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PREFACIO 

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado 

Académico de Doctora en Ciencia y Tecnología de los Materiales, de la 

Universidad Nacional del Sur y no ha sido presentada previamente para la 

obtención de otro título en esta Universidad u otra. La misma contiene los 

resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ámbito del 

Departamento de Química durante el período comprendido entre el 1de 

abril de 2012 y el 1 de febrero de 2017 bajo la dirección de la Dra. María 

Luján Ferreira y codirección de la Dra. Verónica L. Lassalle. 
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RESUMEN 

 La presente tesis estudia dos líneas de investigación paralelas y 

complementarias: por un lado, la síntesis de partículas de magnetita mediante el 

método de co-precipitación en presencia de surfactantes; por otro lado el diseño 

de biocatalizadores a base de la lipasa B de Candida Antarctica (CALB) y soportes 

magnéticos. La CALB ha sido estudiada en profundidad por el grupo de 

biocatálisis del instituto PLAPIQUI a lo largo de varios años. La performance de 

los biocatalizadores obtenidos fue testeada en la reacción de esterificación de 

ácido oleico con etanol sin solvente. 

 El capítulo I introduce los conceptos básicos sobre catálisis en general y, 

con un nivel mayor de detalle, los relacionados con la catálisis enzimática 

resaltando su importancia en relación a múltiples aspectos biotecnológicos, 

ambientales y económicos. 

 Se resumen los distintos métodos de inmovilización estudiados en la 

literatura a lo largo de la historia de esta disciplina, señalando las ventajas y 

desventajas de cada uno. También se hace una revisión de la variedad de 

materiales utilizados como soportes sólidos. 

 Se puntualiza en soportes magnéticos, en particular a base de 

nanopartículas del óxido de hierro Fe3O4, magnetita (MAG). Se explicitan las 

características de la MAG, seleccionada para este trabajo. Las estrategias de 

síntesis de este óxido de hierro son brevemente reseñadas, profundizando en el 

método de co-precipitación. Finalmente se enumeran los objetivos puntuales de 

las tesis. 

 En el capítulo II se detalla el procedimiento experimental para la 

inmovilización de CALB. Se establecen las condiciones de reacción en las que se 

medirá la actividad catalítica (reacción test) y un protocolo de muestreo adecuado 

para la determinación de conversión. Por último, se describen las técnicas de 

caracterización aplicadas a los catalizadores y materiales precursores junto con el 

tratamiento necesario de las muestras para cada una.  

 El capítulo III incluye el estudio de la síntesis de los soportes 

nanoparticulados a base de magnetita. Se analizan  la influencia del tipo y 



 

concentración de estabilizante empleado en el medio de coprecipitación de MAG 

sobre las propiedades fisicoquímicas de las partículas formadas. Los modificantes 

explorados fueron ácido oleico, dodecilsulfato de sodio, polietilénglicol de alto 

peso molecular (35000) y hexametiléntetramina. Además, se estudia la 

funcionalización de las partículas magnéticas con grupos amino (NH2) empleando 

quitosano (QUIT) o lisina. Las muestras fueron caracterizadas por SEM-EDX, 

TEM, DRIFTS y DLS. Se establecen las formas en que cada sustancia orgánica 

participa en el mecanismo de cristalización y mediante éste se logra explicar las 

diferencias observadas en el tamaño, forma y funcionalidad superficial de las 

partículas. 

 En el capítulo IV se estudia la inmovilización covalente de CALB sobre 

partículas magnéticas modificadas con ácido oleico,  quitosano (QUIT) y 

glutaraldehído (GLUT). Las interacciones QUIT-GLUT, GLUT-CALB y CALB-CALB 

son estudiadas en profundidad. Se propone una relación entre las propiedades 

del soporte y el biocatalizador con la actividad catalítica. En base a esta relación, 

se sugiere un mecanismo de inmovilización que explica el comportamiento del 

sistema y se determinan cuáles son las variables críticas a ajustar para mejorar 

el protocolo de inmovilización.  

 En el capítulo V constituye un trabajo de optimización del catalizador 

preparado en el capítulo IV. Para ello, se investiga la inmovilización de CALB 

sobre el mismo soporte estudiado en el capítulo IV, previa modificación de la 

superficie con cantidades variables de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) y de 

más GLUT. La influencia de la cantidad nominal de CALB ofrecida también fue 

evaluada. Un programa computacional se empleó para diseñar los experimentos y 

analizar estadísticamente los resultados. Se obtuvieron modelos matemáticos que 

permitieron identificar las variables significativas para cada respuesta evaluada: 

conversión, carga enzimática y actividad específica. Se seleccionaron los mejores 

catalizadores para comprobar su estabilidad operacional y retención de actividad 

en almacenamiento. Los mecanismos de inmovilización sobre las distintas 

superficies que explican estas propiedades son propuestos. Los diferentes 

catalizadores y materiales precursores fueron caracterizados ampliamente por 

varias técnicas.  



 

 En el capítulo VI se exploran distintos métodos de cuantificación de 

proteínas en vista de los errores encontrados en los más comunes (Bradford, 

Lowry) y que se implementan en forma rutinaria para el cálculo de la carga 

enzimática en los biocatalizadores preparados. CALB fue determinada en el caldo 

comercial, los sobrenadantes de inmovilización y aguas de lavado de varias 

muestras mediante 4 protocolos distintos, combinando  el clásico ensayo de 

Bradford  con la determinación de azufre por emisión atómica. Se analizó la 

influencia del patrón de concentración elegido para el método colorimétrico y se 

identificaron las interferencias presentes en ambas técnicas. Fue posible 

establecer un protocolo de cuantificación de esta lipasa que, a diferencia de otros, 

arrojó valores de carga enzimática concordantes con la actividad de los 

catalizadores. La demostración de los errores sistemáticos cometidos a través del 

ensayo de Bradford sugiere que este método sea recon siderado – e incluso 

descartado- para cuantificar cualquier proteína, ya sea en un medio de 

inmovilización o no. 

En el capítulo VII se investiga la inmovilización de CALB un nuevo soporte: 

magnetita funcionalizada con el aminoácido lisina (LIS). Este material posee 

propiedades diferentes a MAG-QUIT en cuanto a tamaño de partícula y 

estabilidad en suspensión acuosa. El acoplamiento de la lipasa se realizó 

mediante dos técnicas: A- adsorción simple sobre MAG-LIS seguida de 

entrecruzamiento con GLUT de concentración variable, y B-activación de MAG-

LIS con GLUT de una concentración específica (determinada según los resultados 

del método A) y posterior inmovilización covalente. Se logró diseñar un protocolo 

que permite obtener un biocatalizador activo, fácilmente separable del medio de 

reacción, reutilizable, resistente a los reusos y total preservación de actividad 

durante largos períodos de almacenamiento. 

En capítulo VIII se enumeran las conclusiones globales de todo la 

investigación realizada y se establecen los lineamientos considerados pertinentes 

para el trabajo a futuro.  

 

 



 

ABSTRACT 

 The present thesis follows two parallel and complementary lines of 

research: on the one hand, the synthesis of magnetite particles by the co-

precipitation method in the presence of surfactants; and on the other, the use of 

different materials prepared as new supports for the immobilization of Candida 

Antarctica lipase B (CALB), an enzyme in depth studied by the biocatalysis group 

of the PLAPIQUI institute over several years. The performance of the obtained 

biocatalysts was tested in the solvent-free esterification reaction of oleic acid with 

ethanol. 

Chapter I introduces general concepts of catalysis and, with a greater level 

of detail, those related to enzymatic catalysis. The importance was highlighted in 

relation to multiple aspects such as biotechnology, environment and economy. 

Different methods of immobilization studied in the literature throughout the 

history of this discipline are summarized, pointing out the advantages and 

disadvantages of each one. There is also an extensive review of the variety of 

materials used as solid supports. 

Magnetic supports are well described, particularly those based on  

magnetite nanoparticles. The characteristics of the magnetite as the one chosen 

for this work are explained. The synthesis strategies of nanoparticulated iron 

oxide are briefly reviewed, deepening in the co-precipitation method. Finally the 

specific objectives of the theses are listed. 

Chapter II details the experimental procedure for CALB immobilization. 

The reaction conditions in which the catalytic activity (test reaction) and a 

suitable sampling protocol for conversion determination are measured are set 

forth. Finally, the characterization techniques applied to the catalysts and 

precursor materials are described together with the necessary treatment of the 

samples for each one. 

Chapter III includes the study of the synthesis of nanoparticulated 

supports based on magnetite. The influence of the type and concentration of 

stabilizer used for MAG coprecipitation medium on the physicochemical 

properties of the formed particles is analyzed. The modifiers screened were oleic 



 

acid, sodium dodecylsulfate, high molecular weight polyethylene glycol (35,000) 

and hexamethylenetetramine. In addition, the functionalization of the magnetic 

particles with amino groups (NH2) using chitosan (QUIT) or lysine was studied. 

Samples were characterized by SEM-EDX, TEM, DRIFTS and DLS. The  rol of each 

organic substance in the mechanism of crystallization are established. This analysis 

allows to explain the differences observed in the size, shape and surface 

functionality of the particles. 

Chapter IV studies the covalent immobilization of CALB on magnetic 

particles modified with oleic acid, chitosan (QUIT) and glutaraldehyde (GLUT). 

The QUIT-GLUT, GLUT-CALB and CALB-CALB interactions are studied in depth. 

A relation between the properties of the support and the biocatalyst with the 

catalytic activity is proposed. Based on this relationship, an immobilization 

mechanism is suggested that explains the behavior of the system and determines 

which are the critical variables to be adjusted to improve the immobilization 

protocol. 

Chapter V is an optimization work for catalyst prepared in Chapter IV. For 

this purpose, CALB was immobilized on the same support studied in Chapter IV, 

after modification of the surface with varying amounts of 3-

aminopropyltriethoxysilane (APTS) and more GLUT. The influence of the nominal 

amount of CALB offered was also evaluated. A computer program was used to 

design the experiments and statistically analyze the results. Mathematical models 

were obtained to identify the significant variables for each evaluated response: 

conversion, enzymatic loading and specific activity. The best catalysts were 

selected to check their operational stability and activity retention after storage. 

The mechanisms of immobilization on the different surfaces that explain these 

properties are proposed. The prepared catalysts and precursor materials were 

widely characterized by various techniques. 

In Chapter VI, different methods of protein quantification are explored 

considering the errors found in the most common ones (Bradford, Lowry) , 

routinely implemented for the calculation of the enzymatic loading in biocatalysts. 

CALB was determined in the commercial broth, the immobilization supernatants 

and washing waters of several samples by 4 different protocols, combining the 



 

classic Bradford test with the determination of sulfur by atomic emission. The 

influence of the concentration standard chosen for the colorimetric method were 

studied and the interferences present in both techniques were identified. It was 

possible to establish a protocol for quantification of this lipase which, unlike 

others, yielded values of enzymatic loading consistent with the activity of the 

catalysts. The demonstration of the systematic errors made through the Bradford 

test suggests that this method be considered - and even ruled out - to quantify 

any protein, whether in immobilization medium or not. 

Chapter VII investigates the immobilization of CALB on a new support: 

magnetite functionalized with the amino acid lysine (LIS). This material has 

different properties from MAG-QUIT in terms of particle size and stability in 

aqueous suspension. Lipase coupling was performed by two techniques: A- 

simple adsorption on MAG-LIS followed by cross-linking with GLUT of variable 

concentration, and B- activation of MAG-LIS with GLUT of a specific 

concentration (determined according to the results of method A) and subsequent 

covalent immobilization. It was possible to design a protocol that allows to obtain 

an active biocatalyst, easily removable from the reaction medium, reusable, 

resistant to reuse and with total preservation of activity during long periods of 

storage. 

Chapter VIII lists the overall conclusions of the research carried out and 

establishes the guidelines considered relevant for future work. 
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1.1. Introducción  

Proveer de bienes y servicios de un modo sustentable requiere de la 

administración eficiente de la materia y la energía. Los catalizadores son una de 

las varias herramientas que el químico tiene a su disposición para enfrentar las 

necesidades de la sustentabilidad. El uso de catalizadores, materiales que 

aumentan la velocidad de las reacciones químicas, ya se ha afianzado en las 

industrias de la gran mayoría de los productos que consumimos, incluyendo 

alimentos, vestimenta, fármacos, combustibles y plásticos.  Además, los 

catalizadores poseen una casi intrínseca capacidad de abordar directamente la 

problemática de la sustentabilidad dado que disminuyen costos energéticos, 

aumentan la selectividad de las reacciones, vuelven más eficiente el consumo de 

los recursos y abren puertas al uso de materias primas alternativas [1]. Alcanzar 

una sociedad sustentable es entonces un desafío multifacético que requiere 

contribuciones de empresas, gobiernos y la comunidad en general así como del 

sector científico.  

En 1998, Paul Anastas y John Warner publicaron “Química verde: teoría y 

práctica”, que fue un llamado a los químicos a diseñar (y rediseñar) procesos que 

reduzcan o eliminen completamente desechos peligrosos [2]. Los Doce Principios 

de la Química Verde son una guía para asistir a los químicos en la creación de 

reacciones “ambientalmente benignas” y procesos que reduzcan o eviten la 

formación de residuos: 

LOS DOCE PRINCIPIOS DE LA QUÍMICA VERDE 

1. Es mejor prevenir el desperdicio que limpiarlo luego de que se origine. 

2. Los métodos de síntesis deben ser diseñados para maximizar la incorporación 

de todos los materiales usados en el proceso al producto final.  

3. Siempre que sea posible, los métodos de síntesis deben ser diseñados para 

usar y generar sustancias que sean mínima o nulamente tóxicas para la salud 

humana y el ambiente. 

4. Los productos químicos deben diseñarse preservando la eficacia de su función 

a la vez que se minimice su toxicidad. 
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5. El uso de sustancias auxiliares (como solventes y agentes de separación) 

deberían ser innecesarios siempre que sea posible o inocuos en el caso que se 

empleen. 

6. Los requerimientos energéticos deben enfrentarse por sus efectos tanto 

ambientales como económicos y deben ser minimizados. 

7. Un material en bruto o materia prima debería ser renovable en vez de agotable 

siempre que sea técnica y económicamente viable. 

8. La derivatización innecesaria (bloqueo de un grupo, protección/desprotección, 

modificación temporal de un proceso físico o químico) debe ser evitada siempre 

que sea posible. 

9. Se emplearán catalizadores (lo más selectivos posible) en lugar de los reactivos 

estequiométricos.  

10. Los productos químicos deben diseñarse de tal forma que al final de su 

función no persistan en el ambiente y se descompongan en derivados inocuos. 

11. Se deben desarrollar métodos analíticos que faciliten  el monitoreo y control 

en tiempo real e in situ, antes de que se formen sustancias peligrosas. 

12. Minimizar el potencial de accidentes químicos. Se elegirán las sustancias 

empleadas en los procesos químicos de forma que se minimice el riesgo de 

accidentes químicos, incluidas las emanaciones, explosiones e incendios.  

 La presente tesis ha tenido en cuenta el espíritu de estos principios en su 

diseño y desarrollo. En particular, se orienta a avanzar sobre lo establecido en el 

principio 9. 

Una forma práctica de cuantificar la eficiencia de un proceso químico es 

establecer una relación entre la masa de desperdicio generado (todo lo obtenido 

excepto el producto deseado: solventes, productos secundarios, sales, etc.) por 

unidad de masa del producto de interés obtenido. A esta relación se la denomina 

factor E: 
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En 2007 se publicó una estimación comparativa del factor E en diferentes 

sectores productivos (Tabla 1.1, [3]).  

Tabla 1.1. Factor E de diferentes sectores productivos 

Sector industrial Tonelaje a) Factor E 

Petroquímica 106 - 108 <0,1 

Químicos en bulk 104 - 106 <1 - 5 

Química fina 102 - 104 5 - >50 

Farmacéutica 10 – 103 25 - >100 

a) Volumen de producción anual de un producto en un solo lugar (valor más bajo) o 

a nivel  mundial (valor más alto) 
 

 
El factor E se incrementa drásticamente al bajar de procesos en bulk hacia 

químicos finos, en buena parte debido a que la producción de estos últimos 

involucra síntesis en varios pasos, pero también al empleo de reactivos 

estequiométricos en vez de catalizadores. 

 La catálisis se ocupa de los cambios en la ruta hacia la transformación de 

los reactivos en productos. Se trata de la cinética de reacción, es decir, de cuán 

rápido puede ocurrir esa transformación. La velocidad de una reacción está 

estrechamente relacionada con la energía necesaria para que se disocien los 

enlaces de los reactivos y se formen los de los productos. A esta “barrera 

energética” se la denomina energía de activación (Ea). Cuanto mayor sea Ea, 

menor será la velocidad de reacción.  

Un catalizador puede definirse como una sustancia capaz de alterar el 

mecanismo de una reacción química disminuyendo la Ea, por lo que el proceso 

avanzará más rápidamente. Además, los catalizadores tienen la capacidad de 

regenerarse en el medio de reacción, por lo que nunca se consumen [4], 

idealmente. La realidad es más compleja, pero la definición general se ha 

mantenido. 

Tradicionalmente, se  distinguen dos tipos principales de catalizadores: los 

homogéneos y los heterogéneos. Esta distinción se basa en si el catalizador está 

presente en la misma fase en la que se encuentran los reactivos (homogéneos), o 

se encuentra formando parte de una segunda fase (heterogéneos). Actualmente, a 
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esta clasificación se han sumado  los biocatalizadores o enzimas. Las enzimas 

son los catalizadores que regulan procesos en las células de los seres vivos y se 

han adaptado naturalmente para actuar en condiciones fisiológicas. Sin embargo, 

la biocatálisis se refiere al uso de enzimas como catalizadores de procesos 

artificiales (in vitro), por lo que un gran desafío es transformar estos catalizadores 

fisiológicos en catalizadores capaces de funcionar bajo las adversas condiciones 

de reacción de un proceso industrial.  

Si bien las enzimas podrían catalogarse como una subclase de 

catalizadores homogéneos, se han ganado un lugar propio en el ámbito de la 

catálisis gracias ciertas características que las distinguen de los catalizadores 

tradicionales (homogéneos/heterogéneos): manifiestan gran especificidad 

química, lo cual es una cuestión importante en productos farmacéuticos y 

químicos finos; son  activas en condiciones moderadas, por lo que la inestabilidad 

del producto o sustrato en condiciones drásticas deja de ser un problema, y son 

catalizadores compatibles con restricciones ambientales estrictas (que hoy en día 

es –o debería ser- una situación general). Además, las enzimas contribuyen con la 

etiqueta de “producto natural”, lo cual es una ventaja comercial en el caso de las 

aplicaciones alimentarias y cosméticas, entre otras [5].  

 

1.2. Catálisis enzimática 

1.2.1. Enzimas 

Las enzimas son estructuras moleculares proteicas altamente 

evolucionadas, adaptadas para realizar una tarea con eficacia y precisión. Existen 

cuatro niveles de estructuración de las proteínas y por ende, de las enzimas. El 

primer nivel o estructura primaria, consiste en la unión de aminoácidos 

ordenados de acuerdo a la codificación genética del organismo del cual provienen. 

La unión entre aminoácidos llamada enlace peptídico, da origen a la estructura 

secundaria que está determinada por los ángulos de rotación del enlace entre 

átomos constituyentes de los aminoácidos y que fijan cadenas en forma de 

tirabuzón (α-hélice) o de láminas (β-plegadas). La conformación de estos dos 

niveles es bastante estable y su rompimiento requiere cambios profundos del 
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microentorno de la enzima. El siguiente nivel de estructuración (estructura 

terciaria) tiene en cuenta la cercanía entre α-hélices y láminas β-plegadas en 

donde se potencian las interacciones iónicas, las hidrofóbicas y especialmente los 

enlaces disulfuro entre cadenas. Finalmente la estructura cuaternaria, que no 

ocurre en todas las enzimas, hace referencia a la unión de varias cadenas de 

estructura terciaria, formando dímeros, trímeros, etc. Estos últimos dos niveles 

de estructuración son más sensibles al microentorno de la enzima y pequeños 

cambios en el pH, la temperatura y la presencia de iones inorgánicos pueden 

desestabilizarla cambiando totalmente su actividad catalítica [6]. El Esquema 1.1 

ilustra los diferentes niveles de estructuración de una proteína genérica. 

 

 

Esquema 1.1. Niveles de estructura molecular en una proteína. Disponible 

en [7]. 

 

Las enzimas surgen como una alternativa atractiva a los catalizadores 

tradicionales, ya que presentan numerosas características compatibles con la 

química verde: 

-Provienen de fuentes virtualmente inagotables como plantas, animales, 

bacterias u hongos. 

-Demandan mínimos requerimientos energéticos, ya que pueden actuar en 

condiciones de reacción moderadas como temperaturas cercanas a la ambiente.  

Primaria            Secundaria                      Terciaria                                  Cuaternaria 
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-En muchas de las reacciones para las cuales fueron diseñadas, son 

quimio, regio y estereoselectivas.  

La condición de catalizador de las enzimas reside en su estructura 

proteica. El sitio activo –una especie de nicho molecular en el que tiene lugar la 

catálisis- representa una porción muy pequeña de la enzima (sólo unos pocos 

residuos de aminoácidos), mientras que el resto de la molécula actúa como un 

andamio y proporciona estabilidad estructural. Muchas enzimas son proteínas 

conjugadas con otras moléculas que pueden o no intervenir en el proceso 

catalítico.  

La catálisis enzimática involucra el uso de enzimas como catalizadores 

biológicos disociados de la célula de la que derivan. El principal desafío en este 

proceso es la construcción de catalizadores enzimáticos robustos capaces de 

funcionar bajo condiciones que generalmente se alejan de las fisiológicas. El 

objetivo es preservar las propiedades sobresalientes de las enzimas como 

catalizadores (especificidad, reactividad bajo condiciones suaves) superando al 

mismo tiempo sus limitaciones (principalmente su pobre estabilidad 

configuracional). Las ventajas y limitaciones asociadas a las enzimas como 

catalizadores son consecuencia de su compleja estructura molecular. La labilidad 

de estas macromoléculas hace de la estabilización un prerrequisito para su 

aplicación efectiva [8]. En la Tabla 1.2 se detallan las propiedades de las enzimas 

desde el punto de vista catalítico. 

Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de las enzimas como catalizadores 

Ventajas Desventajas 

Provienen de fuentes renovables Difícil manipulación 

Activas bajo condiciones suaves Posible desactivación 

Selectividad Contaminación de productos 

 

Una reacción biocatalizada requiere que los residuos aminoacídicos que 

constituyen el sitio activo se orienten en direcciones específicas y bien definidas. 
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Este fenómeno se conoce actualmente como “acoplamiento inducido”, ya que la 

cercanía del sustrato provoca la orientación de los residuos. 

El mecanismo general para este tipo de reacciones se puede representar 

mediante la siguiente reacción:  

 

Donde E representa la enzima, S el sustrato, ES* el complejo enzima-sustrato 

(estado de transición), P los productos y k1, k2 y k3 las constantes de 

formación/disociación de las especies químicas. Los enlaces temporales entre la 

enzima y el sustrato que forman el estado de transición facilitan el rompimiento 

de los enlaces del sustrato, de esta forma la energía de activación necesaria para 

la obtención de producto será menor y la reacción procederá más rápidamente.  

La cinética de las reacciones con un único sustrato y catalizadas por 

enzimas solubilizadas puede ser descripta por el modelo de Michaelis-Menten. 

Este modelo relaciona la velocidad de  reacción con la concentración de sustrato 

mediante la ecuación 1.1: 

 

  

 

 

donde Vmax es la velocidad máxima de reacción, [S] es la concentración de 

sustrato y KM es la constante de Michaelis-Menten. Esta constante corresponde a 

la concentración de S con la cual se alcanza la mitad del valor de Vmax (ver 

Figura1.1).  

 

 

 

Ecuación 1.1. Ley de velocidad de una reacción biocatalizada 

v = Vmax * [S] 

    KM + [S] 
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Figura 1.1. Variación de la velocidad de una reacción biocatalizada monofásica 

en función de la concentración de sustrato. 

 

El significado práctico de esta cantidad es una medida inversa de la afinidad que 

la enzima tiene con el sustrato: valores bajos de KM indican que la Vmax se 

alcanzará con concentraciones S menores que aquellas reacciones con KM más 

elevados [5].  

 

1.2.2. Lipasas 

Un grupo particularmente interesante de enzimas son las lipasas 

(triacilglicerol acil-hidrolasas EC 3.1.1.3) debido a su versatilidad como 

biocatalizadores. Si bien su función natural es la hidrólisis de triglicéridos, 

también son capaces de sintetizar químicos de alto valor agregado, mediante 

esterificaciones, transesterificaciones e interesterificaciones en medios no 

acuosos [9] e incluso aminólisis [10]. La principal característica estructural de las 

lipasas es la existencia de una cadena de aminoácidos que cubre el sitio activo, 

llamada lid o tapa: un bucle anfifílico  estabilizado por interacciones 

electrostáticas en su cara externa y una región hidrofóbica extensa en su cara 

interna. Esta última está formada por una cadena de longitud variable para cada 

lipasa; posee estados de orden/desorden dependiendo de las condiciones de 

cristalización de la molécula, y se postula que su movimiento da acceso al sitio 

[S] 

v 

Vmax 

Vmax/2 

KM 
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activo en un fenómeno denominado activación interfacial [11]. El sitio activo es 

una región interna de la molécula donde confluyen las cadenas laterales de tres 

aminoácidos: serina (SER), histidina (HIS) y ácido aspártico (ASP). 

A pesar de la variedad de reacciones y sistemas en los que se emplean las 

lipasas, el mecanismo de reacción conserva lineamientos generalizados. Los 

mismos se ilustran en el Esquema 1.2 y se detallan a continuación [12]: 

1) La formación del complejo de transición en las lipasas implica re-

ordenamientos de la tríada catalítica para potenciar la nucleofilicidad del residuo 

oxhidrilo de la SER. El ASP genera un puente de hidrógeno con la histidina. El 

nitrógeno de la HIS, puede por lo tanto desprotonar al residuo serina, 

potenciando la nucleofilicidad del oxhidrilo. De esta forma, éste podrá iniciar el 

proceso catalítico sobre el sustrato mediante ataque nucleofílico al carbono 

carbonílico del sustrato (R-CO-XR`), formando un intermediario tetraédrico. 

2) Dado que el intermedio tetraédrico es un hemiacetal inestable, se 

hidroliza rápidamente liberando R`X-H (que puede ser un alcohol, éster o amina 

dependiendo de la naturaleza del sustrato) y formando el intermediario acil-

enzima. Para completar la reacción, un segundo sustrato puede atacar 

nucleofílicamente al complejo acil-enzima. 

3)  Este ataque nucleofílico permite la formación de un segundo 

intermedio tetraédrico inestable, que se hidroliza para liberar el producto final, y 

regenerar el sitio activo de la enzima. Dependiendo del sustrato nucleófilo 

atacante también se puede obtener un triacilglicerol, un éster, un ácido 

carboxílico o una amida. 
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Esquema 1.2. Representación del mecanismo de reacción de las lipasas. 

 

El modelo cinético más aceptado para muchas reacciones catalizadas por 

lipasas es el denominado Ping-Pong Bi-Bi [13–15]. A diferencia de Michaelis-

Menten, este enfoque considera dos sustratos convirtiéndose en dos productos,  y 

que la lipasa existe en dos configuraciones catalíticas alternativas, cada una 

transformando un sustrato en un producto. Las ecuaciones de velocidad para 

estos mecanismos ping-pong son bastante complejas de derivar y usualmente se 

requieren varias suposiciones para obtener expresiones cinéticas consistentes 

[16]. Por ejemplo, para la reacción con solvente: 

Anhídrido acético + 1-butanol              ácido acético   + butilacetato 

       (A)                          (B)                             (P)                 (Q) 

R’X- 
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una ley de velocidad propuesta es [17]: 

 

                                   [A] [B] k1k2k3k4 (k5 + k6) k−7k−8ET 

                 [A] (k5 + k6) (k1k2 (k−3 + k4) k−7 + [B] k3 (k−1k4k7 + k2k4k7 + k1k2k−7 

… 

+ k1k4k−7)) k−8 + (k−1 + k2) k−7 + ((k−3 + k4) k5k6k−8 [P] + [B] k3 (k5k6k−8 [P] + k4 (k−5k−8  

… 

+ k6k−8 + k−5k8 [P] + k6k8 [P] + k5k−8 [P]))) 

Donde los factores k son parámetros cinéticos de los pasos elementales que 

conforman el mecanismo de la reacción global. 

 

1.2.3. Concepto de actividad enzimática 

La actividad enzimática está estrechamente relacionada con el cambio de 

energía necesario para transformar al sustrato en producto. Esta definición 

termodinámica, aunque rigurosa, no tiene significancia práctica. Los cambios de 

energía libre de una reacción que involucra una entidad tan inestable como el 

complejo ES* no resultan en absoluto fáciles de medir [18]. Experimentalmente, 

pueden determinarse cantidades de sustrato remanente o bien producto formado. 

Estos procedimientos presentarán mayor o menor dificultad en función de cada 

medio de reacción.  Si el tiempo de reacción al cual se toma la muestra es lo 

suficientemente corto como para entrar en la zona lineal sustrato vs. tiempo, 

podrá calcularse la velocidad inicial de reacción (vo). Este parámetro es 

sumamente útil para caracterizar el potencial catalítico de la enzima, pero sólo en  

condiciones unívocamente especificadas: tipo de sustrato y su concentración, 

temperatura, pH (si correspondiera), solvente e incluso modo y velocidad de 

agitación. Si a vo se la expresa por unidad de masa de enzima, se obtiene la 

actividad específica, que queda definida en micromoles de sustrato consumido (o 

producto liberado) por minuto y por miligramo de enzima (Ecuación 1.1), 

V = 
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Donde S es el sustrato consumido y E la enzima. 

Otra forma de informar la actividad son las unidades de enzima (UE), que 

en general se define como la cantidad de preparado comercial (o catalizador) 

necesaria para liberar un mol (o un submúltiplo del mol) de determinado 

producto de reacción catalizada, por unidad de tiempo, en condiciones 

experimentales definidas (temperatura, solvente, concentración de reactivos, etc.). 

En el caso de las lipasas, UE es a veces reemplazado por UL (unidades de lipasa). 

Para determinar UL,  un ejemplo típico es la hidrólisis de p-nitrofenil-palmitato 

50 mM en hexano a 37 °C, en la que se libera p-nitrofenol. A los 5 minutos este 

producto es extraído por una fase acuosa alcalina y cuantificado por 

espectroscopia UV-Vis [19]. A pesar de ser un valor dependiente de numerosas 

variables, las UE suele ser la única información disponible acerca de la 

composición de los preparados comerciales. Por ejemplo, el caldo de CALB 

empleado en este trabajo contiene, según el fabricante, un mínimo de 5000 UL 

por gramo de líquido [20]. Es decir, que la velocidad inicial de  liberación de p-

nitrofenol con 1 g de caldo es 5000 micromoles  por minuto, en las condiciones 

estipuladas para esa reacción test.  

Por último, se define el concepto de conversión (X). Es la relación entre la 

cantidad de sustrato consumido y la inicial de acuerdo a una reacción test 

definida. El final de la reacción es un tiempo determinado, no necesariamente en 

el equilibrio. Si esta magnitud se expresa en porcentaje, se llama conversión por 

ciento (X %, Ecuación 1.3) 

 

 

 

 

 

Ecuación 1.3. Definición de conversión por ciento. 

Ecuación 1.2. Actividad específica de una enzima 
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Donde N0 son los moles iniciales de sustrato y N los moles encontrados al tiempo 

de muestreo.  

 

1.3. Inmovilización de enzimas 

Si las enzimas no se solubilizaran en el medio de reacción de interés pero 

aun mantuvieran su configuración activa, podrían aplicarse de la misma forma 

que los catalizadores heterogéneos sin contaminar el medio de reacción y se 

podrían manipular con la facilidad de un sólido, posibilitando además su reuso 

en ciclos sucesivos. Para intentar alcanzar estas condiciones ideales, se lleva a 

cabo la inmovilización. Éste es un proceso por el cual se restringen, completa o 

parcialmente, los grados de libertad de movimiento de enzimas, orgánulos, 

células, etc. por diversas técnicas posibles. El término “enzima inmovilizada” se 

refiere a enzimas físicamente confinadas o localizadas en una región definida del 

espacio con retención de la actividad catalítica, y que puede ser usada repetida y 

continuamente [21].  

El interés en estudiar la inmovilización de enzimas ha crecido de manera 

exponencial a nivel mundial, al punto de duplicarse el número de artículos 

anuales a lo largo de los últimos diez años: en el año 2006 se publicaron unos 

2000 trabajos en la temática “inmovilización enzimática”, mientras que en 2016 

este número ascendió a 4000. Este aumento se ilustra en la Figura 1.2. 

 

Figura 1.2. Número de publicaciones anuales en revistas científicas sobre 

inmovilización enzimática. (Fuente: ScienceDirect). 
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Básicamente existen dos metodologías para inmovilizar enzimas; estas son 

el confinamiento espacial y la interacción química. 

1) Confinamiento espacial mediante:  

a) Atrapamiento  

b) Encapsulamiento  

2) Interacciones químicas:   

a) Entre las mismas enzimas  

b) Con un material sólido, llamado soporte o carrier. 

La simplicidad en la clasificación de estas técnicas es sólo aparente, ya que 

se ha desarrollado una inmensa variedad de combinaciones sobre la base de 

estos procedimientos tradicionales [22]. En el Esquema 1.3 se representan estas 

cuatro variantes. 

1.3.1.  Atrapamiento.  

Mediante esta metodología de inmovilización las enzimas se retienen en 

cavidades internas de una matriz polimérica, de manera que permanecen 

atrapadas en una red. Varios polímeros orgánicos como alginato, poliacrilamida o 

poliuretano han sido utilizados para estos fines así como sistemas sol-gel. Esta 

técnica se usa comúnmente para inmovilización de células enteras. Sin embargo, 

en su aplicación para enzimas libres es inevitable la desorción [16,23–25]. 

1.3.2. Encapsulamiento  

En el caso del encapsulamiento, grupos de enzimas son encerradas por 

una membrana polimérica, permitiendo el paso de sustratos y productos. Las 

enzimas pueden o no estar asociadas a la estructura de la membrana. La misma 

tiene la capacidad de actuar, con frecuencia, como un tamiz molecular en 

reacciones despolimerizantes [16,26–28].   
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Esquema 1.3. Resumen de métodos de inmovilización enzimática. 

 

INMOVILIZACIÓN 
ENZIMÁTICA 

CONFINAMIENTO 
ESPACIAL 

INTERACCIÓN 
QUÍMICA 

ENCAPSULAMIENTO 

ENTRE ENZIMAS 

ATRAPAMIENTO 

CON SOPORTE 
SÓLIDO 

AGREGADOS                         CRISTALES 

- 
- 

- - 

- 

- 
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1.3.3. Interacción química entre enzimas 

A partir de esta metodología, las enzimas son cristalizadas o precipitadas 

desde un medio líquido para obtener cristales [29,30] o agregados [31,32], 

respectivamente. Los mismos se unen luego unos con otros mediante la acción de 

un agente químico, como el glutaraldehído, que actúa como entrecruzante. A 

estos preparados se los denomina cristales enzimáticos entrecruzados (CLECs, 

por su sigla en inglés) o agregados enzimáticos entrecruzados (CLEAs). El costo 

de los CLECs es extremadamente alto debido a la necesidad de contar con una 

solución ultrapura a partir de la cual se cristaliza la enzima [16].  

Los CLEAs, en cambio, son mucho más viables económicamente ya que los 

agregados pueden preparase mediante técnicas convencionales de precipitación 

no desnaturalizantes, tal como la sobresaturación con sulfato de amonio [33,34]. 

Una limitación asociada a esta metodología de inmovilización, es la dificultad que 

presenta su manipulación, ya que se las CLEAs se dispersan en el medio de 

reacción al punto de parecer disueltas. Por lo tanto requieren de uno o más 

procedimientos para separarlas, lavarlas y reutilizarlas (centrifugación/filtración) 

[35]. 

 

1.3.4. Interacción química con un soporte sólido 

Una molécula puede anclarse a la superficie de un material sólido a través 

de una adsorción física (atracciones electrostáticas, interacciones hidrófobicas o 

hidrofílicas, enlaces puentes de hidrógeno) o bien mediante la formación de 

enlaces químicos covalentes. En particular, las proteínas enzimáticas tienen 

residuos de aminoácidos con grupos químicamente reactivos, capaces de 

promover tanto interacciones de tipo iónicas y / o hidrofílicas, así como dominios 

que inducen interacciones hidrofóbicas. Estos residuos de aminoácidos y los 

dominios hidrofóbicos pueden participar en la inmovilización de enzimas 

mediante las interacciones mencionadas más arriba. Se utilizan diversos tipos de 

soportes insolubles (carriers) en su estado original o luego de una modificación 

apropiada [36].  
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Esta técnica de inmovilización incluye la posibilidad de diseñar 

racionalmente la estructura y la química del soporte, con el objeto de  obtener un 

material resistente a las condiciones de reacción donde se planea utilizar y 

también promover una interacción efectiva y estable con la enzima a inmovilizar. 

Estas son características indispensables para que cualquier biocatalizador resulte 

comercialmente competitivo. Por lo tanto, la estrategia de inmovilización elegida 

para este trabajo de tesis fue la interacción química con un soporte sólido. 

Las propiedades catalíticas de una enzima inmovilizada mediante este 

procedimiento están determinadas tanto por el material que constituya el soporte, 

como de la estrategia utilizada para su acoplamiento. 

1.3.4.1. Protocolos de inmovilización enzimática sobre soportes sólidos 

Para asegurar el acoplamiento efectivo de una proteína al soporte sólido, es 

preciso contar con la presencia de grupos funcionales reactivos frente a aquellos 

disponibles en la biomolécula. La funcionalización de soportes con grupos amino 

(-NH2) es una metodología ampliamente difundida en inmovilización enzimática 

gracias a su versatilidad química. Los NH2 permiten adaptar el protocolo de 

inmovilización. Si se encuentra en forma catiónica (-NH3
+), pueden convertir a la 

superficie en un intercambiador iónico, promoviendo la inmovilización por 

adsorción. La inmovilización por enlace covalente es lograda mediante el uso de 

agentes entrecruzantes. Éstos son compuestos orgánicos bifuncionales capaces de 

reaccionar tanto con el soporte aminado como con la enzima. El procedimiento 

por el que se agrega el entrecruzante al soporte funcionalizado se le suele llamar 

activación [37–39] . 

Entre los entrecruzantes más empleados, podemos destacar al 

glutaraldehído o 1,5 pentanodial (GLUT), cuya estructura química se muestra en 

el Esquema 1.4.  

 

 

 

Esquema 1.4. Estructura molecular del GLUT 
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El mismo puede emplearse en diferentes etapas del proceso de 

inmovilización: 

-directamente sobre el soporte aminado, para luego inmovilizar la enzima.  

-después de haber adsorbido la enzima en los grupos amino, generando un 

entrecruzamiento intenso entre enzimas y también con el soporte [40]. 

La gran reactividad del GLUT puede volverse perjudicial para la retención 

de la actividad catalítica de las enzimas. Un entrecruzamiento intenso deriva a 

veces en una alteración irreversible de la estructura molecular, llevando a la 

desnaturalización y desactivación. Este efecto desfavorable de GLUT se ha 

comprobado en diferentes tipos de enzimas, incluyendo las lipasas [41].  

Por ejemplo, la lipasa B de Penicillium camembertii fue inmovilizada sobre 

varios soportes siguiendo diferentes protocolos: 

-Adsorción simple sobre sólidos hidrofóbicos (octil-agarosa, resina epoxi-

funcionalizada o polihidroxibutirato)  

-Adsorción iónica sobre agarosa funcionalizada con grupos –NH2 (MANAE-

agarosa) 

-Adsorción iónica sobre MANAE-agarosa seguida de entrecruzamiento con 

GLUT 

-Enlace covalente sobre MANAE-agarosa activada con GLUT. 

Empleando el primer método no se logró inmovilizar la lipasa. A través  del 

segundo método (interacción iónica solamente) la lipasa fue exitosamente 

inmovilizada y resultó activa en la hidrólisis de propionato de vinilo. Cuando el 

mismo derivado inmovilizado (MANAE-agarosa-lipasa) fue entrecruzado con GLUT 

al 1 %, la actividad decayó un 44 %. Finalmente, el método de enlace covalente 

sobre MANAE-agarosa-GLUT permitió la inmovilización de la enzima, aunque 

perdiendo la totalidad de su actividad [42]. 

Por otro lado, la lipasa de Candida rugosa fue inmovilizada en óxido de 

hierro recubierto de polímeros ricos en grupos –NH2 y amonios cuaternarios, 

activado con GLUT al 7 %. El catalizador resultante fue activo en la hidrólisis de 
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aceite de oliva, siendo reutilizable al menos hasta diez ciclos perdiendo solamente 

el 30 % de la actividad inicial [43]. Los autores propusieron que tanto la 

lixiviación de enzima como su desnaturalización en cada uso fueron responsables 

de la desactivación parcial. 

El efecto del GLUT se pone claramente en evidencia también al variar la 

concentración utilizada para entrecruzar agregados de enzima en la preparación 

de CLEAs. Un trabajo representativo de este fenómeno es el de Majumder y col. 

quienes utilizaron GLUT 10-60 mM para entrecruzar agregados de  la lipasa de 

Bulcolderia cepacia. Los agregados insolubles sin GLUT hidrolizaron mayor masa 

de aceite de oliva en 10 horas que las CLEAs con GLUT. A tiempos de reacción 

más prolongados, éstas últimas fueron más productivas que todas las otras 

formulaciones cuando la concentración de entrecruzante fue 10 mM. Los autores 

atribuyen estos resultados a la sobrerrigidización de las moléculas enzimáticas 

por encima de esa concentración de GLUT [44]. 

De estos trabajos surge la importancia de  estudiar tanto el efecto del 

protocolo de inmovilización con GLUT como el de su concentración.  

 

1.3.4.2. Materiales de soporte para inmovilización enzimática 

El material seleccionado como soporte debe cumplir con ciertas condiciones 

ideales para que su aplicación práctica resulte eficiente [45]: 

 Debe ser químicamente inerte frente a los solventes, sustratos y productos 

de la reacción a catalizar 

 Debe presentar resistencia mecánica a la agitación y estabilidad térmica 

 Debe exhibir compatibilidad química con la enzima y/o agentes 

funcionalizantes 

 Debe ser fácilmente separados del medio de reacción y reciclable 

 Debe ser de bajo costo de fabricación y mínimo impacto ambiental en su 

síntesis y disposición final  

 Debe presentar alta relación área/masa y propiedades antimicrobianas 
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Naturalmente, es difícil que un mismo material reúna todas estas 

características, por lo que la elección de un soporte se verá condicionada a los 

requerimientos de la reacción  que desee catalizar. 

A lo largo de más de medio siglo de investigaciones se han estudiado 

materiales de diversa naturaleza como soporte para inmovilización enzimática. 

Sin exagerar, se podría pensar en una infinidad de carriers al considerar la 

combinación de dos o más sólidos diferentes para obtener soportes compuestos. 

La Tabla 1.3 detalla algunos de los más difundidos. 

El trabajo de Cao es una exhaustiva recopilación de información acerca de 

inmovilización enzimática sobre soportes sólidos [22]. Otras publicaciones 

recientes resumen soportes, estrategias de inmovilización y aplicaciones para 

distintas enzimas [45–49].  

 

Tabla 1.3. Materiales aplicados como soporte sólido en inmovilización de enzimas 

Material de 
soporte 

Enzima 
inmovilizada 

Reacción de 
aplicación 

Referencia 

 
Sílice 

 
CALB 

 
Esterificación 

 
[50] 

 
Zeolitas 

 
Proteasa alcalina 

de Solanum 
melongena 

 
Hidrólisis de caseína 

 
[51] 

 
Carbono activado 
y nanotubos de C 

 

Tirosinasa 
 

Glucosa oxidasa 
 

 
CALB 

 
Oxidación de L-3,4 

dihidroxifenilalanina 
 

Oxidación de D-
glucosa 

 
Hidrólisis de p-

NO2Ph-palmitato 

 

[52] 

TiO2 CALB * [53]  

Al2O3 Cloroperoxidasa Oxidación de 
dibenzotiofeno 

[54] 

ZrO2 α-amilasa Hidrólisis de 
almidón 

[55] 
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Dióxido de estaño Lipasa de 
Rhizopus delemar 

Esterificación  [56] 

Magnetita/ 
polidopamina 

Lipasa de Candida 
rugosa 

Hidrólisis de 
tributirina 

[57] 

Alginato Xilanasa de levan Hidrólisis de xilanos 
de madera de haya 

[58] 

Quitosano Inulinasa de 
levadura 

Hidrólisis de inulina [59] 

Colágeno Catalasa Descomposición de 
H2O2 

[60] 

Gelatina α-amilasa Hidrólisis de 
almidón 

[61] 

Poliestireno Deshidrogenasa Conversión de 
formaldehído a 

metanol 

[62] 

Variantes De 
Poliacrilato 

CALB 
 

Rizomucor mehiei 
 

Thermomyces 
lanuginosa 

Esterificación 
 

Hidrólisis de 
tristearina 

[63] 

Poliamida Lipasa de Bacillus 
coagulans 

Hidrólisis de p-
NO2Ph-palmitato 

[38] 

Fibra de coco 
verde 

Lacasa Degradación de 
colorantes textiles 

[64] 

Fibra de tallos de 
maíz 

Amilasa 
 

Lipasa de  
Pseudomonas 

aeruginosa 

 

* 

[65] 

Membrana 
Interna De 

Cáscara De Huevo 

Oxalato oxidasa  

 

Glucosa oxidasa 

 
Peroxidasa de 
rábano picante 

Degradación de 
ácido úrico 

 
Oxidación de 

glucosa 
 

Descomposición de 
H2O2 

[66] 

*sólo se estudió la interacción soporte-enzima 
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Entre la gran variedad de materiales con probada utilidad como soportes, 

las sustancias con propiedades magnéticas resultan especialmente atractivas 

gracias a la posibilidad de manipularse mediante la aplicación de un campo 

magnético. Si la composición de un catalizador incluye un material magnético, su 

separación del medio de reacción (para su lavado y reuso en ciclos catalíticos 

sucesivos) se facilita mediante la decantación magnética, sin necedad de filtrar o 

centrifugar. Ésta fue una de las motivaciones para emplear materiales 

magnéticos en la presente Tesis. 

Numerosas publicaciones reportan la inmovilización de enzimas en 

soportes sólidos magnéticos activados con diversos agentes entrecruzantes. Por 

ejemplo, las lipasas de Thermomyces lanuginosa (TLL) y Candida rugosa (CRL) se 

inmovilizaron sobre partículas magnéticas modificadas con proporciones 

variables de (3-mercaptopropil)-trimetoxisilano y 1-(3-trimetoxisilil-propil)-urea. 

Estos entrecruzantes contienen, respectivamente, grupos –SH y –NH2 capaces de 

reaccionar con residuos aminoacídicos de las proteínas. Los biocatalizadores con 

TLL resultaron más activos que los de CRL en la hidrólisis de p-NO2-Ph-palmitato. 

En la transesterificación de aceite de soja con etanol, TLL inmovilizada retuvo 

entre el 70 y el 90 % de su actividad inicial hasta el octavo ciclo. Los autores 

destacaron que en cada decantación magnética entre ciclos, una fracción de las 

partículas permaneció en suspensión. Con esta pérdida de masa del catalizador 

justificaron, en parte,  el descenso de la conversión [67]. 

La tripsina fue inmovilizada sobre partículas magnéticas funcionalizadas 

con ácido tánico, un compuesto polifenólico. Según los autores, el acoplamiento 

de la enzima se logró por la formación de un enlace covalente ácido-tripsina a pH 

9,4. La actividad de la tripsina inmovilizada se testeó en la hidrólisis de caseína. 

En 10 minutos de reacción a 37 °C, la caseína había sido degradada 

prácticamente por completo [68].  

En muchos casos las partículas magnéticas requieren algún tipo de 

recubrimiento para que sean aptas en la inmovilización enzimática: 

nanopartículas de oro,  compuestos organometálicos, polímeros con grupos 

epóxido, sílice aminada, cálix-n-arenos, por mencionar algunos  [69–73].  
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En todos los casos revisados, las partículas rondan los 10-20 nm. La 

importancia del tamaño nanométrico de las partículas empleadas como soporte 

radica en dos efectos principales: el aumento del área superficial disponible para 

acoplar las enzimas, y la alteración de las propiedades magnéticas del material. 

Estas propiedades son detalladas a continuación. 

1.4. Nanotecnología magnética 

Los materiales con propiedades magnéticas pueden tener diferentes 

respuestas frente a la aplicación de un campo magnético externo. Si el campo 

magnético externo es suficientemente amplio, los spines de cada domino pueden 

rotar y quedar paralelos a la dirección del campo aplicado hasta que los dipolos 

se alineen. La región del plateau en la curva de la Figura 1.3, correspondiente a la 

curvas de magnetización, es la magnetización a saturación (Ms). Ms es una 

medida de la magnetización (M) por gramo de material. Cuando el campo 

magnético aplicado disminuye, también lo hace la magnetización del material. Si 

la curva de desmagnetización, durante la remoción del campo magnético, no 

sigue la curva de magnetización inicial, se dice que el material manifiesta 

histéresis, tal como se observa en la Fig. 1.3.  La remanencia (Mr) es la 

magnetización remanente cuando el campo aplicado es cero (H = 0). El campo 

magnético aplicado en la dirección negativa, requerido para retornar la 

magnetización a cero es la fuerza coercitiva o coercitividad (Hc). 

Los materiales superparamagnéticos presentan coercitividad y remanencia 

nulas (Hc = Mr = 0). Esto significa que al retirar el campo, la temperatura 

ambiente es suficiente para desorganizar los spines magnéticos 

instantáneamente, lo cual se cumple cuando la dimensión de las partículas es 

nanométrica. En caso contrario, los spines permanecerían paralelos y su 

magnetización desaparecería a una intensidad de campo determinada.  
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Figura 1.3. Curva de histéresis magnética 

 

Gracias a las propiedades peculiares de  las nanopartículas magnéticas 

(NPMs), se han estudiado y utilizado desde hace varias décadas en diversos 

campos de aplicación y han sido profundamente reportadas [74–77]. Entre las 

áreas de mayor incidencia, podemos distinguir a la medicina, la remediación 

ambiental y la biotecnología. En el área médica, las NPMs sirven como agente de 

contraste en la resonancia magnética nuclear [78,79] y como portadores de 

fármacos para su liberación controlada dentro del organismo [80,81]. Con 

respecto a la remediación ambiental, las NPMs pueden adsorber contaminantes 

de aguas y suelos (metales pesados [82,83], sustancias orgánicas [84,85]). En 

cuanto a la biotecnología, son útiles como soportes para inmovilizar biomoléculas 

(enzimas, otras proteínas, ácidos nucleicos) e incluso células enteras [86,87].  

Existen varios materiales magnéticos que pueden emplearse para preparar 

nanopartículas [88]: 

-Metales de transición puros: Fe, Co, Ni. 

Magnetización (unidades 
electromagnéticas) 

Campo 
magnético 
aplicado H 
(Oersted) 

Ms 

Mr 

Hc 
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-Metales y compuestos de tierras raras: sulfuro y óxido de europio (EuS, 

EuO), Gd (gadolinio), Dy (disprosio), Tb (terbio). 

-Óxidos metálicos: hematita (α-Fe2O3), maghemita (γ-Fe2O3), magnetita 

(Fe3O4), wustita (FeO), ferritas de diversos metales (BaFe2O4, MgFe2O4, CoFe2O4) 

-Aleaciones: Fe-Co, Fe-Ni, Fe-Pt, Co-Pt 

De todas estas sustancias, para el trabajo de esta tesis se seleccionó la 

magnetita (MAG) ya exhibe numerosas características que cubren los 

requerimientos de un material de soporte adecuado: 

 Puede obtenerse a partir de materias primas de bajo costo y disponibles 

localmente 

 Es resistente química y mecánicamente al medio de reacción de interés  

 Posee reactividad superficial  

 Tiene una alta relación área/masa (aproximadamente 100 m2/g ) cuando las 

partículas son nanométricas (< 50 nm, [89,90]) 

 Presenta una elevada magnetización de saturación  

 Es un material biocompatible y no tóxico 

 Es fácilmente recuperable para su reuso mediante decantación magnética, tal 

como se aprecia en la Figura 1.4. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Respuesta de nanopartículas de magnetita dispersas en agua ante un 

campo magnético 

Imán  
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1.5. Magnetita  

1.5.1. Propiedades de la magnetita 

Entre todos los óxidos de hierro, la MAG posee las propiedades más 

interesantes por la presencia de cationes en dos estados de oxidación: Fe2+ y Fe3+, 

en una estructura de espinela inversa. Su celda unitaria se compone de 32 

átomos de oxígeno dispuestos en una celda cúbica centrada en las caras. En esta 

estructura cristalina los iones Fe (II) y la mitad de los iones Fe (III) ocupan los 

sitios octaédricos mientras que la otra mitad se dispone en los tetraédricos. La 

arista de la celda unidad mide 0,839 nm [91]. En forma esquemática, se 

representa la disposición de los iones en la magnetita en la Figura 1.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Disposición de cationes Fe2+ y Fe3+ y aniones óxido en la estructura 

de MAG. Disponible en 

http://condensedconcepts.blogspot.com.ar/2010/01/examples-of-

inhomogeneous-mixed-valence.html 

 

Hueco octaédrico 
Fe (II) y (III) 

Hueco tetraédrico 
Fe (III) 
 
Anión O= 

http://condensedconcepts.blogspot.com.ar/2010/01/examples-of-inhomogeneous-mixed-valence.html
http://condensedconcepts.blogspot.com.ar/2010/01/examples-of-inhomogeneous-mixed-valence.html
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La superficie de MAG contiene grupos –OH que pueden protonarse o 

desporotonarse según el pH del medio en que se encuentren [92]. Estos grupos 

funcionales sirven de puntos de anclaje para la incorporación de otras especies 

químicas que aumentan la posibilidad de interacción con la biomolécula a 

inmovilizar. El Esquema 1.5 ilustra la química superficial de MAG. 

 

Esquema 1.5. Química de la superficie de MAG en agua 

1.5.2. Métodos de síntesis de MAG 

Varias metodologías pueden emplearse para sintetizar nanopartículas de 

MAG. A continuación se describen las más utilizadas actualmente. 

1.5.2.1. Descomposición térmica de acetilacetonato de Fe (III) 

El compuesto Fe(acac)3 (acetilacetonato férrico) es calentado en agua u 

otro solvente a temperaturas altas por varias horas, a veces en presencia de un 

compuesto orgánico que actúa como surfactante. Una reducción parcial de los 

cationes férricos provee  Fe2+ para formar la MAG [88,93]. Si bien este método 

rinde nanopartículas monodispersas de muy pequeño tamaño (10 nm o menos), 

su implementación práctica es dificultosa debido a la necesidad de un reactor 

apto para las extremas condiciones de reacción requeridas (dependiendo de las 

condiciones hasta 300 °C), y supone un alto gasto energético.  
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1.5.2.2. Microemulsiones  

La MAG se forma en microgotas de agua (o algún glicol) dentro de micelas 

dispersas en uno o más solventes orgánicos de alto punto de ebullición a 1 atm y 

temperaturas superiores a 100 °C. Suelen llamarse micelas inversas por tener las 

cabezas hidrofílicas hacia adentro y exponer colas hidrófobas hacia afuera. El 

agente precursor es una sal disuelta de Fe(III) -como FeCl3- que se agrega a la 

microemulsión formada por una base (por ej. KOH acuoso) y la mezcla de 

solventes, tales como n-octanol y ciclohexano [94]. Aunque se obtienen  

nanopartículas, las mismas tienden a sinterizarse dentro de la microfase acuosa 

resultando en agregados de más de 500 nm [95]. Esta ruta sintética implica 

manipular grandes volúmenes de reactivos inflamables generando además 

residuos peligrosos en términos de su toxicidad.  

1.5.2.3. Método hidrotermal   

A partir de esta técnica también se emplea una sal férrica acuosa junto 

con un compuesto alcalino, que forman óxido férrico sólido. Esta suspensión se 

calienta a altas temperaturas (del orden de los 200 °C) incrementando la presión 

de vapor de la fase líquida. El calor se mantiene por unas 4 horas, tiempo 

durante el que se forma la MAG. Al igual que la descomposición de Fe(acac)3, es 

necesario un autoclave capaz de resistir las drásticas condiciones experimentales. 

Surfactantes pueden estar presentes [96,97]. 

1.5.2.4. Métodos electroquímicos  

Electrodos de hierro metálico se sumergen en una solución de una sal de 

hierro, orgánica o inorgánica. Al pasar corriente a través de esta mezcla se 

produce la oxidación del Fe anódico y la reducción del Fe de la sal. Las partículas 

de MAG se depositan en el cátodo. La reacción puede realizarse a temperatura 

ambiente [98,99].  

1.5.2.5. Coprecipitación 

Es el método más difundido debido a su simplicidad y bajo costo. La co-

precipitación de MAG se produce a partir de una solución acuosa de dos sales de 

Fe+3 y Fe+2 (pH inicial ≈ 1,5 debido a la acidez de las soluciones acuosas de ión 
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férrico), generalmente en relación molar 2/1 que es alcalinizada por adición de 

una base (NaOH u otra), en general se opera a 70-80ºC [100]; aunque también se 

registran antecedentes respecto del uso de temperatura ambiente [101]. La 

síntesis se lleva a cabo bajo un flujo de N2 para remover el oxígeno y así evitar la 

oxidación de Fe+2 a Fe+3  y la obtención de otros óxidos de Fe (Fe2O3) [102].  

Este proceso ha sido reconocido por su importancia industrial debido a su 

capacidad para ser escalado, su reproducibilidad, y sus condiciones de reacción 

amigables con el medioambiente [103].  

El mecanismo de formación de los cristales de magnetita mediante 

coprecipitación involucra dos etapas: nucleación y crecimiento. El proceso de 

nucleación consiste en la aparición de una fase sólida a partir de los átomos en 

solución y termina en el estado inicial de la formación de las partículas. Para 

lograr partículas de tamaños nanométricos es necesario aumentar el número de 

núcleos y reducir el crecimiento de los existentes [104]. En la Figura 1.6 se 

ilustra el fenómeno de cristalización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Variación de la concentración de cristales a lo largo del tiempo 

de precipitación. Adaptado de [105] (contenido de acceso abierto). 
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En cuanto al crecimiento de los cristales, en la literatura abierta se 

postulan tres mecanismos probables: 

(A) Crecimiento de los núcleos que consumen precursores de la solución  

(B) El proceso Ostwald, que tiene lugar cuando partículas grandes crecen a 

expensas de disolver las más pequeñas;  

(B) Fusión de varias partículas por unión orientada (coalescencia).  

Estos mecanismos se representan en el Esquema 1.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1.6. Mecanismos probables de crecimiento de núcleos de MAG 

 

Uno de los estudios más recientes sobre nucleación y crecimiento de MAG 

por coprecipitación se realizó monitoreando el medio de reacción en tiempo real 

con crio-microscopía electrónica de transmisión de alta resolución. Este artículo 

afirma que en el primer minuto de reacción se observaron estructuras tipo gel 

esparciéndose unos pocos cientos de nm, junto con pequeños agregados de 

partículas de 2 nm. Estas partículas primarias no presentaron cristalinidad. A los 

(A) 

(B) 

(C) 

Xx+(ac) 

Yy+(ac) 

Zz-(ac) 
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6 minutos, los agregados se volvieron más densos formando cuasi-esferas de 5 a 

15 nm, ya cristalinas. A tiempos mayores estas partículas crecieron en número y 

tamaño a expensas de las primarias. A su vez, también encontraron evidencia de 

coalescencia al observar partículas fusionándose entre sí [106].  

 

El mecanismo probable de la reacción química de formación de MAG mediante 

co-precipitación consta de varias etapas [107]: 

(1) El hidróxido férrico es el primer sólido en precipitar, ya que su producto de 

solubilidad (Kps) es más chico que el del ferroso. El pH del medio de 

reacción se mantiene en 1,5 porque la base es consumida inmediatamente 

a medida que se agrega [103]: 

Fe3+(ac) + 3OH-(ac)                   Fe(OH)3 (s) 

(2) Fe(OH)3 se convierte en goethita (oxihidróxido): 

2Fe(OH)3  (s)                      2 α-FeOOH (s) + 2H2O (l) 

(3) Alcanzando un pH de 5, precipita el hidróxido ferroso 

Fe2+(ac) + 2OH-(ac)                   Fe(OH)2(s)  

(4) Finalmente la goethita y el hidróxido ferroso se combinan para formar 

magnetita cuando el pH es entre 9-10: 

2FeOOH(s) + Fe(OH)2(s)                   Fe3O4 (s) + 2H2O (l) 

 

Las principales limitaciones del método de coprecipitación de MAG se 

relacionan con un ineficiente control del tamaño final de las nanopartículas y la 

tendencia a la agregación. Esta tendencia se puede asociar a la gran energía 

superficial de la magnetita nanométrica [108].  

Las estrategias para evitar/minimizar la agregación se relacionan con el 

agregado de aditivos (surfactantes, estabilizantes), que actúan a través de dos 

mecanismos principales: estabilización estérica y estabilización por incorporación 

de ligandos. 
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La estabilización estérica se logra mediante la adición de moléculas 

voluminosas (como polímeros hidrosolubles) a la solución de sales precursoras, 

restringiendo el desplazamiento de las NPMs recién formadas a través del medio 

de reacción, minimizando la agregación [109]. El polietilénglicol (PEG) de elevado 

peso molecular es uno de los más estudiados [110,111]. 

La adsorción de ligandos de distinta naturaleza sobre la superficie de los 

núcleos en crecimiento tiene una doble función: detener el crecimiento de las 

NPMs en una etapa temprana de su formación, logrando tamaños finales 

reducidos; y también pueden aportar grupos funcionales específicos que dotan a 

la MAG de carácter hidrofóbico o hidrofílico [112,113]  . De esta manera, se puede 

controlar la dispersión de las NPMs en solventes de distinta polaridad. Por 

ejemplo, la repulsión electrostática entre partículas cargadas las vuelve estables 

en agua.  El tamaño y forma de las NPMs se puede controlar al variar la 

concentración del aditivo, siempre que se mantenga constante la concentración 

de precursores [114].  

Si se eligen modificantes con determinados grupos funcionales, se 

promueve la incorporación de otras moléculas, como proteínas o entrecruzantes, 

entre muchas otras [115].  

 

1.6. Estudios previos acerca de inmovilización enzimática y NPMs. 

La lipasa B de Candida antárctica (CALB) ha sido estudiada en 

profundidad por el grupo de catálisis enzimática de PLAPIQUI. A partir del 

desarrollo de la tesis doctoral  de la Dra. María Laura Foresti [116], se logró un 

importante caudal de conocimientos sobre la inmovilización de lipasas de CALB, 

Candida rugosa y Pseudomonas fluorescens en polipropileno y quitosano, como 

modelos de material hidrofóbico e hidrofílico respectivamente. Se aplicó como 

reacción test experimental la síntesis de oleato de etilo sin solvente. La misma se 

estudió  también teóricamente por métodos de mecánica molecular, analizando 

las interacciones lipasa-sustrato; el mecanismo de reacción y las interacciones 

producto/sustrato y sitio activo/agua, en particular de CALB y la lipasa de 

Candida rugosa.  
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La Dra. María del Pilar Guauque Torres desarrolló su tesis doctoral en 

PLAPIQUI aplicando una nueva técnica de inmovilización no estudiada hasta ese 

momento en el grupo [35]. Las lipasas estudiadas fueron CALB, y las de 

Thermomyces lanuginosa (TLL) y Rhizomucor miehei (RML). En particular, los 

derivados de CALB preparados como enzimas agregadas entrecruzadas (Cross 

Linked Enzyme Aggregates o CLEAs) se evaluaron usando también como reacción 

test la síntesis de etiloleato por esterificación sin solvente. Se registró el fenómeno 

de hiperactivación para la mayoría de estos derivados de CALB preparados. Es 

decir, la enzima  en forma de CLEAs resultó más activa que su forma libre para la 

síntesis de etiloleato. 

Además, la Dra. Guauque Torres evaluó la determinación de proteína en 

los preparados líquidos comerciales de lipasas disponibles en el laboratorio 

mediante la precipitación con (NH4)2SO4. La presencia de estabilizantes, aditivos, 

ácidos nucleicos, macromoléculas y otras proteínas imposibilita la precipitación 

selectiva de la proteína proveniente de lipasa; por lo tanto el resultado de la 

precipitación hace referencia a la masa de proteína precipitable (PP). Se asume 

que cantidades crecientes de PP implican cantidades crecientes de lipasa. 

En la tesina de grado “Síntesis y caracterización de nanopartículas de 

magnetita-quitosano” realizada por esta tesista se comprobó que, bajo 

condiciones de coprecipitación controladas, se obtenía un óxido de hierro de color 

negro que respondía a la aplicación de un campo magnético y que además tenía 

un difractograma de rayos X igual al de la magnetita pura, disponible en 

numerosas bases de datos abiertas. En cuanto a las propiedades magnéticas, la 

magnetometría de muestra vibrante (VSM) demostró que las partículas obtenidas 

por coprecipitación eran superparamagnéticas, debido al tamaño reducido de los 

cristales formados (alrededor de los 10 nm). Por lo tanto, se concluyó que el 

compuesto sintetizado bajo esas condiciones era mayormente magnetita [102].  

Entonces, lo que se busca en este trabajo es, combinar los conocimientos 

adquiridos por el grupo en síntesis de nanopartículas magnéticas con la 

inmovilización de lipasas y aplicarlos en la preparación de un biocatalizador de 

alta actividad y estabilidad, utilizando herramientas de nano y biotecnología. 
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1.7. Hipótesis y objetivos 

Hipótesis: es posible formular biocatalizadores eficientes a base de un soporte 

magnético y CALB. 

Objetivos: 

 Optimizar las condiciones de síntesis de nanopartículas de magnetita en 

presencia de estabilizantes que permitan controlar su tamaño y la 

agregación (concentración y naturaleza química) a partir del método de co-

precipitación. 

 Explorar distintos materiales de recubrimiento para funcionalizar las 

partículas con grupos amino, promoviendo la interacción posterior con la 

lipasa a inmovilizar (quitosano, lisina). 

 Evaluar  variables determinadas en la preparación del biocatalizador a 

base de CALB inmovilizada en los soportes magnéticos funcionalizados 

nano y macroparticulados: concentraciones de enzima y de entrecruzante o 

aditivo  (en caso de ser utilizado).  

 Explorar distintas vías de inmovilización alterando el protocolo 

experimental para lograr biocatalizadores activos y estables en la reacción 

de interés: entrecruzamiento pre- y post-inmovilización.  

 Estudiar los parámetros que aseguran viabilidad e implementación 

práctica de los biocatalizadores (estabilidad en el tiempo de 

almacenamiento, costo, estabilidad operacional).  

 Encontrar una metodología analítica adecuada y confiable para cuantificar 

la lipasa inmovilizada, combinando la técnica tradicional de espectroscopía 

UV-Vis con emisión atómica-ICP. 

 Caracterizar los materiales obtenidos por microscopía electrónica de 

barrido y por transmisión (SEM/TEM), espectroscopía de rayos X 

dispersados (EDX), espectroscopia infrarroja por reflectancia difusa 

(DRIFTS) y otras según sea necesario. 
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1.8. Organización de la Tesis 

La presente Tesis consta de ocho capítulos. En este primer capítulo se 

introducen conceptos básicos sobre catálisis enzimática y síntesis de 

nanopartículas de magnetita. Asimismo, se presentaron los objetivos propuestos 

para el trabajo.  

En el capítulo II se detallan los métodos experimentales para la 

inmovilización de la enzima estudiada y la determinación de su actividad 

catalítica. También se describen las técnicas de caracterización aplicadas y los 

tratamientos de las muestras en cada una. 

El capítulo III estudia la síntesis de nanopartículas de MAG por 

coprecipitación en presencia de diferentes estabilizantes y su posterior 

funcionalización. 

El capítulo IV consiste en el estudio de la inmovilización covalente de CALB 

a través de GLUT sobre el NPMs modificadas con quitosano. 

En el capítulo V se realiza un análisis sistemático de la influencia de la 

cantidad de entrecruzante (GLUT y/u otro) y lipasa ofrecida sobre la actividad y 

estabilidad de CALB inmovilizada en NPMs modificadas con quitosano. 

El capítulo VI está dedicado a la aplicación de diferentes técnicas analíticas 

para la cuantificación de proteínas, con el propósito de calcular la cantidad de 

enzima inmovilizada.  

El capítulo VII estudia la influencia tanto del protocolo de inmovilización 

(GLUT antes o después de inmovilizar la enzima) como de la concentración del 

entrecruzante, con el objeto de optimizar la actividad y estabilidad del  

biocatalizador. 

En el capítulo VIII se exponen las conclusiones globales de todo el trabajo 

de tesis y se indican lineamientos generales para investigaciones futuras. 
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 En este capítulo  de describen los lineamientos generales de las 

metodologías experimentales empleados en todo el trabajo de tesis. 

Oportunamente se ahondará en cada procedimiento en particular a lo largo de los 

próximos capítulos.  

 

2.1. Reactivos 

 Sulfato ferroso heptahidratado, cloruro férrico hexahidratado, hidróxido 

de sodio y biftalato de potasio (Anedra, Argentina), hidróxido de amonio (Merck, 

Argentina) dodecilsulfato de sodio, ácido oleico (94% acidez Anedra, Alemania), 

etanol absoluto, éter etílico y heptano Dorwill, acetona y ácido acético (Cicarelli 

Argentina) , lisina clorhidrato (BDH Biochemicals, Inglaterra), quitosano 

(Chitoclear, Islandia), Liposyme CALB-L batch LCN02103 y Novozyme 435 

donados por Novo Nordisk (Brasil), fenolftaleína (Anedra, China), 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTS, Avocado Research Chemicals Reino Unido), 

glutaraldehído al 25% (Fluka), albúmina de suero bovino al 30% (Wiener 

Argentina), reactivo de Bradford (Bio-Rad, Estados Unidos), cloruro de sodio 

(Anedra, Dinamarca),  poli-etilénglicol 35000 (Fluka, Suiza), 

hexametiléntetraamina (Biopack), ácido clorhídrico (JT Baker, México). 

 

2.2. Métodos experimentales 

2.2.1. Inmovilización de la enzima.  

 La inmovilización se llevó a cabo poniendo en contacto 100 mg de un 

determinado  soporte (MAG con modificantes) con 17 mL de una solución de 

CALB 0,6 mg/mL (10,3 mg PP/mL) en agua destilada (pH=5,7) durante 7 horas 

con agitación magnética intensa (1000 rpm). Finalmente el catalizador con CALB 

inmovilizada se aisló por decantación magnética, se realizaron 3 lavados con agua 

destilada y se secó a 37 °C hasta el día siguiente. Se almacenó en heladera a 4 °C 

hasta su uso. 
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2.2.2. Reacción test y muestreo.  

Se agitaron magnéticamente 1 g de AO, 200 µL H2O, 150 µL de etanol 

absoluto  y masas variables de catalizador durante 3 horas a una temperatura 

determinada en un vial de vidrio de 10 mL de capacidad, con una tapa a rosca 

perforada envuelta en teflón.  

 Para tomar muestras representativas  de esta mezcla multifásica, la 

misma fue homogeneizada al final de la reacción agregando 1,5 mL de etanol 

absoluto, agitando magnéticamente a 1000 rpm por 5 segundos y en menos de 

un minuto el vial se pesó, el catalizador se decantó con un imán de Nd y se 

extrajo una alícuota mediante una jeringa provista de una aguja de punción 

lumbar. En un erlenmeyer  sellado con teflón y pesado previamente, se inyectó la 

muestra inmediatamente para determinar su masa. En el Esquema 2.1 se 

representa este procedimiento.  

 Todo el proceso de muestreo fue diseñado para evitar la evaporación del 

etanol, lo cual alteraría la proporción de ese reactivo respecto de los demás. 

 Las alícuotas fueron disueltas en 10 mL de etanol/etiléter (1/1) y 

tituladas con KOH etanólico en presencia de fenolftaleína, determinando la 

cantidad de ácido graso remanente.  

 Se tomaron dos muestras de cada medio de reacción y los valores de 

conversión se promediaron con menos de 1% de diferencia. 

 En los casos donde el catalizador utilizado fue Novozyme® 435, la toma 

de muestra se realizó según el protocolo optimizado por Foresti y Ferreira [1]. 

Brevemente,  al finalizar la reacción el vial se agitó manualmente de manera 

enérgica por 1 minuto y luego, con agitación magnética a 1000 rpm, se extrajeron 

dos muestras mediante una jeringa y las mismas se depositaron en erlenmeyers 

sellados. 

 

2.2.3. Test de leaching 

 Se agregaron 500 µL de la mezcla de reacción de esterificación 

homogeneizada (separada del catalizador) a una mezcla de reacción fresca (1 g de 
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AO, 200 µL H2O, 150 µL de etanol absoluto) y se agitó magnéticamente durante 3 

horas a la misma temperatura que se había realizado la reacción con catalizador 

magnético. En este caso, la toma de muestra se realizó según el protocolo 

reportado en [1]. Para el cálculo de conversión se tuvo en cuenta el AO fresco y el 

aportado por la alícuota de 500 µL. 

 

 

Esquema 2.1. Toma de muestra de la síntesis de oleato de etilo con catalizador 

magnético. 

 

 

 

Mezcla de reacción 

multifásica: 1 g AO,  

200 µL H2O, 150 µL EtOH,     

  30 mg catalizador 

Fase líquida 

homogénea 

1,5 mL 

EtOH 

Imán Nd 

1000 rpm 

5 segundos 
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2.3. Técnicas de caracterización. 

 

 Se aplicaron diferentes técnicas de caracterización con dos fines 

principales: i-determinar  propiedades de interés de los materiales preparados, 

fundamentalmente los soportes y sus derivados/precursores; ii-las lipasas y los 

biocatalizadores obtenidos. 

 En la Tabla 2.1 se resumen dichas técnicas con la información provista por 

cada una. 

 

Tabla 2.1. Técnicas de caracterización empleadas 

Técnica Características a observar Equipamiento 

DRIFTS 
Presencia de grupos 

funcionales Nicolet Smart Collector 

DLS 
Diámetro hidrodinámico 

Polidispersión Malvern Zetasizer Nano 

Electroforesis Laser 

Doppler 
Potencial ζ Malvern Zetasizer Nano 

TEM 
Tamaño y morfología de 

partícula JEOL 100 CX I 

SEM-EDX 
Morfología superficial- 

Análisis elemental cualitativo LEO EVO 40-XVP 

Absorción atómica  

de llama 
Contenido de hierro 

Perkin Elmer AAnalyst 

700 

Emisión atómica-ICP Contenido de azufre, silicio 
Shimadzu Secuencial 

1000 modelo III 

Análisis elemental de 

productos de 

calcinación 

Contenido de C-N-H 
Perkin Elmer Series II 

CHNS/O Analyser 2400 

Espectroscopía UV-

Vis 

Estimación de carga 

enzimática. Especiación de 

GLUT  

PG Instruments T60 

Spectrophotometer  

 

 Seguidamente, se describen los principios teóricos en los que se basan 

cada una de ellas, detallando el tratamiento o preparación que las muestras 

requirieron en cada caso. 
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2.3.1. Espectroscopía de reflectancia difusa en el infrarrojo con Transformada de 

Fourier (DRIFTS) 

 La espectroscopía infrarroja es una técnica que permite identificar los 

grupos funcionales que componen una muestra a partir de vibraciones 

características en el espectro infrarrojo, y con ello dar una indicación de su 

naturaleza química. Un espectro infrarrojo identifica los movimientos 

vibracionales característicos de un enlace dentro de una molécula. Dichos 

movimientos vibracionales pueden ser de tensión (cambio de la longitud del 

enlace pero no del ángulo), o de torsión (cambio del ángulo del enlace pero no de 

la longitud). La energía que se requiere para que las moléculas pasen de un 

estado vibracional fundamental al primer estado excitado de vibración es de 1-10 

Kcal/mol. Esta es la energía de la radiación electromagnética en la región 

infrarroja (número de onda=4000-400 cm-1). Si un haz de luz en el rango de la 

radiación infrarroja incide sobre la molécula, la luz puede ser absorbida 

cambiando el momento dipolar del enlace, y generando un estado vibracional 

excitado que podrá ser registrado con el equipo de infrarrojo (IR). El 

espectrómetro en cuestión posee un haz de referencia que permite cuantificar la 

cantidad de energía transmitida (transmitancia) a la muestra en una longitud de 

onda determinada. La medición de energía transmitida no es posible en algunas 

muestras como polvo, papel y gomas. En estos casos las técnicas de reflexión, 

como la reflectancia difusa, representan una alternativa viable. La reflexión 

difusa tiene lugar cuando un haz de radiación, en el rango del IR, choca con una 

muestra rugosa que posee diferentes planos sobre los cuales el haz puede 

reflejarse en multitud de ángulos diferentes al incidente. Este efecto se observa en 

el Esquema 2.2. Estos haces reflejados son filtrados y colectados por un detector 

que genera el espectro de la muestra. El espectro obtenido usando la reflectancia 

difusa es similar al obtenido por transmitancia, pero el procesamiento de la 

muestra es mucho más sencillo ya que sólo es necesario diluirla al 1% con KBr y 

analizar el polvo homogenizado, sin necesidad de preparar pastillas [2]. 
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Esquema 2.2. Representación de la reflexión de radiación por superficies 

rugosas. Disponible en: 

http://karin.fq.uh.cu/~cnv1/qf/docencia/pregrado/espectroscopia/Tomo_1_PDF

/IR1.pdf 

 

 Al ser la magnetita un material opaco e insoluble, la técnica DRIFTS es 

más adecuada que la tradicional de transmisión.  Para el análisis de los soportes 

magnéticos y los biocatalizadores, se mezclaron manualmente en un mortero de 2 

a 5 mg de muestra con 100 mg de KBr seco y luego se transfirió al portamuestra. 

El blanco se registró con KBr puro. El equipo se mantuvo purgado con nitrógeno. 

2.3.2. Espectroscopía de Emisión Atómica con atomizador de plasma acoplado 

inductivamente (AE-ICP) 

  Una de las formas de atomizar una muestra y al mismo tiempo promover 

transiciones electrónicas es el empleo de una fuente de plasma acoplado 

inductivamente (ICP), el cual consiste en una antorcha de argón ionizado rodeada 

de una bobina de inducción de radiofrecuencia ilustrada en la Figura 2.1. La 

muestra se introduce dentro de la antorcha mediante un flujo de argón (Figura 

2.2). Los electrones experimentan transiciones electrónicas como consecuencia de 

la alta temperatura, pero este estado excitado dura muy poco tiempo (fracciones 

de segundo). La relajación de los átomos de la muestra en este plasma emite una 

radiación de líneas características de cada elemento cuya intensidad es 

proporcional a la concentración [3].  
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 Al analizarse muestras en estado líquido (sobrenadantes de 

inmovilización y aguas de lavado), no se requirió ninguna preparación ni 

tratamiento de las muestras. 

 En los casos donde las muestras fueron sólidas (soportes y 

biocatalizadores), una masa conocida -7 a 15 mg- se dispersó y sonicó en 10,0 

mL de HCl al 15%  y se calentó a 45 °C hasta la total desintegración de la 

magnetita. Cuando residuos de material polimérico  permanecieron en 

suspensión, la muestra fue filtrada previo a su análisis. 

 

 

Figura 2.1. Típica fuente de plasma de acoplamiento inducido. Reproducido de 

[4] con permiso de la editorial. 
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Figura 2.2. Nebulizador para la inyección de muestra en la fuente de plasma. 

Reproducido con permiso de [4]. 

  

2.3.3. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 La microscopia electrónica de barrido es una técnica que permite la 

observación y caracterización superficial de materiales inorgánicos y orgánicos, 

entregando información morfológica del material analizado. Para ello, se hace uso 

de un haz de electrones que enfoca sobre la muestra con ayuda de electroimanes, 

lo que permite obtener imágenes con un nivel de resolución cuatro órdenes de 

magnitud superior a la de un microscopio óptico (0.2 Å frente a 2000Å). 

La técnica consiste en hacer incidir un haz de electrones sobre la muestra 

a analizar. Los electrones que impactan interactúan de diferentes maneras con la 

muestra, y se dispersan dando origen a múltiples señales con mayor o menor 

energía. Particularmente, la imagen de microscopía electrónica se construye con 

la señal de electrones secundarios (electrones de baja energía <50eV) que son 

detectados en el equipo y transformados en una imagen tridimensional [2]. La 

Figura 2.3 esquematiza la disposición de los componentes del equipo. 

Las muestras se aplicaron como polvo metalizadas con oro mediante un 

revestidor de bombardeo iónico (marca SPI). 
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Figura 2.3. Representación de un microscopio electrónico de barrido (SEM) 

Disponible en: https://mahara.org/view/view.php?id=50413. 

 
 

2.3.4. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

 La técnica TEM permite la visualización de muestras a  gran aumento. La 

imagen representa la transmisión de un haz de electrones a través de una 

muestra. Las variaciones de amplitud y fase en el haz transmitido proporcionan 

contraste de imagen que es una función del grosor de la muestra (la cantidad de 

material por la que debe pasar el haz de electrones) y el material de la muestra 

(los átomos más pesados dispersan más electrones y por lo tanto tienen una 

camino libre medio de electrones más pequeño que los átomos más ligeros)[5].  

 La Figura 2.4 esquematiza la disposición de los componentes del equipo. 

 Las muestras sólidas en polvo se dispersaron en etanol (5-10 mg/mL) y 

se sometieron a tratamiento con ultrasonido durante por aproximadamente una 

hora. Unas gotas de esta suspensión se depositaron sobre una rejilla de cobre de 

200 mesh y se secaron a temperatura ambiente. 

https://mahara.org/view/view.php?id=50413
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Figura 2.4. Representación de un microscopio electrónico de transmisión (TEM). 

Disponible en: http://www.biologia.edu.ar/microscopia/microscopia1.htm 

 

2.3.5. Dispersión de luz dinámica (DLS) 

 El principio que permite emplear DLS para medir diámetro hidrodinámico 

de partículas se basa en que las partículas pequeñas y las moléculas que están 

en movimiento térmico aleatorio constante, llamado movimiento browniano, 

difunden a una velocidad inversamente proporcional a su tamaño: partículas más 

pequeñas difunden más rápido que las partículas más grandes. La velocidad del 

movimiento browniano también es determinada por la temperatura, por lo tanto 

la precisión en el control de temperatura es esencial para una exacta medición 

tamaño. La velocidad de difusión es determinada a partir del patrón producido 

por la iluminación de las partículas con un láser. La intensidad de dispersión en 

un ángulo específico fluctúa con el tiempo, y esto se detecta utilizando un 

detector de fotodiodos de avalancha (APD). Los cambios de intensidad se analizan 

generando una función de correlación (ver Figura 2.5). Los datos provenientes de 

esta curva son transformados en medidas de diámetro hidrodinámico y 
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distribución de tamaños, a partir de  la ecuación de Stokes-Einstein (Ecuación. 

2.1).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5. Representación del comportamiento de la luz al interaccionar con 

partículas pequeñas o grandes en suspensión. Adaptado de [7]. 

 

El coeficiente de difusión traslacional dependerá tanto del “núcleo” de la 

partícula como de la estructura de la superficie y la presencia de iones en el 

medio líquido. Por esta razón, los tamaños registrados por DLS pueden ser 

mucho mayores que los observados en microscopía [6]. La Figura 2.6 ilustra este 

efecto. 

 

Ecuación 2.1. Relación de Stokes-Einstein   Dh = kB T  

                                                                           3 π D 

Dh es el diámetro hidrodinámico, kB constante de Boltzmann, T la 

temperatura absoluta y D es el coeficiente de difusión traslacional.  

Intensidad de luz 
dispersada 

Función de 
correlación 

Distribución de 
tamaños 

LÁSER 
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Figura 2.6.  Ilustración del fenómeno en el que el Dh es mayor que el tamaño del 

núcleo de la partícula. 

 La distribución de Dh puede ser informada por el software del equipo de 

tres formas distintas: intensidad, volumen o número. Estos mecanismos de 

ponderación dependen del principio de medición  que se utilice. 

-Intensidad: Las técnicas de dispersión dinámica de la luz darán una distribución 

ponderada de la intensidad, donde la contribución de cada partícula en la 

distribución se relaciona con la intensidad de la luz dispersada por esa partícula. 

Por ejemplo, usando la aproximación de Rayleigh, la contribución relativa para 

partículas muy pequeñas será proporcional al tamaño. La aproximación de 

Rayleigh relaciona la intensidad I de la luz dispersada por una partícula en un 

haz de luz de longitud de onda λ con la intensidad incidente, I0; cuando el tamaño 

de la partícula es significativamente menor a λ.  

-Número: Una técnica de recuento como el análisis de imágenes dará una 

distribución ponderada en número en la que cada partícula recibe igual 

ponderación independientemente de su tamaño. Esto es más útil cuando es 

importante conocer el número absoluto de partículas - en la detección de 

partículas extrañas por ejemplo - o donde se requiere alta resolución (partícula 

por partícula). 

 

Polímero adsorbido 

Diámetro hidrodinámico 
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-Volumen: Las técnicas de dispersión estática de la luz, tales como la difracción 

láser, darán una distribución ponderada en volumen. Aquí la contribución de 

cada partícula en la distribución se relaciona con el volumen de esa partícula 

(equivalente a masa si la densidad es uniforme). Es decir, la contribución relativa 

será proporcional al tamaño. Esto es a menudo extremadamente útil desde una 

perspectiva comercial ya que la distribución representa la composición de la 

muestra en términos de su volumen / masa y, por tanto, su potencial valor 

económico [6]. 

 Cuando se comparan los datos del tamaño de partícula para la misma 

muestra medida por diferentes técnicas, los tipos de distribución que se miden e 

informan pueden producir resultados muy diferentes. Esto se ilustra claramente 

tomando como referencia una muestra compuesta por igual número de partículas 

con diámetros de 5 y 50 nm. La distribución ponderada en número da igual 

ponderación a ambos tipos de partículas, haciendo hincapié en la presencia de 

partículas más finas de 5 nm. La distribución ponderada en términos de 

intensidad muestra una señal un millón de veces más elevada para las partículas 

más grandes que 50 nm. La distribución ponderada en volumen es intermedia 

entre los dos, como se observa en la Figura 2.7.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7. Distribuciones de Dh de una misma muestra expresadas en número, 

volumen o intensidad.  
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 Para las mediciones de Dh, 1 mg de muestra sólida se dispersó en 10 mL 

de agua destilada bajo tratamiento con ultrasonido. 1 mL de la suspensión se 

colocó en una celda descartable de poliestireno de 12 mm de camino óptico. La 

misma se muestra en la Figura 2.9a. Se realizó una serie de entre 12 y 100 

corridas. Todas las muestras se analizaron por duplicado. 

 

2.3.6. Microelectroforesis Láser Doppler 

 El potencial zeta (ζ pot), también conocido como potencial electrocinético, 

es una medida de la carga eléctrica "efectiva" sobre la superficie de las partículas 

y permite inferir la estabilidad de carga de las partículas coloidales. Cuando una 

partícula tiene una carga superficial neta, la carga es "apantallada" por una 

concentración aumentada de iones de carga opuesta cerca de la superficie de las 

partículas. Estos iones que rodean a la partícula constituyen la capa de Stern. 

Esta capa de iones con carga opuesta se mueve con la partícula, y junto con la 

capa de carga superficial y los iones cargados de forma opuesta se denominan 

doble capa eléctrica (ver Figura 2.8). El ζpot es una medida de la diferencia de 

potencial entre la capa difusa y  el fluido en el que se dispersa una partícula. Las 

partículas con un ζpot positivo se unen a las superficies cargadas negativamente, 

y viceversa. 

 La medición se realiza aplicando un campo eléctrico a través de la 

dispersión. Las partículas migrarán hacia el electrodo de carga opuesta. El 

cambio de frecuencia o fase de un haz láser incidente, causado por el movimiento 

de las partículas, se mide como la movilidad electroforética, y ésta es convertida 

matemáticamente a ζpot mediante la ecuación de Smoluchowski o Hückel. Éstas 

son los dos casos límite de la relación entre movilidad electroforética y ζpot. El 

primero es aplicable a partículas grandes con bicapas eléctricas delgadas, 

mientras que el segundo es válido si las partículas son muy pequeñas y por lo 

tanto su bicapa eléctrica es más gruesa [7].  
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Figura 2.8. Representación de la doble capa eléctrica alrededor de una partícula 

cargada negativamente (adaptado de [8]). 

La misma dispersión preparada para DLS se transfirió a la celda para 

electroforesis (Figura 2.9b.) mediante una jeringa sin aguja evitando el ingreso de 

burbujas de aire. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.9. a)Celda de medición de diámetro hidrodinámico. b)Celda para la 

medida de potencial Z (disponible en malvern.com) 
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2.3.7. Espectroscopía de absorción molecular Ultravioleta-Visible (UV-V)  

  

 La radiación UV-V es capaz producir transiciones en los niveles 

energéticos de los electrones en las moléculas. En el caso de la espectroscopía 

UV-V molecular, la absorción de la radiación electromagnética en el rango UV-V 

por parte de las moléculas de una muestra puede utilizarse para la identificación 

de compuestos así como para el análisis cuantitativo de muestras mediante la 

aplicación de la Ley de Lambert-Beer (A = ε b C) y la comparación con patrones 

de concentración conocida, donde A es la absorbancia, b es el camino óptico 

expresado en cm, C es la concentración molar de la muestra y ε es la 

absortividad molar en L·mol-1·cm-1 [5].  

 Las muestras analizadas por esta técnica requirieron diferentes 

tratamientos y blancos de reactivos, por lo que se detallarán oportunamente a lo 

largo de los próximos capítulos. La celda utilizada fue una de cuarzo de 1 cm de 

camino óptico. 
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En este capítulo se analiza la influencia de la naturaleza y concentración 

del estabilizante sobre las propiedades fisicoquímicas de las partículas 

magnéticas sintetizadas por coprecipitación. El propósito de este estudio fue 

lograr un control sobre el tamaño, polidispersión y carga superficial de los 

materiales a utilizar como soporte de la lipasa en el diseño de  biocatalizadores.  

Para estos fines, se emplearon poli-etilénglicol (PEG) de alto peso molecular 

(35000 Da), hexametiléntetraamina (HMTA), ácido oleico (AO) y dodecilsulfato de 

sodio (SDS). En todos casos el compuesto modificante estuvo presente en el 

medio de reacción antes del agregado de base.  

Posteriormente se exploran dos rutas de funcionalización de las 

nanopartículas preparadas, para proveer de  grupos amino (-NH2) a la superficie 

de las partículas, con el objeto de intensificar la afinidad química del soporte 

magnético con la enzima a inmovilizar. Las estrategias adoptadas fueron la 

nanoprecipitación de quitosano (QUIT) y adsorción de lisina (LIS). 

Las diferentes formulaciones fueron caracterizadas por TEM, SEM-EDX, 

DRIFTS, electroforesis y DLS. 

3.1. Introducción 

El interés en la síntesis de nanopartículas de magnetita (MAG) con 

estructuras bien definidas surge  de las propiedades fisicoquímicas notablemente 

distintas entre partículas con distintos tamaños y formas. Estructuras como 

esferas [1], octaedros [2], bastones [3], cubos [4], cáscaras huecas [5], placas [6], 

entre otras [7] se han sintetizado con diversa precisión en el control del proceso, 

utilizando distintos métodos de síntesis. Este control es en parte alcanzado 

mediante la introducción de estabilizantes en el medio de reacción, los cuales 

pueden afectar significativamente la solubilidad y propiedades anisotrópicas del 

material inorgánico, llevando al ordenamiento de los átomos hacia 

configuraciones variadas desde la escala nano a micro.  

Como se mencionó en el capítulo I, la coprecipitación de MAG es 

frecuentemente realizada en presencia de estabilizantes de muy variada 

naturaleza. Estas sustancia pueden cumplir diferentes roles, como funcionalizar 
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la superficie de las partículas, minimizar la agregación y controlar la forma y 

tamaño de los cristales. Algunas sustancias conducen a la cristalización selectiva 

en geometrías específicas según su concentración [8].   

Se seleccionaron estabilizantes orgánicos de diferente naturaleza, cuya 

estructura molecular se muestra en el esquema 3.1.  

 

 

Esquema 3.1. Estructuras de AO, SDS, HMTA y PEG. 

En la literatura abierta, el AO es comúnmente empleado como surfactante 

para minimizar la agregación de las partículas magnéticas, aun cuando es 

agregado al medio de reacción después de la base. Es decir, una vez que la MAG 

ya se ha cristalizado [9–11]. En cambio, en este trabajo, el AO está presente, 

inicialmente, en contacto con la solución de Fe+2/Fe+3 previo al momento de la 

Ácido oleico 

Dodecilsulfato de sodio 

Hexametiléntetraamina Polietilénglicol 
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adición de la base. Esto permite evaluar si ejerce algún efecto en el proceso de 

crecimiento de los cristales. 

El SDS es capaz de estabilizar suspensiones de nanopartículas de diversos 

materiales como oro, sílice, magnetita u óxido de cobre, entre otros [12–15]. 

Además, el control de la forma de las partículas puede ejercerse a través de la 

concentración de SDS [8]. 

La HMTA es ampliamente utilizada como molécula directora del 

crecimiento de cristales de distintas sustancias, tales como óxido de cinc 

(bastones) [16], hidróxido férrico (nanoplacas) [17], óxido de uranio, aluminio y 

circonio (esferas) [18], akaganeita, goethita y hematita de varias geometrías [19], y 

ferrita de cobre [4]. En cuanto a  MAG, el método utilizado para obtener 

partículas de forma controlada por la HMTA es generalmente el hidrotermal [20–

22].  

Como estabilizante polimérico, se seleccionó el PEG de alto peso molecular. 

Los PEGs comprenden una familia de polímeros hidrófilos ampliamente utilizados 

en productos médicos, farmacéuticos, cosméticos, industriales y alimenticios. 

[23]. Como estabilizante de partículas magnéticas, existen reportes del uso de 

PEGs como aditivo del medio de reacción [24], así como único solvente, en 

reemplazo del agua [25]. En la literatura abierta, no hay un consenso sobre el 

mecanismo por el cual este polímero estabiliza las nanopartículas de MAG. De 

todas maneras, en este capítulo lo que se busca determinar es si hay variaciones 

en las propiedades finales del material obtenido según las condiciones 

experimentales aplicadas. 

Con respecto a la funcionalización con grupos amino, se seleccionó el 

quitosano (QUIT) y la lisina (LIS) como materiales proveedores de estos grupos 

funcionales. La estructura molecular de estos aditivos se muestra en el Esquema 

3.2.  
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Esquema 3.2. A-Estructura molecular de la lisina y valores de pKa de cada grupo 

ionizable. B-Quitosano 

 

El biopolímero QUIT ya se había explorado con anterioridad como soporte 

sólido en forma de escamas para inmovilización enzimática por adsorción simple 

[26]. En esta tesis, en cambio, se plantea aplicar la técnica de nanoprecipitación 

adaptada para obtener nanopartículas de MAG recubiertas (total o parcialmente) 

de grupos amino de QUIT. La nanoprecipitación  consiste en la adición lenta de 

una solución de polímero a un medio en el que el que este compuesto no es 

soluble, produciéndose una precipitación controlada [27].  

Considerando que los átomos de hierro expuestos del óxido son capaces de 

coordinarse con bases de Lewis, los aminoácidos (AA) surgen como una opción 

atractiva gracias a su bifuncionalidad química que cumple con las características 

requeridas: el grupo funcional compatible con la MAG (carboxilatos) y los aminos, 

que dotan de reactividad frente a proteínas que se quieran inmovilizar o bien 

otras moléculas que actúen de espaciadores o entrecruzantes.  

 Los AA tienen la estructura general que se muestra en el Esquema 3.3 

[28].  
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Esquema 3.3. Estructura molecular de un aminoácido genérico 

 

El grupo lateral -R puede presentar una naturaleza variable, esto es, neutro o 

cargado, ácido o básico, polar o apolar. El carácter de R puede alterar 

significativamente la hidrofilicidad de la molécula, y por lo tanto del material 

sobre el que se adsorba. 

La LIS fue elegida por contar con una cadena lateral aminada, que 

aumenta el número de grupos funcionales reactivos.  Además, es en general el AA 

que provee los grupos NH2 en la estructura de las proteínas. Estos grupos –NH2 

son útiles para el posterior entrecruzamiento con grupos aldehído a través de 

diferentes tipos de reacciones, como formación de bases de Schiff (enlaces C=N) 

entre otras, que se detallarán en profundidad en el capítulo IV. 

La modificación de MAG con AA ha sido reportada mayormente por 

coprecipitación para diversas aplicaciones, pero son escasos los trabajos 

publicados para inmovilización de enzimas. Algunos estudios incluyen el AA en la 

solución de sales precursoras [29–33], mientras que otros lo incorporan una vez 

formado el óxido, luego del agregado de base [34–40]. Observando las 

micrografías TEM de estas publicaciones, es notoria la aglomeración obtenida 

mediante el primer procedimiento.  

 Ahmadi y col. estudiaron la aglomeración de nanopartículas de MAG-

cisteína. Emplearon dos protocolos: agregar el AA  únicamente antes de la base, o 

bien en los dos momentos, antes y después de la coprecipitación. El efecto 
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dispersante que tuvo la segunda capa de cisteína fue evidente por TEM y por PCS 

(photon correlation spectroscopy). El diámetro hidrodinámico de los cúmulos se 

redujo de 164 a 41 nm cuando la segunda capa de AA fue incorporada [41].  

El propósito de este capítulo es sintetizar partículas de MAG de forma y 

tamaño controlado por el método de coprecipitación en presencia de 

estabilizantes, para evaluar si las propiedades fisicoquímicas de las partículas 

que componen el soporte (como tamaño, forma y carga superficial) tienen un 

impacto en la capacidad de carga de la enzima y en la performance de los 

biocatalizadores preparados.  

Las clásicas técnicas de caracterización para cristales magnéticos 

(difracción de rayos X (XRD), magnetometría de muestra vibrante (VSM) y 

espectroscopia Mössbauer) no fueron consideradas para este trabajo ya que no 

aportarían nueva información útil acerca de los materiales preparados en el 

marco de interés de la presente Tesis. 

Por ejemplo, XRD permite reconocer la estructura cristalina de los sólidos. 

En el caso de la coprecipitación de MAG, un subproducto posible es la maghemita 

(γ-Fe2O3), formada por oxidación parcial de los iones ferrosos. Su patrón de 

difracción de rayos X es igual al de MAG, por lo que no pueden diferenciarse por 

esa técnica.  

La espectroscopia Mossbauer, puede ser útil para estimar la 

estequiometría de los iones Fe2+ y Fe3+, dando una idea de la pureza de la MAG 

preparada [42]. De todas maneras, sabiendo que bajo condiciones ya estudiadas 

el producto principal en la coprecipitación es MAG [43], el porcentaje de pureza 

no sería un dato necesariamente útil en la aplicación como soporte de 

inmovilización de enzimas. 

La VSM permite trazar la curva de magnetización y determinar así la 

magnetización de saturación (Ms), remanencia y coercitividad. El requerimiento 

del superparamagnetismo y alta Ms en las NPMs es muy importante para las 

aplicaciones biomédicas. Estas propiedades permiten localizar las NPMs en el 

área deseada del organismo y elevar su temperatura bajo un campo magnético, lo 
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cual dispara la liberación de un fármaco [44]. Para la aplicación de inmovilizar 

enzimas, el magnetismo intrínseco de la MAG es la propiedad de interés para la 

decantación magnética, que puede comprobarse simplemente con imanes de alta 

potencia comerciales. Además, la técnica VSM se había empleado en un trabajo 

previo en el que se comprobó que las partículas preparadas por coprecipitación 

en las condiciones seleccionadas resultan superparamagnéticas [43]. 

 

3.2. Experimental 

3.2.1. Coprecipitación de MAG 

3.2.1.1. Con hexametiléntetraamina (HMTA) o poli-etilénglicol (PEG) como 

estabilizante 

 Para obtener 500 mg de MAG, 0,6007 g de FeSO4.7H2O y 1,1681 g de 

FeCl3.6H2O se disolvieron en 33 mL de agua destilada. Se agregaron 0,25; 0,5 o 1 

g de HMTA o PEG y se calentó a 70 °C purgando el reactor con nitrógeno. Una vez 

alcanzada esta temperatura, se agregaron 8,7 mL de NaOH 5 M con velocidad 

controlada (2 gotas ≈ 0,1 mL por segundo). La mezcla fue agitada 

magnéticamente a 700-800 rpm por media hora más desde la finalización del 

agregado de base. El sólido se decantó con ayuda un imán de Nd, retirando el 

sobrenadante y lavando con agua destilada hasta neutralidad. A estos productos 

se los llamará Hi y Pi donde “i” denotará la proporción de estabilizante utilizado 

respecto de MAG (05, 1, 2).  

3.2.1.2. Con HMTA y PEG como co-estabilizantes 

Para obtener 500 mg de MAG, 0,6007 g de FeSO4.7H2O y 1,1681 g de 

FeCl3.6H2O se disolvieron en 33 mL de agua destilada. Se agregaron masas 

iguales de HMTA y PEG para que juntas sumen 250, 500 o 1000 mg. La solución 

se calentó a 70°C purgando el reactor con nitrógeno. Una vez alcanzada esta 

temperatura, se agregaron 8,7 mL de NaOH 5 M a 0,1 mL por segundo. La mezcla 

fue agitada magnéticamente a 700-800 rpm por media hora más desde la 

finalización del agregado de base. El sólido se decantó con ayuda un imán de Nd, 
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retirando el sobrenadante y lavando con agua destilada hasta neutralidad. A 

estos productos se los llamará PHi donde “i” denotará la proporción de 

estabilizantes utilizada respecto de MAG (05, 1, 2).  

3.2.1.3. Síntesis con PEG mediante co-precipitación inversa 

 En esta preparación, las cantidades de sales de hierro y estabilizante son 

las mismas que P2, pero es esta solución la que es agregada con velocidad 

controlada al hidróxido de sodio a 70°C. A esta formulación se la llamará P2I. 

3.2.1.4. Con ácido oleico como estabilizante. 

 Se agregó un exceso de NaOH 5 M (8 mL) a una emulsión formada por 2 

mL de AO y 33 mL de una solución acuosa de cloruro férrico hexahidratado (4,3 

mmoles) y sulfato ferroso heptahidratado (2,15 mmoles). El agregado se realizó 

con velocidad controlada (aproximadamente 0,1 mL por segundo) bajo atmósfera 

de nitrógeno a 70 °C con agitación magnética. La mezcla fue agitada 

magnéticamente a 700-800 rpm por media hora más desde la finalización del 

agregado de base. El sólido se decantó mediante un imán de Nd. Para purificar el 

producto obtenido, se retiró el sobrenadante y se lavó con una mezcla de agua-

etanol absoluto 1/1 para eliminar el AO no adsorbido, y las impurezas (cloruros, 

sulfatos e hidróxido de sodio). A este producto se lo llamará MAG-AO. Esta única 

relación de masas MAG/AO fue seleccionada en base a experiencias previas las 

cuales demostraron que en esas condiciones se obtienen partículas totalmente 

recubiertas del estabilizante y son fácilmente aisladas por decantación magnética 

[43]. 

 

3.2.1.5. Con dodecilsulfato de sodio (SDS) como estabilizante. 

2,3362 g de FeCl3.6H2O, 1,2005 g  de FeSO4.7H2O y 0,1616 g de SDS se 

disolvieron en 72 mL de agua destilada. La solución se calentó hasta 70 °C y se 

agregaron 10 mL de NH4OH 5M con velocidad controlada (3 mL por minuto) bajo 

atmósfera de nitrógeno con agitación magnética. La mezcla fue agitada 

magnéticamente a 700-800 rpm por media hora más desde la finalización del 
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agregado de base. El sólido se decantó con ayuda un imán de Nd, retirando el 

sobrenadante y lavando con agua destilada hasta neutralidad. Esta única 

relación de masas MAG/SDS fue seleccionada en base al trabajo de Azcona y col., 

el cual demostró que en esas condiciones se obtiene una mezcla de 

nanopartículas esféricas y bastones alargados [8]. 

 Como se detallará más adelante, fue necesario desorber el SDS para 

facilitar la incorporación de grupos amino. Para eliminar el surfactante, el 

producto seco (500 mg) se sonicó en heptano (5 mL) durante una hora. Se retiró 

el solvente y se lavó el residuo del mismo con etanol absoluto. A este producto se 

lo nombrará como MAG(SDS). Esta nomenclatura con paréntesis implica que la 

formulación no necesariamente contiene SDS, sino  que la magnetita fue 

coprecipitada en su presencia. 

 La Figura 3.1 muestra la disposición del equipamiento utilizado en la 

coprecipitación. En la figura 3.2 puede apreciarse la evolución del aspecto de la 

solución de sales de hierro/AO a medida que aumenta el pH por el agregado de 

base. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 Equipamiento utilizado para la coprecipitación de magnetita 
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Figura 3.2. Aspecto del medio de coprecipitación de MAG-AO a medida que se 

agrega la base. 

En la Tabla 3.1 se resumen todas las formulaciones preparadas incluyendo las 

variables más importantes adoptadas en el proceso de coprecipitación. 

Tabla 3.1.Tipo y concentración de estabilizante empleado para obtener 500 mg 

de MAG bajo distintas condiciones experimentales. 

Muestra 
HMTA 
(mg) 

PEG 
(mg) 

AO 
(mL) 

SDS 
(mg) 

Orden de agregado de reactivos 

H05 250 0 0 0  

Base agregada a la solución de 

hierro y estabilizantes 

H1 500 0 0 0 

H2 1000 0 0 0 

P05 0 250 0 0 

P1 0 500 0 0 

P2 0 1000 0 0 

PH05 175 175 0 0 

PH1 250 250 0 0 

PH2 500 500 0 0 

MAG-AO 0 0 2 0 

MAG(SDS) 0 0 0 161,6 

P2I 0 1000 0 0 Solución de hierro y PEG 
agregada a la base 
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3.2.2. Funcionalización con grupos NH2 

3.2.2.1. Nanoprecipitación de quitosano  

 Las partículas MAG-AO se dispersaron en acetona bajo tratamiento con 

ultrasonido. A esta dispersión, se agregó lentamente una solución de QUIT en 

ácido acético al 50%, con una concentración de polímero 10 mg/mL. La relación 

nominal en masa de MAG/QUIT fue de 2 a 1. La decantación con un imán de Nd 

permitió recuperar aproximadamente el 50% de la masa de MAG pura empleada 

inicialmente, ya que el resto del material permaneció en suspensión, formando 

una dispersión coloidal sumamente estable. A esta fase líquida (dispersión 

coloidal) se la llamará DC. Utilizando la fracción sólida decantada, se realizaron 

lavados con agua destilada hasta neutralidad. A las partículas sólidas 

recuperadas en este procedimiento se la llamará de aquí en adelante MAG-AO-

QUIT. 

 

3.2.2.2. Adsorción de lisina 

 El producto MAG(SDS) se dispersó en una solución acuosa de lisina (17 

mg/mL manteniendo iguales las masas de óxido y aminoácido) bajo agitación  

magnética durante 7 horas a temperatura ambiente. Se decantó magnéticamente, 

el sobrenadante fue retirado y se realizaron 3 lavados con agua destilada. A esta 

formulación se la llamará de aquí en más MAG(SDS)-LIS. 

 

De todos los materiales obtenidos por coprecipitación, sólo MAG-AO y 

MAG(SDS) se usaron como precursores para sintetizar soportes aminados 

capaces de interactuar con la enzima. Las demás muestras no fueron utilizadas 

para ese fin debido a diferentes razones que se describen brevemente a 

continuación. 

Las muestras H1 y H2 resultaron hidrofóbicas, por lo que no pudieron 

dispersarse en solución acuosa de LIS. Por esta razón tampoco se exploró la 

posibilidad de ponerlas en contacto con QUIT disuelto en solución acuosa de 

ácido acético, ni de realizar la inmovilización directa usando GLUT. 
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Los productos PH resultaron altamente polidispersos en términos de  la 

forma y tamaño de las partículas, por lo que no se consideraron adecuados para 

evaluar el efecto de esas características del soporte en la actividad de los 

biocatalizadores.  

Las partículas preparadas con PEG o SDS resultaron muy similares en 

cuanto a su morfología. Como uno de los propósitos de esta tesis es obtener un 

biocatalizador activo cuya preparación a mayor escala sea económicamente 

viable, se seleccionó MAG(SDS) por ser  el estabilizante SDS un material 

disponible localmente  y de menor costo que PEG. 

3.3. Resultados 

3.3.1. SEM-EDX 

 En las Figuras 3.3 a 3.6 se muestran las micrografías SEM de las 

magnetitas coprecipitadas en presencia de distintos modificantes. En los casos 

donde la incorporación de la fase orgánica no pudo confirmarse por otra técnica, 

se analizaron también por EDX con el objeto de detectar la presencia de 

elementos provenientes de los estabilizantes. Además, el equipamiento utilizado 

es de una magnificación relativamente baja, por lo tanto la técnica SEM por sí 

sola  no brinda información detallada sobre la morfología de las nanopartículas 

obtenidas.  
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Figura 3.3. SEM-EDX de las muestras P. Escala = 10 µm. 
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Figura 3.4. SEM-EDX de muestras H. Escala = 10 µm. 
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Figura 3.5. SEM-EDX de muestras PH. Escala = 10 µm. 
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Figura 3.6. SEM de MAG-AO. Escala = 200 nm. 

 

3.3.2. TEM 

 A continuación se muestran a las imágenes capturadas por TEM de las 

partículas de MAG coprecipitadas en presencia de los distintos modificantes. La 

escala indicada en el extremo inferior izquierdo de cada micrografía representa 20 

nm, excepto donde se indique otro valor.  

Las partículas de MAG-AO presentan forma esférica con diámetros de 10 a 

20 nm. Una micrografía de una partícula aislada (Figura 3.7) permitió distinguir 

el núcleo magnético de la capa de estabilizante, de unos 2 nm de espesor.  

  

MAG-AO 
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Figura 3.7. TEM de MAG-AO 

 

La Figura 3.8 corresponde a las muestras H. Utilizando bajas 

concentraciones de  HMTA se obtuvieron esferas polidispersas (15 a  55 nm), 

mientras que una mayor proporción respecto de MAG originó octaedros de hasta 

200 nm de eje y 100 nm de arista. Las diferentes proyecciones de este cuerpo 

geométrico en el plano se observan en algunos casos como paralelogramos (ver 

Figura 3.9). En H1 coexisten octaedros definidos con aglomeraciones de esferas 

más pequeñas. 
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Figura 3.8. TEM de muestras H. Escala = 20 nm. 

 

 

Figura 3.9. Proyecciones en el plano de un octaedro. 
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El empleo de PEG condujo a la formación de partículas sin forma definida, 

con tamaños variables de entre 5 y 30 nm, como se observa en la Figura 3.10. 

Las de menor tamaño se encontraron en P2. 

 

Figura 3.10. TEM de muestras P. Escala = 20 nm 
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 La combinación de PEG y HMTA (Figura 3.11) generó partículas cuyas 

formas resultaron ser una combinación de octaedros y esferas de mayor tamaño 

(100-200 nm), además de bastones de 150 nm de largo y 10 de ancho. 

 
Figura 3.11. TEM de muestras PH. Escala = 20 nm 
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La muestra P2I (Figura 3.12) no resultó significativamente diferente a P2. 

Figura 3.12. TEM de la muestra P2I. Escala = 20 n 

 

El producto MAG(SDS) (Figura 3.13) se compone mayormente de esferas 

irregulares de tamaños variables entre 8 y 16 nm. También se observan bastones 

de 4 nm de ancho y largos variables hasta 60 nm.  

Figura 3.13. TEM de la muestra MAG(SDS). Escala = 20 nm. 

3.3.3. DLS y electroforesis. 

La Tabla 3.2 detalla los valores de Dh y ζpot registrados para las diferentes 

partículas de MAG en dispersión acuosa, así como los de las muestras H en otros 

solventes. Estos resultados se comentarán luego en la sección de discusión. 
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Tabla 3.2. Dh y ζpot de las magnetitas coprecipitadas en presencia de 

estabilizantes. 

Muestra Dh (nm) IPD Ζpot (mV) 

MAG 66,1    100% 0,376 -8,48 

P05 190,4  100% 0,384 -2,5 

P1 
90,05 99,5% 

589,5  0,5% 

0,868 -1,05 

P2 92,12   100% 0,398 +0,91 

H05 141,9   100% 0,428 +4,0 

PH0,5 906,1 0.655 +7,12 

PH1 175,8 99,9% 

5 µm 0,1% 

0,446 * 

PH2 441,8   100% 1,00 * 

H2 heptano 615,4  100% 0,417 - 

H1 heptano 727,7  100% 0,129 - 

H05 heptano 827,6   100% 1,0 - 

H05 acetona 158,4  100% 0,111 - 

H1 acetona 803,8  100% 0,746 - 

H2 acetona 650,6  100% 0,774 - 

MAG(SDS) lavada 

 con agua 

478 0,290 -19,9 

MAG(SDS) lavada  

con heptano 

952 0,253 +1,02 

MAG-AO en agua 689 0,263 -20,8 

MAG-AO en acetona       302  
 

0.247 - 

MAG(SDS)-LIS 

820 (73%) 
133 (12%) 

>4000 (15%) 

0,495 +17,2 

MAG-AO-QUIT 714 0,369 +25,7 

DC 168,3 0,243 +35,6 

    *La media no cumplió con el estándar de calidad del equipo 
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3.3.4. DRIFTS 

 Cuando se analizaron las muestras P, H y PH por DRIFTS los espectros 

obtenidos no mostraron bandas atribuibles a los estabilizantes utilizados, lo cual 

se interpretó inicialmente como una ausencia total de una fase orgánica. Es 

decir, se había obtenido una MAG prácticamente pura. Sin embargo, las distintas 

formulaciones presentaron comportamientos muy dispares en cuanto a su 

hidrofilicidad. Los resultados más representativos pueden apreciarse en la Figura 

3.14. 

 

Figura 3.14. Fotografía de dispersiones de muestras seleccionadas en solventes 

de distinta polaridad. 

Las muestras con mayor proporción de estabilizante (H2, P2 y PH2) fueron 

analizadas por la tradicional técnica de espectroscopia FTIR por transmisión 

usando pastillas de KBr. Si bien  resultaron intensamente opacas,  la 

transmitancia fue suficiente como para detectar señales de los grupos funcionales 

de los modificantes. Los mismos se indican en las Figuras 3.15-3.17. 
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Figura 3.15. Espectro IR de transmisión de P2 

 

 

Figura 3.16. Espectro IR de transmisión de PH2 

 

Fe-O 
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Figura 3.17. Espectro IR de transmisión de H2 

 

Para todas las muestras se observan las señales correspondientes a grupos 

metileno aproximadamente a 2800-2850 cm-1, aunque con muy poca intensidad. 

El enlace O-H proveniente tanto de los grupos terminales de PEG como de la 

propia MAG se detecta mediante la banda ubicada en 3400 cm-1. Esta señal es 

mucho menos evidente en H2. 

El espectro de P2 (Fig. 3.15) exhibe la banda característica de MAG a 583 

cm-1, y otra a 630 cm-1 atribuible a la presencia de maghemita [45]. La dispersión 

acuosa de P2 (ver Fig. 3.14) tiene un color amarronado que constituye otra 

evidencia del contenido de una mezcla de ambos óxidos de hierro. La oxidación 

parcial del Fe2+ en contacto con el aire es una posible causa de la formación de 

esta variante del óxido de hierro [46,47]. 

Las muestras MAG-AO y MAG(SDS) se analizaron con DRIFTS. 

C-H 

O-H 

Fe-O 
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Figura 3.18. Espectro DRIFTS de MAG-AO 

 

MAG-AO (Figura 3.18) presentó la banda de carbonilo (C=O) 

aproximadamente en 1710 cm-1  desdoblada en las dos bandas de estiramiento 

simétrico y asimétrico del carboxilato –COO−, representativa de la capa de AO 

adsorbida a MAG [48]. También se observa la señal a 3400 cm
-1 

atribuible al O-H 

superficial de MAG. El agua adsorbida en la superficie de MAG se pone de 

manifiesto a partir de bandas a 3400 cm-1 y alrededor de 1620 cm
-1

. 

En MAG(SDS) lavada con heptano y etanol (Figura 3.19) se evidencian 

bandas asociadas con el estiramiento del enlace O-H aproximadamente a 3400 y 

1700 cm-1. Los mismos provienen de la superficie del óxido. Estas mismas 

señales se solapan con las correspondientes a los grupos funcionales de la lisina 

(C=O y N-H) en MAG(SDS)-LIS (Figura 3.20). 
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Figura 3.19. Espectros de MAG(SDS) lavada con agua o con heptano y etanol. 

 

Figura 3.20. Espectro IR de MAG(SDS)-LIS 
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Figura 3.21. Espectro IR de MAG-AO-QUIT 

 

En MAG-AO-QUIT, (Fig. 3.21) se observa la banda de N-H a unos 3400 cm-

1, C-N a 1600 solapada con la de AO (COO-). También se aprecia a 1100 cm-1 la 

señal correspondiente a C-O del QUIT. 

 

3.4. Discusión 

3.4.1. Efecto de PEG como estabilizante 

3.4.1.1. Tamaño y forma 

 La microscopía de transmisión permitió observar que el PEG conduce a la 

formación de partículas de forma irregular a esférica, con tamaños que 

disminuyen visiblemente a mayor concentración del modificante: mientras P05 

contiene partículas que van desde los 10 a 30 nm, P2 se compone de partículas 

de entre 5 a 15 nm 
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 Los Dh de P1 y P2 fueron significativamente menores que P05 (90 vs. 190 

nm), indicando que la formulación con menor proporción de PEG presenta una 

tendencia a la agregación más marcada en medio acuoso.  

 Algunos autores justifican  la incorporación de PEG mediante la formación 

de partículas constituídas por el núcleo magnético y una capa de estabilizante. 

Esta capa estaría físicamente adsorbida a través de los grupos OH terminales de 

PEG sobre la superficie del óxido [49]. Sin embargo, cuando el peso molecular del 

polímero es muy elevado como en este caso, la concentración de grupos 

oxhidrilos es muy baja, ya que sólo se encuentran en los extremos de las 

cadenas. Por lo tanto, la probabilidad de interacción  PEG-MAG a través de este 

mecanismo es muy baja. El uso de PEG de peso molecular más bajo demostró ser 

una estrategia útil para aumentar la cobertura del núcleo magnético, aunque 

resulta en un tamaño de partícula mayor [49].  

 Teniendo en cuenta que el tamaño de partícula se vio afectado por la 

concentración de PEG pero la interacción PEG-OH/MAG fue mínima, podemos 

inferir que el efecto de este estabilizante es más estérico que químico cuando su 

peso molecular es alto. La razón es que el aumento de viscosidad  de la solución 

provocado por el polímero restringe la migración de los iones voluminosos de 

hierro hidratados (iones complejos) desde el seno de la solución hasta la 

superficie de un núcleo en formación, limitando el crecimiento de los cristales de 

MAG. Esta inhibición es proporcional a la concentración y al peso molecular del 

PEG agregado al medio de reacción [50].  

 Savić y col. también prepararon MAG en presencia de PEG (400 y 20000) y 

no encontraron diferencias en los espectros IR con MAG pura, atribuyendo este 

resultado a que los lavados con agua  eliminan por completo al polímero [51]. 

3.4.1.2. Estabilidad en suspensión 

La facilidad con la que estas partículas P05-P2 se dispersan en agua se 

deriva de la capacidad de la MAG para recubrirse de oxhidrilos, tal como se 

describió en el capítulo I sección 1.5.  
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Según el pH del medio acuoso en que se dispersen las partículas de MAG, 

las mismas puede estar positivamente (o negativamente) cargadas, de acuerdo a 

las reacciones [52]: 

▐-OH2
+ + H2O  Ka1        ▐-OH  + H3O+ 

▐-OH   +  H2O   Ka2       ▐-O-  + H3O+ 

 En este modelo, las partículas actúan como un ácido diprótico, llevando a 

tres posibles sitios reactivos. A pH muy bajos, la mayoría de los sitios estarán en 

la forma ▐-OH2
+; ▐-O-  en medio fuertemente básicos, y ▐-OH (grupos 

intermediarios anfóteros) cerca del punto isoeléctrico del óxido. A 25 °C, este 

valor se encuentra entre pH = 6,1 y 6,9, dependiendo de la técnica utilizada para 

medirlo [53].  Cuantitativamente, cuando pH = pKa1, OH2+ y OH son equimolares. 

Si pH = pKa2, la concentración de –OH iguala a la de –O-.  

Por lo tanto, las partículas pueden rodearse de moléculas de agua 

reteniéndolas físicamente por puentes de hidrógeno. Estudios teóricos han 

demostrado que el agua también interacciona exotérmicamente a través de su 

oxígeno con los átomos de hierro de la MAG [54]. 

3.4.2. Efecto de HMTA como estabilizante 

3.4.2.1. Tamaño y forma de las partículas 

La gran diferencia en el tamaño y forma de las partículas de MAG 

sintetizadas en presencia de HMTA sugiere una alteración del mecanismo de 

formación respecto de MAG pura o con PEG.  

Cuando la solución de sales de hierro fue calentada a 70 °C y se le agregó 

la amina, se formó un precipitado naranja-rojizo. El mismo no presentaba 

magnetismo. El espectro DRIFTS de este intermediario (Figura 3.22) muestra una 

banda muy intensa característica de O-H aproximadamente a 3250 cm-1. Por la 

apariencia del sólido, puede proponerse que se trata de hidróxido férrico, Fe(OH)3. 
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Figura 3.22. Espectro de compuesto intermediario en la coprecipitación de 

MAG con HMTA. 

La aparición de este hidróxido se debe a la leve alcalinización del medio por 

la descomposición térmica de HMTA liberando amoníaco y formaldehído [18,21]: 

(CH2)6N4 + 6 H2O                   4 NH3 + 6 H-CH=O 

Esta reacción también puede llevarse a cabo mediante irradiación de la HMTA 

acuosa con microondas o ultrasonido [20]. 

El amoníaco reacciona con el agua, aumentando la concentración de iones OH-: 

NH3 + H2O           NH4
+   +   OH- 

La basicidad proporcionada por la descomposición de HMTA es suficiente para 

que precipite el hidróxido férrico, y luego la reacción continúa con el mecanismo 

ya descripto en el Capítulo I  [21]: 

Fe3+ + 3OH-                   Fe(OH)3(s) 

  Fe(OH)3 (s)                FeOOH(s) + H2O  

Calor 

O-H 

Fe-O 
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Fe2+ + 2OH-                    Fe(OH)2 (s) 

2FeOOH(s) + Fe(OH)2(s)                Fe3O4(s) + 2H2O 

La forma de los cristales está mayormente determinada por la velocidad 

relativa de crecimiento a lo largo de las direcciones xyz. Las partículas con 

tamaños nano a micrométricos suelen tener formas definidas porque se trata de 

monocristales confinados entre los planos cristalográficos de menor energía [55]. 

Para la MAG este plano es el (111) [56].  

Numerosas publicaciones reportan la formación de poliedros de MAG por 

diferentes vías.  

Hu y col. sintetizaron MAG octaédrica de 1 micra de arista por  el método 

hidrotermal, tomando muestras a diferentes tiempos de reacción. A las 6 horas 

observaron pequeñas partículas fundidas formando placas con bordes 

irregulares. Luego de 14 horas muchas de estas placas ya tenían forma triangular 

y comenzaban a crecer en espesor. Con 23 horas las placas se observaron 

encimadas unas sobre otras formando estructuras escalonadas. Finalmente, a las 

29 horas podían distinguirse octaedros con caras porosas y muy pocas placas 

libres. Terminaron la reacción a las 50 horas, donde la superficie de los octaedros 

se percibe totalmente plana y compacta. Los autores concluyeron que el 

fenómeno de crecimiento se correspondía con el proceso Ostwald [2].  

Una evolución de forma muy similar a ésta (nanoesferas, placas, poliedros) 

se obtuvo a partir de la descomposición térmica de Fe(acac)3 en medio orgánico 

con surfactantes, pero llegando a cristales de no más de 25 nm. Los autores 

observaron las formas por TEM e interpretaron que las partículas eran esferas, 

cubos, tetraedros o tetraedros truncados [57].  

Chen y col. utilizaron diamina (N2H4) como aditivo en la descomposición 

térmica de Fe(acac)3 variando la concentración de N2H4 y la temperatura, (120-160 

°C). Para una T fija (160 °C), el aumento de la molaridad de N2H4  resultó en la 

evolución de la forma de MAG. Obtuvieron desde sólo bastones, pasando por una 

mezcla de bastones y discos, hasta dodecaedros rómbicos de unos 300 nm de 

diámetro. Si la diamina se reemplazaba por amoníaco, sólo resultaban 
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nanoesferas irregulares (<20 nm). Los autores explicaron este fenómeno a través 

de la siguiente hipótesis: a una alta concentración de amina la energía superficial 

del plano (111) es la más alta entre los planos de bajo índice. Moléculas de N2H4 o 

iones amonio son selectivamente adsorbidos en ese plano y consecuentemente la 

velocidad de crecimiento en esa dirección se reduce. El resultado son los 

nanodiscos. Con una cantidad moderada de diamina, la energía del plano 110 es 

la más alta, llevando a la formación de los dodecaedros de caras rómbicas 

corresponidentes a ese plano. A baja concentración  de N2H4 la energía del plano 

(111) es la menor, por lo que la adsorción de moléculas  e iones se da en otros 

planos de bajo índice llevando a la formación de bastones [58].  

Por su lado, Penn propuso que la agregación orientada de nanopartículas 

es responsable de la formación de cristales con formas definidas [59]. Este 

proceso puede relacionarse con la superposición de placas observada por Hu y  

Chen. 

Singh y col. realizaron un exhaustivo estudio de la precipitación de MAG a 

partir de FeCl3 con FeSO4 o (NH4)2Fe(SO4)2 (sal de Mohr). Las condiciones de 

reacción fueron 150-170 °C por tres horas y alta presión (3,45 bar). Agregaron en 

distintos batches  del medio de reacción HMTA, NaOH, NH3, formaldehído o 

combinaciones de ellos. Cuando la hexamina fue el único aditivo y la sal de Mohr 

fue la fuente de Fe(II), se formaron cristales con forma de bastón. Al cambiar 

HMTA por NaOH obtuvieron poliedros que se aprecian por TEM como 

paralelogramos. Los autores los identificaron (quizá erróneamente) como cubos. 

Concluyeron que la lenta descomposición de la hexamina a alta temperatura con 

la concomitante elevación del pH es un factor clave en el crecimiento anisotrópico 

de MAG, ya que el uso de formaldehído+NaOH o amoníaco como únicos aditivos 

no llevaron a la formación de poliedros [21]. 

En la preparación de las muestras H05, H1 y H2, el aumento de la 

concentración de HMTA favoreció la cristalización de octaedros probablemente 

gracias a un incremento de la velocidad de descomposición de la hexamina que 

acelera el crecimiento de las partículas en la dirección de los planos 111.  
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En síntesis: la HMTA no actúa sólo como estabilizante, sino también como 

fuente de amoníaco. Al no haber ninguna otra sustancia que se adsorba sobre 

MAG, que obstruya la difusión de iones hacia la superficie, u obstaculice la 

coalescencia, las partículas pueden agregarse con la orientación específica  de 

MAG, hasta formar el cristal octaédrico limitado por los planos (111).  

3.4.2.2. Estabilidad en suspensión  

 Como se mencionó en la sección 3.3.1.4, las muestras H1 y H2 resultaron 

hidrofóbicas.  

En general, los métodos hidrotermales rinden partículas de MAG 

hidrofóbicas y altamente cristalinas como consecuencia del uso de surfactantes 

orgánicos y la alta temperatura. En cambio los procesos de coprecipitación suelen 

resultar en partículas hidrofílicas [60].  

El formaldehído proveniente de la descomposición de HMTA puede  

oxidarse sobre el óxido de hierro, formando ácido fórmico [61]. Este compuesto es 

capaz de adsorberse sobre la superficie de la MAG a través del grupo carboxilato 

exponiendo el grupo -CH, lo cual dota de carácter hidrofóbico al sólido obtenido. 

Esto explica la gran estabilidad de la suspensión de H2 en heptano y la 

imposibilidad de dispersarla en agua. El mecanismo del proceso de oxidación- 

(según [61]) y adsorción se representa el Esquema 3.4. 

Las imágenes SEM de las muestras H (Figura 3.4) muestran una 

disminución en la rugosidad de la superficie de MAG con el aumento de 

concentración de HMTA.  Esto puede interpretarse como un recubrimiento más 

compacto con mayor cantidad de aniones por nm2: HCOO- en H2>H1>H05. 

Las medidas de Dh de las muestras H realizadas en acetona (ver tabla 3.2) 

sugieren una importante agregación para H1 y H2. H05 en cambio pudo 

dispersarse con igual facilidad en agua y acetona, no así en heptano. Estos 

resultados están en concordancia con el modelo de adsorción de formiato 

expuesto anteriormente.   
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Esquema 3.4. Mecanismo de oxidación de formaldehído sobre óxido de hierro y 

representación de la adsorción del anión formiato sobre la superficie de MAG. 
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3.4.3. Efecto de AO 

El mecanismo a través del cual se estabilizan las partículas empleando AO 

se conoce como estabilización estérica. El fundamento es que el volumen 

hidrodinámico del estabilizante en solución impide que, poco tiempo después de 

comenzada la nucleación, el crecimiento de los cristales continúe. Por lo tanto las 

partículas resultan muy pequeñas (<20 nm). La forma esférica minimiza la 

relación superficie/volumen, disminuyendo la energía superficial del sistema. 

Este tipo de mecanismo se da cuando se emplean estabilizantes voluminosos 

como los ácidos grasos de cadenas alquílicas largas o polímeros de peso 

molecular elevado. Mediante este mecanismo el AO desplazaría a las moléculas de 

agua alojadas en la superficie del óxido e interactuaría a través del grupo COO- 

formando un compuesto de coordinación con el Fe de la MAG, tal como se 

muestra en el Esquema 3.5. 

 

Esquema 3.5. Interacciones posibles entre AO y  Fe superficial en MAG. 

El potencial Zeta (ζpot) de MAG-AO fue mucho más negativo que el del óxido puro 

(-20,8 contra -8,48 mV respectivamente). Este resultado se justifica por la 

formación de una doble capa de AO: la primera enlazada según el esquema 3.5, y 

la segunda retenida a través de las colas alquílicas. Por lo tanto, los aniones –

COO- permanecen expuestos y estabilizan las partículas en agua. En acetona y 

con ayuda de ultrasonido, la segunda capa se desorbe y actúa de estabilizante. 
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Las partículas, ahora hidrofóbicas, forman agregados de menor tamaño: 689 nm 

en agua y 302 nm en acetona (Esquema 3.6).  

 

Esquema 3.6. Desagregación de MAG-AO por sonicación en acetona. 

 

3.4.4. Efecto de SDS 

 El mecanismo de estabilización de MAG(SDS) es muy similar al de AO. El 

anión dodecilsulfato puede actuar como una base de Lewis, adsorbiéndose a 

través de los grupos sulfatos sobre el hierro superficial del óxido. No obstante, las 

partículas de MAG(SDS), con la cantidad de estabilizante empleada, resultan de 

dos formas distintas: lo que por TEM se perciben como esferas irregulares (que 

bien podrían ser proyecciones de poliedros en el plano) y bastones. Éstos últimos 

corresponderían, según al estudio de Ahn y col., a goethita (α-FeOOH) 

intermediario en el mecanismo de coprecipitación [62]. En cambio, otros trabajos 

se reportan evidencias de la adsorción selectiva de SDS sobre planos 

determinados, dirigiendo el crecimiento de los cristales en direcciones específicas. 

Azcona y col. prepararon MAG coprecipitada en presencia SDS obteniendo tanto 

bastones como partículas irregulares mucho más pequeñas. El difractograma de 

rayos X registrado no mostró señales atribuibles a otra especie diferente a MAG 

[8]. 

 El ζpot es considerablemente más negativo que el de MAG pura (-8,48 mV), 

lo cual se atribuye a la formación de una doble capa de SDS. Esto hace que forme 

suspensiones estables en agua.  
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3.4.5. Aminación con quitosano 

La efectiva incorporación de QUIT a  MAG-AO se verificó mediante DRIFTS 

(Sección 3.3.1.4).  

La proporción MAG/QUIT 2/1 se eligió por derivar en partículas que se 

pueden recuperar como sólido del medio de reacción con un rendimiento 

relativamente alto (50%). La incorporación de QUIT promueve la formación de 

suspensiones estables de partículas magnéticas que limitan su recuperación en 

estado sólido mediante las técnicas tradicionales (centrifugación, decantación 

magnética o filtración) [43]. El QUIT en solución acuosa de ácido acético se 

encuentra en forma catiónica, con los grupos amino protonados (–NH3
+) y rodeado 

de aniones acetato (CH3COO-) como contraiones. Cuando esta solución entra en 

contacto con la suspensión de partículas MAG-AO en acetona, el polímero 

precipita por ser insoluble en ese solvente. Sin embargo, al ser polar, la fracción 

orgánica puede mantener al menos parte del QUIT protonado.  

El ζpot de las partículas de MAG-AO-QUIT resultó positivo (ver Tabla 3.2), 

lo cual denota la naturaleza catiónica del polímero. La medida de ζpot (pH=3) del 

DC fue +35 mV. Tal magnitud provoca que la fuerza de repulsión electrostática 

supere a las fuerzas atractivas dipolo-dipolo magnético que induce a la 

agregación de las NPs y por lo tanto no puedan decantar.  

La DC se sometió a evaporación total. El residuo sólido tomó la forma de 

un film frágil. El mismo fue analizado por emisión atómica-ICP para determinar el 

contenido de hierro, que resultó en 0,056 mg de Fe por mg de residuo sólido. Esto 

corresponde a un 7,6 % en peso de MAG. Por lo tanto, más del 90% del material 

disperso en la DC puede atribuirse a AO y QUIT.  

Con respecto a MAG-AO-QUIT (recuperado como sólido), se registró un 

incremento tanto del tamaño como del PDI con respecto al material precursor 

MAG-AO. En este caso, la precipitación del polímero en acetona atrapó cúmulos 

de partículas de MAG-AO de gran tamaño. La determinación del contenido de 

hierro por emisión atómica-ICP resultó en un 73 % de MAG en el material sólido. 

El resto puede atribuirse a AO y QUIT. 
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El Esquema 3.7 ilustra los mecanismos de interacción de MAG-AO con 

QUIT. 

 

 

Esquema 3.7. Mecanismos de interacción MAG-AO con QUIT 

  

 

Partícula en material 

sólido MAG-AO-QUIT 

Partícula en 

dispersión coloidal 
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3.4.6. Aminación con lisina 

Al dispersar la MAG coprecipitada con SDS (lavada sólo con agua)  en una 

solución de LIS, su espectro DRIFTS no presentó ninguna banda atribuible al 

aminoácido. Se argumentó entonces que la LIS no es capaz de desplazar al anión 

dodecilsulfato de la superficie del óxido. Para comprobar esta hipótesis, el sólido 

fue nuevamente lavado usando heptano y ultrasonido. Luego de decantar las 

partículas magnéticamente, el sobrenadante fue retirado y el residuo fue lavado 

con etanol. Se obtuvieron partículas de MAG con un ζpot prácticamente cercano 

al punto de carga cero, lo cual es un indicador que la superficie contiene 

mayormente oxhidrilos  -OH. En la figura 3.19 la banda intensa 

aproximadamente a 3400 cm-1 se atribuye a este grupo funcional. La agregación 

de estas partículas en agua se observó al medir el Dh, el cual fue mucho mayor a 

MAG con SDS. 

 El contacto de este nuevo producto MAG(SDS) con LIS acuosa derivó en 

MAG(SDS)-LIS, cuyo espectro IR permitió confirmar la presencia del de LIS. 

En medios extremadamente ácidos, la especie predominante de LIS es la 

catiónica, con los tres grupos ionizables protonados. La repulsión electrostática 

con MAG (▐-OH2
+) impide la adsorción. Por otro lado, en medio decididamente 

alcalino, tanto MAG como LIS estarán negativamente cargadas, esto determinaría 

una escasa afinidad química entre y MAG y LIS [34]. 

En cambio, al pH del agua destilada (5,7) tanto el α-NH2  como el de  la 

cadena lateral permanecen protonados de acuerdo al pKa de cada grupo ionizable 

de la LIS (ver esquema 3.2a). Por ende, la interacción más favorecida con la MAG 

será a través del grupo carboxilato. El ζpot  positivo de MAG(SDS)-LIS  (tabla 3.2) 

se corresponde con el grupo amino protonado expuesto.  

El espectro DRIFTS permitió confirmar la incorporación del aminoácido. 

Park y col. estudiaron la adsorción de LIS sobre MAG mediante FTIR. 

Identificaron bandas atribuibles a diferentes enlaces Fe-O, concluyendo que las 

interacciones son del tipo metal-ligando [63]. En el esquema 3.8 se representan 

las estructuras posibles. 
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Esquema 3.8. Estructura de LIS adsorbida sobre MAG 

En cuanto al Dh, la adsorción de LIS no alteró significativamente el 

tamaño de los agregados en agua. Por TEM, en cambio se aprecia un incremento 

del tamaño de partícula respecto de MAG(SDS). 

 

3.5. Conclusiones 

 Se sintetizaron nanopartículas de MAG por coprecipitación en presencia de  

estabilizantes de distinta naturaleza: PEG, HMTA, AO y SDS. Las partículas 

preparadas en presencia de PEG o AO resultaron esferas de 10 a 20 nm.  SDS da 

lugar además a bastones. Todos estos materiales tiene la capacidad de 

dispersarse en agua. Se propone que la HMTA, en concentraciones altas, dirige el 

crecimiento de los cristales de MAG en la dirección preferencial de los planos 

(111) dando lugar a octaedros regulares. El ácido fórmico como subproducto de la 

descomposición de la amina se adsorbe sobre el óxido dándole carácter 

hidrofóbico. Por lo tanto, el control de la forma, tamaño e hidrofilicidad de las 

partículas es posible a través de la elección adecuada del tipo y concentración de 

modificante agregado en el medio de reacción. 

 La funcionalización de las partículas MAG-AO con grupos amino fue 

posible mediante la precipitación de  QUIT en acetona. Parte del producto MAG-

AO-QUIT permanece como una suspensión estable en forma de dispersión 
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coloidal. La adsorción de LIS sobre MAG(SDS) se logró únicamente eliminando el 

estabilizante previamente.  

Tanto las partículas modificadas con QUIT como LIS están positivamente 

cargadas gracias a la capacidad del grupo amino de protonarse al pH del agua 

destilada. Estos materiales sirven de soportes de partida para promover la 

inmovilización de enzimas gracia a su versatilidad química y propiedades 

magnéticas.  
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En este capítulo se evaluó la inmovilización de CALB sobre un soporte 

magnético compuesto por nanopartículas de MAG-AO-QUIT modificadas con 

glutaraldehído (GLUT). Los materiales fueron caracterizados por diferentes 

técnicas fisicoquímicas como DRIFTS, Electroforesis, DLS y microscopía 

electrónica.  

Se determinaron las conversiones en ciclos catalíticos sucesivos en la 

reacción de síntesis de oleato de etilo sin solvente y se estimó la pérdida de 

enzima por lixiviación en cada uno. 

A partir de la información obtenida mediante caracterización y el 

comportamiento catalítico, se estudiaron las formas en que interaccionan el 

soporte precursor con el entrecruzante, así como los posibles mecanismos de 

inmovilización de CALB. 

 

4.1. Introducción 

Entre la gran variedad de materiales orgánicos empleados para obtener 

partículas con estructura core-shell a partir de un núcleo inorgánico, uno de los 

más estudiados es el QUIT. Su versatilidad química, sumada a sus propiedades 

mecánicas, biocompatibilidad y relativo bajo costo permite la utilización de este 

polímero en diversos campos de aplicación: remediación ambiental [1], la 

industria alimentaria [2], la agricultura [3], producción de papel [4] y cosméticos 

[5], biomedicina [6], y biotecnología [7].  

En particular, como soporte para inmovilización enzimática, el QUIT se 

utiliza en forma de polvo, copos/escamas o geles, ya sea adquiridos 

comercialmente o bien preparados en el mismo laboratorio donde se realizará la 

inmovilización  [8]. 

Como se indicó en el capítulo I, ya se había estudiado la adsorción simple  

de lipasas sobre QUIT sólido, con resultados poco eficientes en términos de 

conversión. Recientemente Gilani y col. estudiaron la actividad de la lipasa de 

páncreas porcino acoplada a microesferas de QUIT mediante diferentes 

protocolos. Demostraron que usando la metodología de adsorción simple  la 

eficiencia de inmovilización fue baja y también  gran parte de la enzima se 
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desorbió fácilmente. Concluyeron que el empleo de GLUT constituye una 

estrategia de suma utilidad para mejorar la eficiencia de los catalizadores, 

independientemente de la etapa de la inmovilización en la cual se incorpore [9].    

La combinación de las propiedades atractivas del QUIT como soporte, en 

términos de su porosidad y funcionalidad superficial, con las propiedades 

magnéticas de MAG,  conduce a un material con elevada afinidad por numerosas 

biomoléculas. 

Por ejemplo, la lipasa de Candida rugosa y la β-galacosidasa de 

Kluyveromyces lactis fueron inmovilizadas a través de GLUT sobre partículas de 

MAG-QUIT con alta retención de actividad y buena estabilidad operacional [10] . 

Algunas otras enzimas de diferente origen también demostraron ser activas y 

estables en este mismo soporte [11,12]. Sin embargo, también se reportaron 

resultados negativos asociados a pérdida de actividad de pectinasa en la síntesis 

de un azúcar reductor a lo largo del tiempo de almacenamiento [13]  o en los 

mismos ciclos catalíticos [14]. 

La preparación de biocatalizadores de CALB se ha estudiado extensamente 

sobre soportes que incluyen MAG combinada con modificantes o aditivos de 

diversa naturaleza y origen: poli-uretano [15], gelatina [16],  poli-

glicidilmetacrilato [17], ácido glucónico [18], organosilanos [19], entre otros. 

A pesar de la abundante literatura disponible en relación a la 

inmovilización de esta  lipasa para el diseño de biocatalizadores, no se han 

encontrado publicaciones donde se estudie su  inmovilización en el soporte del 

tipo MAG-AO-QUIT-GLUT.  

El objetivo principal de este capítulo fue obtener un biocatalizador activo 

con propiedades magnéticas capaz de removerse fácilmente del medio de 

reacción, generando así amplias posibilidades de reuso. Para ello se inmovilizó 

CALB sobre partículas de MAG-AO-QUIT como material precursor. 

Adicionalmente, se pretendió adquirir conocimientos sobre los mecanismos de 

interacción entre los compuestos presentes en cada etapa de la síntesis como una 

herramienta para llegar a un biocatalizador óptimo en términos de su 

implementación práctica. 
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La reacción test elegida fue la esterificación de ácido oleico con etanol sin 

solvente. Las razones de la elección de esta reacción en particular tienen que ver 

con la creciente necesidad de desarrollar procesos industriales rentables de 

menor impacto medioambiental, y la conveniencia de disminuir costos de 

producción por presencia de solvente. Los sistemas libres de solvente permiten el 

uso de reactores de menor volumen, altas concentraciones de sustrato y, 

especialmente, la disminución de los costos asociados a la purificación del 

producto y recuperación/reciclado del solvente. 

No se realizaron estudios cinéticos, como la determinación de los 

parámetros del mecanismo de reacción según el modelo Michaelis-Menten, ya que 

las lipasas inmovilizadas, tal como se describió en el capítulo I, no siguen ese tipo 

de mecanismo, sino uno mucho más complejo (ping-pong bi-bi). 

 

4.2. Experimental  

4.2.1. Activación del soporte MAG-AO-QUIT 

 

 Para el inicio de las actividades se tomaron como referencia los trabajos 

existentes en el grupo de catálisis enzimática correspondientes a la inmovilización 

simple de CALB sobre QUIT [20]. Como consecuencia de esto, el objetivo primitivo 

fue emplear MAG-AO-QUIT como nuevo soporte. Como se mencionó en el capítulo 

III, las partículas de MAG-AO-QUIT se encuentran fuertemente estabilizadas 

mediante el mecanismo electrostático. Para evitar o minimizar la ocurrencia de 

este mecanismo de estabilización, y aislar partículas sólidas, se recurrió al 

entrecruzamiento de los grupos amino del QUIT con GLUT. 

 100 mg de MAG-AO-QUIT se dispersaron en 100 mL de agua destilada  y 

se calentó a 45 °C con agitación magnética. Se agregó 1 mL de GLUT concentrado 

comercial (25 %). Se dejó reaccionar durante una hora, para observar la 

ocurrencia de cambios en la velocidad de decantación del sólido. Se realizó el 

agregado continuo de GLUT concentrado, de a 1 mL en intervalos de 1 hora, 

hasta conseguir la decantación de la mayor parte de las partículas. Esto se 

evidenció por el aspecto límpido del sobrenadante. 
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 En total, se agregaron 4 mL de GLUT. Con ayuda de un imán el soporte 

activado decantó fácilmente. El sobrenadante fue retirado. Se realizaron 3 lavados 

con agua destilada y el producto final se secó a 40 °C. A este material se lo 

llamará de aquí en adelante SOP. 

4.2.2. Inmovilización de CALB  

 Usando el soporte obtenido en 4.2.1. (SOP), se realizó la inmovilización de 

CALB según el procedimiento detallado en el capítulo II, sección 2.2.1. Al 

biocatalizador resultante se lo denominará de aquí en más SOP-CALB. 

4.2.3. Reacción test y prueba de leaching  

 Fueron realizadas siguiendo los procedimientos detallados en el capítulo 

II, secciones 2.2.2. y 2.2.3.  

 

4.3. Resultados 

4.3.1. Caracterización  

4.3.1.1. Espectroscopía DRIFTS  

 En las Figura  4.1 – 4.3 se muestran los espectros IR del soporte después 

de la activación con GLUT, del catalizador con la enzima incorporada y CALB 

libre impregnada en KBr. 
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Figura 4.1. Espectros DRIFTS del soporte (SOP) 

 

 

Figura 4.2. Espectro DRIFTS de SOP-CALB. 
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Figura 4.3. Espectros infrarrojos de soportes precursores, CALB inmovilizada y 

CALB libre (continuación). 

 La reacción de GLUT con los grupos –NH2 de QUIT llevaría a la formación 

de grupos imina (enlace C=N). La señal asociada a este nuevo doble enlace se 

ubica normalmente a 1666 cm-1. En este caso su detección se ve dificultada por 

el solapamiento con el doblete del grupo carboxilato proveniente del anión oleato 

adsorbido directamente a la superficie MAG. Se han reportado en la literatura 

múltiples formas de interactuar entre el GLUT y el QUIT, por lo que se analizarán 

en detalle en la Discusión de resultados (sección 4.4.1).  

 Las evidencias de incorporación de la enzima al soporte son limitadas en 

términos de la aparición de nuevas bandas asociadas a sus grupos funcionales, 

debido a que la enzima registra señales que coinciden con las correspondientes a 

los grupos del soporte. Por ende, sólo se han apreciado incrementos en la 

intensidad de bandas características como  las de amida I y II (ver Figura 4.4.), o 

la reaparición de la señal a 3400-3500 cm-1 debida al aporte de grupos amino de 

la propia lipasa presentes en residuos aminoacídicos, como cadenas laterales de 

lisina.  
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Figura 4.4.  Representación de los enlaces que dan origen a bandas 

características de proteínas en el IR.  

 
 

4.3.1.2. Tamaño y ζpot 

 En la Tabla 4.1 se detallan los tamaños, expresados como valores de 

diámetro hidrodinámico (Dh) con las correspondientes desviaciones estándar (Sd) 

y ζpot de MAG-AO-QUIT, SOP y SOP-CALB.  

 No se observan cambios significativos en los valores de Dh por la 

activación del SOP con GLUT ni por la presencia de la enzima.  

 El signo del ζpot se revierte al incorporar el entrecruzante a la superficie 

del SOP. La inmovilización de la enzima genera una neutralización parcial de la 

carga superficial negativa, lo que permite confirmar su efectiva incorporación.  

 

   

Tabla 4.1 Dh y ζpot del catalizador y el soporte 

Muestra Dh (nm) % 
Sd 

(nm) 
 ζpot 

(mV) 
pH 

MAG-AO-QUIT 714 100 91 
 

+25,7 6,6 

SOP 768 
106 

94 
6 

138 
11 

 -23,4 5 

SOP-CALB 638 100 137  -7,55 5,8 

CALB 10 mg PP/mL (dilución 
del caldo comercial) 

3965 
1038 

87 
13 

1170 
240,6 

 - - 
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4.3.1.3. Microscopía electrónica 

 En la Figura 4.5a se muestra las micrografías TEM del soporte con GLUT, 

donde se distinguen partículas de forma irregular con tamaños entre 5 y 13 nm. 

En la Figura 4.5b se muestra la imagen TEM de SOP-CALB. Con la inmovilización 

de la enzima, la morfología del material se altera y se observan agregados 

polidispersos de tamaños variables de hasta 1 µm (Fig. 4.3b).  

 

 

 

Figura 4.5. Micrografías TEM a) SOP. b) SOP-CALB. Las barras en el extremo 

inferior izquierdo representan 10 nm. 

 

 
4.3.2. Actividad catalítica 

 
4.3.2.1. Efecto de la variación de masa del catalizador en los niveles de 

conversión 

 

 En la Figura 4.6 se comparan los valores de conversión alcanzados por 

masas crecientes del catalizador comercial Novozym435 y el preparado a partir de 

MAG-AO-QUIT. En las condiciones de reacción seleccionadas, la conversión de 

equilibrio se alcanzó con 10 mg de Novozyme435, mientras que fueron necesarios 

33 mg de SOP-CALB para obtener el mismo valor. 
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Figura 4.6. Conversión en esterificación de AO con Novozyme435 y SOP-CALB. 

 

4.3.2.2. Efecto del reuso del catalizador en los niveles de conversión 

 Se exploraron las posibilidades de reuso del catalizador magnético 

utilizando dos metodologías de lavado diferentes entre un ciclo y otro: 

i-Lavados cortos de 5 minutos 

ii- Lavados largos de 2 horas. 

Todos los lavados se realizaron con una mezcla heptano-etanol 1/1. 

 

 La actividad retenida % (definida según la Ecuación 4.1) para 33 mg de 

catalizador se muestra en la Figura 4.7. Se seleccionó esta masa dado que 

permitió alcanzar valores de conversión muy cercanos a la conversión de 

equilibrio de la reacción test en las condiciones aplicadas [21].  

 

 

 

 

 

Ecuación 4.1. Actividad retenida % de un ciclo catalítico  

Actividad retenida ciclo a =  100  .    X% ciclo a 

                                                    X% ciclo1 
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Figura 4.7. Conversión retenida por 33 mg de SOP-CALB. Sustrato:1 gramo de 
AO 

 

 

En la Figura 4.8 se muestran los resultados para la conversión en 

esterificación a 24 °C con 30 mg de catalizador por gramo de ácido graso, así 

como la obtenida en los ensayos de leaching. Se seleccionó esta masa de 

catalizador como representativa de la otra proporción explorada (33mg). Dado que 

las cantidades son cercanas, no se esperó encontrar diferencias sustanciales. 

En los 2 primeros ciclos la pérdida de CALB hacia el medio de reacción justifica el 

descenso en la conversión del ciclo siguiente. Del tercero al  quinto en cambio, a 

pesar de persistir el leaching, la actividad del catalizador se mantuvo en cada 

reacción consecutiva. Con esta masa de catalizador, la conversión registrada en el 

sexto ciclo es mínima. 
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Figura 4.8. Conversiones medidas en ciclos catalíticos y tests de leaching para 

30 mg del catalizador SOP-CALB  

 

4.3.2.3.  Efecto del tiempo de almacenamiento en los niveles de conversión 

 La actividad del catalizador fresco (30 mg)  fue también medida luego de 

dos meses de almacenamiento a 4 °C. Los ensayos realizados revelaron un valor 

de conversión apenas 10 % menor a la obtenida inmediatamente luego de la 

inmovilización. Los resultados se representan en la Figura 4.9 

 

Figura 4.9. Retención de la actividad de 30 mg de SOP-CALB luego de 2 meses 

de almacenamiento a 4 °C. 
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4.3.2.4. Carga enzimática 

 La cantidad de enzima presente en el biocatalizador fue estimada 

mediante determinación de azufre en el sólido por emisión atómica-ICP. Los 

resultados indicaron una carga enzimática del 3,9 % de CALB, lo cual equivale a 

la inmovilización del 38 % de la enzima total ofrecida. Los fundamentos de la 

selección de este método frente a los tradicionales basados en UV-Vis (Bradford, 

Lowry, etc.) se expondrán exhaustivamente en el capítulo VI.  

 

4.4. Discusión  

 Para justificar las características de los materiales precursores y entender 

el  comportamiento de la lipasa inmovilizada en este sistema en particular, es 

preciso analizar las diferentes interacciones de los grupos funcionales reactivos 

que se encuentran presentes en cada etapa de la preparación.  

 

4.4.1. Interacción GLUT-QUIT.  

El QUIT en solución acuosa de ácido acético se encuentra en forma 

catiónica rodeado de iones acetato como contraiones. Cuando esta solución entra 

en contacto con la suspensión de partículas MAG-AO en acetona, el polímero 

precipita por ser insoluble en ese solvente. Sin embargo, al ser polar, la fracción 

orgánica puede mantener al menos parte del QUIT protonado. Como se mencionó 

en la Sección 4.1, gran parte de las partículas MAG-AO-QUIT permanecen en 

suspensión durante períodos prolongados de tiempo como consecuencia de la 

estabilización electostática de las partículas debida a los grupos –NH3
+. Una 

fracción de las mismas decanta por acción de un campo magnético generado por 

un imán de alta potencia. Este sólido al ser re dispersado en agua destilada 

recupera su estabilidad coloidal generando un nuevo fluido magnético estable. 
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La incorporación de GLUT a esta suspensión induce a la decantación 

relativamente rápida,  tal como se observa en la Figura 4.10. 

 

Figura 4.10. Aspecto de la suspensión acuosa de MAG-AO-QUIT antes y después 

del entrecruzamiento con GLUT. 

 

El GLUT en solución acuosa puede dar lugar a diferentes especies 

químicas debido a su facilidad para inducir reacciones intra e intermoleculares. 

Las más importantes se ilustran en la Figura 4.11. La preponderancia de cada 

una depende fuertemente de la temperatura [22] y del pH [23], mientras que la 

concentración influye significativamente en la oligomerización sólo por encima de 

un 10% [24], valor que excede ampliamente al rango habitualmente empleado 

para entrecruzar compuestos aminados (inferior al 1%). 
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Figura 4.11. Estructuras de los compuestos de GLUT en agua. Tomado de [25] 

con permiso de la editorial. 

 

 Una forma sencilla de reconocer la presencia de grupos funcionales 

insaturados es la espectroscopía de absorción molecular en UV-Visible. Un doble 

enlace carbono-carbono aislado origina una banda intensa alrededor de 190 nm, 

mientras que un carbonilo muestra una banda menos intensa aproximadamente 

a 275 nm. Sin embargo, cuando estos dos dobles enlaces se encuentran 

conjugados, ambas bandas sufren un desplazamiento a mayores longitudes de 

onda debido al efecto batocrómico [26]. 

En la Figura 4.10 se incluye el espectro UV de una solución acuosa de 

GLUT al 2,5 % registrado a temperatura ambiente y a 45 °C. El mismo muestra 

dos bandas: una muy intensa a 233 nm (C=C conjugado con C=O) y otra a 280 

nm (C=O). En las condiciones bajo las cuales se activó el soporte (45 °C) se 

aprecia un aumento de la intensidad de la banda correspondiente al carbonilo 
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aldehídico lo cual es un indicador del desplazamiento del equilibrio entre especies 

hacia el monómero, o polímeros de menor peso molecular aumentando la 

concentración de grupos aldehído (H-C=O). Si bien un cambio en la temperatura 

de la solución provoca una alteración de la absortividad molar –y por ende de la 

absorbancia registrada-, se observa una gran diferencia en la relación de 

intensidades de las bandas asociadas a doble enlace C=C/C=O. Si el aumento de 

absorbancia fuera solamente causado por la temperatura, también se observaría 

ese efecto en la banda de 233 nm.   

 

Figura 4.10. Espectros UV de GLUT al 2,5 % a temperatura ambiente y a 45 °C. 

 

En base a los datos obtenidos a partir del análisis espectroscópico de la 

solución de GLUT, es posible inferir la presencia de especies que contienen 

grupos aldehído conjugados con enlaces dobles C=C (por ejemplo la forma X, Fig. 

4.9). Otras estructuras que no absorben en el UV pero cuya presencia se ha 

demostrado por 13C-RMN, 1H-RMN [27] y dispersión de luz [24] (como el 

hemiacetal cíclico IV, Fig. 4.9) también podrían participar de la reacción con el 

QUIT debido a que cuentan con sitios reactivos frente a los grupos –NH2.  En el 

Esquema 4.1 se representan las diferentes reacciones posibles entre QUIT y 

GLUT en las condiciones experimentales aplicadas. 
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Esquema 4.1. Principales reacciones entre QUIT y GLUT 

 

QUIT 



- 141 - 
 

 Las medidas de ζpot confirman la naturaleza catiónica del QUIT 

precipitado sobre MAG (MAG-AO-QUIT). Evidencias de la incorporación de GLUT 

también se encuentran a partir de los resultados de las medidas de ζpot del  SOP, 

ya que la carga superficial se revierte y pasa a ser negativa. Esto es atribuible a la 

desprotonación de los grupos –NH3
+ para actuar como nucleófilos frente a los 

grupos funcionales del GLUT. 

 Sobre la base de los datos de caracterización es posible postular que el 

soporte activado contiene los siguientes grupos en la superficie expuesta: 

i-grupos aldehído aislados 

ii-grupos aldehído conjugados con C=C 

iii-grupos hemiacetal  

 La determinación de la cantidad de GLUT incorporada al soporte se realizó 

mediante espectroscopia UV-Visible. Se registraron los espectros de testigos entre 

1 y 15 mg/mL para construir una curva de calibrado, tomando la absorbancia de 

la banda a 281 nm como referencia. El análisis del sobrenadante y los lavados de 

la reacción entre MAG-AO-QUIT y GLUT revelaron que la línea de base de algunos 

espectros había aumentado (Figura 4.11). En estos casos la cantidad remanente 

de entrecruzante calculada resultó mayor a la inicial. Esto se puede atribuir a dos 

causas: i. la presencia de partículas que permanecieron en suspensión y por lo 

tanto dispersan la luz (ver figura 4.8) y; ii.La alteración irreversible de la 

composición de la solución de GLUT por las múltiples reacciones químicas que 

tienen lugar. Como consecuencia de estas observaciones la cuantificación de 

GLUT en SOP no resultó posible usando las herramientas disponibles.  
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Figura 4.11. Espectros UV-V de sobrenadantes y lavados de la reacción MAG-

AO-QUIT con GLUT 

 

4.4.2. Interacción CALB-GLUT 

La forma en que CALB (y las proteínas en general) reacciona con soportes 

activados con GLUT puede racionalizarse, en un principio, de manera análoga a 

la interacción QUIT-GLUT, dado que los grupos activos en este caso también 

serían los NH2, provenientes de residuos aminoacídicos.  Si bien la reacción 

esperada es el ataque nucleofílico del grupo amino sobre el carbonilo, eso daría 

lugar a una imina químicamente inestable, por lo que la lipasa sería fácilmente 

removida por los lavados al finalizar la etapa de inmovilización. El empleo de 

agentes reductores (como el NaBH4, LiAlH4 o NaBH3CN) para transformar el doble 

enlace C=N en una amina secundaria ha sido ampliamente reportado como una 

estrategia para reforzar la interacción soporte activado-lipasa. Al comparar la 

estabilidad operacional de los biocatalizadores obtenidos mediante esta ruta 

reductora con los de una inmovilización covalente sin ningún tratamiento 

posterior, no se encuentran evidencias de que el agente reductor sea el 

responsable de la retención de actividad. Por ejemplo, la lipasa de Candida 

rugosa fue inmovilizada sobre polipropileno aminado y activado con GLUT. La 
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actividad inicial en esterificación se mantuvo por 5 ciclos, y perdió menos del 20 

% hasta la 12va reacción [28].    

 Walt y Agayn recopilaron ya en 1994 información valiosa sobre las 

múltiples reacciones entre proteínas y GLUT, concluyendo que la reducción, en 

muchos casos, no sólo no es necesaria sino que incluso puede ser perjudicial 

para la retención de la conformación activa de una enzima, ya que actúa sobre 

los puentes disulfuro que  mantienen esa conformación [29]. Un ejemplo claro del 

efecto desactivante del borohidruro sobre CALB-QUIT es el trabajo de Rodriguez y 

col. en el cual, con apenas 0,5 mg NaBH4/mL a 25 °C, la actividad decae en un 

32 % respecto al biocatalizador sin reducir [30]. El mismo efecto negativo fue 

observado para lacasa inmovilizada sobre fibra de coco [31]. A pesar de estas 

evidencias, numerosos autores reportaron hasta muchos años después que el 

NaBH4 era imprescindible para el éxito de la inmovilización enzima-GLUT. Por 

ejemplo, Khoobi y col. prepararon partículas magnéticas recubiertas de 

polietilenimida (PEI) y activadas con GLUT al 1 %, sobre las que inmovilizaron 

lipasa de Thermomyses lanuginosa (TLL). Luego trataron con NaBH4 1 mg/mL, y 

el catalizador fue testeado en esterificación de ácido valérico con etanol en 

hexano. La actividad decreció gradualmente hasta desaparecer en 10 ciclos [32]. 

Este  protocolo fue repetido por los mismos autores en un nuevo estudio para 

TLL, pero usando MCM41 (un tipo de sílice mesoporosa) como soporte de partida. 

El catalizador MCM-PEI-TLL retuvo el 100% de la actividad inicial por seis ciclos, 

conservando más del 80 % en el 12avo [32]. Analizando en profundidad ambos 

trabajos, se observa que la diferencia radica en el grado de aminación del soporte: 

mientras que el primero contiene 19,4 % en peso  de PEI, el segundo tiene 15 %. 

Una mayor densidad de grupos –NH2 permite la incorporación de más unidades 

de GLUT. Ante estas evidencias es claro que la relación GLUT/soporte-NH2 

constituye  en factor determinante en la performance de la enzima a inmovilizar, 

por sobre la utilización de un agente reductor. 

Los mecanismos de inmovilización posibles se representan en el Esquema 

4.2. La estructura IA (del GLUT monomérico) es altamente inestable ya que el 

doble enlace C=N es lábil frente a la hidrólisis ácida.  Por otro lado, en las formas 

IIA y IIIA la enzima se une al grupo hemiacetal originando aminas secundarias 

estables. Por último, el ataque de CALB-NH2 sobre carbonilos conjugados con 
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enlaces C=C genera iminas estabilizadas por esa conjugación, resistentes a la 

hidrólisis (IVA) [33]. Richards y Knowels propusieron una alternativa válida que 

consiste en una adición del tipo Michael sobre el enlace C=C dando lugar a IVB 

[34]. Cuando el GLUT se hubiere enlazado al QUIT en una de sus formas 

poliméricas, obtenemos la estructura IVC  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4.2. Estructuras originadas por la interacción GLUT-Enzima.  

 

 

 

 

 
 

 

  

 
= CALB 



- 145 - 
 

 

 Es importante notar que para que todas estas reacciones se lleven a 

cabo efectivamente, los grupos amino de la enzima deben encontrarse 

desprotonados, por lo que el pH del medio de inmovilización debe ser superior al 

punto isoeléctrico. En el caso de las lipasas este valor se encuentra alrededor de 

un pH=5 [35].   

Los mecanismos de inmovilización propuestos (II – IV, Esquema. 4.2) 

apuntan a la unión irreversible de la enzima. Sin embargo, el catalizador SOP-

CALB no presenta estabilidad en términos de la actividad retenida (Fig. 4.7). En 

cada ciclo se observa la pérdida de CALB (leaching), lo que origina la 

desactivación parcial hasta el tercer ciclo.  

La retención del nivel de conversión a partir de este punto no se condice 

con el continuo leaching registrado en todos los reusos. Para explicar este 

comportamiento, además de contemplar la interacción directa con GLUT, es 

preciso considerar la interacción débil de moléculas de CALB entre sí, que se 

analizará en detalle en la próxima sección.     

El fenómeno de desactivación total es más difícil de explicar, ya que si 

atribuimos al leaching de CALB débilmente unida como la única causa, aquellas 

moléculas enlazadas directamente al soporte  por uniones covalentes deberían 

permanecer activas.  

Otros motivos de desactivación comunes son: 

i- Inhibición por producto o sustrato, que en este caso consistiría en la 

obstrucción del sitio activo de la enzima con ácido oleico u oleato de etilo, 

ii- Cambio conformacional de la enzima (desnaturalización) que pasa 

irreversiblemente a la forma cerrada. 

iii- Atrición mecánica de la enzima debido al sistema de agitación 

 La inhibición reversible por producto o sustrato (i), en este caso,  puede 

descartarse con seguridad ya que debería revertirse con lavados exhaustivos. Sin 

embargo de acuerdo a lo observado en la Fig. 4.7, se produce una desactivación 

más rápida después de los lavados.  
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La desnaturalización de la proteína inmovilizada puede racionalizarse en este 

caso a través de la interacción múltiple con el GLUT. Si consideramos el exceso 

de entrecruzante con el que se activó al soporte aminado (Sección 4.2.1.) 

podemos asegurar que el número de grupos funcionales disponibles (tanto 

aldehído como hemiacetal) para interactuar con la enzima supera ampliamente a 

la cantidad nominal de moléculas de CALB, en una relación 20:1 (20 mg de GLUT 

nominales para 1 mg de lipasa). Si grupos aldehído permanecen libres luego de la 

inmovilización, el entrecruzamiento GLUT-CALB puede seguir ocurriendo durante 

los tiempos de lavado/secado entre ciclos a través de otros grupos -NH2 . Esto  

tiene un efecto tóxico sobre la enzima [36] ya que provoca una lenta y progresiva 

distorsión de la estructura terciaria.  

 Yagonia y col. aseveraron que de los nueve residuos de lisina que CALB 

contiene, solo tres se encuentran expuestos y lejos del sitio activo (tríada 

Serina105-Aspártico187-Histidina224, Figura 4.12) por lo cual la 

desnaturalización por GLUT puede minimizarse. De hecho, obtuvieron CALB 

inmovilizada sobre sol-gel mediante APTS y GLUT (sin ningún tratamiento post-

inmovilización) capaz de retener el 100% de la actividad inicial en ocho ciclos de 

hidrólisis de p-nitrofenilpalmitato [37]. Las cantidades nominales seleccionadas 

en ese trabajo aseguran la limitación del número de grupos aldehído disponibles: 

para un máximo de 2,2.10-3 moles de grupos –NH2 ofrecieron apenas 10-3 moles 

de GLUT. Nuevamente queda en evidencia la importancia y la influencia de la 

relación GLUT/soporte-NH2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.12.  Distribución de lisinas (K) expuestas en CALB. La tríada catalítica 

se señala en rojo (tomado de [38] con permiso de la editorial). 
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En esta etapa de trabajo se emplearon 100 mg de GLUT para 50 mg de 

soporte aminado MAG-AO-QUIT. En base a lo expuesto, el exceso de GLUT podría 

justificar parcialmente  la desactivación total del biocatalizador magnético. 

No se descarta una contribución del efecto mecánico de la agitación 

seleccionada. 

4.4.3. Interacción CALB-CALB 

 Las proteínas tienden a agregarse en solución acuosa [38].  Una de las 

técnicas por las que se ha estudiado este fenómeno es la dispersión de luz, tanto 

estática [39] como dinámica [40,41]. Una estimación del grado de aglomeración 

de la lipasa puede obtenerse a partir de medidas de Dh por DLS a varias 

concentraciones, inmediatamente después de preparadas las soluciones y luego 

de agitarlas media hora. La concentración que se tuvo en cuenta como referencia 

del caldo crudo de CALB fue 300 mg/mL, siendo este valor correspondiente a 

proteína precipitable (PP) [42]. Los resultados correspondientes a Dh se muestran 

en la Tabla 4.2. 

 

Tabla 4.2. Diámetros hidrodinámicos de CALB en solución. 

 

*Concentración en la solución de inmovilización 

 

  

Concentración (mg PP/mL) Dh (nm) sin agitar Dh (nm) agitado 30 min 

0,41 
1102- 57% 
473,4- 43% 

274,1 -100% 

0,82 647,7 -100% 269,1 - 100% 

1,65 
2519 -82% 
268,9 -18% 

672,1 -81% 
197,3 -19 % 

3,3 1522 -100% 
2130 -75% 
429,5- 25% 

6,7 1881- 100% 3229- 100% 

10* 
3965 -86,5% 
1038 -13,5% 

3953- 100% 
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 El preparado comercial de CALB utilizado para esta tesis contiene 

numerosas especies químicas diferentes. Algunas provienen de la fuente 

microbiana, mientras que otras son  agregadas como conservantes o 

estabilizantes. Entre ellas se pueden mencionar glicerol y sorbitol, que juntos 

constituyen aproximadamente el 50 % de los compuestos solubilizados del caldo; 

benzoato de sodio (0,2 %) y  sorbato de potasio (0,1 %) [43] representados en la 

Figura 4.13. Se ha reportado la presencia de ácidos nucleicos en el caldo 

comercial de CALB  [44]. La presencia de estas impurezas impide realizar una 

medida confiable de agregados que estén constituidos solamente por CALB, ya 

que la enzima experimentará, aún muy diluida, fuertes interacciones con 

prácticamente todos los aditivos mencionados.  

  

 

 

 

Figura 4.13. Aditivos del caldo comercial de CALB 

  

 Fang y col. midieron el Dh de CALB en una solución preparada a partir 

de la lipasa liofilizada ultrapura, logrando observar el tamaño de la molécula 

monomérica (3 x 4 x 5 nm [45]) a una concentración de 1,6 mg/mL [46]. Por lo 

tanto, los valores registrados en la Tabla 4.1 son indefectiblemente cúmulos de 

una variedad de especies químicas que se mantienen unidas por, por ejemplo, 

puentes de hidrógeno y fuerzas electrostáticas. Incluso clusters de CALB se 

atraen enfrentando regiones hidrofóbicas con orientaciones específicas [47]. De 

todas maneras, es evidente que esos cúmulos pueden desagregarse  con la 

agitación por debajo de 1,65 mg PP/mL. A concentraciones mayores la tendencia 

se revierte, volviéndose aún más marcada la agregación.  

 Puede inferirse entonces que en las condiciones de inmovilización, la 

lipasa se encuentra altamente agregada, por lo que el proceso es mucho más 

complejo que la sola formación de enlaces covalentes N-C.  
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 Tomemos como modelo un agregado de casi 4 micras compuesto 

principalmente por sorbitol, glicerol y CALB. Grupos –NH2 de enzimas de que 

hayan quedado expuestas reaccionan con el soporte (sobre los grupos funcionales 

señalados en la sección anterior) llevando consigo a todo el conjunto de moléculas 

que la rodeaban. Al retirar el sobrenadante y agregar agua destilada para los 

lavados, aquellos compuestos más hidrofílicos pueden desorberse fácilmente del 

agregado, pero considerando su gran tamaño y resistencia a la agitación, es 

posible que no todas las impurezas lleguen a eliminarse. Lo que permanece sobre 

la superficie del catalizador sería:  

1) Moléculas de CALB unidas directamente por enlaces químicos 

2) Moléculas de CALB adsorbidas unas sobre otras, intercalándose con restos 

de los aditivos, débilmente unidas al soporte. 

 Esta teoría de inmovilización mixta  permite explicar, por un lado, el 

leaching registrado a lo largo de 7 ciclos (Fig. 4.7) que a su vez es causante de la 

abrupta caída en la conversión. Por otro lado, la retención de actividad en los 

ciclos 3 a 5, aun cuando se ha registrado desorción puede explicarse 

considerando que cada capa desprendida deja al descubierto nuevas moléculas 

que en los ciclos anteriores eran totalmente inaccesibles para el sustrato, por lo 

tanto el número de sitios activos expuestos se mantiene aproximadamente 

constante hasta el quinto ciclo. 

 Se reportaron comportamientos similares en otras lipasas inmovilizadas a 

través de GLUT. Por ejemplo, Kumar y col. inmovilizaron la lipasa de Bacillus sp. 

DVL2 entrecruzada con el dialdehído sobre alúmina. Observaron la desactivación 

total en 7 ciclos de esterificación de ácido oleico con etanol utilizando hexano 

como solvente [48].  

 El hecho de que el catalizador SOP-CALB se desactive en apenas 4 ciclos 

lavándolo exhaustivamente (Fig. 4.7) refuerza la idea anterior, dado que en cada 

lavado de 2 horas se desprende mayor cantidad de enzima e impurezas.  

 Por otro lado, este resultado se suma a la numerosa bibliografía previa que 

reporta el problema de la adsorción simple como un método no efectivo para 

inmovilizar enzimas, ya que no permite el escalado a nivel industrial y se 

acompaña, con frecuencia, de pérdida de actividad. Sólo enzimas comerciales 
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como Novozym435 han logrado superar estos problemas a través del uso de 

soportes macroporosos poliméricos y en el marco de desarrollo de tecnología de 

alto costo. 

    

4.5. Conclusiones del capítulo IV 

 

 Se preparó un material magnético a base de nanopartículas de magnetita  

modificada con quitosano y glutaraldehído. Se consiguió la inmovilización de 

CALB en el mismo.  Se observó por TEM que los núcleos magnéticos dispersos en 

la matriz de polímero entrecruzado tienen tamaños de alrededor de 10 nm. La 

incorporación de la lipasa da lugar a agregados de nanopartículas magnéticas 

con diámetros hidrodinámicos de hasta 700 nm en agua. El biocatalizador resultó 

activo y potencialmente reutilizable en la esterificación de AO con etanol sin 

solvente. La actividad catalítica decreció hasta desaparecer al cabo de 7 ciclos 

debido a la desorción (leaching) de CALB que actúa como enzima libre. Aquellas 

moléculas enlazadas covalentemente al soporte mediante GLUT permanecieron 

desactivadas debido al exceso de grupos aldehído frente a los –NH2 tanto del 

soporte como de la lipasa.  
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5.1. Introducción 

 Como se observó en el capítulo anterior, la inmovilización de CALB sobre 

MAG-AO-QUIT-GLUT (SOP) resulta en un biocatalizador activo y reutilizable, pero 

con una estabilidad operacional pobre. Las causas principales de este 

comportamiento fueron el leaching de moléculas de la enzima débilmente 

adsorbidas al soporte y el cambio conformacional de la enzima inducido por el 

exceso de GLUT. Las estrategias posibles para minimizar el fenómeno de leaching 

son las siguientes: i. disminuir la relación GLUT/MAG-AO-QUIT,  y, ii. disminuir 

la concentración de CALB en la inmovilización para promover su desagregación. 

La primera opción fue descartada debido a la necesidad de ese exceso de 

entrecruzante para lograr la decantación del soporte, impidiendo la formación de 

fluidos coloidales estables. Se adoptó la estrategia ii. y, adicionalmente, se 

incorporó un agente espaciador, en este caso el 3-aminopropiltrietoxisilano 

(APTS, Figura 5.1). El objetivo de este agregado fue incrementar la distancia entre 

la enzima y el soporte para minimizar su inactivación. Para asegurar la 

inmovilización covalente de CALB fue necesario adicionar una segunda capa de 

GLUT en concentraciones controladas (mucho menores que la empleada para 

entrecruzar QUIT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. Estructura de la molécula de APTS 

 

El GLUT continúa siendo el reactivo más empleado para la fijación de 

proteínas gracias a la simplicidad de su manipulación, alta reactividad y 

posibilidad de aplicación a una enorme variedad de soportes naturales o 
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sintéticos. La superficie a tratar debe contener grupos amino (-NH2). En muchos 

casos, los materiales de partida no contienen estos grupos, por lo que son 

introducidos a partir de moléculas como diaminas [1], 3-APTS [2] o modificación 

química con amoníaco [3]. De esta manera, el ataque nucleofílico sobre el GLUT 

(y demás especies derivadas de él) da lugar a aminas secundarias  (C-NH-C) 

además de dobles enlaces C=N. Varios autores han concluido que, en los soportes 

aminados y activados con GLUT, la inmovilización tiene lugar en dos etapas: una 

inicial, que involucra la adsorción rápida de la proteína; y otra posterior que 

incluye la formación del enlace covalente [4,5]. Por esta razón se los ha llamado 

“matrices heterofuncionales” [6].   

 Existen numerosos reportes sobre la utilización de APTS reactivo como 

agente funcionalizante de partículas magnéticas para la posterior inmovilización 

de proteínas. Kanimozhi y Perinbam acoplaron la lipasa de Pseudomonas 

fluorescens Lp1 sobre nanopartíclas de MAG funcionalizadas con APTS y GLUT. 

El biocatalizador mantuvo la actividad inicial por 4 ciclos y luego decreció 

lentamente, mientras que perdió más del 70 % durante 15 días de 

almacenamiento [2]. El mismo soporte MAG-APTS-GLUT fue aplicado con éxito 

por Kumar y col. para estudiar la liberación controlada de serratiopeptidasa en 

ratas [7]. Sojitra y col. inmovilizaron simultáneamente 3 enzimas diferentes (α-

amilasa, celulasa y peptidasa) con varias concentraciones de GLUT (12-96 mM). 

En este caso el entrecruzante fue añadido junto con las enzimas en una 

suspensión  de MAG-APTS. Encontraron que la concentración de GLUT que 

maximizaba la actividad de las 3 enzimas fue 60 mM (0,6 %)[8].  

 Este capítulo se orienta a dilucidar el papel que cumplen los aditivos 

APTS y GLUT en la eficiencia del biocatalizador, su estabilidad operacional y su 

actividad retenida en función del tiempo de almacenamiento. Para ello se 

emplearon diferentes proporciones de APTS, GLUT y CALB sobre el soporte 

estudiado en el capítulo 4. Se realizó un diseño de cribado tendiente a determinar 

el alcance de cada una de las variables en respuestas seleccionadas. Es real que 

la literatura abunda en el uso de estos aditivos, pero no están  suficientemente 

estudiados los mecanismos de interacción que permitan comprender y optimizar 

diferentes estrategias de inmovilización y a su vez aseguren la estabilidad 

operacional del biocatalizador. 
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 La motivación adicional en este caso fue obtener un catalizador con 

amplias posibilidades de implementación práctica, incluso capaz de competir con 

los biocatalizadores comercialmente disponibles. Para alcanzar este objetivo es 

muy necesaria la comprensión de los aspectos mecanísticos de todo el protocolo 

de inmovilización.  

5.2. Experimental 

 Se desarrolló un estudio sistemático variando la concentración de los dos 

modificantes así como la de la lipasa. Se seleccionaron los mejores catalizadores, 

en términos de su actividad en el primer uso, para evaluar la estabilidad térmica, 

la estabilidad en el almacenamiento y la capacidad de reutilización.  

5.2.1. Selección del diseño de cribado. 

 Se utilizó el programa Statgraphics Centurion XV.II (StatPoint Inc.) para 

diseñar las experiencias y analizar los resultados estadísticamente. En la Tabla 

5.1 se muestran los valores seleccionados para las variables independientes  y las 

respuestas a evaluar en función de las mismas.  

 Tabla 5.1. Variables independientes y respuestas 

 Variables independientes  Respuestas 

Nivel mg APTS mg GLUT mg CALB  X% 

-1 0 0 3  CE% 

0 200 25 6  AECAT 

+1 400 50 9  AECALB 

 

 La actividad específica se define, en este trabajo, como los mg de AO 

convertidos por hora y por mg de catalizador (AECAT), o bien por hora y por mg de 

lipasa inmovilizada (AECALB) en las condiciones de reacción establecidas para la 

esterificación de AO con etanol sin solvente (capítulo II, sección 2.2.2). La carga 

enzimática (CE %) denota los mg de CALB inmovilizada cada 100 mg de soporte. 

 Las cantidades nominales de APTS, GLUT y CALB están establecidas para 

400, 300 y 200 mg de MAG respectivamente. 

 En la Tabla 5.2 se detallan las condiciones ingresadas al programa para 

ejecutar el diseño. La Tabla 5.3 muestra la respuesta del programa en términos 
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de los posibles diseños a aplicar. A su vez, se definen los términos estadísticos 

empleados. 

Tabla 5.2. Condiciones de borde impuestas al programa 

Número 
de 

Puntos Centrales 
Mínimos 

Corridas 
Máximas 

Sigma Potencia Meta Nivel de 

Factores por Bloque por Bloque Error 
Exp. 

Deseada Efecto Confianza 

3 1 10 0,5 90,0% 1,5 95,0% 

 

-Factores: variables independientes 

-Puntos centrales:  corridas hechas al nivel medio de cada uno de los factores, y 

frecuentemente se replican con el propósito de estimar la magnitud del error 

experimental. 

-Bloque: conjunto de experiencias  

-Sigma de error experimental: Se refiere a la desviación estándar σ del error 

experimental. El error experimental es una medida de la magnitud a la cual los 

resultados de una simple corrida podría variar si la corrida fuera repetida en las 

mismas condiciones de los factores experimentales. Mientras más grande sea el 

error experimental, un mayor número de corridas serán requeridas para estimar 

un efecto de una magnitud dada. Normalmente se introduce un valor  basado en 

los resultados de experimentos previos. Si ese estimado no está disponible puede 

fijarse en 1.0. Los “efectos” mostrados serán entonces expresados como un 

múltiplo de σ.  

-Potencia: Una prueba de hipótesis será realizada para determinar si cada efecto 

es significativamente diferente de cero o nó. La Potencia está definida como la 

probabilidad de rechazar la hipótesis nula cuando ésta es falsa. 

-Nivel de confianza: Se refiere al nivel de confianza 100(1-α)% usado cuando se 

construye intervalos de confianza. El valor α es usado también como el nivel del 

Error Tipo I cuando se prueban hipótesis. El Error Tipo I ocurre cuando la 

hipótesis nula es falsamente rechazada. 
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Tabla 5.3. Diseños propuestos por el programa. 

 

-Resolución: Un diseño de resolución V puede estimar todos los efectos 

principales y todas las interacciones de dos factores. Un diseño de resolución IV 

puede estimar todos los efectos principales, sin embargo las interacciones de dos 

factores se confundirán entre ellos mismos o con efectos de bloque. Resolución III 

confunde interacciones de dos factores con efectos principales. 

-Error grados de libertad: el número de grados de libertad disponible para estimar 

el error experimental. La potencia de este test estadístico está relacionada con el 

número de grados de libertad, así como con el número total de ejecuciones en el 

experimento. Normalmente, al menos deben estar disponibles 3 grados de 

libertad, aunque siempre es preferible más. 

-Réplicas: corridas con las mismas condiciones experimentales 

 

 

 El segundo diseño (2^3-1) fue seleccionado ya que involucra la menor 

cantidad de experiencias. Es un único bloque de 10 corridas: 8 puntos de 

esquina y 2 centrales. El diseño de cribado creado por el programa fue 

aleatorizado y se detalla en la tabla 5.4. 

 

 

 

 

 

 

 

Diseño Corridas Res. Puntos 
Esquina 

Puntos 
Centrales 

G.L. 
Error 

Rep. Bloques Poten. 
(%) 

Factorial 
2^3 

12 V+ 8 4 5 1 2 92,3 

Media 
fracción 
saturada 

2^3-1 

10 III 8 2 6 2 1 93,9 
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 Tabla 5.4. Diseño experimental aleatorizado 

Corrida APTS GLUT CALB 

1 0 25 9 
2 200 0 6 
3 0 50 9 
4 0 25 3 
5 400 25 3 
6 400 50 3 
7 400 50 9 
8 0 50 3 
9 200 0 6 

10 400 25 9 

 

          

5.2.2. Metodologías de modificación del SOP  

5.2.2.1. Incorporación de APTS 

 400 mg de SOP se agitaron magnéticamente (700-800 rpm) durante 24 

horas a temperatura ambiente en 4 mL de una solución etanólica de APTS de 

distintas concentraciones. El sólido se decantó totalmente usando un imán de 

Nd, el sobrenadante fue descartado y el sólido se lavó 3 veces con 1,5 mL de 

etanol. A esta formulación se la llamará SOPA. 

5.2.2.2. Activación con GLUT 

 300 mg de SOPA se agitaron magnéticamente a 700-800 rpm durante 3 

horas a 45 °C en 5 mL de una solución acuosa  de GLUT de distintas 

concentraciones. El sólido se decantó totalmente usando un imán de Nd, el 

sobrenadante fue descartado y el sólido se lavó 3 veces con 1,5 mL de agua. A 

esta formulación se la llamará SOPAG. 

5.2.2.3. Inmovilización de CALB 

 200 mg de SOPAG se agitaron magnéticamente  a 700-800 rpm durante 7 

horas a temperatura ambiente en 50 mL de una solución acuosa de CALB de 

distintas concentraciones. El sólido se decantó totalmente usando un imán de 

Nd, el sobrenadante fue descartado y el sólido se lavó 3 veces con 5 mL de agua. 

A esta formulación se la llamará CATi, donde i denotará el número de corrida del 

diseño. 
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 En la Tabla 5.5 se resumen todos los pasos de preparación de cada 

catalizador. Como se discutirá más adelante, fue necesario realizar dos 

experiencias adicionales para discernir claramente la influencia de los 3 

parámetros estudiados, por lo que el diseño constó de 12 corridas en total. 

Igualmente, para analizar los resultados, los datos cargados  en Statgraphics sólo 

incluyeron los experimentos 1-10 debido a que el programa no puede evaluar 

experimentos fuera del dominio experimental original. 

Tabla 5.5. Condiciones experimentales de preparación de todos los catalizadores 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2.4. Reacción test  

 La medida de conversión para cada catalizador se realizó según el 

procedimiento descripto en el capítulo II,  sección 2.2.2. 

 

 

 400 mg SOP 
4 mL etanol 

24 horas 
T ambiente 

300 SOPA 

5 mL agua 
3 horas 
45 °C 

200 mg SOPAG 
50 mL agua 

7 horas 
T ambiente 

Corrida 
mg 

APTS Nombre 
mg 

GLUT Nombre 
mg 

CALB Nombre 

1 0 SOPA1 25 SOPAG1 9 CAT1 

2 200 SOPA2 0 SOPAG2 6 CAT2 

3 0 SOPA3 50 SOPAG3 9 CAT3 

4 0 SOPA4 25 SOPAG4 3 CAT4 

5 400 SOPA5 25 SOPAG5 3 CAT5 

6 400 SOPA6 50 SOPAG6 3 CAT6 

7 400 SOPA7 50 SOPAG7 9 CAT7 

8 0 SOPA8 50 SOPAG8 3 CAT8 

9 200 SOPA9 0 SOPAG9 6 CAT9 

10 400 SOPA10 25 SOPAG10 9 CAT10 

11 100 SOPA11 600 SOPAG11 10,4 CAT11 

12 0 SOPA12 600 SOPAG12 9 CAT12 
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5.2.2.5. Determinación de carga enzimática (CE), hierro y silicio 

 La cantidad de lipasa inmovilizada se estimó  mediante la determinación 

de S por emisión atómica-ICP en los sobrenadantes y lavados de inmovilización. 

Los fundamentos de la selección de este método frente a los tradicionales basados 

en UV-V (Bradford, Lowry, etc.) se expondrán exhaustivamente en el capítulo VI. 

Por esta misma técnica fueron cuantificados hierro y silicio para estimar MAG y 

APTS. 

 

5.3. Resultados 

5.3.1. Caracterización 

5.3.1.1. DRIFTS 

 En la Figura 5.2 se muestran los espectros IR para las muestras SOPA en 

las que la concentración de APTS fue cero, es decir que fueron agitadas en etanol 

puro. El soporte no sufre ningún cambio respecto del estado previo a este 

tratamiento.  

 

 

Figura 5.2. Espectros IR de SOP agitado en etanol puro 

 



- 167 - 
 

Aquellas muestras en las que la concentración de APTS fue distinta de cero 

(Figura 5.3) presentan cambios en la región entre 1200 y 800 cm-1. La 

contribución de la señal típica del enlace Si-O se observa a 958 cm-1. La banda 

esperada entre 1200 y 1220 cm-1 atribuible a Si-C se superpone con las 

preexistentes aportadas por los enlaces C-N del QUIT y de la unión GLUT-QUIT.    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3. Espectros IR de muestras SOPA 

 

 En la Figura 5.4 se señalan las bandas más importantes del APTS.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4. Espectro IR de APTS impregnado en KBr. 
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 La banda fina y medianamente intensa observada en algunos espectros a 

1380 cm-1 corresponde al ion nitrato, comúnmente presente en el KBr comercial 

[E]. 

 Los soportes SOPAG2 y SOPAG9 (Figura 5.5) se obtuvieron agitando SOPA2 

y SOPAG9 en agua a 45°C, ya que a estas corridas correspondía un valor cero para 

la variable GLUT. Este tratamiento no provocó cambios apreciables en los 

espectros DRIFTS.  

 

Figura 5.5. Espectros IR de SOPAG  sin GLUT. 

 

 La incorporación de GLUT sobre las muestras pre-tratadas con APTS (0, 2 

y 4 mg/mL) no aporta nuevas señales ya que se suman más enlaces C-N y C=N. 

En las Figuras 5.6a y 5.6b se muestran las zonas de los espectros DRIFTS 

correspondientes a las bandas de interés. 
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Figura 5.6a Zona de los espectros IR de muestras SOPAG con GLUT 

correspondientes a la región de absorción de grupos OH y NH  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.6b. Zona de los espectros IR de muestras SOPAG con GLUT 

correspondientes a la región de absorción de enlaces C-N, C=N y Si-O 
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 En la etapa de la preparación de los catalizadores donde se realizó la 

inmovilización de la lipasa, el soporte contenía numerosos modificantes orgánicos 

cuyas bandas características en el IR se superponen. Por lo tanto, las señales 

atribuibles al grupo amida de CALB no pueden detectarse claramente en ninguno 

de los espectros de los catalizadores preparados (Figura 5.7). De ahí que la 

espectroscopía IR no representa en este caso una técnica útil para confirmar la 

inmovilización de la lipasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.7. Espectros IR de CAT 1 a 10. 

 

Por otro lado, dado el contenido de proteína en el soporte (nunca mayor  al 4,5 %) 

es comprensible que no sea simple la detección, sobre todo por la presencia de 

bandas comunes con el soporte. 

 

5.3.1.2. Microscopía electrónica y espectroscopía EDX  

 La técnica SEM combinada con espectroscopía de energías dispersivas de 

rayos X (EDX) permitió reconocer la presencia de silicio en aquellas muestras 

seleccionadas tratadas con APTS. Las barras de escala corresponden a 10 micras.  
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Figura 5.8. Micrografía SEM y espectro EDX de SOPAG1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.9. Micrografía SEM y espectro EDX de SOPAG4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.10. Micrografía SEM y espectro EDX de SOPAG7 
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Figura 5.11. Micrografía SEM y espectro EDX de SOPAG9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.12. Micrografía SEM y espectro EDX de CAT 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.13. Micrografía SEM y espectro EDX de CAT 4 
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Figura 5.14. Micrografía SEM y espectro EDX de CAT 7  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.15. Micrografía SEM y espectro EDX de CAT 9 

 

 Las muestras fueron caracterizadas también por TEM. Se observaron 

cambios en la agregación de las partículas del soporte, en función del contenido 

de CALB. El CAT con mayor concentración de proteína presenta mayores niveles 

de agregación (CAT7) que los que contiene menor proporción de CALB (CATs 1 y 

9). 

 

 

 

 

CAT 7 
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Figura 5.16. Micrografías TEM de muestras seleccionadas SOPAG y CAT. Las 

barras en las esquinas inferiores izquierdas equivalen a 20 nm. 

 

Esto implica que aún cantidades inferiores al 4,5 % de proteína en el sólido afectan 

la agregación de los biocatalizadores. 
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5.3.1.3. DLS 

 En la Figura 5.17 se comparan los diámetros hidrodinámicos de los 

diferentes catalizadores. La línea horizontal marca el DH de la muestra SOP, 

precursora de todos. 

 

 

 

 

 

Figura 5.17. Diámetros hidrodinámicos de los distintos  CATs. 

 

5.3.1.4. Composición de los CAT mediante EA-ICP 

 

 En la Tabla 5.6 se detallan los porcentajes en peso de Fe y Si de cada 

catalizador. En base a estos datos se calculó la composición en términos de 

porcentaje de MAG y APTS. 

 

Tabla 5.6. Porcentajes en peso de MAG y APTS en muestras CAT 

 Catalizador 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

%Fe 39 45 62 62 52 51 47 50 49 44 

%Fe3O4 54 62 85 86 72 71 64 70 68 61 

%Si trazas 1,4 trazas  trazas 0,98 0,57 0,65 trazas 0,55 0,23 

%APTS 0 11,3 0 0 7,7 4,5 5,1 0 4,3 1,8 
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5.3.2. Actividad catalítica 

5.3.2.1. Variabilidad de respuestas con APTS, GLUT y CALB 

 Las cuatro respuestas evaluadas para cada CAT se muestran en la Tabla 

5.7. Estos valores obtenidos experimentalmente fueron introducidos en el 

software y analizados separadamente por respuesta.     

           

  Tabla 5.7. Respuestas del diseño experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.2.1.1. Conversión 

 La Tabla 5.8 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las 

interacciones.  También se muestra el error estándar de cada uno de estos 

efectos, el cual contempla el error de muestreo.  El factor de inflación de varianza 

(V.I.F.) más grande, es igual a  2,0.  Para un diseño perfectamente ortogonal, 

todos los factores serían igual a 1.  Factores de 10 o superiores, normalmente se 

interpretan como indicativos de confusión seria entre los efectos.   

  

 

 

CAT X % CE % AECAT AECALB 

1 39 2,2 4,19 6,30 

2 4 2,1 0,42 0,66 

3 35 2,6 3,81 4,73 

4 33 1,5 3,53 7,55 

5 10 0,7 1,15 5,25 

6 16 0,6 1,86 9,89 

7 39 3,0 4,11 4,49 

8 22 0,9 2,34 7,96 

9 3 2,5 0,32 0,42 

10 36 3,4 3,8 3,69 
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     Tabla 5.8. Errores estándar basados en el error total con 3 g.l. para X% 

 

 

 

 

 

        

 

         VIF= Factor de inflación de varianza 

 

La Figura 5.18 muestra la significancia estadística de cada variable 

independiente así como la interacción entre ellas (diagrama de Pareto).  

   

 

 

 

 

 

 

Figura 5.18. Diagrama de Pareto estandarizado para X% 

 

 El ANOVA (Tabla 5.9) particiona la variabilidad de conversión en piezas 

separadas para cada uno de los efectos. Prueba la significancia estadística de 

cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error 

experimental.  En este caso, ningún efecto tiene un valor P menor que 0,05, 

indicando que no son significativamente diferentes de cero con un nivel de 

confianza del 95,0%.   

 El estadístico R2  indica que el modelo, así ajustado (considerando todos 

los efectos), explica sólo el 76,6 % de la variabilidad en conversión. 

 
Efecto promedio 

Estimado Error Estándar 
V.I.F. 

21,6 3,9 

A:APTS -13,0 12,2 2,0 

B:GLUT 20,6 10,3 1,0 

C:CALB 16,0 12,2 2,0 

AB 12,0 17,2 2,0 

AC 7,5 8,6 1,0 

BC 2,0 17,2 2,0 

Diagrama de Pareto Estandarizada para conversión

0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

BC

AB

AC

A:apts

C:calb

B:glut +
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 Tabla 5.9. Análisis de Varianza para conversión. R2 = 76,6 % 

 

Para explicar la variabilidad de X% fue necesario considerar a CE% como 

una variable independiente y a GLUT como parámetro significativo. De esta 

manera, se  obtuvo un modelo matemático capaz de ajustarse adecuadamente a 

los datos experimentales. La dependencia de X% con estos parámetros es 

descripta por la Ecuación 5.1. El valor R2 fue  96,2. El máximo se ubica en CE= 

2,1% y GLUT= 38 mg (nominal). La Figura 5.18 es la superficie de respuesta que 

representa a la Ecuación 5.1.   

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

G.l. Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

A:APTS 169,0 1 169,0 1,14 0,3641 

B:GLUT 592,457 1 592,457 3,99 0,1396 

C:CALB 256,0 1 256,0 1,73 0,2804 

AB 72,0 1 72,0 0,49 0,5362 

AC 112,5 1 112,5 0,76 0,4480 

BC 2,0 1 2,0 0,01 0,9149 

Error total 445,143 3 148,381   

Total 

(correlación) 

1900,1 9    

Ecuación 5.1. Conversión en función de mg de GLUT nominales y carga 
enzimática. 

 

X% = -39,5 + 33,7*CE% - 6,45*(CE%)2 + 2,04*GLUT - 0,0268*(GLUT)2 
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Figura 5.19. Superficie de respuesta X% vs. CE% y mg de GLUT nominal. 

 

En la Figura 5.20 se observa la correlación entre los valores experimentales 

de conversión y los predichos por la Ecuación 5.1 en función de la carga 

enzimática obtenida. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.20. Conversión experimental y calculada vs. carga enzimática. 
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5.3.2.1.2. Carga enzimática 

 La Tabla 5.10 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las 

interacciones.  También se muestra el error estándar de cada uno de estos 

efectos.  El factor de inflación de varianza (V.I.F.) más grande, es igual a  2,0.   

 

Tabla 5.10. Errores estándar basados en el error total con 3 g.l. para CE% 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Figura 5.21 muestra la significancia estadística de cada variable 

independiente así como la interacción entre ellas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.21. Diagrama de Pareto estandarizado para CE% 

 

 
Efecto promedio 

Estimado Error Estd. V.I.F. 

2,0 0,105 

A:APTS 0,2 0,321 2,0 

B:GLUT -0,5 0,271 1,0 

C:CALB 1,7 0,321 2,0 

AB -0,15 0,454 2,0 

AC 0,675 0,227 1,0 

BC 0,35 0,454 2,0 

Diagrama de Pareto Estandarizada para ProtINMV

0 1 2 3 4 5 6

Efecto estandarizado

AB

A:mg APTS

BC

B:mg GLUT

AC
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El ANOVA para CE% se detalla en la Tabla 5.11. En este caso, el efecto 

CALB tiene un valor P menor que 0,05, indicando que es significativamente 

diferente de cero con un nivel de confianza del 95,0%.   

 
      Tabla 5.11. Análisis de Varianza para carga enzimática. R2 = 96,4 % 

 
 

 

  

 

 

 

  

 

 

El estadístico R2 indica que el modelo, así ajustado (considerando todos los 

efectos), explica 96,4% de la variabilidad en CE%.   El modelo matemático que 

describe la variabilidad de CE% es la Ecuación 5.2 y es representado 

gráficamente por la Figura 5.22. Esta superficie no contiene máximos en el 

dominio experimental explorado (no es convergente). 

 

 
 
 

 

 

   

 

 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

A:mg APTS 0,04 1 0,04 0,39 0,5772 

B:mg GLUT 0,35 1 0,35 3,40 0,1624 

C:mg CALB 2,89 1 2,89 28,08 0,0131 

AB 0,01125 1 0,01125 0,11 0,7627 

AC 0,91125 1 0,91125 8,85 0,0588 

BC 0,06125 1 0,06125 0,60 0,4966 

Error total 0,30875 3 0,102917   

Total (corr.) 8,705 9    

Ecuación 5.2 Variabilidad predicha de carga enzimática con cantidades 

nominales de CALB y GLUT 

CE% = 1,11+ 0,0256*(mg CALB)2 - 0,000213*(mg GLUT)2 
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Figura 5.22. Superficie de respuesta de CE% vs. CALB y GLUT nominales. 

 

5.3.2.1.3. Actividad específica por unidad de masa de catalizador 

 La Tabla 5.12 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las 

interacciones.  También se muestra el error estándar de cada uno de estos 

efectos.  El factor de inflación de varianza (V.I.F.) más grande, es igual a  2,0. 

 

Tabla 5.12. Errores estándar basados en el error total con 3 g.l. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Figura 5.23 muestra la significancia estadística de cada variable 

independiente así como la interacción entre ellas. 

 
Efecto promedio 

Estimado Error Estd. 
V.I.F. 

2,329 0,427 

A:apts -1,385 1,305 2,0 

B:glut 2,241 1,103 1,0 

C:calb 1,655 1,305 2,0 

AB 1,295 1,846 2,0 

AC 0,692 0,923 1,0 

BC 0,205 1,846 2,0 
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Figura 5.23. Diagrama de Pareto para AECAT 

 

El ANOVA para AECAT se detalla en la Tabla 5.13. Como en el caso de X%, 

ningún efecto tiene un valor-P menor que 0,05, indicando que no son 

significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.   

 El estadístico R2  indica que el modelo, así ajustado (considerando todos 

los efectos), permite justificar sólo el 75,9% de la variabilidad en AECAT. 

 

Tabla 5.13. Análisis de Varianza para AECAT.   

            
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Nuevamente, fue necesario considerar en una regresión múltiple a CE% 

como variable independiente y a GLUT como parámetro significativo. Esto 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

A:apts 1,91822 1 1,91822 1,13 0,3665 

B:glut 7,02912 1 7,02912 4,13 0,1352 

C:calb 2,73903 1 2,73903 1,61 0,2943 

AB 0,838513 1 0,838513 0,49 0,5335 

AC 0,959112 1 0,959112 0,56 0,5075 

BC 0,0210125 1 0,0210125 0,01 0,9186 

Error total 5,11043 3 1,70348   

Total (corr.) 21,2236 9    

Diagrama de Pareto Estandarizada para AEpor mg cat y hora

0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

BC

AB

AC

A:apts

C:calb
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permitió obtiener un modelo que explica satisfactoriamente la variabilidad de 

AECAT (Ecuación 5.3), y todos los parámetros son significativos (p<0,05, Tabla 

5.14). 

 

Tabla 5.14. Regresión múltiple para AECAT vs. CE% y GLUT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Puesto que el valor-P en el ANOVA es menor que 0,05, existe una relación 

estadísticamente significativa entre las variables con un nivel de confianza del 

95,0% (Tabla 5.15). 

 

Tabla 5.15. ANOVA para AECAT vs. CE% y GLUT. R2 = 87,7 %. 

 

 

La Ecuación 5.3 es representada en la Figura 5.24. 

 

 

 

Parámetro Estimación Error Estándar Estadístico T Valor-P 

CONSTANTE -1,69 0,701 -2,404 0,0530 

CE% 0,894 0,228 3,920 0,0078 

GLUT 0,186 0,039 4,754 0,0031 

GLUT2 -0,00247 0,0007 -3,544 0,0122 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Modelo 18,6201 3 6,20671 14,30 0,0038 

Residuo 2,60348 6 0,433914   

Total 
(Corr.) 

21,2236 9    

Ecuación 5.3. Variabilidad de AECAT con CE% y GLUT nominal 
 

AECAT = -1,69 + 0,894*CE% + 0,186*GLUT - 0,00247*GLUT2 
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Figura 5.24. Superficie de respuesta AECAT 

 

 

5.3.2.1.4. Actividad específica por unidad de masa de CALB inmovilizada 

 La Tabla 5.16 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las 

interacciones.  También se muestra el error estándar de cada uno de estos 

efectos.  El factor de inflación de varianza (V.I.F.) más grande, es igual a  2,0. 

 

Tabla 5.16. Errores estándar basados en el error total con 3 g.l. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La Figura 5.25 muestra la significancia estadística de cada variable 

independiente así como la interacción entre ellas. 

 

Efecto promedio 

Estimado Error Estd. 
V.I.F. 

140,774 17,6774 

A:apts -74,94 54,0052 2,0 

B:glut 179,564 45,6427 1,0 

C:calb -48,37 54,0052 2,0 

AB 95,385 76,3749 2,0 

AC -16,8325 38,1875 1,0 

BC -94,775 76,3749 2,0 
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Figura 5.25. Diagrama de Pareto para AECALB 

 

 El ANOVA (Tabla 5.17) calcula que, en este caso, GLUT tienen un valor-P 

menor que 0,05, indicando que es significativamente diferente de cero con un 

nivel de confianza del 95,0%.   

 El estadístico R2  indica que el modelo, así ajustado (considerando todos 

los efectos), justifica el 89,5 % de la variabilidad en AECALB.   

Tabla 5.17. Análisis de Varianza para AECALB. R2 = 89,5 % 

 

 

 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

A:apts 5616,0 1 5616,0 1,93 0,2594 

B:glut 45140,7 1 45140,7 15,48 0,0292 

C:calb 2339,66 1 2339,66 0,80 0,4364 

AB 4549,15 1 4549,15 1,56 0,3003 

AC 566,666 1 566,666 0,19 0,6892 

BC 4491,15 1 4491,15 1,54 0,3028 

Error total 8749,69 3 2916,56   

Total (corr.) 83321,2 9    

Diagrama de Pareto Estandarizada para AE por mg CALB y hora
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 La regresión múltiple que permitió obtener un modelo con el máximo 

ajuste fue la Ecuación 5.4, que surge de considerar a CE% como variable 

independiente (Tabla 5.18). Esta función se grafica en la Figura 5.26. 

 

 

 

 

Tabla 5.18. Coeficientes y valores P del modelo AECALB (Ec. 4.4) 

 

 

 El ANOVA (Tabla 5.19) tuvo un valor menor que 0,05, por lo que existe 

una relación estadísticamente significativa entre las variables con un nivel de 

confianza del 95,0%. 

 Si bien el coeficiente del término cuadrático para la variable GLUT tuvo 

un valor P > 0,05 (ver Tabla 5.18) no se eliminó del modelo ya que su exclusión 

arrojaba un R2 de apenas 76%.  

 

Tabla 5.19. ANOVA de AECALB. R2 = 87,3 % 

Parámetro Estimación Error 

Estándar 

Estadístico 

T 

Valor-P 

CONSTANTE 3,92366 1,41033 2,78208 0,0319 

GLUT2 -0,00306404 0,00140277 -2,18427 0,0716 

GLUT 0,262305 0,0787451 3,33106 0,0158 

CE% -1,47115 0,458569 -3,20814 0,0184 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Modelo 72,1819 3 24,0606 13,72 0,0043 

Residuo 10,5195 6 1,75326   

Total 
(Corr.) 

82,7014 9    

Ecuación 5.4. Variabilidad de AECALB con GLUT y CE% 
 

AECALB = 3,92 - 0,00306*GLUT2 + 0,262*GLUT - 1,47*CE% 
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Figura 5.26. Superficie de respuesta para AECALB. 

 

5.3.2.1.5. Optimización de todas las respuestas 

 Este procedimiento es útil para  determinar la combinación de los 

factores experimentales que simultáneamente optimiza varias respuestas.  Los 

hace maximizando la función de ‘deseabilidad’. A partir de los modelos 

establecidos para cada respuesta, los mismos fueron combinados con la meta de 

maximizarlas. El programa codifica los valores de cada salida entre 0 y 1 y 

devuelve una función dependiente de dos variables elegidas (en este caso APTS y 

GLUT) para un valor medio de la tercera (CALB). 

 La Tabla 5.20 detalla la deseabilidad calculada y observada para cada 

corrida. En la Figura 5.27 se muestra la superficie de respuesta estimada para 

deseabilidad. 
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Tabla 5.20. Deseabilidad prevista por los modelos y observada 

experimentalmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.27. Superficie de respuesta para Deseabilidad con CALB constante 

igual a 6 mg nominal. 

 

Fila X% CE% AECAT AECALB 
Deseabilidad 

Prevista 
Deseabilidad 
Observada 

1 39,0 2,2 4,19 6,30 0,734038 0,814106 

2 4,0 2,1 0,42 0,66 0,288035 0,0860159 

3 35,0 2,6 3,81 4,73 0,783784 0,758538 

4 33,0 1,5 3,53 7,55 0,568034 0,724412 

5 10,0 0,7 1,15 5,25 0,112405 0,285568 

6 16,0 0,6 1,86 9,89 0,42248 0,428086 

7 39,0 3,0 4,11 4,49 0,840599 0,804644 

8 22,0 0,9 2,34 7,96 0,626414 0,526713 

9 3,0 2,5 0,32 0,42 0,288035 0,0 

10 36,0 3,4 3,8 111,87 0,550516 0,735002 
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5.3.2.2. Estabilidad térmica y operacional. 

 

 El catalizador que permitió obtener el mejor valor de conversión (CAT7) 

fue seleccionado para evaluar su comportamiento a una temperatura mayor y 

utilizando nuevas relaciones de masa CAT/AO en la reacción test. En la Figura 

5.28 se muestran los resultados obtenidos a partir de este análisis. 

 

 

Figura 5.28. X% con masas variables de CAT 7 a 24 y 45 °C. 

 

Es interesante destacar que a cantidades menores a 50 mg la actividad es mayor 

a 45 °C mientras que es menor a cantidades mayores a 50 mg. Esto indica un 

impacto potencial de la temperatura en la agregación del biocatalizador.  

 

 Se estudió la performance del catalizador CAT7 en sucesivos ciclos de 

reuso usando 60 mg de CAT por g de AO a 24 °C. Los valores de X% se aprecian 

en la Figura 5.29. 
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Figura 5.29. X% con 60 mg de CAT7 a T ambiente. 

 

5.3.2.3. Retención de actividad en almacenamiento 

  

 Se realizaron medidas de conversión usando CAT7 luego de dos meses de 

su preparación. Durante ese tiempo el biocatalizador sin uso había sido 

almacenado en heladera a 4°C. Se obtuvo un valor de X% un 25 % más bajo que 

el inicial. 

 Este mismo ensayo fue realizado para el CAT4 cuya única diferencia con 

el 7 es la ausencia de APTS. En este caso la conversión obtenida luego de 60 días 

fue prácticamente nula. Los CATs 11 y 12 retuvieron el 90 y 100 % de actividad 

inicial respectivamente (ver Figura 5.30).  
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Figura 5.30. X% inicial de CATs seleccionados y luego de 2 meses de 

almacenamiento. 

 

 

5.4. Discusión 

 

5.4.1. Influencia de APTS  

 El APTS tiene la posibilidad de reaccionar con la superficie del material 

SOP de dos formas diferentes: 

i- a través de los grupos etoxi con los oxhidrilos del QUIT o del hemiacetal 

cíclico (ver capítulo 4, Fig. 4.9), quedando propilaminos expuestos 

ii- a través del grupo amino con sitios electrofílicos de GLUT, quedando 

expuestos grupos trietoxisilano.  

 En las corridas 2 y 9 del diseño experimental (réplicas), la lipasa fue 

inmovilizada directamente sobre SOPA (ver Tabla 5.4). A pesar de que su carga 

enzimática es comparable con la de otros catalizadores, los CATs 2 y 9 resultaron 

inactivos. Este fenómeno puede explicarse por el acoplamiento de CALB en una 

conformación inactiva, o bien con el sitio activo inaccesible para el sustrato. Se 

puede inferir que existiría una contribución de los dos fenómenos. Los resultados 

de estas dos réplicas fueron reproducibles. 
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 Las cadenas laterales de dos de los aminoácidos que constituyen el sito 

activo (Figura 5.31, A y C) contienen grupos funcionales que pueden 

interaccionar tanto con –NH2 como –Si(OEt)3.  

 

 

                                                                                              

 

 

 

Figura 5.31. A) Ácido aspártico, B)Histidina, C)Serina 

  

 La drástica caída de actividad en estos casos es atribuible a interacciones 

iónicas y covalentes que pueden tener lugar entre residuos aminoacídicos 

cercanos al sitio activo de CALB con APTS, especialmente a través de los grupos 

etoxi. Las mismas son representadas en el Esquema 5.1. Este esquema muestra 

interacciones iónicas entre carboxilatos de la enzima y aminos protonados del 

soporte (aportados por el APTS), así como enlaces covalentes Si-CALB. 

 Existe una gran cantidad de trabajos publicados donde un trialcoxisilano 

se emplea para inmovilizar proteínas, pero siempre sobre superficies ricas sólo en 

oxhidrilos [2,7–14]. De esta manera, son otros grupos funcionales (-NH2, -Ph, -R 

de longitud variable)  los que permanecen libres. No se han encontrado reportes 

de funcionalización con amino-alcoxisilanos de soportes conteniendo GLUT 

previamente, al menos a conocimiento de esta tesista. 
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Esquema 5.1. Interacciones entre CALB y SOPA 

 

5.4.2. Efecto de la combinación APTS/GLUT 

 Como se mencionó en el Capítulo 3, la solución de GLUT contiene 

diferentes especies químicas, varias de las cuales presentan oxhidrilos. Por lo 

tanto, además de la reacción esperada amino(APTS)-carbonilo(GLUT) existen 

otros mecanismos posibles que tienen lugar al activar el soporte con esta segunda 

capa de GLUT. En el Esquema 5.2 se proponen, de forma simplificada, las 

estructuras resultantes en la superficie de las muestras SOPAG.  
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Esquema 5.2. Química de la superficie de los materiales SOPAG 
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 En las corridas donde CALB se inmovilizó sobre el SOP previamente 

tratado con APTS/GLUT, la cantidad nominal de silano no fue un parámetro 

significativo para las respuestas evaluadas. Sin embargo, al realizar el test de 

leaching en el ciclo 1 para CAT4 (sin APTS) y CAT7 (con APTS), se obtuvo 12±1% 

y 20±1% respectivamente indicando que  CAT7 desprende mayor cantidad de 

enzima. Este resultado sugiere que el agente espaciador tiene una influencia 

negativa en: 

-La estabilidad de la unión CALB-SOPAG, y/o  

-La cantidad de enzima que puede unirse.  

La segunda opción había sido descartada por los modelos estadísticos, ya que 

CE% no contiene términos dependientes de APTS. De todas maneras, si se 

comparan las corridas 7 (con APTS) y 12 (sin APTS), donde CALB nominal es 

igual, la CE% fue 3,0 y 3,6 %. Es posible entonces que la inclusión de esta capa 

separadora limite el número de sitios reactivos a los que la proteína puede 

enlazarse, ya que ambas cantidades nominales son suficientes para “apantallar” 

todo el GLUT-QUIT, pero son muy pocas las moléculas de APTS que exponen el 

grupo amino. Por lo tanto, al activar con GLUT por segunda vez, la densidad 

superficial de grupos funcionales reactivos es considerablemente menor que en 

los soportes sin silano.  

 Esta teoría fue puesta a prueba por Ozyilmaz quien testeó la 

inmovilización de CRL sobre silica gel aminada con APTS y activada con GLUT. A 

partir de esta matriz, preparó dos biocatalizadores: uno con el soporte sin ningún 

otro tratamiento, y otro en el que luego de GLUT se agregó 1,6-diaminohexano 

(DAH) como espaciador para agregar una segunda capa de GLUT. Al cuantificar el 

cambio en el número de grupos aminos libres en los sucesivos pasos de 

funcionalización, encontró que el soporte con APTS-GLUT contenía 194,6 µmol de 

grupos aldehído por gramo, mientras que APTS-GLUT-DAH-GLUT sólo tenía 69,4 

µmol por gramo [15].  

 Con respecto a la labilidad del enlace CALB-GLUT/APTS, no debe 

desestimarse como promotor de leaching, puesto que cada molécula de CALB 

tendrá menos enlaces con el soporte. Esta propuesta se representa en la Figura 

5.32.  
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Figura 5.32. Representación de CALB inmovilizada sobre SOPAG7 y 12 

  

5.3.3.  Efecto de GLUT. 

A partir de los modelos obtenidos para las respuestas evaluadas en el 

diseño experimental (Ecuaciones 4.1 – 4.4), se observa que la influencia de la  

cantidad nominal de GLUT utilizada sobre SOPA es crucial. Dentro del dominio 

explorado, existe una cantidad óptima de entrecruzante donde la conversión es 

maximizada (ver Figura 5.19).  

En aquellas corridas del diseño donde la cantidad de APTS es cero (1, 3, 4 

y 8), nuevas moléculas de la segunda capa de GLUT pueden acoplarse 

aumentando la concentración de grupos reactivos por unidad de superficie. Es 

decir, los materiales SOPAG1, 3, 4 y 8 no difieren en funcionalidad química con 

SOP.  

Como se explicó en la sección anterior, la incorporación de más GLUT 

sobre el silano en cantidades controladas disminuyó el número de carbonilos 

reactivos frente a CALB. Este resultado  permite explicar la diferencia en carga 

CALB ACTIVA CALB INACTIVA 

Grupos amino GLUT Grupos etoxi Propilo 
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enzimática y X% con, por ejemplo, el catalizador diseñado en el Capítulo 4, donde 

con 30 mg se alcanzó un 56 % de conversión mientras que CAT 7 dio 39 %.  

GLUT tuvo un efecto positivo en la variabilidad de X% dentro de este  

diseño hasta 38 mg nominales (Ecuación 5.1). Más allá de este valor la actividad 

decayó.  Este comportamiento se encuentra en concordancia con la abundante 

cantidad de estudios sobre inmovilización enzimática vía enlace covalente.  

El efecto desnaturalizante de GLUT ha sido ampliamente reportado. Con la 

cantidad suficiente se induce un cambio conformacional en la enzima, tanto en 

forma instantánea al momento de la inmovilización como a lo largo del tiempo de 

almacenado gracias a grupos aldehído que hayan permanecido libres [6]. La 

presencia del espaciador pudo minimizar la interacción de la proteína con la 

excesiva cantidad de GLUT subyacente, conservando la flexibilidad de la 

estructura. 

Ozyilmaz y Yagiz observaron este mismo fenómeno en la síntesis de acetato 

de isoamilo usando las lipasas de páncreas porcino (PPL) y Candida rugosa (CRL) 

inmovilizadas mediante dos técnicas diferentes:  

I-Sobre QUIT sólido, a través de una sola capa de GLUT o bien dos capas 

separadas por 1,3-diaminpropano.  

II-Por atrapamiento, goteando una solución de enzima/QUIT(ac)/alginato 

de Na sobre GLUT de concentración variable. 

Para ambos métodos, encontraron que la actividad inicial era 

enormemente afectada por la concentración de GLUT ofrecido.  

Para el protocolo II, encontraron que el GLUT reaccionó casi 

exclusivamente con el QUIT, de manera que las enzimas permanecieron 

adsorbidas sobre el alginato. Los autores atribuyen la mejor performance 

registrada para el método II a este impedimento del entrecruzamiento [16].  

El efecto de GLUT en AECALB sigue la misma tendencia que en X%. El 

número de puntos de anclaje por enzima se ha reportado como un parámetro 

ajustable según se desee menor o mayor rigidez en su estructura una vez 

inmovilizada. Tradicionalmente se aceptó el concepto de que en la unión 

unipunto, la enzima tiene casi las mismas propiedades que en el estado libre, ya 
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que involucra solo un enlace covalente entre un residuo amino y un grupo 

aldehído. En la unión multipunto, una misma enzima está enlazada a varios 

grupos reactivos de la superficie, lo cual puede aumentar notablemente la 

estabilidad de la biomolécula al mantener la configuración activa [17,18]. Según 

Cristóvão y col., el número de enlaces por molécula se puede controlar mediante 

el pH del medio del inmovilización [19]. Valores inferiores al pKa de la enzima 

promoverán la unión unipuntual ya que muchos aminos se encontrarán 

protonados (-NH3
+) y por lo tanto no disponibles para el ataque nucleofílico. Por 

otro lado, con un aumento en la alcalinidad aseguran que, si el soporte contiene 

una gran densidad superficial de grupos reactivos, ocurrirá la inmovilización 

multipuntual. Considerando las condiciones en las que CALB fue acoplada en 

este diseño, se puede racionalizar la mayor eficacia 

La influencia de la cantidad/concentración de GLUT se pone claramente de 

manifiesto a partir del método de entrecruzamiento de enzimas para formar 

agregados insolubles (CLEAs). Por ejemplo, la lipasa de Bulcolderia cepacia fue 

precipitada junto con BSA usando acetona, y luego los agregados fueron 

entrecruzados usando concentraciones de GLUT 10, 40 y 60 mM [20]. Los 

agregados lipasa-BSA sin GLUT hidrolizaron mayor masa de aceite de oliva en 10 

horas que las CLEAs con GLUT. A tiempos de reacción más prolongados, éstas 

últimas fueron más productivas que todas las otras formulaciones cuando la 

concentración de entrecruzante fue 10 mM. Los autores atribuyen estos 

resultados a la sobrerrigidización de las moléculas enzimáticas por encima de 10 

mM GLUT. Igualmente, las CLEAs con 40 y 60 mM GLUT, aunque menos activas, 

presentaron mayor estabilidad térmica, por lo tanto serían más apropiadas para 

reacciones a temperaturas elevadas.  

Guauque Torres y col. estudiaron la actividad de CLEAs de TLL en la 

hidrólisis de trioleína. En el rango de 10-80 mg de GLUT/24 mg TLL, la mayor 

actividad recuperada se ubicó en 40 mg de GLUT [21]. Valores más bajos que 40 

mg no fueron suficientes para entrecruzar a toda la enzima ofrecida, mientras 

que cantidades mayores provocaron su desnaturalización. Para CLEAs de CALB, 

los máximos niveles de conversión inicial en síntesis de etiloleato sin solvente se 

registraron usando una relación de masas  GLUT/PP 1,39 dentro del rango 1,11-

1,67 [22].  
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A partir del comportamiento observado tanto en las muestras CAT 1-12 

como en la literatura, puede afirmarse entonces que existe una relación óptima 

GLUT/soporte aminado y GLUT/proteína. Algunos autores han propuesto valores 

de referencia para estas relaciones, como por ejemplo 2 moles de GLUT por mol 

de grupos –NH2 [6]. No obstante, esta relación es difícil de controlar con precisión 

ya que, como se detalló en el capítulo 4, aunque se conozca la concentración de 

la solución comercial del entrecruzante, el número preciso de grupos aldehído 

libres por unidad de volumen no es conocido de antemano. Por lo tanto, es 

importante informar tanto las concentraciones como las cantidades (mg, µL de 

solución) utilizadas en los protocolos de inmovilización. 

5.4.4. Efecto del parámetro CALB ofrecida 

En el sistema estudiado en este capítulo, la cantidad nominal de lipasa en el 

medio de inmovilización tuvo un claro impacto en CE% y en la estabilidad en 

almacenamiento. Con el objeto de establecer unívocamente el rol de este 

parámetro, se compararon los datos correspondientes al catalizador SOP-CALB 

(capítulo 4) y muestras seleccionadas de este diseño experimental. Los mismos se 

detallan en la Tabla 5.21. 

Tabla 5.21. Actividad retenida (AR) a los 2 meses de almacenamiento (AR%) con 

30 mg de CAT/g AO y CE% de muestras seleccionadas.  

Muestra  SOP/APTS/GLUT/CALB* CE% X% día 0 X% día 60 AR% 

SOP-CALB 200/0/0/20,8 3,9 56 50 90 

CAT4 200/0/16,4/3 1,5 34 0 0 

CAT7 200/200/33,2/9 3,0 39 27 70 

CAT11 200/200/400/20,8 3,3 40** 36 90 

CAT12 200/0/400/9 3,6 36 36 100 

   *Relación de masas 
   **a 45 °C 
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La variabilidad de AR% con CE% sigue una tendencia lineal hasta 3,5% CE 

(Figura 5.33).  

 

 

Figura 5.33. Dependencia de AR% con CE% 

 

Si comparamos los CAT 4 y 7, el APTS tiene un aparente efecto beneficioso 

en la retención de actividad. Sin embargo, el CAT 12 demuestra una total 

retención de actividad sin el silano, aún con la misma cantidad nominal de 

proteína.  

Como se ha propuesto en la sección anterior, el GLUT tiene también un 

efecto en detrimento de la actividad enzimática a lo largo del tiempo. Al aumentar 

la relación CALB/soporte, es menor la cantidad de grupos aldehído (u otros 

aportados por oligómeros del entrecruzante) que permanecen disponibles para 

continuar reaccionando con la lipasa. Es muy probable entonces que, al igual que 

en el catalizador SOP-CALB (capítulo IV), se haya producido una inmovilización 

mixta: uniones covalentes con GLUT y adsorción por agregación. Aquellas 

moléculas adsorbidas débilmente son las capaces de retener la conformación 

activa. Este fenómeno fue propuesto también  por Betancor y col. [6] quienes 

estudiaron la unión de CALB a soportes aminados y activados con GLUT. En este 

caso, debido al protocolo utilizado, algunos grupos amino quedaron libres y 
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protonados, confiriéndole un carácter parcialmente iónico a la superficie. A estos 

soportes le llamaron matrices heterofuncionales. En los materiales estudiados en 

este capítulo, el APTS aporta más grupos etoxi expuestos que aminos (ver 

Esquema 5.2) por lo que surge un tercer mecanismo posible de unión enzima-

soporte.  

La significancia estadística de CALB nominal en la variabilidad de CE% se 

comprobó en la Sección 5.3.2.1.2 (Ecuación 5.2). Según un gran número de 

estudios publicados, se encuentra que CE vs. proteína ofrecida sigue una 

tendencia del tipo isoterma de Langmuir: crece con la cantidad de enzima 

ofrecida hasta alcanzar un máximo que se mantiene aproximadamente constante 

más allá de ese valor [23–25]. Si se fija el parámetro GLUT en valores constantes 

(50, 25 y 0 mg nominales) la Ec. 5.2 resulta en las ecuaciones 5.5, 5.6 y 5.7. Las 

mismas se representan en la Figura 5.34 en forma comparativa con los datos 

experimentales obtenidos. Cada punto experimental representa uno de los 10 

catalizadores preparados. 

 

   Ecuación 5.5. CE% = 0,57936 + 0,0255757*(mg CALB)2    GLUT=50 

 

   Ecuación 5.6. CE%=0,978+0,0255757*(mg CALB)2            GLUT=25 

 

   Ecuación 5.7. CE%=1,11089 + 0,0255757*(mg CALB)2           GLUT=0 
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Figura 5.34. CE% en función de mg de CALB ofrecida para las 3 cantidades de 

GLUT nominal. 

 

 

En el rango CALB explorado (3 – 9 mg nominales) CE mantuvo una 

tendencia creciente. Cuando se ofreció una cantidad significativamente mayor  

(20,8; ver Tabla 5.21) las CE medidas fueron 3,3 y 3,9; por lo que se puede 

afirmar que estos catalizadores no admiten más de un 4% en peso de enzima.  

 

5.5. Conclusiones del capítulo V 

 En este capítulo se exploró el rol de las cantidades nominales de los 

aditivos APTS - GLUT, y de CALB ofrecida, en la performance los biocatalizadores 

magnéticos preparados. El diseño experimental seleccionado arrojó modelos 

matemáticos que describen satisfactoriamente la variabilidad de la conversión y 

la carga enzimática. Las actividades específicas por unidad de masa de 

catalizador o de lipasa inmovilizada también pudieron predecirse aunque con 

menor precisión. En las condiciones exploradas, el parámetro APTS no tuvo una 
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influencia estadísticamente significativa sobre las respuestas evaluadas. En 

cambio, la cantidad de GLUT y CALB ejercieron un rol crítico en la eficiencia de 

los catalizadores. Se propusieron mecanismos de inmovilización sobre los 

diferentes materiales SOPAG que incluyeron enlaces covalentes, tanto con GLUT 

como con APTS, e interacciones débiles a través de adsorción sobre zonas 

hidrofóbicas (capas subyacentes de CALB). El mejor catalizador fue sometido a 

reusos en los que presentó una desactivación total en 7 ciclos por leaching. 

Aquellos CATs con CE mayores a 2% retuvieron entre 70 y 100% de la actividad 

inicial luego de dos meses de almacenamiento, mientras que con CE menores se 

desactivaron totalmente. 
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 En este capítulo se propone un nuevo enfoque en relación a la 

cuantificación de proteínas en el medio de inmovilización de lipasas, en vista de 

las grandes limitaciones de los métodos tradicionales basados en espectroscopía 

UV-Visible. Se estudiaron fuentes de error asociadas principalmente al método de 

Bradford. Los catalizadores obtenidos en el diseño del capítulo V se utilizaron 

como muestras de prueba. Las técnicas propuestas, además de las basadas en 

espectroscopia UV-V, fueron la medición del contenido de azufre por emisión 

atómica-ICP. En total, se analizaron cuatro protocolos combinando las distintas 

técnicas.  

 Se calcularon valores de concentración de lipasa que se correlacionaron 

adecuadamente con la actividad de cada catalizador. Dichos valores fueron 

considerados los correctos y en base a éstos se estimaron los errores de los 

métodos tradicionales. El método clásico de Bradford arrojó errores por defecto 

entre 400 y 1200% en los valores de carga enzimática.  

 Es necesario tener presente el protocolo de inmovilización de los CATs del 

capítulo anterior, ya que los mismos (CAT 1-10) se utilizaron como objeto del 

estudio en esta  sección para comparar los distintos métodos. 

 

6.1. Introducción 

El principal propósito de la inmovilización enzimática es mejorar o 

preservar (al menos en parte) la capacidad biocatalítica de las enzimas para su 

reuso. Conocer la carga enzimática (CE) resultante es útil para comparar no sólo 

las actividades de la enzima libre e inmovilizada, sino que también como 

parámetro comparativo entre catalizadores, y para optimizar el diseño de un 

biocatalizador en términos de los  costos asociados. El cálculo de CE se realiza 

tradicionalmente por el método indirecto. Esto es, midiendo la concentración de 

enzima en la solución de inmovilización al inicio y al final, así como en los 

lavados.  

La cantidad inmovilizada se obtiene por diferencia. Otros métodos de 

cuantificación reportados en la literatura incluyen 
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a) El uso de una reacción test con la utilización de una alícuota del 

sobrenadante de la inmovilización igual, al inicio y al final de la 

reacción 

b) El uso de una reacción test para el sobrenadante al inicio de la 

reacción con una cantidad conocida de proteína inicial y luego la 

utilización de una cantidad fija de biocatalizador final (ejemplo 50 

mg) para correlacionar con la cantidad de proteína 

c) La utilización de métodos basados en espectrometría  UV-V con o 

sin un reactivo químico involucrado  

En trabajos publicados a lo largo de décadas, los métodos analíticos 

empleados para determinar esas concentraciones de enzima fueron originalmente 

diseñados para cuantificar proteínas por la técnica de espectrometría UV-V. Los 

más comunes son los métodos de Lowry [1], Bradford [2], ácido bicinconínico 

(BCA en inglés) [3] y en menor medida, la reacción de Biuret [4]. La absorbancia a 

280 nm  (A280), por su parte,  no es utilizada para estos fines.   

El método Biuret se basa en la formación de complejos de iones Cu2+ con 

las proteínas. Sulfato cúprico es añadido a la solución incógnita a pH fuertemente 

alcalino. Se desarrolla un color púrpura-violeta por la coordinación del cobre con 

enlaces peptídicos [4]. Otros aditivos, como tartrato de sodio, son necesarios para 

evitar la aparición de turbidez en la solución. Inicialmente se propuso para 

muestras de origen biológico, en las que sólo las proteínas daban una reacción 

positiva. Sin embargo, las interferencias causadas por presencia de aminas 

primarias, iones amonio, buffer Tris, sacarosa y glicerol [5] hacen muy limitada 

su aplicación. 

El método de Lowry es una ampliación de la reacción Biuret por la 

subsecuente adición del reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de ácidos 

fosfotúngstico y fosfomolíbdico) que actúa como agente oxidante de residuos 

aromáticos de las proteínas, como triptófano y tirosina. De aquí que las 

respuestas de iguales concentraciones de proteínas diferentes sean dependientes 

de la naturaleza de la biomolécula y por lo tanto variables. Varias modificaciones 
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se han propuesto para minimizar esta dependencia, pero el método ha quedado 

casi en desuso por la disponibilidad de otros más sencillos [5].  

El método del BCA es una variante del ensayo de Lowry, ya que este 

reactivo detecta los iones Cu+ provenientes del Cu+2 que se redujo por reacción 

con grupos peptídicos en condiciones básicas. Igualmente, esto no elimina la 

variación de la señal analítica con la composición de la proteína [5]. 

El método de Bradford, en cambio, emplea el colorante azul de Coomassie 

brillante G-250 (CBB, Esquema 6.1) en medio ácido. El color de este compuesto 

(y por ende su absorbancia) puede variar en gran medida según el pH del medio 

en que se encuentre. A pH 0 o menor, los 3 nitrógenos estarán cargados 

positivamente y el color es rojo. La absorbancia máxima es a 470 nm. Alrededor 

de pH 1, el nitrógeno marcado como 1 se desprotona dando un color verde. Su 

absorbancia máxima es a 645 nm. Al superar el pH 2 y hasta 7 ambos nitrógenos 

1 y 2 se encontrarán desprotonados y el anión resultante es azul, con la máxima 

absorbancia a 595 nm. En medios fuertemente alcalinos la molécula se 

descompone, y la solución se vuelve rosada [6]  y la máxima absorbancia es a 518 

nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 6.1. Estructura del CBB a pH 2-7 (forma azul, carga neta -1) 

 

1 

2 3 
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El CBB se puede adquirir comercialmente como parte de un kit disuelto en 

medio ácido (forma roja). Esta solución, conocida ahora como “reactivo de 

Bradford” (RB),  consiste en 0.01% (p/v) de CBB, 4.7% (p/v) de etanol, y 8.5% 

(p/v) de ácido fosfórico en agua.  La utilizada para esta tesis se expende  con el 

quíntuple de estas concentraciones y se conoce como “RB 5X”. La albúmina de 

suero bovino (BSA) es la proteína patrón más empleada para confeccionar la 

curva de calibrado, independientemente de la proteína o enzima a cuantificar. 

En la Figura 6.1a se pueden apreciar los colores adoptados por el RB 5X 

en soluciones acuosas de distinto pH. Los espectros en el visible de cada muestra 

se presentan en la Figura 6.1b.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1.a-RB 5X en soluciones de diferente pH.  

b-Espectros UV-V de las soluciones en 6.1a 

 

El CBB se une a las proteínas en medio ácido para dar un complejo de 

color azul (λmax = 595 nm), cuya intensidad es linealmente proporcional a la 

concentración en ciertos rangos. 

Inicialmente, cuando el método de Bradford surgió (año 1976) y hasta 

mucho tiempo después, no se tenía un conocimiento cabal del mecanismo de 
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interacción colorante-proteínas. Uno de los trabajos más actuales que intentó 

dilucidarlo es el de Georgiou y col. quienes buscaban una forma de incrementar 

la sensibilidad del método clásico mediante el agregado de ácido tricloroacético y 

sulfato de amonio. Concluyeron que además de la forma aniónica (azul), la 

especie neutra (verde) también es capaz de unirse a las proteínas a través de 

interacciones hidrofóbicas [7].  Compton y Jones habían publicado esa 

conclusión dos décadas antes, junto con la interacción iónica sulfonato-proteína 

[8]. A partir de estos antecedentes, se pueden considerar estas dos posibilidades 

de interacción del CBB con proteínas: a través de residuos de aminoácidos que 

puedan estar protonados (arginina, lisina, e histidina) con los sulfonatos,  y 

mediante zonas neutras del CBB (anillos bencénicos, metilos y metilenos) con 

grupos poco polares en la cadena proteica (triptófano, fenilalanina) [7]. 

Desde la publicación del trabajo de Marion Bradford, muchos 

investigadores comenzaron a encontrar dificultades o incongruencias en la 

aplicación de este método, como variabilidad de la respuesta ante diferentes 

proteínas [9,10], baja sensibilidad [11] o interferencia de otras especies no 

proteicas [12,13].  

Igualmente, debido a su sencillez, rapidez y bajo costo, el método de 

Bradford sigue siendo el más utilizado para conocer la CE de virtualmente 

cualquier enzima en cualquier soporte [14–18], así como en investigaciones 

pertenecientes a otros campos. Es notable que  a pesar de existir numerosas 

advertencias e intentos por minimizar los errores inherentes al método de 

Bradford, siempre es el artículo original [2] el que es citado sin ninguna 

aclaración sobre si fue necesario o no realizar modificaciones al protocolo.  

Ahmad y Saleemuddin diseñaron una variante del método de Bradford más 

sofisticada para el caso específico de proteínas inmovilizadas en soportes sólidos, 

que se conoce como método directo. Exploraron dos clases de celulosa y micro-

bolillas de vidrio como carriers (Sepharose, Sephadex). Inmovilizaron 

hemoglobina, ovalbúmina, citocromo C, BSA y aldolasa. Propusieron incubar a T 

ambiente el material cuyo contenido proteico se quiere conocer,  en una solución 

acuosa de CBB al 0,1%, con 10 % de ácido acético y 25 % de isopropanol. Los 

autores afirmaron que con este tratamiento  las proteínas inmovilizadas se unen 



- 218 - 

 

a CBB de forma reversible. Luego lavaron el colorante no unido al sólido y 

finalmente eluyeron el CBB que sí había quedado unido  usando NaOH en 

metanol. Esta solución fue acidificada y la absorbancia se midió a 605 nm. Como 

testigos, utilizaron papeles de filtro en los que embebieron cantidades conocidas 

de proteína. Estos papeles fueron tratados como las muestras para armar las 

curva de calibrado de cada analito [19]. Cuando se quiso extender este engorroso 

protocolo a otras proteínas, no se logró distinguir la señal de los testigos de la 

correspondiente al blanco de reacción [20]. La baja sensibilidad y el trabajoso 

procedimiento son probablemente las razones por las que este método directo no 

ha sido más difundido. 

Investigaciones previas del grupo dirigido por la Dra. Ferreira demostraron 

que sólo con agitación de las soluciones de diversas proteínas puras en agua su 

espectro de absorción en el UV cambiaba significativamente debido a la 

desagregación de las moléculas, lo cual implica un mayor número de grupos 

reactivos expuestos [21]. Por lo tanto, la señal del complejo proteína-colorante 

estará sujeta a múltiples variables como por ejemplo la agitación previa o no de la 

muestra. Además observaron un importante impacto, en los resultados de 

cuantificación, cuando se usaba una solución reguladora -por ej. buffer de 

fosfatos- como medio de inmovilización [22–24]. Es importante aclarar que PBS 

(Phosphate Buffer Solution) es un reactivo universalmente utilizado como 

solvente de inmovilización. 

Considerando la experiencia previa del grupo en la inexactitud de los 

métodos basados en UV para determinación de proteínas y la literatura publicada 

sobre las distintas falencias del método de Bradford en particular (y el 

conocimiento informal de las falencias de otros métodos por comunicaciones 

privadas de colegas), se admitió la necesidad de emplear otra técnica para el 

cálculo de CE. Es por esto que la determinación de azufre por emisión atómica 

con atomizador de plasma acoplado inductivamente (EA-ICP en inglés) se propone 

como alternativa. Al conocer el número de aminoácidos que contienen en su 

estructura química este heteroátomo dentro de la secuencia de la enzima y su 

peso molecular, pueden calcularse los mg de proteína presentes en las soluciones 
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comerciales, los medios de inmovilización e incluso en los mismos catalizadores 

sólidos, si éstos son sometidos a una digestión química que los disuelva.  

El uso del contenido de azufre como herramienta para el cálculo de 

concentraciones de proteína fue reportado por otros autores. En dichos trabajos 

utilizaron espectrometría de reflexión total de fluorescencia de rayos X para 

determinar varios heteroátomos en muestras biológicas [25,26]. 

 

6.2. Experimental 

La determinación de la carga enzimática (CE) en los catalizadores 1-10 del 

capítulo 4 se realizó mediante cuatro protocolos diferentes: 

I) Cuantificación de proteína por el método de Bradford (λ = 595 nm) en el 

caldo comercial, la solución de inmovilización antes y después del contacto 

con el soporte, así como en los lavados; usando albúmina bovina (BSA en 

inglés) como patrón para calibración en el rango de concentración. 

II) Cálculo de concentración de CALB en el caldo comercial por cuantificación 

de S con EA-ICP. Posteriormente se usó el método de Bradford para 

determinar proteína en el sobrenadante de inmovilización y lavados, con 

BSA como patrón. 

III) Cálculo de concentración de CALB en el caldo comercial por cuantificación 

de S con EA-ICP, y usar el método de Bradford estándar para determinar 

proteína en el sobrenadante de inmovilización y lavados, con CALB como 

patrón, proveniente del mismo preparado usado para inmovilizar. 

IV) Cálculo de concentración de CALB en el caldo comercial, en el 

sobrenadante de inmovilización y en los lavados por cuantificación de S 

con EA-ICP. 

6.2.1. Curvas de calibrado con BSA como patrón 

Al aplicar el método de Bradford, se siguieron las instrucciones provistas por el 

fabricante del reactivo [27]. Existen dos rangos de concentración en los que se 

sugiere trabajar con BSA: rango micro (1.2 a 10.0 µg/ml) y rango estándar (0.2 a 
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0.9 mg/ml). En el primero, el reactivo de Bradford comercial se usa diluído 1:5 y 

se denota “RB 1X”. En el segundo se usa puro (RB 5X). Se prepararon soluciones 

stock de BSA en NaCl 0,15 M, tal como indica el protocolo de Bradford  [2]. En 

ambos rangos los testigos de BSA se diluyeron con buffer fosfato pH = 7 o con 

agua destilada. Recordemos que el PBS tiene pH 7,4. En la Tabla 6.1 se 

especifican los volúmenes empleados. Para cada testigo y muestra, se registró el 

espectro completo 400 a 700 nm usando celdas de cuarzo de 1 cm de camino 

óptico. Para estimar la desviación estándar del método, en el rango micro 

(dilución con agua) se realizaron 3 réplicas de cada punto. 

 Tabla 6.1. Curvas de calibrado con BSA como patrón. 

 

       *promedio de tres réplicas 

 

 

RANGO ESTÁNDAR 

 Testigos de BSA Medición de absorbancia 

µL 
Stock 
BSA 
2,5% 

µL 
buffer 
o agua 

mg  
BSA/ 
mL  

µL de 
testigo 

mL RB 
1X 

A 595 
nm 

buffer 

A 595 
nm 

agua 

Blanco 0 1000 0 100 5 ---- ---- 
1 8 992 0,20 100 5 0,241 0,206 
2 16 984 0,40 100 5 0,459 0,453 
3 24 976 0,60 100 5 0,581 0,629 
4 30 970 0,75 100 5 0,738 0,718 
5 36 964 0,90 100 5 0,839 0,925 

RANGO MICRO 

 Testigos de BSA Medición de absorbancia 

µL 
Stock 

BSA 
0,1% 

mL 
buffer 

o agua 

µg 
BSA/ 

mL 

µL de 

testigo 

µL RB 

5X 

A 595 
nm 

buffer 

A 595 
nm 

agua* 

Blanco 0 5 0 1600 400 ----- ----- 
1 6 5 1,2 1600 400 0,080 0,012 
2 10 5 2 1600 400 0,150 0,071 
3 20 5 4 1600 400 0,190 0,156 
4 30 5 6 1600 400 0,292 0,214 
5 40 5 8 1600 400 0,351 0,331 
6 50 5 10 1600 400 0,409 0,369 
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6.2.2. Curva de calibrado con CALB como patrón 

Para el método III donde CALB se usó como patrón, la curva de calibrado 

se construyó en el rango micro diluyendo con agua, de tal forma que las 

absorbancias registradas a 595 nm entren en el mismo rango de los testigos de 

BSA (0,01-0,4). Se preparó una solución stock a partir del caldo concentrado, 

diluyéndolo 1:10 con agua. La concentración del patrón admitida como correcta 

fue la calculada a través del contenido de azufre. En la Tabla 6.2 se especifican 

los volúmenes utilizados de cada solución. 

Tabla 6.2. Curva de calibrado con CALB como patrón. 

 µL Stock 
CALB 
1,8 

mg/mL* 

mL agua 
µg 

CALB/ 
mL 

µL de 
testigo 

µL RB 5X 
A 595 nm 

agua 

Blanco 0 5 0 1600 400 ---- 

1 34,7 5 12,5 1600 400 0,135 

2 41,6 5 15 1600 400 0,130 

3 52 5 18,75 1600 400 0,179 

4 69,4 5 25 1600 400 0,239 

5 83,3 5 30 1600 400 0,245 

*concentración determinada por azufre (EA-ICP) 

6.2.3. Determinación de S por EA-ICP 

El método para determinar S por EA-ICP es el indicado en la norma EPA 

200.7 [28]. Se emplearon patrones certificados marca Chem-Lab (Bélgica). El 

cálculo de concentración de CALB a través de la determinación de S (métodos II, 

III y IV) se realizó teniendo en cuenta que su masa molar es de 33 kDa y cada 

molécula de esta lipasa contiene 5 metioninas y 7 cisteínas, por lo tanto 12 

átomos de azufre [29]. 

6.2.4. Muestras control 

Se agitó el soporte SOPAG7 en agua destilada durante 7 horas, sin agregado 

de lipasa. A esto se le llamará de aquí en adelante Muestra control. Este control 

fue analizado por el método de Bradford micro, para comprobar si presentaba 

reacción positiva ante CBB. 
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El soporte sólido seco (SOPAG7) fue sometido a un screening elemental 

cualitativo con fluorescencia de rayos X para detectar presencia de azufre como 

residuo proveniente de la síntesis de magnetita. El equipo utilizado fue un 

espectrómetro PHILIPS PW 1400, con ánodo de Rh y detector de Ge bajo 

atmósfera de He. 

6.2.5. Análisis de las muestras 

El caldo comercial puro se analizó usando el protocolo de Bradford tanto 

en el rango micro como el estándar.  

La técnica SDS-PAGE (electroforesis de gel de poli-acrilamida – 

dodecilsulfato de sodio) se aplicó para evaluar la pureza del preparado comercial 

en relación a la presencia de otras proteínas. La muestra se trató y analizó según 

el procedimiento descripto en [30].  

Los sobrenadantes de inmovilización y lavados fueron analizados por el 

método de Bradford sólo en el rango micro, realizando las diluciones necesarias 

para que la absorbancia  perteneciera a la zona lineal.  

 

6.3. Resultados 

6.3.1. Curvas de calibrado 

Las curvas de calibrado obtenidas mediante el método de Bradford usando 

BSA como patrón se muestran en la Figura 6.2 (rango estándar) y 6.3 (rango 

micro). Este último se empleó para el cálculo de CE según el método I. La 

ecuación elegida fue la correspondiente a BSA diluida en agua destilada, ya que 

las muestras a analizar (caldo comercial, sobrenadante de inmovilización y 

lavados) no contenían buffer.  
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Figura 6.2. Curvas de calibrado del método de Bradford en el rango estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.3. Curvas de calibrado del método de Bradford en el rango micro. 

 

La Figura 6.4 incluye las curvas de BSA y CALB en el rango micro. Las 

concentraciones de los testigos de CALB (puntos rojos) fueron determinadas 

mediante el contenido de S por EA-ICP. 
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Figura 6.4. Curvas de calibrado del método de Bradford con BSA o CALB como 

patrón de concentración. 

 

6.3.2. Análisis del caldo comercial 

La Tabla 6.3 resume las concentraciones de proteína en la solución 

provista por Novonordisk, obtenidas mediante diferentes protocolos. Se incluye 

también un valor obtenido por otro grupo de investigación. La Tabla 6.4 informa 

resultados de tres diluciones de este caldo. 

  

Tabla 6.3. Concentraciones de proteína en caldo comercial de CALB 

Técnica 
Método de 
Bradford 
estándar 

Método de 
Bradford 

micro 

Emisión 
atómica ICP 

SDS-PAGE 

Analito Proteína total Proteína total CALB CALB 

Resultado 
(mg/mL) 

2,7 3,5 17,7 15,2 [30] 
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Tabla 6.4. Proteína detectada por el método de Bradford en diluciones del 

caldo comercial 

 

 

 

 

 

Finalmente, el caldo crudo fue sometido a un análisis SDS-PAGE para 

evaluar la presencia de otras proteínas no enzimáticas (Figura 6.5) 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.5. SDS-PAGE del caldo comercial de CALB. 1- Marcadores de peso 
molecular. 2 y 3-Caldo comercial de CALB.  

 

 

µg/mL CALB 
por EA-ICP 
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6.3.3. Análisis de las muestras control 

La Figura 6.6 muestra el espectro UV-V del control con el reactivo de 

Bradford en las mismas proporciones que en el ensayo micro (1600 µL de 

muestra y 400 µL de RB 5X). A 595 nm la absorbancia es 0,1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.6. Espectro UV-V de A) la muestra control con RB 5X, B) sobrenadantes 

de inmovilización a tiempo = 0 (3, 6, 9 mg de CALB/50 mL) diluidos a un cuarto 

con BR 5X. 

La Figura 6.7 es el espectro XRF del soporte.  La señal correspondiente a la 

radiación Kα del S (presente como impureza en la magnetita) se indica en el 

círculo rojo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.7. Espectro XRF del soporte sólido SOPAG7. 
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En la Tabla 6.5 se muestran los resultados obtenidos para CE de cada 

catalizador con los diferentes métodos estudiados. El valor considerado correcto 

es el promedio de los métodos III y IV. 

 

Tabla 6.5. Cargas enzimáticas determinadas por los 4 métodos. 

 

a-Error%= [(valor en negrita-valor evaluado)/valor evaluado] x 100 

b-Determinado por AE-ICP 

c-La cantidad de proteína detectada después de la inmovilización fue 

mayor que la ofrecida al inicio 

Como se mencionó en el capítulo V, los catalizadores 2 y 9 (réplicas) 

resultaron inactivos a pesar de tener cargas enzimáticas en el mismo orden que 

los demás. La inmovilización de la lipasa a través de grupos funcionales cercanos 

al sitio activo justificó este comportamiento. La actividad de los demás 

catalizadores siguió una tendencia que concuerda con la CE. Por esta razón, los 

CAT 2 y 9 fueron excluidos del estudio sobre los métodos analíticos para 

proteínas, puesto que el resultado aparentemente anormal de su CE no se 

C
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100 mg 

de soporte  
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Carga enzimática 

(mg CALB cada 100 mg  de soporte) Error 
(%) 

método 
 I por 

defecto 
(a) 

Error 
(%) 

método 
II por 
exceso 

I- 

Bradford 
clásico 

II-  

Bradford 
clásico y 
EA-ICP 

III- 
Bradford 

(patrón 
CALB) y  
EA-ICP 

IV- 

Sólo 
EA-ICP 

Prom. 

 III y 
IV 

1 4,5 0,42 4,0 2,6 1,85 2,2 424 46 

3 4,5 0,51 4,1 2,1 3,0 2,6 410 37 

4 1,5 0,26 1,5 1,5 1,5 1,5 477 -2 

5 1,5 ( c )  1,0 0,8 0,62 0,7 ∞ 31 

6 1,5 0,09 1,3 0,9 0,42 0,6 567 54 

7 4,5 0,22 3,9 3,0 3,0 3,0 1264 22 

8 1,5 0,09 1,3 1,3 0,55 0,9 900 31 

10 4,5 0,29 3,9 3,1 3,75 3,4 1072 13 



- 228 - 

 

relaciona en forma alguna con la manera de determinarla sino con el mecanismo 

de inmovilización. 

En la Figura 6.8 se compara la variabilidad de la conversión de cada 

catalizador en función de su carga enzimática, calculada por el método de 

Bradford clásico y mediante el promedio III-IV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.8. Variación de la conversión de los catalizadores vs. su CE 

calculada por el método de Bradford y por los métodos III-IV 

 

6.4. Discusión.  

Se obtuvieron grandes diferencias en los valores de CE y de proteína total 

al calcularlas por el método de Bradford o por combinaciones de éste con EA-ICP. 

Esas diferencias pueden atribuirse a varias fuentes de error. A continuación, 

cada una de ellas se analizará indicando de qué forma afectan a la concentración 

de proteína detectada, tanto en el caldo comercial como en el medio de 

inmovilización. 

6.4.1. Influencia de la naturaleza del patrón usado para cuantificar proteína. 

 Como se señaló al comienzo de este capítulo, la BSA es siempre la proteína 

elegida como estándar de concentración al emplear el método de Bradford [14–18] 

indistintamente de la especie incógnita.  
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La pendiente de la curva de calibrado de BSA en el rango micro (Figura 

6.4, testigos en agua)  es 5,5 veces más alta que la de CALB. Esto arroja  errores 

del orden de 82 % por defecto en la determinación de proteína total (Tablas 6.4 y 

6.5) del caldo comercial. Llerena Suster y col. utilizaron esta lipasa purificada 

para realizar la misma comparación en el rango estándar, obteniendo un valor 

2,16 veces más grande para la albúmina [30].  

Considerando el mecanismo de interacción CBB-proteína, se deduce que el 

tipo de unión entre ellos será variable de acuerdo a la composición de 

aminoácidos: a mayor cantidad de grupos –NH2 libres y expuestos por 

biomolécula, mayor cantidad de colorante adsorberá y por lo tanto la señal 

analítica resultará más intensa. Aquellas proteínas débilmente enlazadas al 

colorante darán como resultado una subestimación de su concentración. Según 

el Protein Data Bank, CALB contiene 317 aminoácidos con 18 residuos reactivos 

ante CBB (9 Lys, 8 Arg y 1 His). En cambio, BSA tiene 583 aminoácidos con 98 

residuos reactivos (59 Lys, 22 Arg y 17 His). Esto justifica la mayor absorbancia 

medida al usar BSA, ya que cada molécula reaccionará con aproximadamente 80 

CBBs más que CALB.  

Diversos investigadores reportaron las mencionadas falencias asociadas al 

método de Bradford, usando una gran variedad de analitos. Ya en 1977 Pierce y 

Suelter demostraron que quimotripsina A, pepsina, tripsina, γ-quimotripsina y 

lisozima daban pendientes de entre 1,4 y 5,8 veces menor que BSA, mientras que 

para citocromo C era 20 % mayor [9]. Congdon y col.,  en un intento por explicar 

la interacción CBB-proteína, advirtieron que la variabilidad de color entre 

diferentes proteínas se debía mayormente al distinto número de argininas y 

lisinas en su estructura química. Otra causa que sugirieron para estos resultados 

erróneos tiene que ver con la absortividad molar del complejo formado CBB-

proteína.  Según los autores, este valor difiere con la identidad del patrón así 

tengan la misma cantidad de residuos reactivos frente a CBB [31].  

Giraudi y col. comprobaron una subestimación de la concentración de 

proteína total al intentar cuantificar peroxidasa de rábano picante conjugada con 

esteroides usando el método de Bradford. En este artículo, atribuyeron ese 

resultado al menor número de residuos aminoacídicos disponibles para 
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interactuar con CBB [32]. El mismo efecto fue observado para α, β y γ globulinas 

[33]. 

Szöllösi y col. aseveraron directamente que los métodos colorimétricos, 

incluyendo Bradford,  no son adecuados para  cuantificar proteínas 

intrínsecamente desestructuradas [10].  

El mismo proveedor del reactivo de Bradford incluye en el manual de 

instrucciones una lista de 23 proteínas diferentes que fueron utilizadas para 

preparar gravimétricamente soluciones de 10 mg/mL, y luego los métodos biuret, 

Lowry y Bradford fueron aplicados a cada una. De las 23 especies, sólo 5 

arrojaron resultados de 10±1 mg/mL con el CBB; 3 dieron entre 12 y 16;  4 entre 

20 y 26 y 11 entre 4 y 8,3 [27].  Esto equivale a errores de hasta 160 % por 

exceso y 60 % por defecto, calculándolo de la misma forma que en la Tabla 6.5.  

Algunos autores intentaron revertir este defecto mediante diversas 

modificaciones al procedimiento de Bradford, tales como:  

-Alterar las relaciones muestra/colorante o muestra/ácido fosfórico para 

cada proteína a cuantificar [34]  

-Agregado de NaOH al RB o a la muestra [35] 

-Expresar las concentraciones de testigos como número de grupos NH2 

reactivos en lugar de mg de proteína [36]. Sin embargo esta estrategia no 

contempla el fenómeno de agregación que determina que no todos los grupos NH2 

de la proteína queden expuestos y disponibles para reaccionar con CBB. 

Tampoco tiene en cuenta las interacciones hidrofóbicas, ni resuelve la 

segunda pero no menos importante fuente de error: las interferencias. 

En particular, para el caso de CALB cuantificada por Bradford, la 

respuesta es muy baja. Con el método I, al restar la proteína detectada final 

(sobrenadante y lavados) a la inicial, prácticamente no hubo diferencia, por lo 

tanto los valores de CE fueron muy bajos (<0,55 %) para todos los CATs, a pesar 

de su amplio rango de actividades (ver Fig. 6.8). El mismo problema fue 

encontrado para penicilinasa inmovilizada en silica gel cuando se determinó por 

el método de Bradford directo [19], aunque los investigadores apuntaron a la 
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desactivación  de la enzima como potencial causa de la anomalía en la correlación 

actividad-CE [37].  

En el CAT5 se encontró más proteína al final que al inicio. Esta 

observación requiere de una explicación que excede la influencia del patrón 

elegido, ya que sugiere la presencia de especies no proteicas reactivas frente al 

CBB que aparecen en el medio de inmovilización al ponerse en contacto con el 

soporte. Las mismas forman parte de las interferencias, que se analizan en la 

sección siguiente. 

6.4.2 Influencia de las interferencias 

Las enzimas se adquieren por lo general comercialmente  en forma de 

sólidos liofilizados o  disueltas en medios líquidos (caldos). Raramente se informa 

de fábrica la pureza o concentración de esos preparados. En su lugar, se suele 

proveer el valor  Unidades de Enzima (UE). Por ejemplo, la solución utilizada en 

esta tesis tiene, según el proveedor,  “> 5000 LU/g de líquido” [38]. En forma de 

polvo, se informa “~9 U/mg” [39]. Como se detalló en el Capítulo I Sección 1.3, 

estas magnitudes deben interpretarse en función de  múltiples variables, lo cual 

dificulta su utilidad en cuanto a indicador de concentración de proteína o de 

enzima.   

En el Capítulo IV Sección 4.4.3, se había indicado que el preparado 

comercial de CALB utilizado para esta tesis contiene numerosas especies 

químicas diferentes (glicerol, sorbitol, benzoato de sodio y  sorbato de potasio 

[40]). El exhaustivo proceso de análisis y purificación llevado a cabo por Llerena 

Suster y col. [30] identificó además una cantidad detectable de ácidos nucleicos. 

Por lo tanto, además de la lipasa, todas estas sustancias estarán presentes en el 

medio de inmovilización cuando el producto se utiliza tal como se recibe.  

Por otro lado, se debe tener en cuenta  que la agitación vigorosa del soporte 

en agua (o buffer) durante tiempos prolongados posibilita la lixiviación de 

distintos componentes del soporte. 

Si se utiliza una solución reguladora como medio de inmovilización, se 

suman moléculas de ácidos débiles, protones e iones provenientes de su sal como 

posibles fuentes de interferencias.  
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6.4.2.1. Interferencias en el método de Bradford 

Contemplando el mecanismo de reacción colorante-proteína, 

eventualmente, cualquier especie química capaz de actuar como un ácido de 

Lewis interaccionará a través de los grupos sulfonatos del CBB. 

 Conjuntamente con el diseño del método analítico, Bradford estudió la 

reactividad con el CBB de una serie de sustancias de presencia o uso común en 

determinaciones bioquímicas. Observó que el buffer Tris, ácido acético, 2-

mercaptoetanol, sacarosa, glicerol, EDTA y trazas de detergentes (Triton X-100, 

SDS) provocaban un aumento significativo de la absorbancia a 595 nm, pero los 

consideró como interferencias evitables si se los incluía en el blanco de reactivos. 

En cambio, 1% de detergentes, fenol, solución para diálisis y acetona generaban 

errores demasiado grandes como para corregirse [2].  

 Otros investigadores encontraron interferencias adicionales, como 

fármacos [41], azúcares [42] o polímeros [43,44]. Silvério y col. estudiaron 

sistemáticamente un gran número de sales y polímeros en diferentes 

concentraciones. Hallaron una importante contribución de sales básicas como 

carbonatos [13]. Propusieron la dilución de las muestras como solución, ya que al 

disminuir la concentración de los compuestos su efecto se minimiza. Sin 

embargo, esta estrategia deja de ser útil para sistemas donde la concentración 

inicial de proteína a determinar es muy baja.  

Wenrich y Trumbo demostraron la reacción positiva del CBB con ADN y 

ARN que aumentaban la concentración real de proteína hasta un 18 % según la 

identidad del analito [12]. Como ya se mencionó anteriormente, los ácidos 

nucleicos son una impureza común en los preparados comerciales de enzima. 

 La absorbancia de 0,1 a 595 nm registrada cuando el RB es agregado a la 

muestra control representa una contribución significativa en comparación con la 

señal de las muestras en el rango micro (menor a 0,4 para BSA y a 0,245 para 

CALB). Esta señal al UV-V se debería a la presencia de especies químicas 

derivadas de la disgregación del soporte. Se incorporarían al medio especies como 

hierro y clusters APTS/GLUT capaces de formar complejos con el CBB [45]. Para 

verificar esta hipótesis se preparó una mezcla de APTS y GLUT en agua. El 
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producto formado es un sólido amarillo que precipita. Al agregar una gota de RB 

5X la suspensión se solidifica tornándose más oscura  hasta separarse en dos 

fases: una sólida y otra  líquida de color azul. Estas evidencias pueden observarse 

en la Figura 6.9. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.9. Reacción entre APTS y GLUT en agua y el posterior agregado 

de RB 5X. 

 

Si la mezcla se realiza en etanol, el producto es soluble como se aprecia en 

la Figura 6.10. Cuando se agregó una gota de RB 5X la solución tomó un color 

azul intenso (Fig. 6.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.10. Producto de reacción APTS-GLUT en etanol y el posterior 

agregado de RB 5X. 
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Tanto el espectro de la muestra control como la reacción positiva de APTS-

GLUT ante CBB evidencian la importante interferencia que constituyen estas 

especies en la determinación de proteína en el medio de inmovilización.  

El fenómeno de agregación de proteínas conduce a interferencias 

adicionales en la cuantificación usando Bradford. 

Dos diluciones del sobrenadante de inmovilización de CAT 7 fueron analizadas 

por el método de Bradford clásico (Procedimiento I): una sin agitarla, y la otra 

luego de 30 minutos de agitación magnética. Estos procedimientos conducen a 

soluciones de proteínas con diferente nivel de agregación. 

Los espectros del complejo con CBB se muestran en la Figura 6.11. La 

absorbancia aumentó en casi todo el espectro cuando la muestra fue agitada. A 

595 nm la A pasó de 0,154 a 0,179. Esto es una evidencia de  la desagregación de 

la enzima ya que al existir mayor número de grupos reactivos expuestos a la 

solución, más moléculas de CBB se unirán formando el complejo azul. 

 

6.4.2.2. Interferencias en el método de determinación de S por EA-ICP 

 Cuando se utilizó solamente emisión atómica para calcular CE (método IV 

en la Tabla 6.5),  se tuvo en cuenta que al desintegrarse parcialmente el soporte 

durante las 7 horas de agitación, trazas de azufre podían incorporarse al medio 

líquido desde la magnetita, donde se encuentra como sulfatos provenientes de las 

sales de Fe empleadas en la coprecipitación (ver Fig. 6.7). Para corregir el valor de 

S proveniente únicamente de CALB, se utilizó la relación de absorbancias en el 

UV-V a 595 nm de la muestra y el control (sobrenadante de la agitación del 

soporte en agua, sin CALB, Sección 6.3.3.) como “factor de corrección”. Por 

ejemplo, para el CAT 1, la A de una dilución apropiada del sobrenadante fue 0,32. 

La misma dilución del control tuvo A = 0,05. Como 0,05/0,32 = 0,15 se asume 

que el 15 % del S detectado en esa muestra no proviene de CALB. Entonces los 

ppm de S medido por ICP fueron multiplicados por 0,85 y este valor fue usado 

para calcular lipasa remanente en solución.  
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El hecho de asumir que se disgrega la misma proporción de S en el soporte puro 

que en el soporte en presencia de proteína (incluso en distintas concentraciones) 

forma parte del error inherente al método de cuantificación propuesto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.11. Espectros UV-V de diluciones del sobrenadante de inmovilización de 

CAT 7 con CBB, sin agitación (negro) y agitado (rojo). 

 

 

6.5. Conclusiones del capítulo VI 

 Se estudiaron cuatro  métodos de cálculo de la carga  enzimática de CALB 

inmovilizada en los soportes magnéticos a través de la combinación de dos 

procedimientos analíticos: cuantificación de proteína por el método de Bradford y 

de azufre por emisión atómica-ICP.  

 La aplicación del método colorimétrico clásico (método I) resultó en 

valores de CE hasta 1200% menores a los considerados correctos, debido a la 

baja concentración de proteína medida en el caldo comercial de partida y el medio 

de inmovilización. La principal fuente de error fue el empleo de BSA como patrón 

de concentración.  
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 Cuando se usó EA-ICP para conocer CALB en el caldo comercial, (método 

II) la cantidad de lipasa ofrecida fue corregida, pero permaneció la subestimación 

de proteína en el sobrenadante por la elección incorrecta del patrón. 

 Al emplear CALB como patrón (método III), las CE fueron algo mayores a 

las calculadas sólo por EA (método IV). Interferencias provenientes de la 

desintegración del soporte aumentaron la respuesta en ambas técnicas. Las 

mismas son, en este sistema, hierro y conjugados APTS-GLUT para Bradford, y S 

de la magnetita para EA. Esta última interferencia pudo ser corregida.  

 Las CE que mejor se correlacionaron con la actividad de cada catalizador 

fueron el promedio de los métodos III y IV.  

 Si bien la técnica propuesta como complemento (EA-ICP) requiere 

equipamiento especial y operador calificado, no siempre presentes en todo 

laboratorio, la magnitud de los errores cometidos por espectrometría UV-V 

justifican el gasto que implica la derivación de esos análisis a otros laboratorios.  

 Es necesario purificar los caldos comerciales de enzima u otras proteínas 

antes de emplearlos para separarlas de fracciones insolubles y si es posible, 

ácidos nucleicos. También deben analizarse por SDS-PAGE para comprobar 

pureza en cuanto a otras proteínas. 

 Si se conoce la cantidad de metioninas y cisteínas en la secuencia de 

aminoácidos,  el método de S por EA-ICP  es aplicable a virtualmente cualquier 

proteína, en medios de inmovilización u otros.  

 Cada soporte en particular puede inducir a distintas interferencias, de 

aquí la necesidad de hacer un estudio individual en función del sistema. 

 El método de Bradford es válido sólo si se cuenta con un patrón de la 

misma especie a cuantificar, la muestra se encuentra libre de interferencias (o 

son conocidas y se pueden agregar al blanco) y se emplea junto con otra técnica 

complementaria de mayor exactitud, como la propuesta en este capítulo.  

 Por último, vale destacar que la publicación de estas controversiales 

conclusiones fue desestimada por una 15 revistas científicas diferentes, bajo la 

respuesta común de que el método de Bradford es sencillo y económico. Con los 
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resultados presentados en este capítulo, quedó demostrado que la magnitud de 

los errores cometidos por el método de Bradford obliga a cambiar la metodología 

tradicional de cuantificación de proteínas incluso cuando esto implique usar 

técnicas más complejas, con equipamiento costoso y/o solo disponibles en 

contados laboratorios. 
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Hasta este punto, se estudió la actividad de CALB inmovilizada 

covalentemente sobre soportes previamente activados con GLUT a base de MAG-

QUIT. En este capítulo, se analiza la influencia del tipo de soporte usando 

nanopartículas de magnetita modificadas con LIS. Se promovió, en principio, la 

adsorción simple de la CALB sobre MAG(SDS)-LIS. En una etapa posterior se 

realizó el entrecruzamiento post-inmovilización usando concentraciones variables 

de GLUT. 

Se fijó la concentración GLUT óptima en términos de la actividad  del 

biocatalizador. Se preparó un nuevo catalizador usando MAG(SDS)-LIS con esa 

concentración de GLUT para activar el soporte e inducir el anclaje covalente de la 

enzima. Se evaluó la performance de ambos catalizadores. 

 

7.1. Introducción  

El empleo de aminoácidos (AA) como funcionalizantes para inmovilización 

enzimática ha sido escasamente reportado. Por ejemplo, la epoxi-agarosa se 

modificó con cisteína para obtener un soporte sin carga neta. Este AA  reacciona 

a pH 7 a través del grupo tiol (-SH) dejando libres el carboxilato y el amino 

protonado, cuyas cargas se compensan. Luego la epoxi agarosa fue activada con 

GLUT para inmovilizar CALB.  Posteriormente a  2 horas de tratamiento no se 

registró actividad catalítica en el sobrenadante. Sin embargo la enzima resultó 

débilmente adsorbida dado que al extraer el biocatalizador y lavar se detectó la 

presencia de enzima en los líquidos de lavado. 

El tratamiento del soporte en la solución de enzima durante un período de 

24h aseguró la inmovilización irreversible. [1]. Los autores de este trabajo 

calificaron de “sorprendentemente estables” a las bases de Schiff formadas a lo 

largo de tiempos prolongados de contacto lipasa-soporte.  

El ácido glutámico fue empleado en su forma polimérica  junto con gelatina 

para inmovilizar una esterasa por atrapamiento en presencia de una 

carbodiimida. El biocatalizador obtenido perdió el 60 % de su actividad inicial al 

llegar al quinto ciclo [2].  
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En este capítulo se pretende encontrar un método eficiente de 

inmovilización de CALB en magnetita a través de la interacción con un AA que 

permita obtener un biocatalizador activo, operacionalmente estable y resistente a 

tiempos de almacenamiento prolongados. Dada  la versatilidad, bajo costo y 

biocompatibilidad de la lisina, se seleccionó este AA para evaluar dos posibles 

estrategias de inmovilización: i-entrecruzamiento con GLUT post-adsorción de 

CALB; ii-unión covalente de CALB usando una concentración óptima de GLUT. 

7.2. Experimental 

Se estudiaron dos rutas de inmovilización de CALB, Método “A” y Método 

“B”. En el Método “A” la lipasa fue adsorbida sobre el MAG aminada con lisina, y 

luego se trató con soluciones de GLUT de diferentes concentraciones.  

En el Método “B” se promovió la inmovilización covalente de CALB usando 

la concentración óptima de GLUT surgida del análisis implementado a partir del 

protocolo A. 

Método A 

7.2.1. Adsorción de CALB sobre MAG(SDS)-LIS y entrecruzamiento con GLUT 

El material obtenido según el procedimiento descripto en el capítulo III, 

sección 3.2.1.5 se utilizó como soporte para adsorción simple de la lipasa, 

siguiendo el protocolo de la sección 2.2.5 (capítulo II). A esta formulación se la 

llamará MAG(SDS)-LIS-CALB. 

300 mg de MAG(SDS)-LIS-CALB se dispersaron en 5 mL de soluciones de 

GLUT de concentraciones variables entre 0,05 y 2,5 % (masa de GLUT en 100 mL 

de solución). La relación masa de sólido/volumen de solución de GLUT se 

mantuvo fija en 300 mg/5 mL. La suspensión se agitó magnéticamente por 3 

horas a temperatura ambiente. A estos catalizadores se los llamará A, seguido de 

la concentración de aldehído utilizada (% masa en volumen): A0,05 – A2,5. 
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Método B: 

7.2.2.  Activación con GLUT del soporte aminado e inmovilización covalente 

300 mg de MAG(SDS)-LIS se dispersaron en 5 mL de GLUT 0,03 %, 

durante 3 horas a 45 °C. El sólido se recuperó por decantación magnética y fue 

lavado 3 veces con agua destilada y secado. A este soporte lo llamaremos 

MAG(SDS)-LIS-GLUT0,3. 

200 mg de soporte MAG(SDS)-LIS-GLUT0,3 se agitaron 7 horas en 33 mL 

de agua destilada conteniendo 1,1 mL del caldo comercial. Estas cantidades 

corresponden a las proporciones soporte/lipasa/agua del protocolo 2.2.3. El 

catalizador obtenido de esta forma será  llamado B. 

El Esquema 7.1 representa las dos rutas de síntesis de los biocatalizadores 

estudiados en este capítulo. 
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Esquema 7.1.   Rutas de  síntesis de catalizadores A y B 
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7.3. Resultados 

7.3.1. Caracterización 

7.3.1.1. DRIFTS 

En la Figura 7.1 se muestran los espectros IR de CALB inmovilizada por 

adsorción simple. 

 

Figura 7.1. Espectro IR de MAG(SDS)-LIS-CALB 

 

La presencia de las bandas a 1720, 1590 y 3200-3400 cm−1 atribuibles al 

grupo amida es una confirmación de la incorporación de la lipasa en la muestra 

MAG(SDS)-LIS-CALB . 

La Figura 7.2 muestra los espectros de MAG(SDS)-LIS-CALB-GLUTX 

tratadas con concentraciones variables del entrecruzante. 

 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

0

10

20

30

40

T
 %

(cm
-1
)

 MAG(SDS)-LIS-CALB

 

 

N-H

C-H

O=C-N

Fe-O



- 250 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.2. Espectros IR de MAG(SDS)-LIS-CALB-GLUTX, X=0,05-0,6% 

 

La incorporación de GLUT luego de la adsorción física de CALB es difícil de 

apreciar a partir de los espectros de IR ya que las señales asociadas al grupo 

carbonilo aldehídico y las bandas correspondientes a los nuevos enlaces C-N o 

C=N que pueden formarse, se solapan en la misma región (1400-1750 cm-1). 

En la Figura 7.3, es posible detectar la presencia de GLUT sobre 

MAG(SDS)-LIS a partir de la disminución de intensidad de la banda a 1624 cm-1 

por la desaparición de enlaces N-H y el incremento de las ubicadas entre 1000-

1250. Sin embargo, existe contribución de agua en esta zona y de otros grupos 

funcionales. Además se hacen más notorias las señales de metilenos (CH2) entre 

2750 y 3000, y se suma el estiramiento de C=N alrededor de 3300.    

La lipasa aporta numerosos grupos amida que aumenta las bandas entre 

1500 y 1650 y a 3250 cm-1. 
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Figura 7.3. Espectros IR de MAG(SDS)-LIS, con GLUT como agente activador del 

soporte y CALB inmovilizada covalentemente. 

 

7.3.1.2. Electroforesis y DLS 

 La Tabla 7.1 informa los valores de DH y ζpot para los diferentes tipos de 

partículas preparadas. La adsorción simple de la lipasa invierte el signo del ζpot 

respecto del precursor MAG(SDS)-LIS (Cap. III) ya que su propia carga superficial 

es negativa. El entrecruzamiento con GLUT (muestras A) mantiene esta carga. La 

inmovilización covalente sobre GLUT (catalizador B) resultó en un material 

también negativamente cargado. Esto puede atribuirse a la carga superficial, en 

concordancia con la carga de CALB a ese pH (5.7). 

Los tamaños medidos en dispersión acuosa y expresados en términos de 

diámetros hidrodinámicos, muestran una fuerte tendencia a la agregación de las 

partículas.  
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Tabla 7.1. Diámetros hidrodinámicos en agua y potencial ζ de catalizadores A, B  

 

Muestra Dh (nm) IPD Zpot ± Sd (mV)* 

MAG(SDS)-LIS-CALB 948 0,347 -20,3±4,42 

A0,05 (usado 7 veces) 479 0,163 33,8±7,0 

A0,15 501 0,225 -29,9±5,07 

A0,3 601 0,224 -24,4±4,73 

B 742 0,382 -16,3±3,95 

            *pH 5,7 

 

7.3.1.3. Microscopía electrónica 

 En la Figura 7.4 se muestran las imágenes TEM de MAG(SDS) lavada, 

MAG(SDS)-LIS, MAG(SDS)-LIS-CALB y tres de los catalizadores A (GLUT post-

adsorción). 

Las partículas modificadas con el aminoácido adoptaron  forma esférica, de 

tamaños entre 10 y 30 nm.  

La adsorción de la enzima provoca una importante aglomeración y un 

aumento en la polidispersión de la muestra. De manera que es posible  encontrar 

algunas partículas aisladas del orden de 20nm aproximadamente, que se señalan 

en círculos rojos en la Fig. 7.4. El tratamiento posterior con GLUT 0,5-0,6%  no 

altera significativamente el aspecto de los agregados, sin embargo ya no es 

posible detectar partículas de menor tamaño aisladas.   
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Figura 7.4. Micrografías TEM de muestras seleccionadas a una magnificación de 

270000 X. Las barras de escala en las esquinas representan 20 nm. 
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Las micrografías del catalizador B exhiben zonas en las que se distinguen 

los cristales de MAG a pesar de su elevada aglomeración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.5. Micrografías TEM de distintas zonas del catalizador B. La barra en la 

esquina inferior izquierda representa 20 nm. 



- 255 - 

 

7.3.2. Actividad catalítica 

7.3.2.1. CALB entrecruzada post-adsorción 

 Los catalizadores se testearon, en términos de su actividad, de acuerdo a 

las condiciones establecidas en el capítulo II: 30 mg de catalizador, 1 g de AO, 0,2 

g de agua, 0,15 mL de etanol, 45 °C, 3 horas. Entre un ciclo y el siguiente, el 

catalizador fue lavado. Los resultados se muestran en la Figura 7.6, donde los 

valores de conversión son representados por las barras azules y el leaching en 

rojo en función del ciclo catalítico para cada concentración de GLUT explorada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.6. Conversión (azul) y leaching (rojo) de catalizadores A0,05-0,6. El A2,5 

resultó totalmente inactivo ya en el primer uso.  
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El A0,05 fue lavado 5 minutos luego del primer uso. Su actividad decayó 

de 37 a 29 %. A partir del segundo ciclo el tiempo de lavado se aumentó a una 

hora para minimizar la inhibición por producto o sustrato. Efectivamente, al 

tercer uso la conversión aumentó considerablemente a 45 %. Por lo tanto, el 

protocolo de lavado establecido para todos los ciclos posteriores, para este y el 

resto de los catalizadores fue el siguiente: 

i- Lavado de una hora con etanol/heptano 1/1 bajo agitación 

magnética 

ii-  Lavado de 5 minutos con etanol absoluto para remover restos de 

heptano, agitando magnéticamente. 

iii- El sólido se dejó secar a T ambiente antes de reutilizarlo. 

Al emplear bajas concentraciones nominales de GLUT(0,05 y 0,15 %) se 

apreció la desorción de gran parte de la enzima inmovilizada;  mientras que 

usando concentraciones mayores prácticamente no se detectó leaching.  

La estabilidad operacional fue pobre en todos los casos ya que la actividad 

fue disminuyendo progresivamente hasta desaparecer en 8 ciclos o menos. 

7.3.2.2. CALB inmovilizada covalentemente: catalizador B. 

 La eficiencia del catalizador B, en términos de la masa de AO convertida 

en la reacción test, superó ampliamente a cualquiera de los catalizadores “A” 

analizados. Como se aprecia en la Figura 7.7, en el primer uso mostró una 

conversión del 61 % con 30 mg de catalizador. La actividad decayó gradualmente 

a alrededor del 40 % X y se mantuvo constante hasta, al menos, el octavo uso. Se 

encontró un leaching significativo sólo en los 2 primeros ciclos; en el resto resultó 

notablemente bajo.  
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Figura 7.7. Conversión y leaching de 30 mg de catalizador B. 

 

7.3.2.3. Estabilidad en almacenamiento 

Los catalizadores A0,3 y B fueron reservados sin uso a 4 °C durante un 

período determinado  para evaluar su estabilidad en función del tiempo de 

almacenamiento. Esta característica, junto con la estabilidad operacional, 

representan parámetros de suma importancia en relación a la potencial 

implementación práctica en el ámbito industrial de un catalizador. 

Tanto A0,3 como B retuvieron prácticamente la totalidad de su actividad 

inicial después de 4 y 6 semanas respectivamente. Estos resultados se 

esquematizan en la Figura 7.8. 
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Figura 7.8. Conversión de 30 mg de catalizador/g AO a 45 °C luego de ser 

almacenados por períodos prolongados. 

 

7.4. Discusión 

7.4.1. Influencia de la concentración de GLUT  

 Como se pudo apreciar en la Fig. 7.5, la concentración nominal de GLUT 

(en el rango 0,05-0,6 %) en los tratamientos post-adsorción, no tuvo un gran 

impacto sobre la conversión inicial  de los catalizadores “A”. Cuando la enzima 

adsorbida  físicamente se trató con GLUT al 2,5 %,  la conversión en el primer 

ciclo fue nula. Ese mismo porcentaje de entrecruzante fue usado en el catalizador 

del capítulo IV pre-inmovilización (SOP-CALB). Esta diferencia con SOP-CALB se 

debe a la distinta naturaleza de MAG-AO-QUIT y MAG(SDS)-LIS. El soporte con 

QUIT permite la incorporación de una gran cantidad de GLUT por contener una 

fracción mayor de modificante orgánico. El análisis elemental realizado sobre SOP 

indicó que el contenido de C era de un 8% y el de N 0,5 %. En cambio, cuando 

MAG(SDS)-LIS fue analizado por EA-ICP, el N fue indetectable. 

En cuanto al efecto fijador de GLUT, el aumento de la concentración 

minimizó la desorción en los reusos. Entonces, puede inferirse que existe un 
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equilibrio entre el beneficio del entrecruzamiento, que dota de estabilidad 

operacional al catalizador; y el perjuicio de la desnaturalización de la enzima.  

Este efecto dual del GLUT se ha observado en diferentes protocolos de 

inmovilización. Por ejemplo, la D-aminoácido-oxidasa fue adsorbida en 

Sepabeads®/poli-etilénimida y entrecruzada con 0,2-2% GLUT. Mientras la 

actividad decreció continuamente con esta concentración, la resistencia al 

leaching fue máxima en 0,5 % [3]. Comportamientos similares mostraron la 

hidrolasa de Fusarium moniliforme CGMCC 0536 [4], y CLEAs de lipasa de 

Thermomyces lanuginosa [5,6] y de CALB, respectivamente [7]. 

El mecanismo de reacción GLUT-proteína se había establecido ya en el 

capítulo IV, y está dado por las interacciones de los grupos funcionales de la 

enzima libre con la amplia la variedad de grupos funcionales derivadas del 

dialdehído.  

Los CATs obtenidos a partir del método A, en cambio, interactúan 

mediante unión covalente con el soporte y el entrecruzamiento enzima-enzima en 

el mismo paso. Se propone entonces que bajas concentraciones de GLUT no 

proveen la cantidad suficiente de grupos funcionales para fijar covalentemente 

todas las moléculas de CALB a la lisina. Además, existe la limitación de que sólo 

las especies de menor tamaño (monómero o dímero) lograrán difundir a través de 

la voluminosa capa de CALB adsorbida en la superficie, lo cual facilita la 

lixiviación.  Esta hipótesis explicaría los altos niveles de leaching medidos para 

A0,05 y A0,15.  

Si la cantidad de GLUT post-adsorción es excesiva, no sólo se logrará un 

entrecruzamiento intenso entre enzimas; sino que esa capa externa de 

entrecruzante puede obstruir el acceso del sustrato hasta el sitio activo de la 

lipasa. Este proceso se representa en el Esquema 7.2. 
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Esquema 7.2. Efecto del GLUT sobre CALB adsorbida en MAG(SDS)-LIS 

 

 



- 261 - 

 

7.4.2. Influencia del protocolo de inmovilización 

 Analizando la relación conversión/leaching de los catalizadores A0,05-0,6 

(Fig. 7.6) surge que el A0,03 es el que mejor performance presentó, al lograr 

niveles de conversión medibles hasta en el séptimo ciclo, y con baja desorción de 

enzima. Es por esta razón que  0,3 % GLUT fue la concentración elegida para 

activar el soporte MAG(SDS)-LIS en el método de inmovilización “B”. El 

catalizador B resultó altamente eficiente tanto en términos de conversión como 

estabilidad operacional y en almacenamiento.  

 En la Figura 7.9 se compara la cantidad total de AO convertido por los 

diferentes catalizadores preparados en todos los ciclos ensayados. El B fue capaz 

de catalizar la esterificación de aproximadamente el doble de ácido graso que 

A0,3, esto es 3576 mg de AO convertido por B vs. 1774 mg para A0,3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.9. Cantidades de AO convertido por 30 mg de cada catalizador en todos 

los ciclos. A2,5 resultó totalmente inactivo. 

 

 La activación con GLUT de soportes aminados se ha estudiado 

intensamente desde hace décadas. Monsan propuso en 1978 que la cantidad 

óptima  es dos moléculas de GLUT por cada grupo –NH2 [8]. Teniendo en cuenta 
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las reacciones intra e intermoleculares que experimenta este  entrecruzante (ver 

capítulo IV sección 4.4.1), el control de esta proporción es difícil de lograr ya que 

en las soluciones comerciales abundan las especies poliméricas y con otros 

grupos funcionales [9]. Aún purificando esta mezcla (por ejemplo, mediante 

destilaciones o adsorbentes de alta área [10]) para obtener GLUT monomérico, su 

aplicación como agente fijador de proteínas daría lugar a uniones covalentes 

fácilmente reversibles. Por lo tanto, al momento de establecer un protocolo de 

inmovilización, será necesario realizar un screening con GLUT comercial menor al  

1% (masa de GLUT/100 mL de solución) ya que cada enzima se comportará de 

manera diferente según su composición de aminoácidos y conformación 

estructural.  

 La cantidad de GLUT ofrecida en el CATA0,3 y B fue la misma, sin 

embargo se manifiestan diferentes comportamientos en ambos catalizadores. Esto 

es, B conserva su actividad durante los sucesivos reusos mientras que A0,3 se 

desactiva. La hipótesis que justifica estas diferencias es que 0,3% de GLUT en 

relación a la proteína inmovilizada sería  la concentración óptima para que, 

mediante el procedimiento “B”, CALB reaccione con el número mínimo necesario 

de puntos de anclaje que aseguran su inmovilización irreversible. Esto implica 

que no permanecen grupos aldehído libres [11].  

El descenso de la conversión del catalizador B respecto del primer ciclo, es 

atribuible al desprendimiento de la capa de enzima adsorbida sobre aquellas 

inmovilizadas covalentemente. El mismo comportamiento se evidenció al estudiar 

el CAT SOP-CALB tal como se describió en el capítulo IV.  

En el caso del método “A”, en cambio, el GLUT ofrecido estaría involucrado en la 

reacción enzima-enzima y enzima-soporte. Como la primera interacción ocurre 

primero por cuestiones difusionales, el sobre-entrecruzamiento es inevitable, 

favoreciendo la desorción de agregados de lipasa entrecruzados. Estos agregados 

no necesariamente son catalíticamente activos, de manera que podrían ser 

indetectables a partir de medidas de leaching, de acuerdo a la metodologíoa 

adoptada en esta tesis para cuantificar la pérdida de enzima. 
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7.4.3. Competitividad del catalizador B frente a Novozyme® 435 

Al haber encontrado un protocolo de inmovilización que permite obtener un 

catalizador activo, operacionalmente resistente y estable por períodos 

prolongados de almacenamiento, es posible realizar una comparación con un 

catalizador comercial en términos de la relación productividad/costo. Se 

seleccionó Novozyme® 435 debido a que también contiene CALB inmovilizada.  

 En la Tabla 7.2 se detallan los costos de fabricación por gramo del 

catalizador B y el precio de Novozyme® 435. Todos los reactivos son de marca 

Biopack excepto los solventes (heptano y etanol) que son de Dorwill, además  del 

GLUT y el caldo enzimático cuyo origen es Sigma-Aldrich. 
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Tabla 7.2. Costos de los reactivos para fabricar 1 g de catalizador B y 

precio de Novozyme® 435. 

 

Si bien Novozyme® 435 es mucho más activo por mg de catalizador, 

presenta varias desventajas que obstaculizan su reuso, como por ejemplo pobre 

estabilidad química y mecánica en el medio de reacción y el leaching, que es 

inevitable por estar CALB adsorbida en una resina hidrofóbica [12]. Otra 

limitación se asocia a procesos de separación más complejos. Su remoción para 

implementar ciclos de reuso requiere de filtración que, en un medio de reacción 

viscoso (como la esterificación de ácidos grasos sin solvente) resulta más tedioso y 

conduce a pérdidas del catalizador asociada estas prácticas. En cambio, el 

catalizador B presenta las siguientes ventajas: 

1) Es un 60 % menos costoso que Novozyme® 435 

2) Presenta una satisfactoria resistencia química en el medio de reacción 

3) Conserva la totalidad de su actividad durante tiempos prolongados de 

almacenamiento  

Reactivo Presentación 
Precio 

(dólares) 

Necesario 

p/1 g de 

MAG 

Precio 

p/1g 

% del 

total 

FeCl3.6H2O 5 kg 31,50 2,3362 g 0,01 0,07 

FeSO4.7H2O 1 kg 24,20 1,2005 g 0,03 0,13 

SDS 1 kg 47,83 0,1616 g 0,01 0,03 

NH4OH 26-30% 5 L 30,27 3,74 mL 0,02 0,10 

Heptano 1 L 40,00 10 mL 0,40 1,79 

Etanol abs. 1 L 11,14 10 mL 0,11 0,50 

Lisina.HCl 250 g 20,68 1 g 0,08 0,37 

GLUT 2,5 L al 50% 791,06 0,1 mL 0,03 0,14 

CALB caldo 50 mL 197,00 5,5 mL 21,67 96,87 

COSTO TOTAL 1 g DE CATALIZADOR B USD 22,37 

COSTO 1 g DE NOVOZYM® 435 USD 56,84 
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4) Es fácilmente removible del medio de reacción mediante decantación 

magnética, posibilitando su rápido lavado y reuso. 

Vale destacar que el 97% del costo de fabricación de B proviene del caldo de 

CALB, por lo cual el producto MAG(SDS)-LIS-GLUT es un material que constituye 

por sí mismo un potencial soporte comercializable como adsorbente de proteínas. 

7.5. Conclusiones 

En este capítulo se evaluaron dos protocolos de inmovilización de CALB 

sobre MAG(SDS)-LIS: adsorción simple seguida de entrecruzamiento con GLUT, y 

la unión covalente sobre el soporte previamente activado con GLUT. Por ambos 

métodos se obtuvieron biocatalizadores altamente eficientes en la síntesis de 

etiloleato logrando minimizar el leaching. Se mantuvieron niveles satisfactorios de 

actividad por, al menos, 8 ciclos para el catalizador obtenido por segundo 

procedimiento. A0,3 y B retuvieron al menos el 90% de la actividad inicial luego 4 

a 6 semanas de almacenamiento. El CAT preparado a partir de CALB 

covalentemente inmovilizada sobre MAG(SDS)-LIS-GLUT resultó ser el más 

productivo en términos de cantidad de ácido graso convertido por unidad de 

masa, y su costo de fabricación es un 60 % más bajo que el correspondiente al 

valor comercial de Novozyme® 435.  

 Fue necesaria una minuciosa evaluación de la concentración de GLUT 

luego de la adsorción simple de CALB para encontrar la cantidad que maximiza 

la actividad y estabilidad de la lipasa inmovilizada covalentemente.  Las 

relaciones molares entrecruzante/soporte y entrecruzante/proteína son 

igualmente importantes para optimizar la eficiencia del biocatalizador.  
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La presente tesis se desarrolló sobre dos líneas de investigación 

complementarias: por un lado, la síntesis y caracterización de partículas 

magnéticas, y por otro, la aplicación de la técnica de inmovilización de enzimas 

sobre un soporte sólido. El trabajo estuvo enfocado en la inmovilización de la 

lipasa B de Candida antarctica (CALB).  

1.Síntesis de soportes 

La forma, tamaño e hidrofilicidad de las partículas de MAG pudieron  

controlarse durante la coprecipitación a través del tipo y concentración de 

estabilizante orgánico utilizado. El mismo debió estar presente en el medio de 

reacción al momento de la nucleación y crecimiento de los cristales. 

 No fue posible evaluar efecto del tamaño y forma de las partículas que 

componían el soporte debido a que quellas formulaciones que dieron origen a 

cristales con formas distintas a la esférica (MAG coprecipitada con 

hexametilentetraamina)  no fueron capaces de dispersarse en agua. Esto impidió 

su funcionalización con grupos amino y por ende no pudieron promoverse 

interacciones con CALB. 

La MAG coprecipitada en presencia de ácido oleico o dodecilsulfato de 

sodio pudo ser funcionalizada con grupos amino mediante la incorporación de 

quitosano o lisina. El polímero da lugar a cúmulos de nanopartículas atrapadas 

en una red de la fase orgánica, mientras que el aminoácido recubre los núcleos 

magnéticos de forma controlada favoreciendo la monodispersión.  

2.Inmovilización 

Cuando la inmovilización se realizó sobre el soporte compuesto por MAG-

AO-QUIT tratado con un exceso de glutaraldehído (GLUT), la enzima se acopló a 

la superficie del sólido mediante un mecanismo mixto: 

-Enlace covalente con grupos funcionales de GLUT 

-Adsorción física de otras moléculas de lipasa sobre las anteriores, 

formando una segunda capa.  

En los ciclos catalíticos, aquellas moléculas  de CALB débilmente 

adsorbidas actúan como enzima libre, perdiéndose en cada uso a causa del 
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leaching. Las  inmovilizadas covalentemente se desactivaron a causa del exceso 

de GLUT subyacente. 

Se estudió sistemáticamente la influencia de las cantidades nominales de 

3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), GLUT y CALB ofrecidas al soporte MAG-AO-

QUIT-GLUT sobre la performance de los catalizadores. Se obtuvieron modelos 

matemáticos que describen satisfactoriamente la variabilidad de la conversión y 

la carga enzimática resultantes. Las variables críticas que determinaron la 

actividad catalítica fueron GLUT y CALB. La carga enzimática tuvo un rol 

preponderante en la retención de actividad durante el almacenamiento. El 

mecanismo de inmovilización fue también mixto, registrándose leaching en cada 

uso para el catalizador  más activo. 

3.Determinación de carga enzimática 

Se comprobó que el tradicional método de Bradford con albúmina bovina  o 

BSA como patrón de concentración para proteínas subestima severamente la 

concentración de CALB en el medio de inmovilización. Los errores provinieron 

principalmente de  

-La identidad del estándar empleado para construir la curva de calibrado y 

-Las interferencias causadas por especies químicas provenientes del 

soporte (APTS-GLUT y hierro). 

La combinación de Bradford (usando CALB como estándar) y determinación de 

azufre por emisión atómica permitió calcular una carga enzimática que se 

correlacionó adecuadamente con la actividad. 

Fue posible desarrollar un biocatalizador eficiente inmovilizando CALB 

sobre un soporte sólido constituido por MAG(SDS)-LIS. Se encontró que 0,3 % es 

la concentración óptima de GLUT para entrecruzar CALB post-adsorción física 

sobre MAG modificada con lisina. Esta proporción de entrecruzante maximiza la 

actividad y minimiza el leaching, aunque el catalizador se desactivó totalmente 

antes del octavo ciclo.  
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Cuando la misma concentración de GLUT fue utilizada para activar el 

soporte MAG(SDS)-LIS, la inmovilización covalente permitió obtener el mejor 

biocatalizador de los preparados en este trabajo:  

-Fue activo y operacionalmente estable ya que retuvo el 66 % de su 

actividad inicial hasta al menos el octavo ciclo.  

-Pudo ser almacenado por tiempos prolongados sin degradarse.  

-Se registraron bajos niveles de leaching 

-El material de soporte no se vio afectado química o mecánicamente en las 

condiciones de reacción estudiadas 

-El costo de fabricación fue sólo el 40 % del valor comercial de 

Novozime435® 

 

4.Trabajo a futuro 

 

 Como trabajo a futuro se propone estudiar el aprovechamiento de las 

nanopartículas magnéticas que constituyen la dispersión coloidal estable (MAG-

AO-QUIT) mediante la síntesis de un material compuesto por bolillas de vidrio 

macroscópicas (2 mm de diámetro) recubiertas de las partículas magnéticas. 

  Además, los conocimientos adquiridos sobre la coprecipitación de 

nanopartículas de MAG se aplicarán a la preparación de otros materiales 

magnéticos nanoparticulados útiles en la adsorción selectiva de proteínas de 

interés comercial. Se pretende utilizar nanopartículas (NPs) basadas en óxidos de 

Fe (magnetita, maghemita) o ferritas modificadas convenientemente para que 

resulten selectivas a las proteínas a separar.  

Esta propuesta implica trabajar en el diseño de las NPs para proveer de los 

grupos funcionales adecuados manteniendo las propiedades de interés que 

determinan su eficiencia (principalmente tamaño y superparamagnetismo).  

 El recubrimiento con sílice (SiO2) de las NPs permitirá un adecuado 

control de tamaño y asegurará la estabilidad de las partículas en dispersión. A la 

estructura de las NPs con Si se incorporarán grupos específicos para la 

interacción con proteínas: grupos tiol y metales como Cu y Zn.  
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 Se evaluará el desempeño de las nanopartículas en la separación de 

proteínas modelo como albúmina bovina (BSA) y lisozima (Lys). Se estudiarán 

interacciones de cada una de estas proteínas con los nanosistemas preparados. 

Se explorará la eficiencia de separación de los mismos usando ambas proteínas 

en solución de agua destilada y en mezclas que simulen sistemas biológicos más 

complejos. Asimismo, se estudiará mediante herramientas de cálculo de 

mecánica molecular y semiempírico las interacciones de las proteínas con las 

distintas formulaciones de NPs preparadas. 

Se aspira a continuar este trabajo en el transcurso de la beca postdoctoral 

de CONICET otorgada para el período abril 2017-abril 2019. 
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