematura
durante su transporte y almacenamiento; debido a esto, estas especies deben ser

purificadas antes de ser usadas.*!

4.2.9Polimerizacion en “bulk” o en masa

La polimerizacién en bulk o masa es la mas sencilla e involucra solamente al
mondémero y a un iniciador soluble en éste. La alta concentraciéon de mondémero
permite obtener altas velocidades y altos grados de polimerizacién, sin embargo, la
viscosidad del medio de reacciéon aumenta rapidamente con la conversién de
monodmero dificultando la remocién del calor y conduciendo a una autoaceleracién
de la reaccion. Estos problemas pueden evitarse restringiendo la reacciéon a bajas
conversiones, lo que a nivel industrial requiere una recuperacion y recirculacién
del mondémero sin reaccionar. Otra complicacién se presenta cuando el polimero es
insoluble en su monémero dado que precipita a medida que se forma y las
cinéticas usuales ya no son aplicables. La principal ventaja de la polimerizacién en
bulk es que produce polimeros de alta masa molecular con alta pureza y alta

claridad 6ptica.4!
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4.2.10 Polimerizaciéon en solucién

Muchas de las dificultades asociadas con la polimerizaciéon en bulk se pueden
superar si el monémero es polimerizado en disolucién. El solvente disminuye la
viscosidad del medio de reaccién, por tanto mejora la transferencia de calor y
disminuye la probabilidad de autoaceleraciéon. Sin embargo la presencia de
disolvente tiene otras complicaciones. La concentracion reducida de mondémero
trae como consecuencia una reducciéon de la velocidad de la reaccién y limita el
grado de polimerizacién. Ademas, la recuperacion del polimero requiere de una
evaporacion del solvente o de una precipitaciéon en un anti-solvente.

Por otro lado, el uso de disolventes organicos volétiles lleva consigo el empleo de
medidas de protecciéon tanto medioambientales como de salud humana, asi como
riesgo de incendio, por estas razones el uso comercial de la polimerizacién en

solucion esta restringido.4!

4.2.11 Polimerizacion en emulsion

Otro proceso heterogéneo de gran importancia industrial es la polimerizacion en
emulsion. La diferencia con la polimerizacién en suspension reside en que el
iniciador no debe ser soluble en el monémero sino en la fase acuosa. Sin embargo,
esta pequefia diferencia trae como consecuencia grandes cambios en el mecanismo
y cinética de la polimerizaciéon, asi como en la forma del producto que es una
dispersion coloidal estable de particulas poliméricas en agua conocida como litex.
Generalmente estas particulas poliméricas presentan didmetros entre 0.05-1 pm
considerablemente mds pequefias que en la polimerizacion en suspensién y tiene

gran aplicacién en la industria de pinturas.4!
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4.2.12 Polimerizacidon en suspension

El término polimerizaciéon en suspension se refiere a un sistema en el cual los
monoémeros se encuentran suspendidos como una fase discontinua de gotas dentro
de una fase continua. El producto de reaccion es una solucién con particulas de
polimero suspendidas. Los mondémeros apropiados para la polimerizaciéon en
suspension generalmente pueden ser polimerizados mediante un mecanismo de
radicales libres. La fase continua generalmente es agua, mientras que la mayoria de
los mondémeros son relativamente insolubles en ella. Los términos perlas de
polimerizacién y cuentas de polimerizacion describen las particulas esféricas
obtenidas a partir de las polimerizaciones en suspension.

Las particulas de suspension tienen didmetros entre 50-200 um, dependiendo del
tipo de monémero, los surfactantes empleados y la agitacion del reactor. Estas
particulas son mucho mas grandes que aquellas obtenidas en polimerizaciones por
emulsion (20-1000 nm) usualmente se mueven como polvos fluidos cuando estan
secas y son relativamente féciles de recuperar de las soluciones mediante
centrifugacion.

Se pueden emplear procesos de micro-suspension para obtener particulas en el
rango de 20-30 um, sin embargo constituyen una pequefia parte del mercado
comercial. Estos materiales requieren una mayor cantidad de surfactantes asi como
una mayor agitaciéon que las polimerizaciones en suspension convencionales.

Un ntmero importante de productos son fabricados mediante la polimerizaciéon en
suspension, incluyendo resinas de intercambio i6nico, aplicaciones para extrusiéon
y moldeo por inyeccion.

Varias caracteristicas del método de polimerizaciéon en suspensiéon son comunes a
la mayoria de los sistemas. La proporciéon en peso de la fase continua (agua) a la
fase discontinua (monémeros) varia de 1:1 a 4:1 para la mayoria de los procesos
comerciales. La viscosidad de la suspensién es muy cercana a la del agua durante

la mayor parte de la polimerizacion. La baja viscosidad de la suspensiéon permite
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un buen mezclado de los componentes del reactor empleando cantidades de
energia moderadas y mejora la transferencia de calor en el reactor de
polimerizacién. El agua es un buen medio para la remocién de calor de las gotas de
polimerizaciéon debido a su alta capacidad calorifica y alta conductividad térmica.
Sin embargo, los polimeros suspendidos deben ser separados y secados de la fase
acuosa. Las gotas en suspensién no son termodindmicamente estables, por lo que
su coalescencia debe ser controlada haciendo un balance entre la agitaciéon y los

agentes de suspension.

Cierto nimero de los polimeros comercializados en el mercado son preparados
mediante el proceso de polimerizacion en suspension. Las ventajas potenciales
sobre las polimerizaciones en bulk, solucién y emulsion son:

1. Bajo costo de conversion con flexibilidad para variar las propiedades de las
particulas.

2. Excelente transferencia de calor. Cuando la coalescencia es controlada, el
calor es facilmente transferido de las cuentas a la fase acuosa y de ahi a las
superficies de transferencia de calor del reactor. La alta capacidad calorifica
de la fase acuosa comparada con la fase mondémero-polimero provee un
buen dep6sito para absorber incrementos rapidos en la energia liberada.

3. Control del tamarfio de particula. Se puede controlar el tamafio de particula
promedio y la distribucién de tamafio de particula en un rango muy
estrecho. Las particulas son relativamente faciles de recuperar del agua o de
corrientes gaseosas. La morfologia de la particula puede afectar su
desempefio en mezclas y aplicaciones.

4. Bajos niveles de aditivos en el polimero. Los productos de suspension tienen
menores contenidos de aditivos en comparaciéon con los productos de la
polimerizacién en emulsion, pero en mayor cantidad que los productos de

polimerizacién en bulk y solucién.
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Las propiedades quimicas de los polimeros en suspension pueden diferir de
aquellos preparados por las técnicas de polimerizacion en bulk y emulsién. Los
agentes de suspension pueden ser incorporados dentro de las particulas
poliméricas y pueden afectar las propiedades como la fusion de la particula
durante los procesos de mezclado. El agua empleada como fase continua es una
fuente potencial de contaminantes como metales, iones los cuales pueden afectar la
estabilidad térmica del producto. La solubilidad de los monémeros e iniciadores en
la fase acuosa es baja por no nula. Es posible la formacién de polimeros en la fase
acuosa con propiedades diferentes de la resina normal. La mayoria de los procesos

de suspension son en batch, sin embargo se investigan métodos alternativos.®*

4.2.13 Surfactantes

El sistema de surfactantes ademds de ayudar a establecer la distribucién de tamafio
inicial de las gotas de mondmero, controla la coalescencia de las gotas, y reduce la
aglomeracion de las particulas. El estabilizador de la suspension afecta el tamafio y
forma de la particula asi como su claridad, transparencia asi como las propiedades
en la pelicula de la resina. En algunos sistemas, la suspensiéon puede ayudar a
controlar la porosidad de la resina. La solubilidad del agua en el monémero y la
posible solubilizacién del agua en el monémero debido a la presencia del
estabilizador pueden afectar la claridad de las cuentas poliméricas.

En las primeras investigaciones se crefa que los surfactantes funcionaban
incrementando la viscosidad de la fase continua. Sin embargo, el bajo nivel de
polimeros solubles en agua usados en algunas suspensiones (0.06-0.10% respecto al
peso de mondmero) hace parecer poco probable que el pequefio incremento en la
viscosidad de la fase acuosa pueda ser la principal causa de la estabilizacion de las
gotas. Otros investigadores han afirmado que al adsorcién de los estabilizadores
forma un recubrimiento resistente alrededor de las gotas, por lo que no pueden

unirse unas con otras durante las colisiones. Los agentes activos no iénicos y
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estabilizadores de suspension poliméricos se piensa que promueven la formacién
de barreas estéricas debido a su adsorcién en la interfase.

Se pueden emplear otras técnicas quimicas para influenciar el tamano de las
particulas. Se emplean electrolitos como complemento a los surfactantes. Bufers y
otros electrolitos generalmente incrementan la tensién interfacial entre las fases
monomeérica y acuosa. Asi mismo reducen la solubilidad de los monémeros en la

fase acuosa.

La elecciéon del surfactante asi como su método de aplicacion son parte del arte en

la polimerizacioén por suspension.®
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4.3 LIPASAS

4.3.1 Enzimas

En los ultimos afios la biotecnologia ha experimentado grandes avances
conjuntamente con aplicaciones industriales para la obtencién de productos
quimicos finos, en la industria alimentaria y farmacéutica entre otras.#243 47 Los
procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia mas numerosos ya
que presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores convencionales no
bioldgicos entre las que se encuentran:

e Gran actividad catalitica.

e Amplia especificidad de substrato.

e Decremento en reacciones secundarias.

e Son activas a temperatura ambiente y presién atmosférica.

e Se pueden llevar a cabo reacciones en diferentes medios: acuoso, organico,

en liquidos i6nicos, fluidos supercriticos y con compuestos en fase gaseosa.

El ntmero de enzimas comercialmente disponibles asi como su rango de
aplicaciones va en aumento. En el afio 2000 el mercado industrial de enzimas
alcanzo 1.5 billones de délares y se espera que para 2009 alcance 5.1 billones de

doélares.43
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4.3.2 Lipasas

Las lipasas (glicerol ester hidrolasas, EC 3.1.1.3) son enzimas que hidrolizan
triacilgliceroles en &cidos grasos y glicerol (Figura 21). También bajo ciertas
condiciones catalizan la reaccién inversa, produciendo glicéridos a partir de
glicerol y acidos grasos.?* 43-47 Debido al papel que juegan en el metabolismo de
grasas, las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y son

producidas por animales, plantas y microorganismos.*> 46

0]
H,C—O0 ﬁ Ry H,C——OH R,COOH
g |
HC—o0 ﬁ R, +3H0 @ =————=0 HC—OH + R,COOH
0 |
H,C—O0 ! R; H,C——OH R;COOH
Triglicérido Agua Glicerol Acidos carboxilicos

Figura 21. Reaccién enzimética de lipasas catalizando la hidrélisis o
sintesis de triglicéridos.43. 47

Las lipasas son biocatalizadores versatiles. Ademés de su actividad hidrolitica
sobre los triglicéridos, pueden catalizar otro tipo de reacciones como
esterificaciones, interesterificaciones (aciddlisis, esterolisis), transesterificaciones

(alcoholisis, glicer6lisis), amindlisis entre otras, como se ilustra en la Figura 22.43 46
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Transesterificaciones

cu’ —
Y
R—C——0—R,+ R—OH - Rl—é—O—R3 + R—OH

Ester Alcohol Ester Alcohol
(0]
H,C——OH HZC—O—ﬂ—Rl

(0] P A .

|| | g |
R—C—O0—R, + HC—OH HC—OH + R,—OH

H,C——OH H,C——OH
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R;——OH
] i i i
. A

R—C—O0—R, + R3—l—OH R—C—OH + R—C—O0—R,

Ester Acido carboxilico Acido carboxilico Ester
0 P A g 0
|| i o o || i

R—C—O0—R, + R—C—0—R, R—C—O0—R, + R—C—0—R,
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Q v P A g o

| Y 4 |
R—C—O0—R, + Ry—NH, R—C—NH—R, + R,—OH

Ester Amina Amida Alcohol

Figura 22. Reacciones industriales importantes catalizadas por lipasas. La
transesterificacion involucra la transferencia de un grupo acilo a
un alcohol (alcohdlosis) o glicerol (glicerdlisis). La
interesterificacién involucra la transferencia de un grupo acilo a
un &cido graso (acidolisis) o a un éster de acido graso.*3 47

Debido a esto las lipasas constituyen el grupo mds importante de biocatalizadores
en aplicaciones biotecnoldgicas*® y son las enzimas més empleadas en quimica
organica debido a que combinan una amplia especificidad de substrato con una

alta enantio-selectividad y regio-selectividad.? 49
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En particular, las lipasas extracelulares de microorganismos han recibido gran
atencion debido a su potencial uso en biotecnologia, principalmente por su gran
disponibilidad, su alta estabilidad y su amplia especificidad de substrato, asi como
su empleo en aplicaciones industriales entre las que se encuentran:43-44 4648

e Aditivos en alimentos (modificacién de sabores).

e Quimicos finos (sintesis de esteres).

e Detergentes (hidrdlisis de grasas).

e Tratamiento de aguas residuales (descomposicién y remocién de sustancias

oleosas).

e Cosméticos (remocién de aceites y lipidos).

e Farmacéuticos (digestion de aceites y grasas en alimentos).

e Medicina (ensayos de triglicéridos en la sangre).

e Producciéon de Biodiesel (conversion de aceites vegetales en esteres de

cadena corta).
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Algunas de estas lipasas se encuentran disponibles comercialmente. La Tabla 2

presenta las marcas comerciales de algunas lipasas, asi como sus aplicaciones

industriales y sus proveedores.*3

Tabla 2. Lipasas disponibles comercialmente y sus aplicaciones

industriales.*
Industria Aplicacion Marca comercial Proveedor
] EMC (sabores  tipo Lipomod™ 187P-L187P (fungal lipases), _
Lacteos ) ] . Biocatalysts
cheddar) Lipomod™ 224P-L224P (pancreas porcino)
EMC (sabores tipo blue) Lipomod™ 338P-L338P (Penicillium roquefortii) Biocatalysts
Intensificador de aroma en _ o
Palatasa® (Rhizomucor miehei) Novozymes
quesos
Aceites y Interesterificacion de
] Lipozyme® TL IM Novozymes
grasas aceite vegetal
Farmacéutica  Ingrediente farmacéutico Lipasa MY (Candida cylindracea) Meito Sangyo
Sintesis de compuestos Lipasa ALG (Achromobacter sp.), )
] ) ) Meito Sangyo
quirales Lipasa QLG (Alcaligenes sp.)
Lipasa AK “Amano” (Pseudomonas fluorescens),
] ] Amano
Lipasa AYS “Amano” (Candida rugosa)
o Lipolase®, Lipolase® Ultra, Lipo Prime™, Lipex®
Detergentes Hidrdlisis de grasas ] Novozymes
(Thermomyces lanuginosus)
Mejora en textura y color _ _
Levaduras Lipomod™ 627P-L627P (Rhizopus oryzae) Biocatalysts
de masas
Emulsificante Lipopan® F Novozymes
Curtidoras Dispersion de grasas Greasex®, NovoCor® AD Novozymes
N Produccion de isopropil , ,
Cosméticos B Novozym® 435 (Candida Antarctica B) Novozymes
miristato
Papel Control de brea Resinase® (Candida rugosa) Novozymes
Pastas Mejora de pastas Noopazyme® Novozymes
Alimentos Suplemento alimenticio Lipasa LO36P-L036P (Rhizopus oryzae) Biocatalysts
Lipasa F-DS (Rhizopus oryzae) Amano

Las lipasas remarcadas son recombinantes
EMC: quesos modificados enzimaticamente (enzyme-modified cheeses)
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4.3.3 Activacion de las lipasas

Una caracteristica de las lipasas es su activaciéon en presencia de interfases
hidrofébicas (sustratos en micelas, solventes organicos inmiscibles, etc.). Esta
activacion de las lipasas fue reportada por primera vez en 1958 por Sarda y
Desnuelle y posteriormente, a través de estudios de rayos X se ha descubierto

CcOomo una caracteristica comun en éstas.24 44-45,47, 50

En ausencia de interfases, las lipasas tienen un elemento de estructura secundaria
(al menos una a-hélice) llamado “lid” cubriendo el sitio activo de la enzima
haciéndola inaccesible a los substratos. Sin embargo, en presencia de interfases
hidrofébicas ocurren cambios conformacionales importantes, que conducen a una
estructura “abierta” de la lipasa. Estos cambios dan como resultado la exposiciéon
de superficies hidrofébicas que ahora interacttan con la interfase hidrofébica y que
le confieren funcionalidad a la enzima. De esta manera las lipasas quedan
fuertemente adsorbidas a las interfases hidrofébicas a través de los residuos que

rodean el sitio catalitico.24 44-45,47, 50-51

4.3.4 Actividad acuosa (Aw)

El empleo de medios orgédnicos en reacciones catalizadas enzimaticamente
presenta las siguientes ventajas:52

e Cataliza reacciones que no son favorables en medio acuoso.

e Permite la solubilidad de sustratos hidrofébicos.

e Mayor facilidad en la recuperaciéon de algunos productos.

e Mayor facilidad en la recuperacion del biocatalizador insoluble.

e Incrementa la termoestabilidad del biocatalizador (a bajos contenidos de

agua).
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Sin embargo, la cantidad limitada de agua presente en estos medios tiene una gran

influencia en las propiedades dindmicas y cataliticas de las enzimas.

El efecto del agua presente en un sistema de reacciéon enzimatico no acuoso puede
relacionarse mediante el parametro termodindmico denominado “actividad acuosa
(Aw)”. Los valores de Ay, varian entre 0 y 1, tomando como referencia el altimo

valor para el agua pura. La actividad acuosa se define como:52

_ Presion parcial del agua en una mezcla
Presion de vapor del agua pura

A

En el caso de las lipasas se ha observado que el Ay, juega un papel muy importante.
Se sabe que la velocidad de la reaccion en dichos sistemas depende de la cantidad

de agua presente en el sistema, el disolvente empleado y la naturaleza del

biocatalizador (Figura 23).53

=] [-]
w m

=
=

Rate (u. mol /min /mg enzyme)
=] o
%] [R)

o

o
o 0.2 0.4 08 08 1 12

‘Water activity (a,)
=~ C. rugosa —#—R. oryzae —k—M, javanicus —@—A_ niger =8~ P. roqueforti

Figura 23. Perfil de velocidades de reaccion en funcién del Aw para
diferentes lipasas, en la reaccion de transesterificacién de

1-butanol con etilbutirato a 40 °C.53
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4.3.4 Lipasa de Candida rugosa

Candida rugosa (ATCC 14830) es una levadura no esporogénica, pseudofilamentosa,
unicelular y no patogénica formalmente conocida como Candida cylindracea. Esta
levadura sintetiza y secreta una mezcla de lipasas (isoenzimas). Se han identificado
siete genes de la lipasa (Lip1 a Lip7), cinco de los cuales han sido caracterizados en
su totalidad y tres de ellos (Lipl a Lip3) han sido identificados en preparaciones
comerciales crudas. Cada gen codifica una cadena polipeptidica constituida por

534 residuos aminoacidos con un peso molecular aproximado de 60 kDa.47, 5455

La lipasa de Candida rugosa contiene una triada catalitica conformada por los
residuos: Ser-209, Glu-341, His-449 (Figura 24). La cubierta o “lid” que cubre el
sitio activo presenta 31 aminoécidos, principalmente hidrofébicos en la cara

interna que apunta al sitio activo e hidrofilicos en la cara externa.

Figura 24. Estructura de la lipasa 2 de Candida rugosa, a-hélices en rojo,
hojas 3 en verde, regiones de estructura irregular en gris. La a-
hélice y pequefios segmentos formando el lid se muestran en
azul marino y naranja respectivamente. La triada catalitica
(Ser209, Glu34l e His449) asi como los puentes disulfuro se
representan con bolas y bastones.5
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La lipasa producida por Candida rugosa es una de las mas empleadas en
investigacion debido a su alta actividad en reacciones de hidrélisis asi como en
esterificaciones. Esta enzima ha sido inmovilizada en diferentes materiales como
celita, polimetilmetacrilato, lechos de vidrio o silica gel entre otros.3% 44 5738 Dentro
de la industria farmacéutica tiene importantes aplicaciones en la sintesis de
precursores para la fabricacion de medicamentos como: ibuprofeno, naproxeno,

ketoprofeno y antibioticos entre otros.4”
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4.4 METODOS DE CARACTERIZACION

4.4.1 Magnetometria de muestra vibrante

Las caracteristicas de cualquier material magnético definen sus posibles
aplicaciones y estan descritas en términos de su curva de magnetizacion en funcién
del campo magnético (M vs. H). El instrumento de medicién méds comtinmente
usado para la determinacién de curvas M vs. H (lazo de histéresis) es el
Magnetémetro de Muestra Vibrante o VSM por sus siglas en inglés (Vibrating
Sample Magnetometer) que desde su invencién en 1956, se ha convertido en la
“técnica mas usada” tanto en laboratorios de investigacion basica como en
ambientes de produccién, dada su capacidad de medir las propiedades magnéticas
basicas de materiales como funcién del campo magnético externo, la temperatura y
el tiempo. El VSM es la técnica de induccién que por su facil implementacion en
laboratorios, su gran adaptabilidad a rutinas de automatizacién, y su alta
sensitividad, ha sido catalogado como “el mas popular de los equipos de

caracterizacién magnética en la tltimas décadas”.®0
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Figura 25. Diagrama de bloque de un magnetémetro de muestra vibrante
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Si la muestra de un material es colocada en un campo magnético uniforme, creado
entre los polos de un electro magneto, se induce un momento dipolo. Si la muestra
vibra con un movimiento sinusoidal, una sefal eléctrica sinusoidal puede ser
inducida en bobinas colocadas apropiadamente. La sefial tiene la misma frecuencia
de vibracién y su amplitud sera proporcional al momento magnético, a la amplitud
y a la posicién relativa respecto al sistema de bobinas.®

La muestra es colocada dentro de un pequefio compartimiento localizado al final
de la varilla para muestras montada en un transductor electro mecénico. El
transductor es impulsado por un amplificador de poder que a su vez es impulsado
por un oscilador a una frecuencia de 90 Hertz. Entonces, la muestra vibra a lo largo
del eje Z perpendicular al campo magnetizado. Este altimo induce una sefial en el
sistema de bobinas que es alimentado a un amplificador diferencial. La salida del
amplificador diferencial es subsecuentemente alimentada a un amplificador
sintonizado y a un amplificador interno cerrado el cual recibe una sefal de

referencia suministrada por el oscilador.0

La sefial del amplificador cerrado, o la sefial del magnetometro por si misma es
una seflal DC proporcional al momento magnético de la muestra estudiada, la
calibracion del magnetémetro de muestra vibrante se lleva a cabo midiendo la
sefial de un estandar de Ni puro, con un momento magnético de saturaciéon

conocido.®0
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4.4.2 Microscopia electronica de transmision

Existen varios tipos de microscopios electrénicos. El primer tipo que se utilizé fue
el microscopio electronico de transmision (MET), que recibe este nombre por que
detecta los electrones que se transmiten a través de una muestra, como se ilustra en

la figura 26.61

Figura 26. Microscopio electrénico de transmision.

Un filamento de wolframio emite un haz de electrones, que se acelera mediante un
campo eléctrico. Las lentes magnéticas enfocan el haz, de la misma forma que las
lentes de vidrio enfocan un haz de luz en el microscopio convencional. La clave
para la obtencién de una mayor resolucién es que los electrones, al igual que los
fotones de la luz, tienen una naturaleza de tipo particula y de tipo onda. Un fotén o
un electrén que se mueve con una energia E esté caracterizado por una longitud de

onda.

En donde /i es la constante de Plank (6.626 x 10-*” erg-=6.626 x 10-34 J-s).
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Cuando los electrones se aceleran mediante 50 000-100 000 voltios entre el catodo y
el &nodo, sus longitudes de onda son mucho mas cortas que las de la luz visible; en
realidad, inferiores a 1 nm. Esta longitud de onda predeciria una resolucién que
Inm para un microscopio electrénico de transmision. Algunas consideraciones
practicas hacen que el limite operativo se sittie alrededor de 2 nm para la mayor
parte de los instrumentos. No obstante, esta resolucion es una 100 veces mejor que
la que puede conseguirse con el mejor microscopio éptico: un buen microscopio
electrénico de transmisién puede proporcionar generalmente una ampliacion de
mas de 100 000 veces.

Por muy clara que sea esta ventaja, la microscopia electrénica de transmision tiene
ciertos inconvenientes. El haz de electrones requiere el mantenimiento de un vacio
elevado en todo el instrumento, incluyendo la cdmara en la que se coloca la
muestra. Ello implica, a su vez, que tan solo pueden examinarse muestras
completamente desecadas. Aunque se han disefiado muchos métodos para la
tijacion y el secado, siempre existe la posibilidad de inducir cambios en las
muestras. Naturalmente no es posible examinar muestras vivas.

Las energias de los electrones en la mayor parte de los microscopios electrénicos
de transmisién no les permiten penetrar en las muestras gruesas (>100 nm). En
consecuencia, las muestras celulares deben fijarse, tefiirse y cortarse de manera

muy fina con un ultramicrotomo.¢!

4.4.3 Microscopia electronica de barrido

Un tipo de técnica muy distinta es la denominada microscopia electrénica de
barrido (MEB). En este caso, el haz de electrones se desplaza en uno y otro sentido
a través de la muestra, siguiendo un patrén originado por el generador de barrido
y el deflector del haz, y los electrones secundarios emitidos por el punto en el que
el haz, y los electrones secundarios emitidos por el punto en el que el haz choca

sobre la superficie de la muestra son captados por un detector.6!
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La imagen se presenta entonces en una pantalla de video, cuya superficie se rastrea
en correspondencia con el barrido de la muestra. El método de la MEB no alcanza
la resolucion de la MET, pero es excelente para obtener imagenes
extraordinariamente claras de las superficies de objetos mintsculos. La
preparaciéon para los estudios de MEB no requiere realizar cortes, aunque la
muestra debe fijarse y secarse para que se mantenga estable en el vacio elevado y
suele recubrirse con una capa fina de oro para facilitar la emisién de los electrones

secundarios.6!

Figura 27. Principio de la microscopia electrénica de barrido.
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4.4.4 Difraccion de ravos X

La difracciéon de rayos X es uno de los fenémenos fisicos que se producen al
interaccionar un haz de rayos X, de una determinada longitud de onda, con una
sustancia cristalina. La difraccion de rayos X se basa en la dispersion coherente del
haz de rayos X por parte de la materia (se mantiene la longitud de onda de la
radiacién) y en la interferencia constructiva de las ondas que estan en fase y que se
dispersan en determinadas direcciones del espacio.

El fenémeno de la difraccion puede describirse con la ley de Bragg, que predice la
direccion en la que se da interferencia constructiva entre haces de rayos X

dispersados coherentemente por un cristal:

nA = 2dsend

Cuando una radiacién de cualquier tipo pasa a través de una estructura repetitiva
regular, se observa difraccion. Esto significa que la radiacién dispersada por los
elementos repetitivos de la estructura presenta un refuerzo de las ondas
dispersadas en determinadas direcciones especificas y un debilitamiento de las
ondas que van en otras direcciones. En la figura se presenta el ejemplo en el que se
indica la radiaciéon dispersada por una hilera de atomos espaciados de manera
uniforme. Tan s6lo en determinadas direcciones estardn las ondas dispersadas en
fase y se interferiran, por tanto, de manera constructiva (se reforzaran) entre si. En
todas las demds direcciones las ondas estaran fuera de fase y se interferirdn de
manera destructiva entre si. Se genera pues, un patréon de difraccién. Para que el
patrén de difraccion esté bien delimitado, es esencial que la longitud de onda de la
radiacién utilizada sea algo inferior al espaciamiento regular que existe entre los

elementos de la estructura.
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Esta es la causa de que se utilicen rayos X en el estudio de las moléculas, puesto
que los rayos X se caracterizan por tener una longitud de onda de tan s6lo décimas
de nanémetro. Si el espaciamiento regular existente en el objeto que se estudia es
grande (como en una persiana de una ventana), podemos observar exactamente el
mismo fenémeno con la luz visible, que tiene una longitud de onda miles de veces
superior a la de los rayos X. Se observara que un motivo puntual, visto a través de
la persiana de la ventana, produce un patrén de difraccién regular de manchas. La
regla que relaciona los espaciamientos periédicos de un objeto con el patrén de
difraccion es sencilla: a los espaciamientos cortos en la estructura periddica les
corresponden espaciamientos grandes en el patrén de difracciéon y viceversa.
Ademas, mediante la determinacién de las intensidades relativas de las diferentes
manchas, se puede determinar cémo estd distribuida la materia dentro de cada

repeticion de la estructura.t!

4.4.5 Espectrofotometria

Los métodos espectroscopicos de andlisis se basan en la mediciéon de la radiacién
electromagnética emitida o absorbida por los analitos. Los métodos de absorcién se
basan en la disminucién de la potencia de un haz de radiacién electromagnética
como consecuencia de su interaccion con el analito.

Los métodos electroscopicos también se clasifican de acuerdo con la regiéon del
espectro electromagnético que utilizan. Estas regiones incluyen los rayos X,
ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas y radiofrecuencias.

La mayoria de los instrumentos espectroscépicos incluyen cinco componentes: 1)
una fuente estable de energia radiante; 2) un selector de longitud de onda que aisla
una region limitada del espectro para hacer la medicién; 3) uno o mas recipientes
la muestra; 4) un detector de radiacién, que convierte la energia radiante en una
sefial medible (normalmente eléctrica), y 5) un sistema que procesa y lee la sefal, y

la visualiza en una escala de medida, en la pantalla de un osciloscopio, en un
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medidor digital o en un registrador grafico. Las celdas, ventanas, lentes y
elementos dispersantes de la longitud de onda de los instrumentos deben ser
transparentes en la regién de longitud de onda seleccionada.

Todo analito molecular es capaz de absorber ciertas longitudes de onda
caracteristicas de la radiacién electromagnética. En este proceso, la energia de la
radiaciéon es transferida temporalmente a la molécula y, como consecuencia,
disminuye la intensidad de la radiacién. Cuando se produce la absorcion se dice

que la radiacion esta atenuada.

<b>

po:> e

Solucién absorbente de concentracién ¢

Figura 28. Principio de la microscopia electrénica de barrido.

La figura 28 ilustra la atenuacién de un haz colimado de radiacién monocromatica,
antes y después de haber atravesado una capa de solucién con grosor b cm y una
concentracion ¢ de una especie absorbente. A causa de la interacciéon entre los
fotones y las particulas absorbentes, la potencia del haz diminuye de Py hasta P. La
transmitancia T de la solucién se define como la fracciéon de radiacion incidente
transmitida por la solucion:
et
0

La absorbancia de una solucién se define por la ecuacion:

A=-log,, T = IogE‘;
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De acuerdo con la ley de Beer, la absorbancia estd relacionada linealmente con la
concentracién de la especie absorbente (c) y con la longitud de la trayectoria (b) de

la radiacién en el medio absorbente. Es decir:
A=log R = abc
P

Donde a es una constante de proporcionalidad denominada absortividad. Puesto
que la absorbancia es una cantidad adimensional, la absortividad debe tener
unidades que cancelen las unidades de by c.
Cuando la concentracion c en la ecuacién anterior se expresa en moles por litro, y b
en centimetros, la constante de proporcionalidad se denomina absortividad molar,
y se le representa con el simbolo . Por tanto:

A= e

Donde ¢ tiene unidades de L cm™ mol-1.
Las mediciones de absorciéon en las regiones visibles y ultravioleta del espectro
proporcionan informacién cualitativa y cuantitativa sobre moléculas orgénicas,

inorganicas y bioquimicas.®?

4.4.6 Difraccion Laser

La técnica de difraccion laser opera bajo la prediccion del comportamiento de las
particulas sobre la dispersiéon de la luz. Las particulas dispersan en todas las
direcciones con un patrén de intensidad que es dependiente de su tamafio. La luz
dispersada tendra diferentes intensidades segtin el &ngulo de observacién. De una
forma simple, las particulas pequefias dispersan luz a grandes dngulos, mientras
que las particulas grandes dispersan luz a pequefios angulos. Si un conjunto o
grupo de particulas suspendidas en aire o en cualquier otro medio transparente,
como el agua o un solvente, es atravesado por un haz de laser, cada particula

dispersard luz frontalmente a un angulo inversamente proporcional a su tamafio.
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El principio basico considerado en los analizadores de tamafio de particulas por
difraccion laser es que, con ciertos limites, el patréon de dispersion creado por ese
conjunto de particulas es idéntico a la suma de los patrones de dispersiéon
individuales de todas las particulas presentes. Asi, con el conocimiento de la
disposicion geométrica de los detectores de un instrumento y de la fuente de luz,
junto con los datos que representan las intensidades relativas de la luz dispersada
recibida sobre cada elemento detector del conjunto de todos los detectores, es
posible calcular la distribucién de tamafno de particulas.

Esta simple interdependencia de la intensidad de la dispersién, de la distribuciéon
angular de la luz dispersada y del tamafio de la particula, alcanza su limite cuando
el didmetro de las particulas estd proximo a la longitud de onda de la fuente de luz
usada. En este punto, los efectos adicionales de interferencia producidos no
pueden ser ignorados y empieza a ser mds complicada la relaciéon entre la

intensidad de la dispersién y el tamafio de particula.
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5. METODOLOGIAS

5.1.1 Reactivos, materiales y equipos

Reactivos y materiales

Sulfato de hierro heptahidratado 99.85 %, Mallinckrodt.
Cloruro de hierro III 97%, Sigma-Aldrich.

Hidréxido de amonio 28.2 % p/p, J. T. Baker.

Acido oleico grado industrial.

Agua destilada y desionizada.

Nitrégeno grado industrial, Praxair.

Acetato de vinilo 99%, Sigma-Aldrich.

Divinil benceno mezcla de isémeros, Sigma-Aldrich.
Azo-bis-isobutironitrilo (AIBN), grado industrial.
Sulfato de magnesio anhidro grado analitico, Mallinckrodt.
Hidroéxido de sodio 99.1%, J. T. Baker.

Alcohol polivinilico 80% hidrolizado, Sigma-Aldrich.
Alumina bésica tipo WB-2, Sigma-Aldrich.

Dodecil sulfato de sodio 98.5%, Sigma-Aldrich.

Lipasa (E.C. 3.1.1.3) tipo VII de Candida rugosa, Sigma.
Fosfato de potasio grado analitico, Mallinckrodt.

Fosfato de sodio 12-hidrato grado analitico, J. T. Baker.

Reactivo de Bradford # Catalogo 500-0006, Laboratorios Bio-Rad.

©

Cartuchos de ultrafiltraciéon con membranas de celulosa de 30 kDa

Amicon Ultra, Millipore.
Hexano 99.9%, J. T. Baker.
Acetato de butilo 98%, Productos Quimicos Monterrey.

1-Butanol 99.9%, Sigma-Aldrich.
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e Etanol grado Q. P., Quimica Barsa.

e Acetona grado industrial, Quimica Barsa.

e Cloruro de litio 99%, Sigma-Aldrich.

e Cloruro de magnesio 98%, Sigma-Aldrich.

e Nitrato de magnesio hexahidratado 98%, Sigma-Aldrich.
e Cloruro de sodio 99.9%, J. T. Baker

¢ Nitrato de potasio grado analitico, Laboratorios Reasol.

Equipos

e Reactor batch de vidrio enchaquetado con 3 bocas de 250 mL.

©

e Agitador mecanico Lightnin Labmaster TS2010., equipado con flecha

de vidrio de 35 cm con propela de teflon de 3.5 cm.

e Recirculador de agua con control de temperatura Heto DT-1.

e Bafio de agua con agitacion reciproca New Brunswick Scientific,

modelo R76.
e Equipo para destilaciéon Sigma-Aldrich.
e Sonicador Branson 2510.
e Centrifuga clinica IEC.

e Espectrofotémetro UV /VIS Perkin Elmer Lambda 2S.

e Cromatégrafo de gases HP 5890 Serie II equipado con un detector de

ionizaciéon de flama (FID) y una columna Carbowax 20M de

25mx0.32 mm de espesor.

e Equipo Soxhlet vi-lab de vidrio con boca esmerilada 45/50.
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5.2.1 Sintesis de magnetita

Se sintetizé un ferrofluido conteniendo magnetita mediante la co-precipitacion de
sales de hierro (II) y hierro (III) en presencia de hidréxido de amonio. La reacciéon

estequiométrica es la siguiente:

Fe** +2Fe* +80H ™ — FeO-Fe,0,+4H,0

Se pesaron 7.17 g (0.0258 mol) de sulfato de hierro heptahidratado los cuales
fueron disueltos en 50 mL de agua. Por separado se pesaron 8.37 g (0.0516 mol) de
cloruro de hierro III los cuales fueron disueltos en 100 mL de agua. Ambas
soluciones fueron desoxigenadas burbujeando nitrégeno durante 30 minutos para

evitar la aparicion de reacciones secundarias (Figura 29.

Figura 29 Desoxigenacion de las sales de Fe Il (derecha) y Fe i
(izquierda).

A continuacion estas soluciones fueron cargadas al reactor batch a 60°C y 600 rpm.
Inmediatamente después se adicionaron rapidamente 28.43 mL (0.2064 mol) de
hidréxido de amonio; al instante se formé un sélido negro indicativo de la

presencia de magnetita, (Figura 30).
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Después de 10 minutos se adicionaron gota a gota 3 ml de acido oleico, para evitar
la aglomeracién de la magnetita y se dejo continuar la reaccién por 30 minutos
mas. El ferrofluido se dejo enfriar a temperatura ambiente y se almacend bajo

atmosfera de nitrégeno.

Figura 30. Sales de Fe cargadas al reactor (izquierda). Formacion de
magnetita (derecha).

5.2.2 Caracterizacion de la magnetita por XRD

Cada sustancia cristalina posee un patron caracteristico y en una mezcla de
sustancias cada una produce su patréon independientemente de las demas. Por lo
tanto el patréon de difraccion de una sustancia pura es como su huella digital.
Debido a esto el método de difraccién en solidos es ideal para la caracterizacién é

identificacion de las fases policristalinas.

El patrén de difraccion de rayos X (XRD) o imagen cristalogréfica de rayos X es
una técnica que consiste en hacer pasar un haz de electrones a través de un cristal
de la sustancia sujeta a estudio, el cual da lugar a un patrén de intensidades que
puede interpretarse segtn la ubicaciéon de dtomos del cristal, aplicando la ley de
Bragg.>®

2dsen® = 4
Por lo que:

d=AL/r
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Donde:

® = Angulo de difraccién en grados

A= Longitud de onda al voltaje de aceleracion al cual se trabaja en A o nm, en este
caso 0.00251 nm.

L= Longitud de cAmara del microscopio en cm o mm, en este caso 80 cm.

r= Radio medido en el negativo

d= Distancia calculada, la cual debe coincidir con la distancia reportada en las

tablas de rayos X.

El patrén de difraccion obtenido para la magnetita sintetizada fue comparado con
un estandar de la Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS) que
conforma la base de los espectros organicos e inorganicos. El estandar fue
facilitado por la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigaciéon (USAI) de la
Facultad de Quimica de la UNAM.

5.2.3 Caracterizacion de magnetita por TEM

El tamafio de particula de la magnetita estabilizada con acido oleico fue analizado
digitalizando micrografias obtenidas por microscopia de transmision electrénica
(TEM). Se emple6 un microscopio JEOL modelo 2010 trabajado a 200 kV, con una
resolucién de 1.9 A y una amplificacién hasta de 1, 500,000. El anélisis fue llevado a
cabo en el Laboratorio de Microscopia Electronica de la USAI en la Facultad de

Quimica de la UNAM.
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5.2.4 Caracterizacion de magnetita por magnetometria de muestra vibrante

Esta técnica permite observar el comportamiento magnético de un sélido y
cuantificar algunas de sus propiedades como: magnetizaciéon de saturacién (Ms),
remanencia magnética (Mr) y fuerza coerciva (Hc) entre otros. El ferrofluido fue
caracterizado empleando un magnetémetro de muestra vibrante LD] modelo 9600
con un campo maximo aplicado de 15,000 oersted, Oe. Este andlisis fue realizado
en el Laboratorio de Propiedades Eléctricas y Magnéticas del Instituto de

Investigaciones en Materiales de la UNAM.
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5.3.1 Microesferas poliméricas magnéticas

Las microesferas poliméricas magnéticas fueron producidas recubriendo nano-
particulas de magnetita mediante polimerizacién en suspensiéon por radicales
libres. El co-polimero se conformé de acetato de vinilo con divinil benceno y se

empleo AIBN como iniciador.8 3% 40

5.3.2 Pre-tratamiento de mondmeros

El acetato de vinilo (50 mL) fue tratado con un volumen igual de una solucion de
NaOH al 3 %p/v la cual se adicion6 gota a gota a una temperatura de 4°C con la
finalidad de remover la hidroquinona presente en el monémero, la cual acttia
como inhibidor de polimerizacién (Figura 31 A). Una vez separadas las fases, por
decantacion se recupero el acetato de vinilo. A continuacion el acetato de vinilo se
tratdé con sulfato de magnesio anhidro para eliminar el agua presente en el

mondomero.

La siguiente etapa consistié en una destilaciéon a vacio del acetato de vinilo (Figura
31 B), eliminando las fracciones ligeras y pesadas. El monémero fue almacenado en

el cuarto frio (4 °C) hasta su uso.

Figura 31. A) Remocion de hidroquinona presente en el acetato de vinilo.
B) Destilacion al vacio del acetato de vinilo previo a su
polimerizacion.
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Por otro lado el divinil benceno fue tratado con alumina basica para remover el
p-terbutilcatecol que actta como inhibidor de polimerizacién del entrecruzante.

A su vez, el AIBN se solubiliz6 y se recristaliz6 en etanol para eliminar impurezas.

5.3.3 Polimerizacion de microesferas magnéticas

Fase continua:

Se pesaron 0.2 gr de dodecil sulfato de sodio junto con 1 gr de alcohol polivinilico y
se solubilizaron en 100 ml de agua desionizada. Esta solucién se transfiri6é al
reactor donde se agit6 suavemente y se burbujeé nitrégeno durante media hora

para remover el oxigeno.

Fase dispersa:

La magnetita se precipit6 empleando una soluciéon de HCl 1M. Una vez
precipitada se lavé con agua desionizada hasta llevarla a pH neutro y
posteriormente se secé bajo atmésfera de nitrégeno. En un matraz erlenmeyer se
pesaron 1.5 gr de magnetita (0.006 mol), se afiadieron 18.5 gr de acetato de vinilo
(0.215 mol), 3.7 gr de divinil benceno (0.028 mol) y 0.4 gr de AIBN (0.002 mol). Esta
solucién se sonicé por 10 minutos e inmediatamente después fue burbujeada con

nitrégeno durante 5 minutos.
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Polimerizacion:

La fase dispersa se transfirié al reactor que contenia la fase continua a 45 °C. Se
aplic6 una rampa de temperatura de 45°C a 65°C en un lapso de 1 hora a una
velocidad de agitaciéon de 800 rpm. Una vez transcurrido este tiempo, la velocidad
de agitacion fue disminuida a 600 rpm y se dejé continuar la polimerizacién por 24

horas mas a 65°C (Figura 32).

Figura 32. Obtencién de microesferas poliméricas magnéticas mediante
polimerizacion en suspension.

Recuperacion del polimero:

Al terminar la polimerizacién, las microesferas se recuperaron por filtracién y se
lavaron con diferentes solventes para eliminar los mondmeros, oligomeros y
surfactantes residuales. Cada lavado se efectué en un equipo soxhlet durante 24
horas. El primero se llevé a cabo con agua, el segundo con acetona y finalmente se

empleo etanol en el tltimo lavado.
Almacenamiento:

Las microesferas poliméricas magnéticas se almacenaron en etanol a 4°C antes de

ser utilizadas.
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5.3.4 Caracterizacion de microesferas poliméricas magnéticas por SEM

Mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se analizé la morfologia y
tamafio de las microesferas poliméricas magnéticas obtenidas. Se emple6é un
microscopio JEOL modelo 5900LV trabajado a 20 kV, con una resolucién de 3.5 A y
una amplificacién hasta de 300,000. El analisis se llev6 a cabo en el Laboratorio de

Microscopia Electrénica de la USAI en la Facultad de Quimica.

5.3.5 Caracterizacion de microesferas poliméricas magnéticas por difraccion laser

Se analiz6 la distribucién de tamafio de particula de las microesferas poliméricas
magnéticas mediante difracciéon de rayo laser empleando un equipo Mastersizer
2000 marca Malvern Instruments. Se empleé una mezcla de n-propanol con tween-
80 (10:1 vol) como agente dispersante. Estos analisis se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica de la
UNAM.

5.3.6 Caracterizacion de microesferas poliméricas magnéticas por magnetometria

de muestra vibrante

De igual manera que con el ferrofluido, también se obtuvo la curva de
magnetizacion de las microesferas empleando un magnetémetro de muestra
vibrante, para cuantificar la magnetizacion de saturacion Ms asi como la
magnetizacion residual M; del material sintetizado. Los estudios se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Propiedades Eléctricas y Magnéticas del Instituto de

Investigaciones en Materiales de la UNAM.
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5.4.1 Pre-tratamiento de la lipasa de Candida rugosa

Se pesaron 2 gr de lipasa cruda comercial de Candida rugosa, la cual se disolvié en
60 ml de buffer de fosfatos (10 mM pH 7.0). Una vez solubilizada, la solucién se
centrifugdé durante 20 minutos para separar los excipientes que contiene y que
interfieren en el proceso de inmovilizacion. Se recuper6 el sobrenadante proteico y
se ultrafiltr6 por 40 minutos empleando membranas de 30 kDa para separar
proteinas de peso molecular menor, tomando en cuenta que el peso molecular

promedio de la lipasa de Candida rugosa es de 60kDa.

Figura 33. A) Solubilizacién de la lipasa CRL B) Separacion de los
excipientes presentes en la preparacion comercial de CRL.

El contenido de proteina de las soluciones de Candida rugosa de cada una de las
etapas anteriores se determiné empleando el método de Bradford. Para ello se
construy6 una curva patrén con soluciones de diferente concentracién conocida de
seroalbimina serica bovina (BSA) en un rango entre 0.1 a 0.9 mg/mL (Anexo II). Se
midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm empleando un

espectrofotometro Perkin Elmer Lamda 2S.
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5.4.2 Inmovilizacién

Una vez pre-tratada, la lipasa de Candida rugosa (CRL) fue inmovilizada sobre
microesferas poliméricas magnéticas mediante adsorcién fisica. Antes de
inmovilizar la enzima fue necesario secar las microesferas almacenadas en etanol y

el secado del soporte se realiz6 en una estufa a 60°C durante 8 horas.

El proceso de inmovilizaciéon se llevé a cabo mediante la incubaciéon de una
solucién de proteinas de concentraciéon conocida (conteniendo CRL) junto con 0.5
gr de microesferas poliméricas magnéticas en un matraz erlenmeyer a 25°C y 100
rpm durante 72 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se determiné la diferencia
de concentracién de proteinas en la solucién y mediante un balance de materia se

calcul6 la cantidad de proteina adsorbida sobre las microesferas.

El biocatalizador (microesferas poliméricas magnéticas con enzima inmovilizada)
se recuperd por separacién magnética y se sometié6 a un lavado con buffer de
fosfatos (10 mM pH 7.0) a 25°C y 100 rpm durante 48 horas para determinar una
posible desorcion de proteina. Finalmente, el biocatalizador se sec6 y almacenod a

4°C antes de ser utilizado.
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5.4.3 Actividad catalitica

Mediante la reacciéon de transesterificacion del acetato de vinilo con 1-butanol
(Figura 34) usando hexano como medio organico, se determiné la actividad
catalitica de la lipasa cruda, de las soluciones obtenidas en cada etapa del pre-

tratamiento, asi como en el biocatalizador obtenido.

0] (0]
|

Acetato de vinilo 1-Butanol Acetato de butilo Acetaldehido

Figura 34. Reaccion de transesterificacion del acetato de vinilo con
1-butanol.

Lipasa cruda

Se pesaron muestras de 50 mg de lipasa cruda las cuales fueron ultracongeladas,
liofilizadas y posteriormente pre-equilibradas a diferentes actividades acuosas
empleando las siguientes soluciones salinas sobresaturadas: LiCl (Aw=0.12); MgCl.

(Aw=0.33); Mg(NO3)2 (Aw=0.54); NaCl (Aw=0.75) y KNO3 (Aw=0.96)

Biocatalizador

Del mismo modo, cierta cantidad de microesferas poliméricas magnéticas con
lipasa de Candida rugosa inmovilizada fueron ultracongeladas, liofilizadas y pre-
equilibradas a los diferentes valores de A para llevar a cabo la reaccién de

transesterificacion.

Reaccidn de transesterificacion

Se mezclaron 0.5 mL (0.0054 mol) de acetato de vinilo junto con 0.3 mL (0.0032
mol) de 1-butanol y se llevé a 25 mL con hexano. La mitad de este volumen, se
transfiri6 a un matraz erlenmeyer con tapén de rosca que no contiene lipasa, esto

con el fin de tener un control.
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En otro matraz se pesaron 50 mg de lipasa cruda comercial 6 su equivalente en
proteina inmovilizada sobre microesferas, y se adicion6 el resto de la solucién de

acetato de vinilo con 1-butanol y hexano.

La reaccién de transesterificaciéon se llevé a cabo incubando los matraces a 45°C y
210 rpm durante 30 minutos, tomando alicuotas de 0.5 mL en diferentes intervalos
de tiempo (1, 3, 5, 10, 20 y 30 minutos). Las muestras fueron analizadas por
cromatografia de gases, determinando la aparicion del producto acetato de butilo.
Las temperaturas del inyector y del detector fueron 110°C y 140°C
respectivamente. La columna se mantuvo a 35°C por tres minutos, se programo a

85°C a una velocidad de 10°C/minuto y se emple6 nitrégeno como gas acarreador.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1.1 Obtencion del ferrofluido de magnetita

Se sintetiz6é un ferrofluido de magnetita mediante la co-precipitaciéon de sales de
hierro (II) y hierro (III) en presencia de hidréxido de amonio. Este ferrofluido se

sometié a la accion de un campo magnético mediante un iman y se observo

respuesta a éste. (Figura 35).

Figura 35. Ferrofluido de magnetita sintetizado, sometido a la accion de un
campo magnético externo.

6.1.2 Caracterizacidon de la magnetita por difraccion de rayos X (XRD)

En la Figura 36 se presenta el patron de difraccion de rayos X para la magnetita

sintetizada en el laboratorio:

Figura 36. Patron de difraccion de rayos X para la magnetita sintetizada.
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Este patron de difracciéon se comparé con un estdndar de magnetita (Anexo III)
perteneciente a la Joint Committee of Powder Diffraction Standards (JCPDS).
Empleando la ley de Bragg se calcularon las distancias y se confrontaron con las
del estandar. Midiendo el negativo de la Figura 36 se obtuvieron los radios de los

anillos identificados en el patréon (Hkl), como se aprecia en la Tabla 3.

Diametros mm | Radios cm | Hk
13.0 0.650 220
15.2 0.760 311
18.25 0.925 400
235 1.125 511
26.0 1.300 | 440

Tabla 3. Diametros medidos sobre el patron de difraccion de rayos X para
la magnetita sintetizada.

Aplicando la ley de Braggs y comparando las distancias obtenidas con las

reportadas en el patrén, se calcularon los datos de la Tabla 4:

Distancia calculada A | Distancia reportada A | HkI
2.960 2.967 220
2.531 2.532 311
2.080 2.099 400
1.637 1.615 511
1.480 1.434 440

Tabla 4. Comparacion de resultados para la magnetita sintetizada y el
estandar de magnetita.

Como se puede observar, las distancias calculadas son similares a las distancias
reportadas en el estandar por lo que se puede deducir que el patrén de difraccion

obtenido pertenece al de la magnetita.
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6.1.3 Caracterizacion de magnetita por TEM

Se obtuvieron micrografias mediante microscopia de transmisién electrénica
(TEM), las cuales fueron digitalizadas para determinar el tamafio promedio asi
como la desviacién estandar de las nanoparticulas de magnetita estabilizada con

acido oleico, como se aprecia en la Figura 37.

Figura 37. Micrografias de las particulas de magnetita obtenidas por
microscopia de transmision electrénica (TEM).
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El didametro promedio de las nanoparticulas de magnetita estabilizadas con acido

oleico fue de 8.44 nm, con una desviacién estdndar de 2.30 nm; en la Figura 38 se

presenta el histograma de la distribuciéon de tamafio.

% Frecuencia
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Particulas totales: 613
Didmetro promedio: 8.44 nm
Desviacion estandar: 2.30 nm

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Tamafio Particula (nm)

Figura 38. Histograma de distribucion de tamafio de las particulas de
magnetita estabilizada con &cido oleico.
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6.1.4 Caracterizacion de magnetita por magnetometria de muestra vibrante

Se obtuvo la curva de magnetizacién para la magnetita sintetizada empleando un
magnetometro de muestra vibrante, aplicando un campo maximo de 15,000

oersteds, Oe, como se aprecia en la Figura 39.
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Figura 39. Curva de magnetizacion para la magnetita sintetizada, la
grafica que se muestra en la esquina superior izquierda es
una amplificacion del origen de la curva.

La magnetita presenta el comportamiento de un material superparamagnético con
un ciclo de histéresis pequefio. Se determiné su magnetizaciéon de saturacion, la

cual fue de 62.3 emu/g asi como una magnetizacion residual de 6.059 emu/g.
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6.2.1 Obtencion de microesferas poliméricas magnéticas

La Figura 40 presenta una fotografia de las microesferas poliméricas magnéticas.
Para ello se sintetizaron recubriendo nanoparticulas de magnetita estabilizada
empleando acetato de vinilo con divinil benceno mediante una polimerizacién en

suspension por radicales libres, utilizando AIBN como iniciador.

Figura 40. Microesferas poliméricas magnéticas obtenidas encapsulando
magnetita mediante polimerizacion en suspension de acetato
de vinilo con divinil benceno.

Al igual que el ferrofluido, las microesferas poliméricas también responden a la

presencia de un campo magnético externo como se aprecia en la figura 41.

Figura 41. A) Microesferas poliméricas en solucion. B) Recuperacién de
las microesferas poliméricas magnéticas empleando un campo
magnético externo.
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6.2.2 Caracterizacidon de microesferas poliméricas magnéticas por SEM

Se analiz6 la morfologia y el tamafio del polimero obtenido mediante microscopia
de barrido electrénico (SEM). El polimero presenta la forma de esferas con
superficies rugosas y tamafios de particula que oscilan entre 1 y 25 micras, como se

puede apreciar en las siguientes micrografias (Figuras 42, 43 y 44).

Figura 42. Micrografia obtenida por SEM de las esferas poliméricas
magnéticas obtenidas en el laboratorio.

Figura 43. Se observan microesferas de diferente tamafio las cuales
presentan superficies rugosas.
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Figura 44. En esta imagen, se aprecia una microesfera rota, la cual ha
perdido su ndcleo de magnetita.

6.2.3 Caracterizacion de microesferas poliméricas magnéticas por laser

Se analiz6 la distribucién de tamafno de las microesferas mediante difraccion laser
(Figura 45). Los resultados obtenidos arrojan un tamafio promedio de particula de
15 micras que concuerdan con las micrografias obtenidas por SEM. Asi mismo en
la gréfica se puede apreciar una pequefa fraccion de microesferas comprendidas

entre 0.1-1 pm asi como otra fraccién correspondiente a agregados de microesferas

entre 500-2000 pm.

B3 e AR O

oluma (%)

o 01 1 10 100 1000 3000

Particle Size (1m)
Microesferns polimencas, Mares_ 14 o Howembes oe 2006 01 (547 pm.
Micrsasiaras polimancas Mafss 14 de Nodembee de 2008 011012 pm
— Microasforas polimedcas, Mames, 14 de Nowernbos de 2008 011038 pm

-Microasteras polimaricas - Avrage. Mares. 14 de Neviambes de 2008 01.08.47 pm

Figura 45. Distribucion de tamafio de particula de las microesferas
poliméricas magnéticas mediante difraccion laser.
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6.2.4 Caracterizacion de microesferas poliméricas magnética por magnetometria

de muestra vibrante

Al igual que con la magnetita, las microesferas poliméricas magnéticas se
analizaron empleando un magnetémetro de muestra vibrante con un campo
maximo aplicado de 15,000 oe para obtener su magnetizacion de saturacién, asi

como su magnetizacion residual (Figura 46).

Microesferas
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Figura 46. Curva de magnetizacion para las microesferas poliméricas
obtenidas en el laboratorio. La grafica que se presenta en la
esquina superior izquierda es una amplificacién del origen de
la curva.

Las microesferas poliméricas magnéticas, también presentan un comportamiento
superparamagnético, reflejado por un ciclo de histéresis pequefio y una

magnetizacion residual baja.
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La magnetizaciéon de saturacion para las microesferas fue de 2.48 emu/g, mucho
menor al valor encontrado para la magnetita, este decremento se debe a la

presencia de material no magnético (polimero) en las microesferas.

6.3.1 Pre-tratamiento de la lipasa de Candida rugosa

La lipasa cruda comercial de Candida rugosa fue tratada antes de inmovilizarla para
remover los excipientes y otras proteinas presentes. Este tratamiento consistié de
tres etapas: solubilizacién, centrifugacion y ultrafiltraciéon, en cada etapa se
determind la concentracién de proteina, las unidades, la actividad especifica, y el
porcentaje de recuperacion (%R). Se defini6é a la unidad como la produccién de
1 pmol de acetato de butilo por minuto por mg de proteina. La Tabla 5 presenta

los resultados obtenidos.

c Volumen | Concentracion | Proteinas | Actividad especifica | Unidades totales -
tapa ()
P (mL) (mg/mL) (mg) (umol/min mg prot) (umol/min)
Solubilizacién 60.0 0.63 37.8 22.31 843 100
Centrifugacion 55.2 0.53 29.3 19.85 579 89
Ultrafiltracion
_ 20.96 0.95 19.91 25.23 500 59
(Retenido)
Ultrafiltracién
. 32.24 0.12 3.87 0 0 0
(Filtrado)

Tabla 5. Pretratamiento de la lipasa de Candida rugosa antes de ser
inmovilizada. El porcentaje de recuperacion (%R) se calculo
como la actividad especifica de cada etapa entre la actividad
especifica inicial.
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6.3.2 Inmovilizacion de CRL sobre microesferas poliméricas magnéticas

En la Tabla 6 se presenta la cantidad de microesferas empleadas, las
concentraciones iniciales y finales de la solucién de proteinas conteniendo lipasa
de Candida rugosa, asi como la cantidad de proteina adsorbida sobre las

microesferas magnéticas.

Lote Microesferas | Soln de proteinas | Conc inicial | Conc final Prot adsorbida
(gn (mL) (mg/mL) (mg/mL) | (mg prot/gr microesf)
Micro-1 0.5026 20.0 0.7905 0.1945 23.71
Micro-2 0.5049 12.4 0.9474 0.2788 16.42
Micro-3 0.4136 20.0 0.3557 0.0347 15.52
Micro-4 05113 30.0 0.7742 0.3370 25.65
Micro-5 0.5287 15.0 0.3100 0.1690 4.00

Tabla 6. Microesferas poliméricas magnéticas con lipasa CRL
inmovilizada, se presentan los cuatro lotes obtenidos, asi
como la proteina adsorbida en cada caso.

En todos los casos se presenta la adsorcion de proteina sobre las microesferas
poliméricas magnéticas. Durante los lavados con buffer posteriores a la
inmovilizacion no se detectd proteina ni actividad catalitica en el sobrenadante, por

lo que no se observo el fenémeno de desorcion de la lipasa.
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6.3.3 Actividad catalitica de la lipasa cruda e inmovilizada

Lipasa cruda de Candida rugosa

Se determind la actividad catalitica de la lipasa cruda comercial de Candida rugosa a
diferentes valores de A, empleando la reaccién de transesterificaciéon de acetato

de vinilo con 1-butanol (Figura 47).

16 -

14

101 3

Actividad catalitica (mol/min mg prot)

0 \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Actividad Acuosa

Figura 47. Actividad catalitica de la lipasa cruda de Candida rugosa para
la reaccion de transesterificacion de acetato de vinilo con
1-butanol a diferentes valores de actividad acuosa.

Se observa actividad catalitica apreciable en el rango de Ay comprendido entre
0.16 y 0.75, donde el valor mas alto de actividad (17.5 pmol min® mg' prot) se

obtuvo ajustando la lipasa a un valor de A, de 0.59.
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Empleando un Aw de 0.015 la lipasa esta practicamente seca y no tiene la cantidad
de agua suficiente para llevar a cabo su funcién catalitica debido a la rigidez que
presenta, lo que se ve reflejado en un valor de actividad catalitica muy bajo (0.86

umol min! mg1 prot). Por otro lado, empleando un Aw de 0.968, la lipasa forma
grandes aglomerados los cuales se encuentran rodeados por una capa de agua.
Estos grumos no se dispersan en la fase organica obteniéndose una actividad

catalitica pobre (2.69 pmol min! mg-! prot).

Lipasa de Candida rugosa inmovilizada sobre microesferas poliméricas magnéticas

Se determiné la actividad catalitica de la lipasa inmovilizada sobre las microesferas
poliméricas magnéticas. Debido a la cantidad limitada de soporte que se obtuvo en
cada lote, se llevaron a cabo pruebas a diferentes valores de actividad acuosa

empleando diferentes lotes de microesferas.

Lote Proteina inmovilizada Actividad acuosa Actividad
(mg proteina/ gr microesfera) Ay (umol/min mg prot)
Micro-1 23.71 0.21 1.64
0.36 7.39
0.48 5.99
0.64 7.34
Micro-2 16.42 0.19 0.58
0.38 6.26
0.55 5.33
0.73 8.10
Micro-3 15.52 0.38 741
0.57 5.03
Micro-4 25.65 0.76 3.74
0.93 3.05
Micro-5 4.00 0.44 5.53

Tabla 7. Actividad catalitica observada en los diferentes lotes obtenidos a
diferentes valores de Aw.
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Se observé actividad catalitica a diferentes valores de Aw para todos los soportes
sintetizados (Micro-1, Micro-2, Micro-3 y Micro-4). En el rango de Aw entre 0.36 y
0.76 se presentaron los mejores valores de actividad para el biocatalizador

obtenido.

En la siguiente gréafica se presentan perfiles de actividad catalitica tanto para la

lipasa cruda asi como para el biocatalizador obtenido (Figura 48).
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Figura 48. Valores de actividad catalitica obtenidos para la lipasa cruda y
para el biocatalizador.

De acuerdo a lo esperado, los valores de actividad catalitica obtenidos empleando
el biocatalizador resultaron menores que para la lipasa cruda, seguramente existe
perdida de actividad debido a que en las microesferas la lipasa se encuentra
inmovilizada, es decir, esta confinada a un sitio més especifico y presenta méas

restricciones de movilidad en comparacién con la lipasa cruda.
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Para los lotes Micro-3 y Micro-5 el biocatalizador es recuperado después de la

reaccion de transesterificacion mediante el empleo de un iman. Una vez

recuperado, el biocatalizador es reacondicionado mediante liofilizacion y ajuste de

la actividad acuosa para ser utilizado nuevamente, los resultados obtenidos se

presentan en la Tabla 8.

Proteina inmovilizada Actividad acuosa Actividad
Lote Uso . _ .
(mg proteina/ gr microesfera) A (nmol/min mg prot)
Micro-3 | Primer 15.52 0.38 7.41
Micro-3 | Segundo 15.52 0.45 2.29
Micro-5 | Primer 4.00 0.44 5.52
Micro-5 | Segundo 4.00 0.43 3.39
Tabla 8. Reutilizacion del biocatalizador en la reaccion de

transesterificacién de acetato de vinilo con 1-butanol.

El biocatalizador obtenido se recupera del medio de reaccién mas facilmente lo que

permite una facil separacién del medio asi como un reacondicionamiento y

reutilizacion, condicién imposible de alcanzar con enzima soluble.

Este biocatalizador puede ser empleado para llevar a cabo reacciones enzimaticas

en medios no convencionales como diferentes solventes, liquidos iénicos, fluidos

supercriticos y reacciones con sustratos gaseosos. El método puede hacerse

facilmente extensivo a otras enzimas de interés.
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7. CONCLUSIONES

Se sintetizaron particulas nanométricas de magnetita mediante la co-precipitacion
de sales de hierro (II) y hierro (III) en presencia de hidréxido de amonio. La
magnetita fue estabilizada empleando 4cido oleico evitando la aglomeracion de las
particulas. Se comprob6 su respuesta a la presencia de un campo magnético
externo. La comparaciéon entre el patron de difraccion de rayos X entre la

magnetita sintetizada y el estandar fue positivo.

La magnetita fue caracterizada por TEM y se obtuvo un tamafio promedio de
particula de 8.4 nm. Se analiz6 la curva de magnetizacién de las nanoparticulas de

magnetita, asi como su magnetizacion de saturacion (62.3 emu/g).

Las microesferas poliméricas magnéticas fueron sintetizadas mediante la co-
polimerizaciéon del acetato de vinilo con divinil benceno por radicales libres
empleando AIBN como iniciador. Empleando SEM se observé que las microesferas
presentan superficies rugosas. El tamafio promedio de las microesferas fue de 15

micras empleando difraccion laser.

Se comprobé la respuesta de las microesferas poliméricas magnéticas en presencia
de un campo magnético externo. Se obtuvo la curva de magnetizaciéon de las
microesferas, asi como su magnetizacién de saturaciéon (2.48 emu/g) mediante

magnetometria de muestra vibrante.
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Se logré inmovilizar a la lipasa de Candida rugosa por adsorcién fisica sobre las
microesferas poliméricas magnéticas. No se observé perdida de proteina durante el
lavado. Se determiné la actividad catalitica del biocatalizador empleando la
reaccion de transesterificaciéon del acetato de vinilo con 1-butanol en hexano a

diferentes valores de A.

Los mayores valores de actividad catalitica para el biocatalizador obtenido se

presentaron en un rango de Ay entre 0.36 y 0.76.

El biocatalizador puede ser recuperado, reacondicionado y reutilizado en la
reaccion de transesterificacion del acetato de vinilo con 1-butanol en la cual sigue

presentando actividad catalitica, condicién dificil de alcanzar con la enzima cruda.

El biocatalizador obtenido presenta propiedades magnéticas las cuales facilitan su
separacion y recuperacion del medio de reaccién. Este biocatalizador puede
emplearse para llevar a cabo reacciones en medio organico asi como liquidos

ioénicos y fluidos supercriticos.
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Apéndice I. Identificacién y clasificacién de residuos peligrosos®

A1.1 Disposicion del material

Los residuos peligrosos, en cualquier estado fisico, por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, inflamables, téxicas y biol6gico-infecciosas, y por
su forma de manejo pueden representar un riesgo para el equilibrio ecolégico, el
ambiente y la salud de la poblacién en general, por lo que es necesario determinar

los criterios, procedimientos, caracteristicas y listados que los identifiquen.

Los avances cientificos y tecnolégicos y la experiencia internacional sobre la
caracterizacion de los residuos peligrosos han permitido definir como
constituyentes toxicos ambientales, agudos y crénicos a aquellas sustancias

quimicas que son capaces de producir efectos adversos a la salud o al ambiente.

La Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005 establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacién, clasificacion y los listados de los
residuos peligrosos. Esta norma oficial mexicana es de observancia obligatoria en

lo conducente para los responsables de identificar la peligrosidad de un residuo.

A1.2 Definiciones

Constituyente toxico.- Cualquier sustancia quimica contenida en un residuo y que

hace que éste sea peligroso por su toxicidad, ya sea ambiental, aguda o crénica.
CRETIB.- El acréonimo de clasificaciéon de las caracteristicas a identificar en los

residuos peligrosos y que significa: corrosivo, reactivo, explosivo, téxico ambiental,

inflamable y biolégico-infeccioso

101



+—
Apéndice I w

CRIT.- El acrénimo de clasificacion de las caracteristicas a identificar en los
residuos peligrosos y que significa: corrosivo, reactivo, inflamable y toéxico
ambiental.

Extracto PECT.- El lixiviado a partir del cual se determinan los constituyentes
toxicos del residuo y su concentraciéon con la finalidad de identificar si éste es

peligroso por su toxicidad al ambiente.

Fuente especifica.- Las actividades que generan residuos peligrosos y que estan

definidas por giro o proceso industrial.

Fuente no especifica.- Las actividades que generan residuos peligrosos y que por

llevarse a cabo en diferentes giros o procesos se clasifican de manera general.
PECT.- Procedimiento de Extracciéon de Constituyentes Téxicos.

Residuos peligrosos resultado del desecho de productos fuera de especificaciones o caducos.-
Sustancias quimicas que han perdido, carecen o presentan variacién en las
caracteristicas necesarias para ser utilizados, transformados o comercializados

respecto a los estandares de disefio o produccién originales.

Toxicidad.- La propiedad de una sustancia o mezcla de sustancias de provocar

efectos adversos en la salud o en los ecosistemas

Toxicidad ambiental.- La caracteristica de una sustancia o mezcla de sustancias que

ocasiona un desequilibrio ecolégico.
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Toxicidad aguda.- El grado en el cual una sustancia o mezcla de sustancias puede
provocar, en un corto periodo de tiempo o en una sola exposicién, dafios o la

muerte de un organismo.

Toxicidad cronica.- Es la propiedad de una sustancia o mezcla de sustancias de
causar efectos dafiinos a largo plazo en los organismos, generalmente a partir de
exposiciones continuas o repetidas y que son capaces de producir efectos

cancerigenos, teratogénicos o mutagénicos.
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A1.3 Procedimiento para determinar si un residuo es peligroso

El procedimiento para determinar si un residuo es peligroso se presenta en la
Figura 49.

Figura 49. Diagrama de flujo del procedimiento para identificar la peligrosidad de un residuo
(Listados y Caracterizacion)
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Un residuo es peligroso si se encuentra en alguno de los listados contenidos en la

norma NOM-052-SEMARNAT 2005.

Listado 1: Clasificacion de residuos peligrosos por fuente especifica.

Listado 2: Clasificacion de residuos peligrosos por fuente especifica.

Listado 3: Clasificacién de residuos peligrosos resultado del desecho de productos
quimicos fuera de especificaciones o caducos (T6xicos Agudos).

Listado 4: Clasificacién de residuos peligrosos resultado del desecho de productos
quimicos fuera de especificaciones o caducos (Téxicos Crénicos).

Listado 5: Clasificacién por tipo de residuos, sujetos a Condiciones Particulares de

Manejo.
Las toxicidades aguda y cronica referidas en los Listados 1, 2, 3 y 4 de la NOM-052-
SEMARNAT-2005 no estan contempladas en los andlisis a realizar para la

determinacién de las caracteristicas CRIT de peligrosidad de los residuos.

Los lodos y biosdlidos estan regulados por la NOM-004-SEMARNAT-2002

A1.4 Caracteristicas que definen a un residuo como peligroso

El residuo es peligroso si presenta una de las siguientes caracteristicas, bajo las
condiciones sefialadas en la NOM-052-SEMARNAT-2005:

® Corrosividad

m Reactividad

® Explosividad

® Toxicidad Ambiental

® Inflamabilidad

® Bioldgico-Infecciosa

105



+—
Apéndice I w

Es Corrosivo cuando una muestra representativa presenta cualquiera de las
siguientes propiedades:
v' Es un liquido acuoso y presenta un pH menor o igual a 2.0 o mayor o
igual a 12.5 de conformidad con el procedimiento que se establece en la Norma
Mexicana correspondiente
v" Es un sélido que cuando se mezcla con agua destilada presenta un pH
menor o igual a 2.0 o mayor o igual a 12.5 segtn el procedimiento que se
establece en la Norma Mexicana correspondiente.
v" Es un liquido no acuoso capaz de corroer el acero al carbdn, tipo SAE
1020, a una velocidad de 6.35 milimetros o mas por afio a una temperatura de
328 K (55°C), segun el procedimiento que se establece en la Norma Mexicana

correspondiente.

Es Reactivo cuando una muestra representativa presenta cualquiera de las
siguientes propiedades:

v Es un liquido o sélido que después de ponerse en contacto con el aire se
inflama en un tiempo menor a cinco minutos sin que exista una fuente
externa de ignicién, segiin el procedimiento que se establece en la Norma
Mexicana correspondiente

v Cuando se pone en contacto con agua reacciona espontaneamente y genera
gases inflamables en una cantidad mayor de 1 litro por kilogramo del
residuo por hora, segin el procedimiento que se establece en la Norma
Mexicana correspondiente.

v Es un residuo que en contacto con el aire y sin una fuente de energia
suplementaria genera calor, segin el procedimiento que se establece en la

Norma Mexicana correspondiente.
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v Posee en su constitucién cianuros o sulfuros liberables, que cuando se
expone a condiciones dcidas genera gases en cantidades mayores a 250 mg
de 4cido cianhidrico por kg de residuo o 500 mg de acido sulfhidrico por kg
de residuo, segtin el procedimiento que se establece en la Norma Mexicana

correspondiente.

Es Explosivo cuando es capaz de producir una reacciéon o descomposiciéon
detonante o explosiva solo o en presencia de una fuente de energia o si es
calentado bajo confinamiento. Esta caracteristica no debe determinarse mediante
analisis de laboratorio, por lo que la identificacién de esta caracteristica debe estar

basada en el conocimiento del origen o composiciéon del residuo.

Es Téxico Ambiental cuando:

v' El extracto PECT, obtenido mediante el procedimiento establecido en la
NOM-053-SEMARNAT-1993, contiene cualquiera de los constituyentes
toxicos listados en la Tabla 2 de la NOM-052-SEMARNAT-2005 en una
concentracién mayor a los limites ahi sefialados, la cual deberd obtenerse
segin los procedimientos que se establece en las Normas Mexicanas

correspondientes.

Es Inflamable cuando una muestra representativa presenta cualquiera de las
siguientes propiedades:

v" Es un liquido o una mezcla de liquidos que contienen sélidos en solucién o
suspension que tiene un punto de inflamacién inferior a 60.5 °C, medido en
copa cerrada, de conformidad con el procedimiento que se establece en la
Norma Mexicana correspondiente, quedando excluidas las soluciones

acuosas que contengan un porcentaje de alcohol, en volumen, menor a 24 %
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v" No es liquido y es capaz de provocar fuego por friccién, absorciéon de
humedad o cambios quimicos espontaneos a 25 °C, segtin el procedimiento
que se establece en la Norma Mexicana correspondiente.

v" Es un gas que a 20 °C y una presion de 101.3 kPa, arde cuando se encuentra
en una mezcla del 13% o menos por volumen de aire, o tiene un rango de
inflamabilidad con aire de cuando menos 12% sin importar el limite inferior
de inflamabilidad.

v' Es un gas oxidante que puede causar o contribuir méds que el aire, a la

combustién de otro material

Es Biolégico-Infeccioso de conformidad con lo que se establece en la NOM-087-

SEMARNAT-SSA1-2002.

A1.5 Procedimiento para la evaluacion de la conformidad

Las muestras para las determinaciones analiticas deben ser tomadas directamente a
la salida del proceso o del area de almacenamiento en su caso, de conformidad con
los procedimientos establecidos en la Norma Mexicana correspondiente y deberan
ser representativas del volumen generado, considerando las variaciones en el

proceso y, ademas, se debe establecer la cadena de custodia para las mismas.
La Secretaria reconocera las determinaciones analiticas de la prueba CRIT que

hayan sido muestreadas y analizadas por un laboratorio acreditado y aprobado

conforme a las disposiciones legales y aplicables.
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Apéndice II. Curva patron de concentracién de proteina
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Apéndice III. Estandar de magnetita por XRD
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Apéndice IV. Tamaiio de particula por difraccién laser

N

MASTERSIZER <2ca»

Result Analysis Report
Barmple Marme: HOF Hama- [T
WRCTEr PORPTIONCES - A Mdmrisa 548 o hossenneg S 2006 O Tldl pos
Sampls Source & pow;. Masuured by, Anabywasd:
Fociory = Facufind de Gureea, UNAL (L Mdwrigs. T4 Oa hoeesennas o 2008 OF O &6 B
Sample b ot Fersull Source;
A g
Particle Hame Arcesacey Mama: Arabp i, el Smnasnity:
PFriscartain g windy i Corainl prrtana Hgrral
Partichs B Armocplion: Sitaw rangw: Db La@lion |
1.408 ] =15 ] B 0an00  wm (L5 - R
‘Cusparsant hama- DimpsrEand Hiz WipegtAed Hegedual Resull Emulstion
Priopdir- T2l 155 138 % ot
Conceaanaon Span ! } Hawult unies
i v L ET=] EAT | Ve
Specil Juilsce hima. Sunfsie Wegtted Mean D[1.7] Vol Wieighted Maan D43}
THT g -8 o r] WI2BE  wm
TR B2 e [CLLTS w5aM warhy Ai0 % [ B ]
B Fartiche Sire Dniribution
]
g 4
E 3
= z
1
%m o1 1 10 100 1000 300
Particie Suwe jum)
. . Mg [CHAT pm
Microaateria polmancas, Mades, 14 de Nodembre de 2008 011012 pm
—Microsalerns polimancas, Maas, 14 de Nosemboe de 2008 011038 pm
- Microsalerna polimanicas - Avorage. Mares, 14 de Nodembes de 2000 01:08.47 pm.

(2] in arary [T 1
i - i e -
sen| B8 ol | ww] 8
[T i e ] o
[t i p— e [ e -
™ L FE ] 1] e [
mm| st I 6| (.. I it
= = o | mml = Ema =
[E - i | el
L i i (L1
o ek aNEEn Wi
il - o em
e il w1 ey T oy
e = ARE G
Py t: LY, | T s =
rrary e b 6 wmf [
LE] bapid - ] =
e 1 an "
Chpam T e Cra. Amond Towr /M e G Neyel Loper
Wi | Wl S | H e W b T LE L s T
e o B S T e e wn

T o sjed e rofemml ety 0 p o 00 S

e gy T e v



Apéndice V w




	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Objetivo General
	3. Hipótesis
	4. Antecedentes
	5. Metodología
	6. Resultados y Análisis
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía
	Apéndices

