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Resumen 

En este trabajo investigamos la influencia del método de inmovilización en la 

estabilidad térmica, solvente y actividad catalítica de la enzima lipasa Burkholderia 

Cepacia (BCL) presente en la superficie de un sustrato compósito nanoestructurado. 

Además, evaluamos la capacidad de reuso aprovechando las propiedades magnéticas 

de nuestro compósito. 

Para ello, iniciamos con la síntesis del material nanocompósito CoFe2O4/HAP, el cual 

consistió en recubrir nanopartículas (NPs) de ferrita de cobalto (CoFe2O4), sintetizadas 

mediante un proceso micelar, con Hidroxiapatita (HAP) sintetizadas por precipitación 

de los precursores. Este material fue caracterizado mediante espectroscopia FT-IR, 

difracción de rayos X (DRX), análisis superficial BET, microscopia electrónica SEM, 

análisis elemental EDS y análisis magnéticos (VSM). 

Este material fue utilizado para obtener los sistemas bio-nanocompósitos magnético 

catalítico (CoFe2O4/HAP-Enzima), para ello se inmovilizó la enzima lipasa BCL 

usando dos métodos de inmovilización: adsorción y enlace covalente, en este último 

se usó (3-Aminopropil)trietoxisilano (APTES) como espaciador y glutaraldehído 

(Glu) como activador. Con estos métodos obtuvimos los sistemas bio-nanocompósito 

CoFe2O4/HAP-BCL (SisBioN-1) y CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-BCL (SisBioN-2), 

respectivamente. La cantidad de proteína (enzima) inmovilizada fue cuantificada por 

el método de Bradford. Además, se estudió la influencia de la solución buffer de 

fosfato (pH= 6, 7 y 8) utilizado en el proceso de inmovilización, resultando 20.2 mg 

de enzima por soporte a pH 8 para el proceso por adsorción y 16.53 mg de enzima por 

soporte a pH 7 para el proceso por enlace covalente. Estos procesos de inmovilización 

ayudan a mejorar su estabilidad, actividad biocatalítica y recuperación del medio de 

reacción para su posterior reuso. 

La actividad de los catalizadores SisBioN-1 y SisBioN-2 se estudió frente a una 

reacción de transesterificación enantioselectiva de una mezcla racémica de 1-

feniletanol con acetato de vinilo (resolución cinética enzimática). Todas las pruebas 

catalíticas se cuantificaron mediante cromatografía de gases (GC) el cual presentaba 
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una columna quiral. A condiciones óptimas, n-heptano como solvente y a una 

temperatura de 35 °C, se obtuvieron porcentajes de conversión (50%) y de exceso 

enantiomérico (ee) (100%) en los primeros 60 min y 25 min para los procesos por 

adsorción y por enlace covalente, respectivamente. Por otro lado, se realizó el estudio 

del reuso del sistema catalizador-enzimático, utilizando las propiedades magnéticas 

para una recuperación rápida. Resultando una eficiencia de 100% en los primeros 6 y 

10 ciclos de reacción para los sistemas catalíticos obtenidos por adsorción SisBioN-1 

y por enlace covalente SisBioN-2, respectivamente. 



iv 

Resumen Grafico: 

: Enzima BCL 
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS 

CoFe2O4 Ferrita de cobalto 

CoFe2O4/HAP Nanocompósito magnético de ferrita de 

cobalto/hidroxiapatita 

CoFe2O4/HAP-APTES Nanocompósito funcionalizado con (3-

aminopropil)trietoxisilano 

CoFe2O4/HAP-APTES-Glu Nanocompósito funcionalizado con (3-

aminopropil)trietoxisilano – activada con 

glutaraldehido 

CoFe2O4/HAP-Enzima Sistemas Bio-nanocompósito magnético 

catalíticos (CoFe2O4/HAP-BCL y 

CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-BCL) 

CoFe2O4/HAP-BCL Lipasa Burkholderia Cepacia inmovilizada 

por absorción directa en (CoFe2O4/HAP) 

 CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-BCL Lipasa Burkholderia Cepacia inmovilizada 

covalentemente en (CoFe2O4/HAP-APTES-

Glu) 

SisBioN-1 Sistema Bio-nanocompósito CoFe2O4/HAP-

BCL 

SisBioN-2 Sistema Bio-nanocompósito CoFe2O4/HAP-

APTES-Glu-BCL 

CTAB Bromuro de hexadeciltrimetil amonio 

Glu Glutaraldehido 

CPs Fosfatos de calcio 

HAP Hidroxiapatita 

MeNH2 Metil amina 

APTES (3-aminopropil)trietoxisilano 

NPs Nanopartículas 

NPs Au Nanopartículas de oro 
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% mol Au Porcentaje molar de Au  

CMC Concentración micelar critica 

Hext Campo magnético externo 

MR Magnetismo remante 

FCC Cubica centrada en las caras 

FT-IR Espectroscopía Infra-Roja 

SEM Microscopia Electrónica de Barrido 

UV-Vis Espectroscopia UV-Vis 
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INTRODUCCIÓN 

1. VISIÓN GENERAL

Las enzimas lipasa (triacilglicerol éster hidrolasa E.C. 3.1.1.3) son macromoléculas 

que han suscitado un interés creciente para la industria debido a su versatilidad, 

estereoselectividad, estabilidad y capacidad de catalizar reacciones para la formación 

o degradación de innumerables compuestos químicos. Bajo determinadas condiciones,

las enzimas lipasa pueden catalizar reacciones químicas distintas tales como hidrólisis, 

esterificación, transesterificación, entre otros. Además, se han empleado ampliamente 

como aditivos para detergentes, en las industrias alimentaria, papelera, química y 

energética, así como para la producción de cosméticos, en tratamientos ambientales y 

en el diseño de biosensores. Sin embargo, la utilización de la enzima libre es limitada, 

debido a que presenta buena actividad en condiciones específicas, caracterizándose 

por prolongados tiempos de reacción; y una alteración a condiciones bruscas podría 

dificultar su uso, siendo los procesos de recuperación para su reuso muy limitado. 

Por otro lado, existen limitaciones asociadas al costo elevado de la enzima, tediosos 

procesos de recuperación, pobre estabilidad en medios orgánicos que dificultan la 

utilización de la enzima libre. Los procesos de inmovilización surgen como una 

alternativa para suprimir estas limitaciones; desde mejorar la estabilidad y 

recuperación rápida por centrifugación para su posterior reuso. 

Los materiales nanoparticulados, como soportes para la inmovilización de enzimas, 

ofrece ventajas diversas en la aplicación de estas macromoléculas, tales como 

estabilidad térmica, química y biocatalítica, además de los procesos de recuperación 

por centrifugación que facilitan la reutilización en procesos catalíticos posteriores. La 

elección del soporte y el tipo de inmovilización serán de importancia para optimizar 

su actividad catalítica. En la actualidad se ha desarrollado un interés por la aplicación 
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de materiales compósito e híbridos nanoestructurados que presentan propiedades 

combinadas de los que lo componen, suprimiendo así las limitaciones de los materiales 

individuales, he incluso dotándolo de propiedades mejoradas. Particularmente, 

materiales compósito e híbrido conformados por materiales magnéticos recubiertos 

con materiales con propiedades de alta biocompatibilidad son de gran interés como 

soportes de biomoléculas. Nanopartículas (NPs) de óxidos magnéticos tienen amplia 

aplicación en biología y medicina, tales como transportadores de fármacos, portadores 

para la separación y purificación de productos bioquímicos o como soporte de 

materiales catalíticos, principalmente[1].  Particularmente, NPs de ferrita de cobalto 

(CoFe2O4), presentan muchas ventajas como soporte. Así, mejora la dispersión de la 

especie catalizador presente en su superficie y su recuperación del medio de reacción, 

usando un campo magnético externo, es un protocolo mas efectivo [2] [3]. Esto es 

favorable debido a que reduce los gastos operacionales en la recuperación del 

catalizador. Sin embargo, si se pretende conseguir nuevas propiedades superficiales, 

una de las rutas es optar por recubrir a las NPs CoFe2O4 con el material deseado. La 

hidroxiapatita (HAP) es un conocido material cerámico bioactivo y altamente 

biocompatible. Por ejemplo, debido a que está presente en huesos y dientes, la HAP 

ha sido utilizado como reparador óseo, implante y regenerador [4]. Es por ello que 

presenta características aceptables para su uso como material soporte de biomoléculas, 

tales como ADN, enzimas, etc. 

El desarrollo de un nanocompósito de estos dos materiales, que facilite una superficie 

biocompatible y propiedades magnéticas para su recuperación y reuso, es de mucha 

ventaja en la utilización como soporte de biomoléculas, entre ellas las enzimas.  

2. JUSTIFICACIÓN

El desarrollo sostenible tiene como objetivo satisfacer las necesidades humanas sin 

socavar la integridad y la salud ambiental del sistema natural. La química verde tiene 

como objetivo definir procesos de síntesis que eviten la creación de tóxicos y 

maximicen el uso eficiente de los recursos naturales, que sin duda es un camino clave 

hacia la sostenibilidad.[1] 
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Entonces, la biotecnología enzimática puede permitir traducir reacciones químicas que 

ocurren in vivo a estrategias de fabricación sintéticas a nivel industrial [2,3]. El uso de 

enzimas surge como una alternativa sostenible desde los puntos de vista tecno-

económico y ambiental. La enzima lipasa cataliza, en condiciones leves, reacciones de 

interés en la síntesis quimioselectiva con un alto grado de regioselectividad y 

estereoselectividad [4,5] en un marco limpio y respetuoso con el medio ambiente. 

Siendo una alternativa sostenible para catalizadores de costo basados en metales 

nobles y tierras raras. Sin embargo, la recuperación de la enzima después de una 

reacción para su reutilización sigue siendo un desafío para la aplicación industrial.  

La inmovilización de enzimas en soportes puede brindar la oportunidad de superar el 

desafío principal en la recuperación del catalizador [11,12] al tiempo que mejora su 

estabilidad, tolerancia a los disolventes orgánicos y cinética de reacción [13-15]. Los 

nanomateriales surgen como excelentes soportes debido a su gran área superficial y 

son biocompatibles con enzimas [16].  

Por ello, el diseño de nanoingeniería de los soportes de nanocompuestos puede 

proporcionar características multifuncionales adicionales. Las nanopartículas de óxido 

magnético, como la ferrita de cobalto (CoFe2O4), pueden impedir la aglomeración y 

mejorar su dispersión en solución [17,18]. Además, la recuperación de 

nanocatalizadores enzimáticos mediante la aplicación de un campo magnético externo 

es un protocolo muy eficiente [19-21]. Mientras tanto, la hidroxiapatita (HAP) es un 

mineral de fosfato de calcio no tóxico, inocuo e insoluble (Ca10(PO4)6(OH)2) con una 

excelente biocompatibilidad con las enzimas [22].  

En suma, nosotros proponemos implementar nano recubrimientos de HAP en NPs de 

CoFe2O4 para anclar enzimas a través de procesos de inmovilización por adsorción y/o 

enlace covalente y estudiar su performance catalítico. 
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3. OBJETIVOS 

 

 Objetivo General 

Estudiar la influencia de los métodos de inmovilización covalente y de adsorción de la 

enzima Burkholderia Cepacia (BCL) en su actividad catalítica, utilizando al material 

nanocompósito CoFe2O4/HAP como soporte.  

 

 Objetivos Específicos 

i. Sintetizar un nanocompósito CoFe2O4/HAP por el método de micelas normales 

y precipitación química. 

ii. Funcionalizar el material CoFe2O4/HAP con APTES, seguido de activación 

con glutaraldehído (Glu). 

iii. Inmovilizar la enzima BCL mediante dos métodos: por adsorción y por enlace 

covalente, obteniéndose los sistemas bio-nanocompósitos magnéticos 

catalíticos (CoFe2O4/HAP-Enzima) 

iv. Estudiar la influencia del método de inmovilización en la actividad y 

selectividad catalítica de la enzima BCL mediante la reacción de 

transesterificación enantioselectiva de una mezcla racémica ((R,S)-1-

feniletanol). 

v. Estudiar la estabilidad de la enzima en sucesivos ciclos de reacción (reciclaje).  
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CAPITULO II.  MARCO TEÓRICO 

 

1. ÓXIDOS DE HIERRO [5] [6]: 

 

La magnetita (Fe3O4), hematita (α-Fe2O3) y maghemita (γ- Fe2O3) son los óxidos más 

comunes y de aplicación tecnológica. La hematita, también conocido como óxido 

férrico es de color rojo sangre, si esta finamente dividido, o negro-gris si está en rocas 

minerales, siendo a menudo, el producto final de las transformaciones de los otros 

óxidos, presentando estabilidad a temperatura ambiente. La maghemita está presente 

en los suelos por la oxidación de la magnetita (formando soluciones sólidas) o como 

producto del calentamiento de otros óxidos (metaestable con hematita). La magnetita 

es un óxido de color negro el cual presenta fuerte magnetismo en comparación a los 

otros óxidos de metales de transición. Las aplicaciones son diverdas; pigmentantes, 

catalizadores, sensores, adsorbentes, asi como uso tecnológico en dispositivos de 

almacenamiento magnético y aplicaciones médicas, tales como transporte de 

fármacos, agente de contraste en imágenes por resonancia magnética (MRI), 

hipertermia magnética en el tratamiento de cáncer, entre otros. [6] 

 Un resumen de las propiedades de estos óxidos magnéticos se presenta en la siguiente 

tabla (Tabla 1):  

Tabla 1: Propiedades física y magnéticas de los óxidos [6]. 

 

 

PROPIEDADES  ÓXIDOS 

Hematita Magnetita  Maghemita 

FÓRMULA 

MOLECULAR 

α-Fe2O3 Fe3O4 γ-Fe2O3 

DENSIDAD (G/CM3) 5.26 5.18 4.87 

P.  fusión (°C) 1350 1583-1597 - 

 6.5 5.5 5 

TIPO DE 

MAGNETISMO 

Ferromagnético o 

antiferromagnético 

(bajo) 

Ferrimagnético  Ferrimagnético 

TEMP. DE CURIE (K) 956 850 820-986 
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MS A 300 K 

(A.M2/KG) 

0.3 92-100 60-80

ΔG°F (KJ/MOL) -742.7 -1012.6 -711.1

SISTEMA 

CRISTALOGRÁFICO 

Romboedro, 

hexagonal 

Cúbico Cúbico o tetraedro 

TIPO DE 

ESTRUCTURA 

Corundum Espinela inversa Espinela mixta 

GRUPO ESPACIAL R3c (hexagonal) Fd3m P4332 (Cúbico); 

P41212 (tetraedro) 

PARÁMETRO DE 

RED (nm) 

a= 0.5034, c= 1.375 

(hexagonal) 

aRh= 0.5427, α= 55.3° 

(romboedro) 

a= 0.8396 a= 0.83474 (cúbico) 

a= 0.8347, c= 2.501 

(tetragonal) 

 Ferritas (MFe2O4) y magnetita (Fe3O4) 

La magnetita y las ferritas pertenecen a la familia de las espinelas, específicamente son 

espinelas inversas, los cuales presentan una estructura cubica centrada en las caras 

(FCC).  La espinelas inversas presenta una celda unidad (Figura 1) en la cual los iones 

oxígeno (32 átomos) forman un arreglo empaquetado cerrado cubico y los iones M (II) 

(M: Co, Ni, Fe, Cu, etc.) y Fe(III) ocupan los sitios intersticiales: los iones Fe(III) (16 

átomos) están presentes tanto en sitios octaédricos y tetraédricos mientras que los 

cationes M(II) (8 átomos) están presentes solo en sitios octaédricos [7]. 

Figura 1: Estructura de una estructura espinela [7]. 
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 Propiedades magnéticas 

Los materiales magnéticos son clasificados en relación con la respuesta frente a un 

campo magnético externo (Hext) aplicado. Entonces, la descripción de las orientaciones 

de los momentos magnéticos en el material nos ayudaran a clasificar las diferentes 

formas de magnetismo [7]. Existen 5 tipos básicos de magnetismo: diamagnetismo, 

paramagnetismo, ferromagnetismo, ferrimagnetismo y antiferromagnetismo (Figura 

2).  

En un estado paramagnético los momentos magnéticos atómicos individuales están 

alineados en forma aleatoria y por ellos el momento magnético total es cero, pero bajo 

la presencia de un campo magnético algunos de estos momentos magnéticos se alinean 

y aparece un pequeño momento magnético neto.  En un estado ferromagnético, en el 

cristal todos los momentos individuales esta alineados incluso sin la intervención de 

un campo magnético externo. En un estado ferrimagnético tiene un momento 

magnético neto de dos tipos de átomos con momentos de diferente intensidad que se 

alinean de forma antiparalela, y en un estado antiferromagnético, el momento 

magnético neto de la alineación antiparalela es el mismo, resultando de momento neto 

igual a cero. 
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Figura 2: Diferentes estados magnéticos por la alienación de momentos magnéticos 

individuales.  

La magnetita y las ferritas presentan propiedades ferrimagnéticas, ya que presentan 

dos átomos de diferente momento magnético MFe2O4. Como los iones Fe (III) ocupan 

tanto los sitios tetraédricos y octaédricos; los momentos magnéticos del Fe (III) en 

estas dos posiciones están alineados en forma antiparalela, cancelándose mutuamente. 

Entonces, el momento magnético neto dependerá de los iones M(II) que ocupan la 

mitad restante de los sitios octaédricos (Figura 3).  
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Figura 3: Alineamiento de los momentos magnéticos de los iones Fe (II) y Fe (III). 

En un material ferromagnético bulk, la magnetización M es la suma de todos los 

vectores de todos los momentos magnéticos de los átomos en el material por unidad 

de volumen, siendo el material bulk compuesto por dominios con propio vector de 

magnetización. Debido a ello, los materiales ferromagnéticos presentan histéresis por 

presentar remanencia magnética al retirar el campo magnético externo (Hext) (Figura 

4)  

Figura 4: Ciclo de histéresis de materiales ferromagnéticos (izquierda) y 

superparamagnéticos (derecha).[8] 
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El método de síntesis influye en las propiedades magnéticas del material obtenido, ya 

que influirá el tamaño, forma, defectos superficiales, composición química y, además, 

la modificación de la superficie. Así, nanopartículas de magnetita menores a 10 nm 

pueden presentar superparamagnetismo, sin embargo esta propiedad va a depender de 

nivel de cristalinidad. Por ejemplo, Margulies et al. [9] reporto que la coercitividad 

(intensidad de campo magnético aplicado a un material para reducir su magnetización 

a cero, luego de que la muestra ha sido magnetizada hasta saturación, es afectada por 

la forma tridimencional del cristal en el siguiente orden: < esfera < cubo < octaedro. 

 

 Síntesis por Micelas Normales [10] [11] [12] 

Los surfactantes, tensoactivos o agentes de superficie activa son compuestos 

anfifílicos o anfipáticos, los cuales tienen una parte que presenta afinidad por el medio 

polar y otra que es afín al medio apolar. En medio acuoso se define como aquella 

molécula que presenta una parte hidrofílica (cabeza polar) y cadena hidrofóbica (cola 

apolar) que generalmente es una cadena de carbono. Esta parte hidrofílica interacciona 

con el medio acuoso ya sea por solvatación vía dipolo-dipolo o ion-dipolo, por lo cual 

alteran la tensión superficial y/o interfacial de este medio [11]. 

 Las aplicaciones de estas moléculas son diversas, por ejemplo son utilizadas en 

diversas industrias tales como detergentes, alimentos, bebidas, farmacéutica, 

cosméticos, aire acondicionado, formulaciones para inhibidores de corrosión, etc. [13]. 

En la síntesis de nanopartículas se utilizan surfactantes específicos, ya sea en síntesis 

acuosa, orgánica o por microemulsión. Por ejemplo, los tipos no iónicos tales como 

Span 80, Triton X-100, NP-5, NP-9, etc.; entre los tipos aniónicos tenemos NaAOT, 

Dodecilsulfato sódico (SDS), Oleato de sodio y entre los tipos catiónicos los 

alquilamonio cuaternario, principalmente el Bromuro de hexadeciltrimetil amonio 

(CTAB) es el más ampliamente usado para síntesis.  

La función de los surfactantes en la síntesis de óxidos nanoparticulados dependerá 

principalmente de la concentración de ella. A concentraciones menores a la 

concentración micelar critica (CMC) el surfactante no formará micelas, con lo cual 

actuará como estabilizante y controlador de tamaño (Figura 5). 
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Figura 5: Crecimiento y estabilización de NPs [14]. 

A concentraciones por encima de la CMC, el sistema cambia abruptamente de 

propiedades. Los cambios en las propiedades del sistema son atribuidos a la agregación 

de las moléculas cuando pasan una concentración umbral, formando clusters con 

organización específica llamadas ‘micelas’ y la concentración umbral es denominada 

CMC. Tales micelas son llamadas normales cuando son formados en medio acuoso e

inversas cuando son formadas en medio orgánico. Cabe recalcar que la CMC de un 

surfactante no necesariamente será el mismo en medio acuoso que en medio orgánico, 

y en este último es difícil un cálculo preciso.  En la Figura 6 presentamos las 

arquitecturas ordenadas:  
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Figura 6: Representación de las diferentes arquitecturas micelares [15] 

Un cambio en la arquitectura del agregado molecular o cluster hacia la formación de 

geometrías mucho más complejas, está relacionado con muchos factores, tales como 

concentración del surfactante, variación de la CMC, variación del número de 

agregación y naturaleza química del sistema micelar. Con estas variaciones estas 

micelar sirven como modelo para direccionar la formación de NPs con morfología 

(Figura 7-A) y porosidad (microporo, mesoporo y macroporo) (Figura 7-B) 

definidas. 
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Figura 7:A) Morfología de solidos inorgánicos nanoparticulado,[16] B) Modelos de 

poros de estructuras de sílica [17]  

1.3.1. Clasificación de surfactantes [10] 

Los surfactantes se clasifican en cuatro tipos que principalmente se diferencian en la 

parte polar o cabeza. Entre ella tenemos a los surfactantes catiónicos, aniónicos, no-

iónicos y anfóteros o zwitteriónicos. Este último presenta, en la cabeza hidrofílica, 

fragmento aniónico y catiónico a la vez, y sus propiedades son sensibles al pH del 

medio u otras que no se alteran con una variación del pH. En la Figura 8 se presenta 

ejemplos de las estructuras moleculares de cada tipo. 
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Figura 8: Tipos de surfactantes [10]. 

 

Podemos afirmar que un surfactante aniónico o catiónico son llamados así, debido a 

que en solución acuosa se disocian de sus contraiones catiónicos y aniónicos, 

respectivamente. Sin embargo, la disociación de este contraión no es cuantitativa 

cuando esta disuelta. Esta disociación está relacionada a un parámetro α que representa 

la fracción de contraión disociado en una micela. En el caso del surfactante SDS, con 

concentraciones cercanas a CMC, el valor de α está entre 0.14 a 0.7. Bunton et al. 

describió la región interfacial (capa de Stern) entre el surfactante iónico y el medio 

acuoso con la presencia de tres componentes i) cabeza hidrofílica del surfactante, ii) 

una fracción de contraiones, y iii) moléculas de agua.  

  

2. BIOCERÁMICOS [18] 

 

Los materiales biocerámicos está siendo usados ampliamente en aplicaciones 

ortopédicas debido a sus excepcionales propiedades de biocompatibilidad y resistencia 

a la corrosión, estabilidad química, fuerza mecánica, y no toxicidad en condiciones 

fisiológicas. Esos cerámicos pueden ser clasificados en: bioinertes (Al2O3 y ZrO2), 

biodegradables (β-TCP) y bioactivos (HAP).  
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 Hidroxiapatita 

La Hidroxiapatita (HAP, Ca10(PO4)6(OH)2), pertenece a la familia de los fosfatos de 

calcio (CPs), es el principal cerámico bioactivo, siendo el principal constituyente de 

los tejidos duros (huesos y dientes). La comparación de las propiedades físicas y 

mecánicas se presentan en la Tabla 2.  Este compuesto tiene la capacidad de inducir 

nueva generación de hueso y apoyar su crecimiento, mientras se enlaza químicamente 

al hueso natural. Este material difiere de los otros tipos de CPs debido a la relación 

Ca/P, el cual tiene un valor de 1.67. Esta relación (Ca/P) es un importante parámetro 

que determina la acides y solubilidad del CPs. Así, la HAP presenta poca solubilidad 

(Kps= 2.34 10-59) y es un CPs básico, siendo termodinámicamente estable a 

condiciones fisiológicas.[4]   

Tabla 2: Comparación de las propiedades físicas y mecánicas de la HAP 

PROPIEDADES 

FÍSICAS Y 

MECÁNICAS  

HAP HUESO 

NATURAL 

Módulo de Young 

 (GPa)  

40-120 7-30

Resistencia a la 

compresión (MPa)  

300 10-230

Resistencia a la flexión 

(MPa)  

110-200 200 

Tenacidad a la fractura 

(MPa.m1/2)  

<1 2-12

Coeficiente de Poisson`s 0.27 0.30 

La HAP presenta dos tipos de fases cristalinas: monoclínica (grupo espacial P21/b) y 

hexagonal (grupo espacial P63/m). Siendo la fase hexagonal de mayor importancia por 

su estabilidad (Figura 9). En la estructura cristalina, el grupo PO4
3- forma un tetraedro 
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con el ion fosforo (P5+) como centro, los grupos OH- son enlazados iónicamente y el 

ion calcio (Ca+2) está presente en dos posiciones: de columna y hexagonal.  

Figura 9: Estructura cristalina de la HAP 

 Síntesis por Precipitación Química  [4] 

La HAP puede ser obtenido por diferentes rutas, tales como síntesis hidrotermal, sol-

gel, ultrasonido, precipitación, entre otros. Siendo la precipitación química de menor 

costo, escalable y de fácil implementación, debido a que no requiere algún equipo 

sofisticado. Sin embargo, generalmente se podrá obtenerse partículas con tamaños por 

debajo de 1 um. Por ello, el uso de moléculas capaces de controlar y direccionar el 

tamaño y la forma de la partícula final es de suma importancia. 

El método de precipitación se basa en la presencia de una solución sobresaturada que 

lleva a la precipitación de los iones fosfato y calcio para formar la HAP. La formación 

de material amorfo o cristalino se relaciona con el control de la solución saturada, el 

cual dependerá de la velocidad con que se llegue a este estado. El modelo de LaMer 

(Figura 10) ofrece un marco de referencia en la formación de nanopartículas. El 

proceso inicia por la formación de precursores, llegando hasta un nivel de 

sobresaturación. Cuando este proceso sobrepasa el umbral crítico de nucleación, se da 

paso al proceso de nucleación (estado II). Aquí se produce una competencia entre el 

proceso de nucleación y la formación de precursores. Cuando la velocidad del primero 

sobrepasa al segundo, la concentración de este caerá por debajo del umbral critico de 

nucleación. En esta etapa el proceso de crecimiento tomaría lugar mediante adición de 
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unidades precursoras en los núcleos preformados. El proceso de Ostwald es otra ruta 

de crecimiento por el que núcleos pequeños, desfavorecidos energéticamente, se 

redisuelven y depositan en núcleos más grandes, favorecidos termodinámicamente.  

Figura 10: Efecto de la sobresaturación en el proceso de precipitación química.[19] 

Dos formas de obtener HAP son usados: por la reacción de sales de calcio y fosfato 

(1); y por neutralización de Ca(OH)2 y H3PO4 (2). Además, una combinación de ellas 

es usada para fines precisos.

10Ca(NO3)2 + 6(NH4)2HPO4+8NH4OH → Ca10(PO4)6(OH)2 +20NH4NO3+6H2O ...(1) 

10Ca(OH)2 + 6H3PO4 → Ca10(PO4)6(OH)2 +18H2O                                       ... (2) 

3. MATERIALES NANOCOMPÓSITO MAGNÉTICOS [20]

Se define a los materiales nanocompósito a aquellos materiales que están constituidos 

por varios componentes o fases, y que al menos uno de sus componentes sólidos 

presente una estructura en escala nanométricas (<100 nm) en una o sus tres 
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dimensiones. Una clasificación más precisa de los nanocompósitos magnético son los 

llamados nanocompósito hibrido magnético, están constituidos por nanopartículas 

magnéticas (NPs Fe, Co o óxidos) y materiales inorgánicos u orgánicos (polímeros 

orgánicos, matrices de sílica, semiconductores y NPs metálicas). Las formas de estos 

nanocompósitos magnéticos son variadas (Figura 11) y van a depender del método de 

síntesis y de las propiedades que se quiera tener. 

 

Figura 11: Morfologías típicas de materiales nanocompósitos magnéticos [20] 

 

En la actualidad, los materiales nanocompósito hibrido magnéticos, presentan mucho 

interés debido a que se combinan las propiedades de cada componente en un solo 

sistema, introduciendo características multifuncional (sinergia), así como nuevas 

propiedades físicas, químicas y biológicas.[21][22]. Recientes avances en la síntesis 

buscan controlar el tamaño, forma, morfología, composición y estructura, además de 

uniformidad, estas características influyen directamente en las propiedades finales. 

[20][23][24]  
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4. ENZIMA LIPASA  

 

La enzima lipasa (triacilglicerol éster hidrolasa E.C. 3.1.1.3) es una macromolécula 

soluble en medio acuoso que actúa sobre sustratos insolubles. Su principal función es 

la de catalizar la hidrolisis de triacilgliceroles a los correspondientes ácidos grasos y 

glicerol.[25] Estas enzimas son clasificadas y codificadas por la NC-IUBMB 

(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Biology) 

de acuerdo a la reacción catalizada. La nomenclatura utiliza la abreviación E.C seguida 

de hasta 4 dígitos referentes a clases y subclases. 

 A continuación, se presenta la Tabla 3 que resume la acción y uso de estas 

enzimas en diversos productos: 

 

Tabla 3: Aplicaciones industriales de la lipasa.[25] 

INDUSTRIA ACCIÓN APLICACIÓN EN 

PRODUCTOS 

Hidrólisis de 

alimentos lácteos 

Hidrólisis de la leche, 

grasa, maduración del 

queso, modificación de 

la grasa de la 

mantequilla 

Desarrollo de agente 

aromatizante en leche, Queso y 

mantequilla. 
 

Comida de 

panadería 

Mejora del sabor Prolongación de la vida útil 

Bebidas Aroma mejorado Bebidas alcohólicas, 

(vino de sake) 

Aderezo de comida Mejora de la calidad Aderezo de mayonesa y azotes 

Comida saludable Transesterificación Alimentos saludables 

Carne y pescado Desarrollo del sabor Eliminación de grasa de carne y 

pescado. 

Lavandería Reducción de cepas 

biodegradables 

Trapos de limpieza 
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Productos 

cosméticos 

Esterificación Cremas descremadas, 

bronceadoras, 

aceites de baño, etc. 

Surfactantes Reemplaza a las 

fosfoilpasas 

 en la producción de 

lisofosfolípidos 

Ésteres de ácidos grasos de 

poliglicerol y carbohidratos: 

Detergentes industriales y como 

emulsionantes en la formulación 

de alimentos (salsas y helados) 

Agroquímicos Esterificación Herbicidas como el 

fenoxipropionato. 

Farmacéutico Hidrólisis de los 

alcoholes 

Producir diversos productos 

intermedios utilizados en la 

fabricación de la medicina. 

Industrias de 

combustible 

Transesterificación Producción de biodiesel 

Control de polución Hidrólisis, 

transesterificación de 

aceites y grasas 

Para eliminar manchas duras, 

hidrolizar aceite y 

grasas. 

En general, las enzimas lipasas comparten un patrón conformacional común, 

denominado conformación canónica α/β de hidrolasa (Figura 12-A). Teniendo una 

arquitectura compuesta por una secuencia de α-hélice y β-plegada o laminar. La 

actividad de la enzima se fundamenta en la triada de aminoácidos Serina (nucleófilo)-

histidina-acido aspártico (o glutámico) presentes en ciertos puntos de la conformación 

canónica α/β.  
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Figura 12:  A) Conformación canónica de la lipasa [26].  B) Enzima from 

Burkholderia cepacia. C) Centro activo de la lipasa  

 [27]. 

En la Figura 12-B podemos observar la representación de la estructura tridimensional 

de la enzima lipasa from Burkholderia cepacia (BCL). Esta enzima presenta la triada 

catalítica (centro activo) conformada por Ser87-His286-Asp264. El centro activo de 

estas enzimas está protegido por una cubierta hidrofóbica denominada lid, que al 

interaccionar con la interfase, mediante un mecanismo de activación interfacial, sufre 

un cambio conformacional (conformación activa) (Figura 12-C).  
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 Actividad Catalítica: Reacción de Transesterificación   

El mecanismo de reacción de transesterificación enantioselectiva de (R,S)-1- 

feniletanol con acetato de vinil catalizada por la enzima lipasa es mostrada en el 

Esquema 1. Este mecanismo inicia con el ataque del grupo hidróxido de la serina al 

acetato de vinil, formando un intermediario tetraédrico 1. Este intermediario presenta 

una deslocalización de electrones del grupo carbonilo que ocasiona un 

desprendimiento de los productos intermediarios acil-enzima formada y un enol que 

es convertido a acetaldehído para estabilizarse. Finalmente, la especie acil-enzima 

sufre un ataque por el alcohol secundario (1-feniletanol) para la formación del 

intermediario tetraédrico 2, el cual presenta una deslocalización de electrones del 

grupo carbonilo que ocasiona finalmente la formación de un éster como producto y la 

restauración del catalizador. 

 

 

Esquema 1: Mecanismo de transesterificación enantioselectiva catalizada por 

lipasa.[28] 
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 Ventajas y desventajas [29] 

Las principales ventajas que presentan la enzima lipasa, en comparación a otros tipos 

de catalizadores, son:  

 

✓ Consumo de energía moderada 

✓ Bajas temperaturas de reacción, 

✓ Mínima influencia de H2O en el proceso catalítico, 

✓ No se presenta envenenamiento del sitio activo, 

✓ Rendimientos comparables a los otros tipos de catalizadores, y 

✓ Quimioselectivo, regioselectivo y estereoselectivo 

 

Las desventajas que presentan son;  

▪ velocidades de reacción bajas,  

▪ dificultad en la recuperación de la enzima para su re-uso. 

▪ Costo elevado 

▪ Inestabilidad térmica, solvente, pH. 

Estas dificultades pueden ser superadas por procesos de inmovilización en materiales 

soporte adecuados que mejorarían su cinética de reacción, estabilidad, tolerancia a 

solventes y pH, y principalmente facilitaría su recuperación mediante centrifugación o 

atracción magnética usando soportes magnéticos. Así, procesos de reuso de la enzima 

inmovilizada reducirían los costos de operación en síntesis de compuestos químicos 

de interés. 

 

5. INMOVILIZACIÓN DE MACROMOLÉCULAS 

 

La inmovilización de macromoléculas son procedimientos o técnicas que consisten en 

limitar el desplazamiento de estas macromoléculas mediante la utilización de, por 

ejemplo, algún material sólido (soporte) que sea capaz de alojar y anclar estas 

macromoléculas en su superficie. Materiales poliméricos que en conjunto podrían 

formar redes tridimensionales podrían alojar a las macromoléculas. Por otro lado, la 
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unión entre las mismas macromoléculas por enlace covalente podría formar un 

agregado y facilitaría su inmovilización.  

El proceso de inmovilización busca mejorar las características de la enzima frente a su 

uso: Velocidades de reacción, estabilidad, reuso, versatilidad, entre otros. [30] Sin 

embargo existen inconvenientes a solucionar luego del proceso de inmovilización, 

como por ejemplo la alteración de la conformación estructural de la macromolécula 

del que está compuesto la enzima, provocando, en muchos casos, que el sitio activo 

esté menos expuesto para el cumplimiento de su función. Por otro lado, la elección de 

un buen material soporte es importante ya que este tiene que presentar 

biocompatibilidad. Por último, la poca efectividad en la retención, por parte del 

material soporte, de la enzima disminuiría su rendimiento. 

Varios materiales son usados como soporte, tales como resinas poliméricas, sílica, 

cerámicos, nanotubos de carbón, partículas magnéticas y microesferas. Todos estos 

materiales deben ser capaces de permitir que la enzima sea inmovilizada en la 

estructura interna, por ello los materiales altamente porosos son favorables. Estos 

poros deben cumplir dos funciones; permitir el acceso del sustrato hacia los sitios 

activos de la enzima, y permitir la salida del producto hacia el bulk [31]. La retención 

de la actividad lipolítica es favorable en matrices que presenten características 

hidrofóbicas en su superficie para una mayor selectividad con compuestos 

hidrofóbicos como las grasas y aceites, y por otra parte alejar las moléculas hidrofílicas 

de la vecindad de la enzima [32]. 

5.1.1. Ventajas [33] 

El uso de materiales nano estructurados para la inmovilización de enzima se abre paso 

debido a sus innumerables propiedades fisicoquímicas. Nanomateriales como 

nanopartículas, nanofibras, nanotubos, nanoporos o nanocompósitos presentan 

muchas aplicaciones en la industria biotecnológica. Se deben tener consideraciones de 

algunos factores para la elección adecuada del material: 

✓ Relación área/volumen.
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✓ Capacidad de carga de la enzima: Al presentar una alta área superficial, ofrece

mayor capacidad de carga, ya sea por adsorción física o por unión

covalentemente, usando moléculas funcionales como anclajes.

✓ Velocidad de flujo: Nanopartículas mono-dispersas en suspensión acuosa

presentan movimiento browniano que ayuda a la difusión.

✓ Transferencia de masa: En comparación con matrices de escala macro, los

materiales nanométricos presentan, alta transferencia del sustrato [34].

✓ Fácil separación: Nanomateriales magnéticos pueden facilitar la separación

luego de finalizado la reacción, ya que se puede dar una separación efectiva

con la utilización centrifugación o un campo magnético, lo cual ayuda a la

reutilización y mejor separación del catalizador-soporte.

✓ Diseño de reactor: la eficiencia del proceso en un reactor estará regido por su

diseño y las condiciones de operación.

 Tipos de Inmovilización 

 La elección del tipo de inmovilización es crucial para mantener o mejorar la actividad 

enzimática. Los procedimiento más comunes de inmovilización de enzimas son: la 

adsorción, enlace covalente, atrapamiento y reticulación (Figura 13).[35]   

Figura 13: Métodos de inmovilización de enzimas A) adsorción, B) covalente, C) 

atrapamiento, y C) entrecruzamiento.[36] 
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5.2.1. Adsorción 

Es un proceso que consiste en mezclar la enzima y el material adsorbente, en 

condiciones apropiadas de pH y fuerza iónica [37]. Se fundamentan en las 

interacciones Van der Waals, iónica, puente de hidrogeno y dipolo-dipolo. Con el fin 

de evitar la modificación química y la débil unión entre el material adsorbente con la 

enzima, se deben tener en cuenta las propiedades superficiales de ambos, los cambios 

inusuales en el pH y fuerza iónica. Este tipo de adsorción, generalmente, conduce a 

cambios en el microambiente de la proteína debido a que generalmente implica la 

unión mediante varios puntos de la superficie de inmovilización. La temperatura, 

cambios en el sustrato y concentración iónica son factores que influyen en la desorción 

de la enzima [38] .  

5.2.2. Unión Covalente 

Implica la formación de enlace químico entre la enzima y el material de soporte. Los 

grupos funcionales superficiales que presenta la enzima se pueden unir covalentemente 

con otros grupos funcionales de moléculas presentes en la superficie del material 

soporte, unidos por reacción química, denominados espaciadores. Los grupos 

funcionales de la enzima  son cadenas laterales de aminoácidos como arginina, ácido 

aspártico, histidina, imidazol, hidróxido fenólico, etc. [39]. La unión entre el soporte 

y la enzima se puede lograr ya sea por interacción directa entre los componentes 

espaciador-grupo funcional (enzima) o a través de una previa activación del 

espaciador. Esto le puede conferir mayor movilidad al biocatalizador, influyendo en 

su actividad y estabilidad 

5.2.3. Atrapamiento 

Se define como un tipo de enjaulado de la enzima en un gel poroso o fibra, este 

atrapamiento puede ser física o química, sin embargo, esto no impide la libertad de la 

enzima, ya que en solución se mantiene como molécula libre. Este tipo de 

inmovilización es efectiva para moléculas de bajo peso molecular, ya que moléculas 

de alto peso molecular no son capaces de acercase a la enzima para interaccionar con 
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los sitios activos. Se utilizaron polímeros naturales como agar, agarosa gelatina, 

alginato, quitosano y polímeros sintéticos como poliacrilamida. 

5.2.4. Reticulación o entrecruzamiento 

Este método implica la unión de las enzimas a través de ligando mono o 

multifuncionales, formándose un agregado de altos pesos moleculares y muchas veces 

insoluble, sin embargo, este proceso disminuye la actividad del catalizador debido a la 

alteración de su conformación estructural. El agente bifuncional más comúnmente 

utilizado es el glutaraldehido (Glu) por su bajo costo, alta eficiencia y estabilidad [40]. 

 Nanopartículas para Inmovilización 

Las nanopartículas han sido ampliamente estudiadas para el uso como materiales 

soporte, para inmovilizar diversas biomoléculas (Figura 14). Las aplicaciones de estos 

sistemas son diversas en el campo de la biotecnología y biomedicina, con particular 

énfasis en el diagnóstico clínico y en terapia.[41] 

Figura 14:  Nanopartículas como soporte de biomoléculas [41] 
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La inmovilización de enzimas en nanopartículas es una estrategia viable para mejorar 

el desempeño en la actividad catalítica que presenta esta enzima [42]. Debido a que 

presenta mayor área disponible, lo que permitiría trabajar a pH´s diferentes, mejoraría 

la estabilidad térmica, facilitar la recuperación de la enzima, reutilización de la enzima, 

entre otros.[43] 

Diversos soportes han sido estudiados para tal objetivo, más aún los nanomateriales 

presentan propiedades fisicoquímicas tales como una alta área superficial, resistencia 

a la transferencia de masa y como conjunto de estas dos propiedades; la capacidad de 

inmovilización de especies en su superficie, permitiendo en muchos casos la mayor 

apertura del sitio activo, mejorando así la capacidad de catálisis. 

Diversos soportes nanoparticulados se han estudiado para la inmovilización de 

enzimas mediante procesos químicos [44] y físicos (adsorción y 

encapsulamiento).[45] Entre estas, las nanopartículas de HAP y los óxidos magnéticos 

presentan grandes ventajas como material soporte ya que presentan como principal 

propiedad la biocompatibilidad, propiedad magnética y su capacidad de 

funcionalización superficial. Un compósito de estos dos materiales ensamblados en 

forma nanométrica proporcionaría propiedades mejoradas o nuevas que se espera 

mejoren el desempeño de la enzima. 
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CAPITULO III. ESTADO DEL ARTE 

1. MATERIALES COMO SOPORTE INMOVILIZANTE DE LA ENZIMA [46]

Actualmente, el objetivo de mejorar la actividad catalítica de las enzimas se ha 

centrado en los procesos de inmovilización en innumerables materiales.[46] Es decir, 

que las macromoléculas enzimáticas se confinen o localicen, de alguna manera, en la 

superficie de un material con el propósito de modificar la estructura conformacional 

de esta enzima, el cual está directamente relacionado con su actividad catalítica.[47] 

Estos materiales utilizados como soporte deben presentar propiedades que aseguren 

una biocompatibilidad con la enzima en tanto no repercuta en su desnaturalización.[48] 

Por otro lado, los materiales seleccionados deben presentar una elevada superficie de 

contacto que asegure una mayor capacidad de carga (adsorción) de la enzima. Una 

amplia variedad de materiales orgánico e inorgánicos han sido analizados como 

soportes compatibles para biocatalizadores. Entre los materiales inorgánicos tenemos 

óxidos metálicos, minerales y materiales carbonosos. Mientras que los materiales 

orgánicos comprenden polímeros sintéticos y biopolímeros.  

Actualmente, el crecimiento en la investigación lleva a la utilización de nuevos 

materiales, compósitos e híbridos con propiedades físicas y químicas excepcionales 

que maximizan sus ventajas. Mas aun, estos materiales son producidos con forma 

morfología y tamaño definidos (Figura 15). [46]. Entre los materiales inorgánicos se 

encuentran las particulas magnéticas, materiales mesoporosas y las nanopartículas. Las 

membranas poliméricas y materiales electro-hilados se encuentran entre los materiales 

orgánicos de mayor relevancia. Detallemos algunos materiales:  

i) Partículas magnéticas:  Son materiales muy versátiles principalmente por sus

propiedades magnéticas que facilitan la recuperación del sistema biocatalítico usando 

un campo magnético externo[3]. Por otro lado, la abundancia de grupos hidroxilo 

superficiales facilita su modificación y fuerte enlace covalente con la enzima[2]. 
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Además, la estabilidad mecánica y baja porosidad, que minimiza el impedimento 

estérico, son relevantes para el sistema biocatalítico sea mas estable.[46] 

Un estudio para ver  la influencia de las características del material soporte en la 

enzima inmovilizada fue realizada por Chen 2016 [2] que desarrollo una estrategia 

para la formación de NP´s Fe3O4 poliedros; cubo truncado, dodecaedro rómbico y 

octaedros con fase expuesta {100}/{110}, {110} y {111}, respectivamente. La 

dependencia de la actividad catalítica y estabilidad del óxido dependerá de la fase 

expuesta que presente en mayor proporción, así la fase {110} para Fe3O4 presenta 

mayor actividad catalítica. Una medida de la actividad revela optimas condiciones a 

pH 7,4 y 37 ºC, con 85.1%, 84.4% y 84.6% (respecto a la lipasa libre), 

respectivamente.  

ii) Materiales mesoporosos: La principal característica de estos materiales es que 

mediante los procedimientos de síntesis se puede diseñar la forma y tamaño de la 

estructura porosa, el cual influye en las propiedades del material. El tamaño del 

diámetro de poro varía entre 2 nm y 50 nm, obteniéndose hasta un área superficial de 

1500 m2/g. Las enzimas pueden ser inmovilizadas por enlace covalente o por 

encapsulación.[31] Los materiales, tales como zeolitas, carbones y matrices sol-gel. 

Por ejemplo, el óxido mesoporoso de mayor estudio es la sílica.[39]  

iii) Nanopartículas: Aquí se agrupan los materiales inorgánicos así como también los 

orgánicos.[49] En general estos nanomateriales poseen alta área superficial que dirigen 

a una considerable carga de la enzima. Por ello, su principal ventaja radica en 

minimizar las limitaciones difusionales. Esto es debido a que, al unirse a la superficie 

de las nanopartículas, sus sitios activos presentan una mayor exposición al sustrato, 

mejorando su actividad catalítica. Los materiales en extensa investigación son los 

materiales cerámicos y alótropos del carbón a escala nanométrica tales como 

nanotubos de carbón, grafeno, fullerenos.[50] 
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Figura 15: Clasificación de nuevos materiales[46] 

Finalmente, debido a las propiedades únicas de los materiales revisados, viene la 

necesidad de combinar estas propiedades en un solo material. Así se han desarrollado 

en los últimos años procedimientos de síntesis para la formación de compósito e 

híbridos que maximicen las propiedades individuales.[51] Esta combinación dirige a 

una mejor interacción con la enzima, haciendo del sistema catalítico más estable y con 

mayor resistencia mecánica en las reacciones.[52] Además, se considera que los 

materiales compósito e híbridos confieren un entorno biocompatible que posibilitan 

una mayor retención de la actividad catalítica y le confiere de cambios 

conformacionales bruscos en su almacenamiento.[53] Tanto para los compósitos y 

materiales híbridos las conjugaciones que se puede dar son: (i) orgánico-orgánico; (ii) 

inorgánicos-inorgánicos, o (iii) precursores orgánicos-inorgánicos. 

 Materiales nanocompósito híbrido[46] 

Las características mencionadas anteriormente de los materiales nanocompósito 

híbrido despiertan un interés como soportes potenciales. Esto es debido a que 

generalmente presentan estabilidad térmica, estabilidad al pH del medio, resistencia 
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mecánica y son químicamente inertes. Además, de acuerdo al procedimiento de 

síntesis, la configuración superficial resultante determinará los grupos funcionales 

como grupos hidroxilo, principalmente, que interaccionaran con la enzima o su 

posterior funcionalización.  

Por ejemplo, Mehrasbi et al. 2017 [54] estudiaron la inmovilización de candida 

antártica lipasa en nanopartículas core-shell (Fe3O4@SiO2) para la síntesis catalítica 

de biodiesel a partir de aceite residual de cocina. Se obtienen nanopartículas de tamaño 

promedio de 34 nm. Un estudio de la eficiencia en la inmovilización con el pH sugiere 

óptimos rendimientos a pH 7, proveyendo una estabilidad térmica y tolerancia al 

metanol comparada con la enzima libre. En la reacción de transesterificación   se 

obtiene 84% de conversión y 100% de su actividad después de seis ciclos de reacción. 

Xie et al. 2017 [55] sintetizaron un material compósito por la conjugación de Fe2O3 e 

hidroxiapatita (HAP). La enzima lipasa se inmovilizó covalentemente en su superficie 

para la interesterificación de aceite de soya. Para el proceso de inmovilización se 

utilizó aminopropiltrietoxisilano (APTES) dispersado en tolueno anhidro. Así, en un 

proceso de reciclaje se obtuvieron 48.6±1.3%, 46.7±1.5%, 45.3±1.1% and 43.4±1.4% 

cuando el sistema biocatalizador fue utilizado para los ciclos 1, 2, 3 y 4, 

respectivamente. 

Por otro lado, Zhao et al. 2013 [52] reúne las propiedades mesoporosas de sílica, 

magnéticas de la magnetita y la alta biocompatibilidad de la hidroxiapatita para formar 

un material compósito con respuesta al pH en el proceso de transporte de fármacos. 

En un estudio de la liberación del fármaco el cual depende del pH del medio (buffer 

de acetato) se concluyó que en un rango de pH  4-8 el mayor proceso de liberación fue 

cercano a pH 4.5. 

Un material compósito compuesto por nanopartículas Fe3O4 soportadas en nanotubos 

de carbón de pared múltiple fue sintetizado por Tan et al. 2012. El principal aporte de 

este trabajo radica en el estudio del cambio estructural o conformacional de la enzima 

inmovilizada en su actividad catalítica en la resolución de (R,S)-1- fenil etanol. Por 

otro lado, el efecto de la sonicación en los procesos de lavado del sistema 

biocatalizador fueron relevantes. Debido a la presencia del material magnético, su 
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capacidad de recuperación es mejorada. Además, el rendimiento de la reacción 

catalítica (91 %) se mantiene en un rango de temperatura de 35-60 °C. 

Chen et al. [56] investigaron el uso de un compósito core-shell Fe3O4@C sintetizados 

via solvotermal. La funcionalización superficial para obtener grupos funcionales 

amino facilita la inmovilización de la enzima lipasa. Un estudio de la actividad 

hidrolítica reveló una retención del 93% frente a la actividad de la enzima libre a un 

pH del medio cercano a 8. Por otro lado, en un estudio del reuso de la enzima se 

determinó que retiene hasta el 68% de la inicial actividad después de 10 ciclos de 

reuso. Sin embargo, la estabilidad térmica de la enzima inmovilizada no presenta una 

considerable mejora, frente a la enzima libre, teniendo una mayor actividad a 40 °C, 

mientras que a temperaturas cercanos a 30 °C y 65 °C presenta 40% y 50% de 

rendimiento, respectivamente.  

Por su parte Li et al. [57] diseñó un biosensor de H2O2 a base de peroxidasa 

inmovilizada en un compósito híbrido inorgánico compuesto por láminas de carbonato 

de calcio decoradas con NPs de oro (CaCO3-Au). La inmovilización se dio por el 

método de adsorción mediante interacción electrostática. El sistema biosensor 

resultante mostró alta actividad electrocatalítica hacia la reducción de H2O2, el cual lo 

atribuyen a la favorable orientación de la peroxidasa y la alta conductividad eléctrica 

del compósito híbrido inorgánico CaCO3-Au, logrando una buena respuesta lineal 

sobre un amplio rango de concentración de H2O2 y un límite de detección 

relativamente baja. 

En otro caso Shang et al. [58] muestra un soporte prometedor formado por nano-hojas 

de óxido de grafeno decorado con nanopartículas de óxido de zinc (GO/ZnO) para una 

eficiente inmovilización de enzima lipasa Candida rugosa (CRL). Además de 

demostrar una buena estabilidad térmica y reusabilidad, la actividad catalítica de 

GO/ZnO@CRL alcanzó 63% por encima de los obtenidos por la enzima libre, 

GO@CRL o ZnO@CRL. Además, luego de 14 ciclos de reuso el sistema 

biocatalizador mostró una retención del 90% de la actividad inicial.  

En esta misma línea Zhang et al. [59] nano-alambres de ZnO se incorporaron de 

macroporos de óxido de silicio mediante crecimiento hidrotermal in situ SiO2/ZnO. La 
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inmovilización de la enzima CRL se llevó a cabo mediante adsorción. La CRL 

inmovilizada exhibió una mejor estabilidad térmica, reutilización y adaptabilidad al 

pH en comparación con la CRL libre. En la actividad catalítica, se logró una 

conversión molar máxima del 96,5% en condiciones óptimas. Después de doce 

reciclados, la lipasa inmovilizada retuvo el 89.9% de su actividad inicial. 

Wang 2017 et al. [60] combinaron las propiedades magnéticas de Fe3O4 y la alta área 

superficial de los entramados orgánico-metálicos (MOFs). El compósito resultante 

presenta buenas propiedades magnéticas y alta área superficial, cualidades que 

aplicaron en la inmovilización de la enzima CRL. Un estudio de la hidrolisis del aceite 

de oliva retuvo una actividad por encima de 65% a 65 °C durante 6 h. Mientras que la 

actividad se mantuvo hasta por 10 ciclos de reuso con un 60% de la actividad inicial. 

 

2. INFLUENCIA DE LA INTERFASE EN LA ACTIVIDAD CATALÍTICA DE 

LA ENZIMA INMOVILIZADA 

 

La elección del tipo de inmovilización, y por consecuencia las especies moleculares 

que unirán a la enzima y el material soporte, determinaran las propiedades catalíticas, 

estabilidad térmica, mecánica y tolerancias al pH del sistema biocatalítico en los 

procesos de reacción y reuso. Se ha investigado especies moleculares con grupos 

funcionales específicos para este fin. Todas estas especies mejoran la actividad 

catalítica con referencia a la enzima libre. 

Un proceso propuesto por Wang et al. 2009 [43] para la inmovilización de tres tipos 

de lipasa porcine páncreas (L1), candida rugosa (L2) y pseudomonas cepacia (L3) en 

nanopartículas magnéticas Fe3O4. Un estudio de la actividad de la enzima en 

comparación a la enzima libre y la adsorbida físicamente indica la alta actividad 

catalítica remanente de la enzima después de ser inmovilizada, presentando un 

rendimiento de 95.7, 70.1 y 82.6% para L1, L2 y L3, respectivamente.  

Raita et al. 2015 [61] estudiaron la inmovilización de thermomyces lanuginosus lipasa 

(LIP) en Fe3O4 con 3 diferentes diseños en el ensamblaje para ello utilizaron 3-
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aminopropil trietoxisilano (APTES)  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida 

(EDC), N-hidroxisucinimida (NHS) y glutaraldehido (GA), siendo el sistema Fe3O4-

AP-EN-LIP el que mostro alta actividad catalítica en la transesterificación de aceite de 

palma refinado, obteniéndose una conversión del 97.2% y una retención de su 

actividad mayor al 80% después de 5 ciclos de conversión.  Ellos proponen un 

mecanismo para la inmovilización de la enzima, por ejemplo, en la Fe3O4-E-lipasa los 

grupos hidroxilo de las nanopartículas de Fe3O4 se activaron mediante EDC y 

posteriormente reaccionaron con los grupos carboxilo de la lipasa, y las moléculas de 

enzima sobre la superficie del biocatalizador se reticularon adicionalmente mediante 

glutaraldehido (GA) para obtener Fe3O4-E/G. 

La lipasa Burkholderia Cepacia (BCL) fue inmovilizada en nanopartículas core-shell 

Fe3O4@SiO2,[62], estas nanopartículas fueron funcionalizadas con Dimetiloctadecil 

[3- (trimetoxisilil) propil] amonio. Se obtiene un rendimiento de reacción de 90% para 

la conversión de aceite de oliva, reportándose también una retención de la actividad 

hasta 10 ciclos de conversión. 

Mukherjee and Gupta 2016 [63] logran precipitar a thermomyces lanuginosus lipasa 

(TLL) en cluster de Fe3O4 con la ayuda de N-octil-b-D-glucopiranósido para la 

obtención de biodiesel a partir de aceite de soya. Obteniéndose rendimientos de 

reacción del 96% de conversión en 7 h. 

Kisukuri et al. [64] empleó moléculas con grupo funcional tiol para la funcionalización 

de un compósito core-shell Ag@Au y realizar un estudio de la influencia de la 

naturaleza y tamaño de estas moléculas en la actividad catalítica de la enzima lipasa. 

Los resultados concluyeron que la enzima inmovilizada con cisteína (menor longitud) 

presentó una mayor actividad en comparación a la enzima libre y que la enzima 

inmovilizada usando ácido mercapto undecanoico (mayor longitud). En el análisis del 

reuso, hubo una retención de la actividad catalítica hasta en tres ciclos. Sin embargo, 

la completa reacción ocurre hasta 12 horas de iniciada la reacción. 

Si bien los sistemas catalíticos presentados aquí poseen ventajas que los convierte en 

potenciales catalizadores de aplicación industrial, aun faltan mejorar algunas 

propiedades, tales como soportes baratos, procediemitno de síntesis sencillos, 
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velocidades de conversión rápidos, así como mayores ciclos de reuso sin la pérdida 

considerable de su actividad catalítica. Estas características, favorecerían al sistema 

catalítico para convertirse en alternativas tecno-económicos. 
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CAPITULO IV. PARTE     

EXPERIMENTAL 

1. PARTE EXPERIMENTAL

 Materiales  

Tabla 4: Reactivos utilizados 

REACTIVO NOMENCLATURA GRADO DE 

PUREZA 

MARCA 

Cloruro de hierro anhidro FeCl2 98 % Sigma-Aldrich 

Metilamina CH3NH2 40% w/w Sigma-Aldrich 

(3-aminopropil) trietoxisilano APTES 99% Sigma-Aldrich 

Lipasa burkholderia cepacia BCL ≥30,000 U/g Sigma-Aldrich 

Ac. Glutámico C5H9NO4 Analítico Sigma-Aldrich 

Hidróxido de calcio Ca(OH)2 Técnico Sigma-Aldrich 

Glutaraldehído C5H8O2 50% Sigma-Aldrich 

(R,S)-1-feniletanol C8H10O 98% Sigma-Aldrich 

Vinil acetato C₄H₆O₂ 99% Sigma-Aldrich 

Cloruro de cobalto hexa-

hidratado 

CoCl2.6H2O ACS reagent Merck 

Fosfato de amonio dibásico (NH4)2HPO4 Analítico Merck 

Dodecilsulfato sódico SDS Técnico Alfa Aesar 

Los materiales de vidrio fueron lavados con una solución de agua regia para eliminar 

todo residuo inorgánico. Para todos los procesos se usó agua ultra-pura (18.2 MΩ).    

 Síntesis Ferrita de Cobalto CoFe2O4

El óxido CoFe2O4  fue obtenido siguiendo un proceso de síntesis micelar.[65], [66] Se 

mezclaron dos soluciones acuosas acidificadas (HCl, 200 uL); 5 mL Fe (II) (FeCl2, 

1mmol), y 5mL Co (II) (CoCl2.6H2O, 0.5 mmol),  en una relación molar de 2:1, con 
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18 mL de una solución de dodecilsulfato sódico (SDS, 4.5 mmol) por agitación 

magnética continua, a temperatura ambiente por 30 min. Esta nueva solución micelar 

se llevó hasta 80 °C, y se agregó 1.8 mL de solución de metilamina (CH3NH2, 8.3M). 

La solución se tornó rápidamente de color verde, y a los pocos minutos (7-10 min) 

cambia a marrón. La agitación continúa por 3h manteniendo la temperatura (80 °C). 

Finalizada la reacción, el producto obtenido se separa magnéticamente y es lavado por 

10 tiempos con agua y solución 5% NH3. Finalmente, las nanopartículas fueron 

dispersadas en etanol.            

 

 Síntesis de Nanocompósito CoFe2O4/HAP 

La formación del nanocompósito se realizó por un método de precipitación.[67] Para 

ello, 200 mg de CoFe2O4 se disolvió en 10 mL de agua destilada, se adiciona 15ml de 

una solución de ácido glutámico (500mg), con agitación constante, regulando el pH a 

6. La mezcla se llevó a una temperatura de 80 °C por dos horas. Finalmente, se 

procedió a la separación y lavado del material sólido.  

A 100 mL de una solución de (NH4)2HPO4 (0.09 mmol) se le adicionó al material 

CoFe2O4, con el ácido glutámico adsorbido, con agitación constante. Pasados 30 min 

de reacción es adicionado, gota a gota, una solución (H2O:etanol, 1:1) de Ca(OH)2 (1.5 

mmol). Esta solución presenta un pH de 8, y es agitado por 40 min. Por último, se 

ajusta el pH a 11, y se deja reaccionando por 24 h a temperatura ambiente. 

 

 Funcionalización de CoFe2O4/HAP con APTES 

Se utilizó una masa de 150 mg de CoFe2O4/HAP, el cual fue dispersado en 8mL de 

tolueno mediante sonicación por 10 min. Una solución conteniendo 3mL de APTES 

se adicionó rápidamente a la dispersión de CoFe2O4/HAP en sonicación continua por 

10 min. La mezcla resultante se llevó a 120 °C en agitación mecánica por 12 h. 

Finalizada la reacción, el producto obtenido se separó magnéticamente y se lavó 6 

veces con etanol y se secó a 80 °C por 12 h.  
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 Ensayos Enzimáticos  

 

1.4.1. Solución enzimática 

Se adicionó 100 mg de enzima lipasa a 1mL de solución buffer de fosfato de pH (6, 7 

y 8) (PBS, 20mM). Esta solución fue agitada y centrifugada a 800 rpm durante 10 min 

y 10°C.  Se descartó el precipitado y se tomó 50 uL de la solución para su 

cuantificación por el método de Bradford. 

 

1.4.2. Inmovilización de BCL por adsorción 

Se disolvió 3 mg de CoFe2O4/HAP en 1 mL de solución enzimática con pH (6, 7 y 8) 

de la solución tampón a fin de determinar el pH óptimo que presente mayor 

inmovilización de la enzima. Se mezcló en un equipo de agitación thermomixer® a 

800 rpm y 15 °C y 12 h de reacción. La enzima inmovilizada (SisBioN-1) fue 

determinada por el método de Bradford. 

 

1.4.3. Inmovilización de BCL por enlace covalente  

Se procedió con un proceso de activación de CoFe2O4/HAP-APTES con 

glutaraldehído (Glu). Para ello, se disolvió 3 mg de CoFe2O4/HAP-APTES en 1 mL 

de solución etanólica conteniendo 50 uL de H2O y 60 uL de glutaraldehído y se dejó 

agitando en un thermomixer® a 800 rpm y 40 °C y 2 h de reacción. Luego, se desecha 

el sobrenadante y se adiciona 1 mL de solución enzimática con pH (6, 7 y 8) de la 

solución tampón a fin de determinar el pH óptimo que presente mayor inmovilización 

de la enzima. Esta mezcla fue colocada en un equipo de agitación thermomixer® a 800 

rpm y 15 °C y 12 h de reacción. La enzima inmovilizada (SisBioN-2) fue determinada 

por el método de Bradford. 

 

1.4.4. Ensayo de Actividad Enzimática de BCL 

Se tomó 3 mg del material con la enzima inmovilizada, previamente secada, y se 

adicionó a un microtubo (eppendorf®, 2 mL) juntamente con 1 mL de solvente 
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orgánico conteniendo 0.002 mmol de (R,S)-1-feniletanol y 0.007 mmol de vinil 

acetato. Esta mezcla se colocó en un equipo de agitación thermomixer® a 800 rpm y 

35 °C. Los productos de reacción fueron cuantificados con un cromatógrafo GC-FID.  

2. TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN

El análisis por microscopía electrónica de barrido (SEM), fueron obtenidos usando un 

equipo JEOL FEG-SEM JSM 6330F, operado a 5kV. Las muestras para análisis por 

SEM fueron preparados por goteo (2 uL) de una solución de la dispersión de NPs en 

una placa (1 cm2) y secado a temperatura ambiente. 

Se determinó las características superficiales de las muestras nanoparticuladas, tales 

como área, tamaño y volumen de poro, por análisis superficial BET (Brunauer-

Emmett-Teller). Para ello, 100 mg de material se secó durante toda la noche. Luego, 

se trituró el material para separar las partículas más pequeñas con el uso de una malla 

de 100 um. Previo al análisis, se pesó 50 mg del material y se desgasificó a 200 °C por 

2h. El análisis fue hecho con un equipo micromeritics GEMINI VII. 

Las medidas de las curvas de magnetización fueron llevadas a cabo usando un 

magnetómetro de muestra vibrante (VSM) a temperatura ambiente. Se trituró el 

material para separar las partículas más pequeñas con el uso de una malla de 100 um. 

Finalmente, se introdujo el material fino en una porta muestra de plástico de 10mm de 

longitud y 4 mm de ancho hasta cubrir la mitad del volumen. 

Los difractogramas fueron obtenidos usando un equipo difractómetro de rayos-X 

Bruker D2 Phaser, equipado con una fuente de Cu Kα (λ = 1.5418 Å), con una ventana 

de 20-90° (2), usando un paso de escaneo de 0.05°. 

Los espectros IR fueron obtenidos usando un equipo espectrofotómetro Bruker Alpha 

FT-IR-DRS con pastilla, entre 400 cm-1 hasta 4000 cm-1 de longitud de onda.  

Para la cuantificación de los productos de la reacción enzimática, se utilizó un 

cromatógrafo de gases GC-17A, equipado con detector FID, usando hidrógeno como 



54 

gas de arrastre (100 kPa). La columna utilizada para la determinación de exceso 

enantiomérico fue Chirasil-Dex CB β-cyclodextrin (20 m x 0.25 mm).  
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CAPITULO V. RESULTADOS Y 

DISCUSIONES  

 

1. NANOPARTICULAS DE CoFe2O4 

 Formación de la fase sólida CoFe2O4 por micelas normales 

 

El proceso por el cual se da la formación de la fase sólida CoFe2O4 se divide en tres 

etapas. Cada etapa cubre la importancia necesaria para obtener la fase sólida final con 

las características físicas y químicas esperadas. Los parámetros usados se establecieron 

de acuerdo a ensayos en el laboratorio y referencias ya mencionadas. Estas partes son: 

1. Formación de micelas  

2. Interacción micelas-precursores en solución   

3. Formación de la fase solida 

1.1.1. Formación de micelas 

La primera etapa es la formación de micelas a partir del surfactante aniónico 

dodecilsulfato sódico (SDS) (Esquema 2) en medio acuoso. Este proceso ocurre por 

el ordenamiento espacial de varios monómeros, de acuerdo con la polaridad del medio, 

hacia la formación de micelas esféricas (Esquema 2). La parte polar del dodecil sulfato 

iónico (DS-) se orienta hacia el exterior y la cadena carbonada apolar, hacia el centro 

de este conjunto esférico. Sin embargo, no se produce la ionización completa de los 

monómeros, es decir el contraión sodio Na (I) sigue interaccionando con el monómero, 

al igual que moléculas de agua, estabilizando a las micelas, NaxFeyCoz(DS)n. La forma 

y presencia de las micelas van a depender del tipo de surfactante y de su concentración 

micelar crítica (CMC), para el SDS la CMC es de 8.25 mM [12]. Se trabajó por encima 

de esta concentración (1.5 veces la CMC) para favorecer la formación de micelas. Sin 

embargo, la formación de micelas se ve alterada por factores externos, tales como la 

temperatura de reacción (80 °C) que decrece la concentración a la cual el surfactante 
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pueda formar micelas, la presencia de iones hierro (Fe (II)) y cobalto (Co (II)) que 

también producirían una disminución de la CMC. [10] 

  

 

Esquema 2: Formación de micelas al alcanzar la CMC del surfactante 

 

1.1.2. Interacción micelas-precursores en solución   

Al mezclar las soluciones ácidas de Fe (II) y Co (II) con la solución micelar, estas 

interaccionan para formar un nuevo sistema micelar. En este proceso de formación del 

nuevo sistema, existe competencia entre acuo complejos, [Fe(H2O)N]2+ y [Co(H2O 

)N]2+, frente a los iones Na(I) y moléculas de H2O presentes en la esfera de 

coordinación de la micela, dando paso a un proceso de complejación de los acuo-

complejos metálicos con las cabezas aniónicas de la micela [68]. La acidez inicial de 

la solución de Fe (II) y Co (II) es importantes para la presencia de ligandos acuo (M-

H2O) capaz de sustituirse (ligando lábil) en el proceso de complejación con el anión 

SD- de la micela (Esquema 3).    
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Esquema 3: Esquema de proceso de complejación 

1.1.3. Formación de la fase sólida 

El proceso de formación de las NPs de CoFe2O4 (Esquema 4), se inicia con el 

calentamiento de la mezcla micela-Fe (II)-Co (II) a 80 °C. La adición rápida de una 

solución básica de metilamina (CH3NH2) a 80 °C provoca un aumento de pH a 11 y 

un cambio brusco en la coloración de la mezcla (rosado pastel) hacia un verde 

esmeralda. Esta coloración se debería a la formación de un hidróxido doble laminar 

(LDH) llamada Green rust [69], el cual está compuesta de láminas de hidróxido de 

Fe(II), Co(II) y una fracción de Fe(III),que genera carga positiva. Presenta estructura 

brucita y la carga positiva de estas laminas se puede estabilizar con aniones 

interlaminares (Cl-, NO3
-, ClO4

-, CO3
2-, SO4

2-) [70]. En nuestra mezcla de reacción se 

encuentra el anión cloruro (Cl-) que formaría parte del compuesto laminar. Por otro 

lado, la presencia del surfactante SDS formando micelas e interactuando con los acuo-

complejos de Fe(II) y Co(II), nos sugeriría la formación rápida de nanocristales de 

CoFe2O4. Sin embargo, estudios realizados por Cannas et al. [71] observaron la 

presencia de platos hexagonales de tamaño promedio en el rango de 100-250 nm con 

espesor de 7-9 nm del hidróxido doble laminar, además de la presencia de pequeños 

conjuntos de nanocristales en los bordes o esquinas de los platos hexagonales. Esto 

sugiere la separación del enlace inicial Fe(II), Co(II)-(DS-) presente en la micela, 

debido a que DS- es un nucleófilo débil en comparación con los iones hidróxido 

formados [68]. Sin embargo, las micelas con carga negativa y en exceso pueden 

alojarse entre las láminas por intercambio con Cl- [72]. Sin embargo, las micelas al 

tener diámetros mayores al Cl- provocan la inestabilidad de la estructura del Green 

rust.     
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Esquema 4: Esquema de formación de NPs CoFe2O4. 

Por otro lado, la formación de Green rust ocurre alrededor de pH 7. Pasado este pH, 

surge la formación de oxi-hidróxidos u óxidos. Específicamente, al alcanzar el pH 11 

se  favorece la formación del óxido doble de Fe-Co (CoFe2O4) mediante la oxidación 

total de Fe(II) a Fe(III), el cual es conducido por el oxígeno gaseoso (O2(g)) presente 

en el aire. El uso de metilamina (CH3NH2), compuesto básico (pKb= 3.36), usado para 

aumentar el pH del medio de reacción es elegido en lugar de las bases comunes como 

el hidróxido de sodio (NaOH) o amoniaco (NH3, pKb=7.74). Esto debido a que la 

CH3NH2 es una base que controla la reacción de hidrolisis y condensación en una 

velocidad menor al OH- pero mayor que el NH3. 

Por otro lado, el surfactante SDS, además de cumplir con la función de estabilizar las 

NPs al final de la reacción, evitando la aglomeración entre ellas mediante una barrera 

estérica; también cumple con contralar los procesos de nucleación y crecimiento. Este 

surfactante en su forma micelar se coordina a los precursores formados en el proceso 

de condensación de las unidades acuo-complejos [M(H2O)N]2+ que dirigen a una 

nucleación controlada. Por otro lado, en el proceso de crecimiento, el surfactante 

influye directamente en la formación del sólido por la variación de la energía 

superficial. Para una partícula esférica, la energía libre de Gibbs está relacionada 

directamente con la tensión superficial (γ) del medio que la rodea.  
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A medida que transcurre el tiempo la coloración verdosa se torna a un color marrón, 

lo cual evidencia de la formación de la ferrita CoFe2O4. En referencia a la formación 

de las NPs (conjunto de nanocristales), al inicio de la reacción no se observaron 

cristales individuales o conjuntos de nanocristales aislados de los platos hexagonales, 

por lo que concluyeron que la formación de los primeros conjuntos de nanocristales 

provienen del ‘desgaste’ de los platos hexagonales [71]. En esta parte, la presencia de 

las micelas favorecen la formación de los nanocristales individuales y su agrupación, 

debido a la interacción con los iones Fe(II) y Co(II). Por ello, los análisis TEM hasta 

30 min de iniciada la reacción, hechos por cannas et al. [71], se observa el desgaste de 

los platos hexagonales para la formación de conjuntos esféricos de nanocristales. La 

reacción prosigue por 3h para que la etapa de crecimiento y cristalización, en las cuales 

los conjuntos de las NPs formen tamaños más estrechos en promedio y alcance una 

distribución mas ordenada de los átomos que lo constituyen, esto favorecida por la 

temperatura. Obteniéndose así, NPs esféricas formadas por nanocristales.   

   

 Caracterización de nanopartículas CoFe2O4  

 

1.2.1. Difracción de rayos X (DRX) 

En la Figura 16 se muestra el difractograma de rayos X de CoFe2O4, donde se 

muestran los picos cristalinos de la estructura cubica centrada en las caras (FCC) de 

espinela inversa (PDF Card 22-1086). Los principales picos 2θ son: 30.1° (220), 35.4° 

(311), 43.1° (400), 56.9° (511) y 62.5° (440). De acuerdo con la ecuación Debye-

Scherrer el tamaño promedio de la cristalita es de 15 nm, este valor es calculado a 

partir de la amplitud de la mitad del pico más intenso (311). Esto concuerda con el 

ensanchamiento de la amplitud de los picos cristalinos resultantes. Es decir, el 

ensanchamiento del pico de difracción se relaciona con una disminución del tamaño 

de cristalita  de las NPs. Esto nos sugiere que la nanopartícula está formada por 

agrupación de cristalitas como lo sugiere el método de micelas normales en la que el 

surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS) juega un papel importante de acuerdo con 

su concentración y acción, lo cual se discutió previamente.  
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Figura 16: DRX de CoFe2O4 

 

Cannas et.al [73] estudiaron la influencia de la temperatura en el tamaño de cristalita, 

los resultados de DRX mostró que los picos se vuelven progresivamente más amplios 

en las muestras sintetizadas a temperaturas más bajas, y los picos menos intensos 

desaparecen a 50 °C. La ecuación de Debye-Scherrer para cada una de estas 

difracciones corrobora el descenso de tamaño de cristalita con el descenso de la 

temperatura. Nosotros elegimos la temperatura de reacción a 80 °C debido a que aún 

se aprovecha la formación total de la ferrita deseada con una buena estabilidad para 

evitar la oxidación a otras fases de los respectivos iones metálicos y una mayor 

cristalinidad de las muestras que influyen en las propiedades magnéticas.[73]     

 

1.2.2. Espectroscopía infrarrojo (FTIR) 

Una etapa muy importante, posterior a la síntesis de nanopartículas, es la remoción del 

surfactante adsorbido en la superficie de la NP sintetizada, más aún si en la siguiente 

etapa nosotros requerimos anclar una molécula que controlará la morfología y el 

crecimiento de la HAP en esta superficie. Se requiere entonces, una superficie libre de 

materiales orgánicos, sales o surfactantes que dificulten la funcionalización eficiente 

del material nanoparticulado.  

2θ 
 

30.1° (220) 

35.4° (311) 

43.1° (400) 

56.9° (511) 

62.5° (440) 
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Se presentaron dos dificultades para la rápida remoción del surfactante, la primera es 

la concentración, ya que se utilizó 3 veces la cantidad molar de SDS con respecto a las 

moles de los iones Fe(II) y Co(II), y la segunda dificultad es la afinidad de los cationes 

de Fe(III) y Co (II), presentes en el óxido, con la parte polar del SDS (R-SO4
-). Debido 

a la fuerte afinidad que se presenta, un simple lavado con agua destilada no es 

suficiente. Se procedió entonces con intensos lavados y el uso de sonicación. Se utilizó 

amoniaco diluido para una mejor remoción del SDS mediante saturación del sistema 

con iones amonio que interactúan con el ión (SD-) del surfactante  presente en la 

superficie de las NPs. El proceso de sonicación se utilizó para permitir una mayor 

difusión del amoniaco en su objetivo de retirar el surfactante, tanto en la superficie 

mas expuesta, así como en las cavidades de los poros formados.     

La Figura 17 muestra la comparación del surfactante utilizado SDS y la muestra de 

ferrita CoFe2O4; las principales bandas del SDS están alrededor de 2915, 2848 y 1220 

cm-1 que corresponden los enlaces C-H y S=O de la parte polar -SO3
-, y C-H de la

cadena carbonada, respectivamente. Estos picos no se observan en el espectro de la 

muestra de CoFe2O4, el cual presenta un pico alrededor de 595 cm-1 de la vibración 

por tensión de M-O presentes en los sitios tetraedros y octaedros de la fase ferrita 

[73][74]. 
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Figura 17: FTIR de CoFe2O4 y SDS 
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1.2.3. Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

Se observa en las imágenes SEM, las NPs con tamaño promedio de 100 nm (Figura 

18) conformado por nanocristales agrupados, según lo sugiere el método de síntesis y 

nuestros análisis de difracción de rayos X. La estabilidad estructural de estas NPs se 

evidencia claramente, ya que para este análisis se procedió con procesos intensos de 

lavado y sonicación. Además, el proceso de lavado para la eliminación del surfactante 

SDS se evidencia porque no se observa algún contraste ocasionado por la presencia de 

algún otro material.  

Se evidencia una morfología diferente al de una NP esférica uniforme compacto. Esto 

favorece a una mayor área superficial, ya que para un mismo diámetro de NP esférica 

uniforme presentará menor área superficial que una NP esférica con una superficie 

irregular. En este sentido, el surfactante SDS cumple con la función de definir la 

morfología de la NP final, debido a que evita la formación uniforme superficialmente, 

por impedimento estérico de las micelas en el proceso de crecimiento y formación de 

la NP final en el proceso de agrupación de las cristalitas. 

 

 

Figura 18: Imagen SEM de CoFe2O4 

 

1.2.4. Análisis superficial BET 

El análisis superficial fue obtenido mediante técnica de adsorción de nitrógeno usando 

la teoría de Brunauer-Emmett-Teller. La Figura 19 muestra la isoterma de adsorción-

desorción de nitrógeno y la distribución del tamaño de poro para CoFe2O4. Las 
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partículas muestran una isoterma tipo II, de acuerdo con la clasificación IUPAC, 

además de no presentarse fenómeno de histéresis. El área superficial obtenido fue de 

227.20 m2/g, un valor relativamente alto para estos materiales. Por otro lado, el tamaño 

y volumen de poro obtenido por la BJH-desorción fue de 4.79 nm y 0.118 cm3/g, 

respectivamente.  

Los valores obtenidos se resumen en la Tabla 5. Estos valores sugieren que las 

nanopartículas presentan poros de tipo mesoporos, además de no presentan agregación 

en las etapas de síntesis o en los procesos de lavado o secado.   
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Figura 19: Análisis superficial BET de CoFe2O4 

Tabla 5: Valores obtenidos del análisis BET 

Área superficial 

BET 

(m²/g) 

Volumen 

poro BJH 

(cm³/g) 

Tamaño 

poro BJH 

(nm) 

CoFe2O4 227.20 0.118 4.79 
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Tal como vimos en las discusiones anteriores, la elevada área superficial obtenida de 

CoFe2O4 se debe principalmente a la función que cumple el surfactante SDS en el 

proceso de agrupación de las cristalitas que componen a la NP. A medida que la 

partícula se va formando, el impedimento estérico por parte de las micelas adsorbidas 

en ciertas áreas de la superficie evita el crecimiento uniforme, en términos de la 

morfología. Así, luego de eliminar el SDS adsorbido mediante procesos de lavado, se 

obtiene cavidades (poros) que aumentan el área superficial.    

2. NANOCOMPÓSITO CoFe2O4/HAP

 Formación de la fase sólida 

El proceso de formación HAP en la superficie de las NPs de CoFe2O4 se da en cuatro 

(04) etapas (Esquema 5): i) En primer lugar, la adsorción de moléculas de ácido

glutámico en la superficie de las NPs del ácido. Esto, con el fin de controlar el proceso 

de formación de la HAP, específicamente en la morfología. ii) En medio ácido la 

adsorción de los iones hidrogeno fosfato (HPO4
2-) provenientes de la sal disuelta de 

fosfato de amonio dibásico ((NH4)2HPO4), se da por interacción directa con Fe(III) y 

Co(II) superficiales, y por interacción electrostática entre los grupos funcionales -NH2  

del ácido glutámico adsorbidos en la superficie de las NPs. iii) El agregado de una 

solución de Ca(OH)2 lleva al sistema a un pH=8 en el cual se  inicia la formación de 

la HAP por precipitación química, a este pH la reacción se torna favorablemente lenta 

para que el proceso de nucleación se vea favorecida en la superficie de las NPs [4]. 

Este proceso continuo por 40 min. iv) Por último, se da el aumento de pH con una 

solución de amoniaco hasta alcanzar un pH de 11, esto con la finalidad de mejorar la 

cristalinidad de las NPs. Otro factor que favorece la cristalinidad es la temperatura de 

reacción, sin embargo se elige la temperatura ambiente con la finalidad de favorecer 

la obtención de mayor área superficial [75].  
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Esquema 5: Esquema de formación del nanocompósito CoFe2O4/HAP 

 

 Caracterización de CoFe2O4/HAP 

2.1.1. Espectroscopía infrarroja (FT-IR) 

La Figura 20 muestra una comparación de los espectros IR de CoFe2O4 y 

CoFe2O4/HAP.  Las bandas de absorción de la HAP en el espectro IR son observadas. 

Una absorción en 558 y 608 cm-1 son atribuidos a la vibraciones de flexión de O-P-O 

(PO4
3-) y alrededor de 1035 cm-1 es debido a la vibración por tensión asimétrica del 

grupo (PO4
3-) [76]. Por otro lado, se presenta una mayor banda de absorción del grupo 

OH que se atribuye al H2O adsorbido y al OH presente en la estructura de la HAP.  
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Figura 20: FT-IR de CoFe2O4 y CoFe2O4/HAP 
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Además, se presentan un pequeño pero amplio pico alrededor de 1454 cm-1, el cual es 

característico del NH4
+, que puede provenir del ácido glutámico presente en el 

nanocompósito formado. 

 

2.1.2. Difracción de rayos-X (DRX) 

Un análisis de DRX (Figura 21) del compósito nos confirma la presencia de la 

hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2), que cristaliza con estructura hexagonal y pertenece 

al grupo de simetría P63/m, el cual presenta los siguientes picos de difracción: 25.9° 

(002), 31.8° (211), 46.7° (222) y 49.5° (213). 
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Figura 21: Difractograma de CoFe2O4/HAP y CoFe2O4 

Una comparación con el difractograma de la muestra de ferrita CoFe2O4 corrobora la 

permanencia de los picos de difracción en el compósito CoFe2O4/HAP, con lo cual 

podemos afirmar que no se presentaron cambios de fase del óxido CoFe2O4. Por otro 

lado, se observa una disminución en la intensidad del pico de CoFe2O4, 

correspondiente al plano (311) lo cual sugiere un efecto de blindaje por parte de la 

HAP.[76] 

2θ  
 

25.9  (002)  

31.8 (211)  

46.7 (222)  

49.5  49.5  
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2.1.3. Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

La Figura 22 muestra la imagen SEM del compósito CoFe2O4/HAP. Una comparación 

de las imágenes SEM entre CoFe2O4/HAP y CoFe2O4 nos da la posibilidad de inferir 

que la HAP se encuentra cubriendo la superficie del óxido, esto debido a que no se 

observa algún contraste que nos sugiera el crecimiento de HAP aislada o CoFe2O4 sin 

recubrir. 

 

Figura 22:: Imagen SEM de NPs CoFe2O4/HAP 

 

Por otro lado, se observa que la superficie de CoFe2O4/HAP presenta una forma cuasi 

esférica y morfología irregular, esto se podría deber a la utilización del ácido glutámico 

que sirve como direccionador del crecimiento [76] [77]. Esto se confirmará con un 

análisis BET. Esta posible porosidad favorece al aumento del área superficial, el cual 

es de suma importancia en materiales utilizados como soportes porque permite la 

funcionalización y/o adsorción de mayor cantidad de unidades químicas o 

bioquímicas. Para nuestro propósito, la funcionalización con moléculas de anclaje y la 

adsorción directa de las enzimas se multiplicaría con la presencia de la elevada área 

superficial obtenida. Mas aun, el proceso de formación de la cubierta (shell) de HAP 

asegura un entorno superficial biocompatible que necesita las enzimas a fin de evitar 

su desnaturalización o sufrir una disminución de las propiedades catalíticas.    

Para confirmar las características superficiales como área superficial, tamaño y 

volumen de poro del nanocompósito, se procedió a realizar un análisis superficial BET. 
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2.1.4. Análisis Superficial BET 

La Figura 23 muestra la isoterma de adsorción-desorción de nitrógeno y la 

distribución del tamaño de poro para CoFe2O4/HAP. Las partículas muestran una 

isoterma tipo IV, de acuerdo con la clasificación IUPAC, además se observa el 

fenómeno de histéresis. El área superficial obtenido fue de 161.47 m2/g. Por otro lado, 

el tamaño y volumen de poro obtenido por la desorción BJH (Barrett-Joyner-Halenda) 

fue de 6.23 nm y 0.143 cm3/g, respectivamente. Los valores obtenidos se resumen en 

la Tabla 6. Estos valores sugieren que las nanopartículas presentan poros de tipo 

mesoporos con tipo de histéresis H4 y forma de poro tipo rendijas. 
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Figura 23: BET de NPs CoFe2O4/HAP 

Tabla 6: Valores obtenidos por análisis superficial 

Área 

superficial 

BET 

(m²/g) 

Volumen 

poro BJH 

(cm³/g) 

Tamaño 

poro BJH 

(nm) 

CoFe2O4/HAP  161.47 0.143 6.23 

Si bien el nanocompósito CoFe2O4/HAP (161.47 m2/g) presenta un valor menor que 

el de las NPs de CoFe2O4 (227.20 m2/g), aun es un valor relativamente alto para este 
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tipo de materiales. Por otro lado, el tamaño de poro obtenido permite alojar en su 

interior unidades enzimáticas, consiguiendo mayor adsorción en la superficie mas 

expuesto. Entonces, la relación masa enzimática/gramo de soporte (mg/gmaterial) que se 

obtendrá mediante la inmovilización, permitiría el uso de menor masa de los sistemas 

bio-nanocompósito catalíticos (CoFe2O4/HAP-Enzima). Esto resultaría de suma 

importancia desde el punto de vista tecno-económico y ambiental, al reducir costos en 

la producción del material nanocompósito. 

2.1.5. Medidas magnéticas VSM 

La Figura 24 muestra las medidas de las curvas de magnetización. Los valores de 

saturación magnética (Ms) cuantificadas para CoFe2O4 y CoFe2O4/HAP son 45.09 

emu/g y 12.04 emu/g, respectivamente. Además, se observa el fenómeno de histéresis, 

lo cual corresponde a materiales ferrimagnéticos como CoFe2O4. Para una mayor 

claridad, presentamos un panel con el aumento de una zona específica de las curvas de 

magnetización. Observamos que el compósito CoFe2O4/HAP retiene el fenómeno de 

histérisis, pero en menor medida. La disminución de Ms del compósito se debe a la 

presencia de la HAP en la superficie, debido a que disminuye la interacción dipolar 

entre las nanopartículas magnéticas (CoFe2O4) del compósito. [78]  

Aunque el nanocompuesto CoFe2O4/HAP presenta un Ms 4 veces menor de que de las 

NPs CoFe2O4 (45.09 emu/g), aún conserva excelentes propiedades para la 

recuperación magnética después de su uso, con la aplicación de campos magnéticos 

externos. 
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Figura 24: Análisis VSM de CoFe2O4 (a) y CoFe2O4/HAP (b) 

 

Por otro lado, la disminución de la histéresis favorece los procesos de recuperación y 

catálisis en las etapas de reuso de los sistemas CoFe2O4/HAP-Enzima. Una amplia 

histéresis produce la retención de señal magnética luego de retirar el campo magnético 

externo, llamada magnetismo remante (MR). Esto lleva a la aglomeración de las 

nanopartículas, que a su vez ocasiona la restricción de algunas enzimas para cumplir 

la función de catalizar, disminuyendo la velocidad en el proceso catalítico. Sin 

embargo, el nanocompósito CoFe2O4/HAP presentaría un valor mínimo de 

magnetismo remanente, el cual no ocasionaría dicha aglomeración y, en consecuencia, 

la totalidad de las enzimas inmovilizadas podrían actuar en el proceso de catálisis.  

 

3. FUNCIONALIZACIÓN DE NANOCOMPÓSITO CoFe2O4/HAP 

 

La funcionalización de la superficie del material nanoparticulado, con especies 

moleculares, se da con la finalidad de inmovilizar covalentemente a la enzima lipasa. 

El uso de una molécula que se enlace covalentemente a la superficie del material 
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nanoparticulado se denomina ‘espaciador’, debido a que está presente en la interfase 

uniendo a la superficie de la nanopartícula y la enzima.   

Una molécula ampliamente utilizada es el (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES), un 

organosilano que presenta un grupo propil con grupo funcional amino y tres grupos 

etóxidos. El enlace Si-(OC2H5) es de fácil hidrolización en medio acuoso con la 

eliminación de alcohol CH3CH2OH y formación del enlace Si-OH el cual condensa a 

una forma mas estable para la formación de un siloxano Si-O-Si, formando finalmente 

un oligómero ramificado.[79] Por otro lado, en presencia de un sólido con grupos OH 

superficiales, se da la competencia entre la oligomerización de APTES y la formación 

de enlace con la superficie hidrolizada (funcionalización), formando el enlace (sólido-

O-Si(OH)2R). Esta reacción es llamada silanización. Sin embargo, muchas veces esta 

competencia no lleva a una buena funcionalización de la superficie del sólido, 

promoviéndose la oligomerización en mayor medida. Por ello, solventes orgánicos 

anhidros son una buena alternativa para el control del proceso dirigiendo la reacción a 

la funcionalización de la superficie. 

 

Esquema 6: Esquema de la funcionalización de CoFe2O4/HAP con APTES 

 

La hidroxiapatita (HAP) presenta grupos OH superficiales, los cuales son candidatos 

a la funcionalización. Para ello, usamos tolueno como solvente y condiciones de 

reflujo (Esquema 6). Completándose la reacción en 12h. El mecanismo de 

silanización se explica por la policondensación de APTES debido a la presencia de 
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una superficie hidratada y por la unión covalente con los oxígenos de los hidróxidos 

presentes en la estructura de la HAP (Esquema 7). [79] 

 

 

Esquema 7: Mecanismo de silanización 

  

Con el fin de determinar la funcionalización de la superficie del material 

nanocompósito CoFe2O4/HAP realizamos un análisis por espectroscopía de dispersión 

de energía de rayos X (EDS) (Figura 25). El cual muestra, además de la presencia de 

los elementos pertenecientes al nanocompósito, a los elementos Si, C y N con 

porcentajes atómicos de 3.02, 16.87% y 6.00%, respectivamente (Tabla 7). 

Confirmando la presencia de APTES en el producto final por la funcionalización de la 

superficie del material nanoparticulado.  

 

Figura 25: EDS del material CoFe2O4/HAP-APTES 
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Tabla 7: Datos porcentuales elementales del análisis EDS 

Elemento Masa 

normal (%) 

% Atómico Error abs. 

(%) 

Ca 14.93 9.46 0.46 

C 7.98 16.87 1.43 

O 27.2 43.17 3.56 

Fe 24.16 10.98 0.66 

Co 13.19 5.68 0.38 

Si 3.34 3.02 0.17 

P 5.89 4.82 0.25 

N 3.31 6.00 0.84 

suma 100.00 100.00 

Para la etapa de anclaje de las enzimas mediante enlace covalente, cabe mencionar que 

el APTES no se enlazará directamente a la enzima ya que precisa de una previa 

reacción con glutaraldehído (Glu), un proceso que llamaremos activación de la 

nanopartícula funcionalizada. Esta reacción es llamada: reacción de Base de Schiff. El 

mecanismo de esta reacción se detallará más adelante. 

4. INMOVILIZACION DE ENZIMA LIPAZA

 Preparación de la solución acuosa de la enzima BCL 

El proceso de inmovilización de la enzima Burkholderia cepacia (BCL) sobre el 

nanocompósito de CoFe2O4/HAP fue realizado por la reacción de este material soporte 

con una solución enzimática previamente extraída de la enzima comercial (BCL, 

Sigma-Aldrich) (Esquema 8). El proceso de extracción consistió en tomar 100mg de 

la enzima comercial y disolverla en una solución tampón de fosfato (20mM) a un cierto 

pH (6, 7 y 8). La mezcla fue agitada por 5 min a temperatura ambiente, y la solución 

se separó por centrifugación de material orgánico no disuelto. Esta solución enzimática 

fue usada para el proceso de inmovilización. Se procedió de esta manera a fin de evitar 

posible interferencia de los sólidos remanentes no disueltos en la etapa de 

inmovilización.  
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Esquema 8: Preparación de solución enzimática para el proceso de inmovilización 

La cuantificación de proteína en esta solución enzimática fue medida por análisis UV-

Vis mediante el método de Bradford, que detallamos a continuación. 

 .  

 Cuantificación de BCL 

Las soluciones enzimáticas pueden ser cuantificada mediante el método Bradford. El 

reactivo de Bradford contiene el colorante Azul brillante de Coomasie G-250, el cual 

presenta un máximo de absorción de 465 nm Al mezclar este reactivo de Bradford con 

la solución proteica (enzimática) se torna a un color azul que presenta una máxima 

absorción en 595 nm. Al incrementar la concentración proteica (enzima), en la 

solución a medir, se observa un aumento de absorción que presenta linealidad en un 

rango de 0.02mg/mL - 1.20 mg/mL.[80] Este aumento de absorción será medido 

mediante un espectrofotómetro UV-Vis. 

Para cuantificar una solución enzimática realizamos una curva de calibración 

diluyendo una solución de albumina de suero bovino (BSA) 20 mg/ml en el rango de 

0.02 mg/mL -1.0 mg/mL en tampón de fosfato (20mM, pH 7). A estas soluciones se 

adicionaron el reactivo de Bradford: se deja reposar por 2 min; y la absorbancia fue 

medida a 595 nm. La ecuación lineal obtenida (Figura 26) presenta un r2 de 0.9956, 

el cual es un valor aceptable para determinar las concentraciones de las soluciones 

enzimáticas.   
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Figura 26: Curva de Calibración para cuantificar la cantidad de proteína   

 

 Cuantificación de la enzima inmovilizada 

La cuantificación de la enzima lipasa se realizó por diferencia de las medidas de las 

cantidades proteicas entre la solución enzimática inicial y la solución enzimática 

restante del proceso de inmovilización:    

𝐶𝑖𝑛𝑚𝑜𝑣. = [( 𝐶𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 −  𝐶𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 ) ∗
𝑉

𝑊𝑚𝑎𝑡
]   

Donde, V es el volumen de las soluciones enzimáticas, Wmat es el peso del material 

soporte (CoFe2O4/HAP y CoFe2O4/HAP-APTES-Glu) utilizado para la 

inmovilización, Cinicial es la concentración de la solución enzimática medida al inicio 

(mg/mL), Cfinal es la concentración de la solución enzimática remanente, luego del 

proceso de inmovilización y Cinmov. es la concentración de enzima presente en la 

superficie del material nanoparticulado (mg/gmaterial). 

 

 Proceso de inmovilización por adsorción y enlace covalente 

Estudiamos dos procesos de inmovilización para obtener los sistemas bio-

nanocompósito catalíticos (CoFe2O4/HAP-Enzima): el sistema SisBioN-1 obtenido 
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por adsorción en la superficie del material CoFe2O4/HAP y el sistema SisBioN-2 

obtenido por enlace covalente, en la superficie del nanocompósito, con el uso de un 

espaciador molecular (APTES) y glutaraldehido (Glu) como activador, 

CoFe2O4/HAP-APTES-Glu. Para ello, se debe tener en cuenta algunos factores que 

optimicen la cantidad de enzima inmovilizada. Entre ellas tenemos la concentración 

de la solución enzimática, pH de la solución buffer, tiempo de proceso de 

inmovilización, principalmente. Para reducir estos factores, nosotros utilizamos una 

solución enzimática concentrada (0.55 mg/mL) y 12h de proceso de inmovilización, 

esto con el propósito de que el parámetro a estudiar sea la influencia del pH del buffer 

de fosfato (PBS, 20mM).        

El proceso de inmovilización por adsorción, obteniendo el sistema SisBioN-1, ocurre 

a través de la interacción directa entre las superficies de la enzima, a través de grupos 

funcionales superficiales, y la superficie del material CoFe2O4/HAP. El esquema del 

proceso de inmovilización seguirá de esta manera:      

 

Esquema 9: Esquema de inmovilización por adsorción: CoFe2O4/HAP-BCL 

(SisBioN-1)  

 

La HAP con formula molecular Ca10(PO4)6(OH)2, presenta tres tipos de grupos 

funcionales: Ca+2 quelantes, llamados C-sitios, ii) PO4
-3, llamados P-sitios con 

oxígenos cargados negativamente, y iii) grupos hidroxilo (OH). Por otro lado, la 

enzima presenta grupos funcionales tales como grupos amino -NH2 y carboxílicos -

COOH. Por ello, las posibles interacciones que podrían ocurrir en la interface entre la 
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superficie de la enzima y la de nuestro material CoFe2O4/HAP son: grupos -NH2 con 

P-sitios por intercambio catiónico, grupos -COOH con los C-sitios y -OH por

quelación y puente hidrogeno, respectivamente.[81][82] 

Un estudio composicional mediante un mapeo elemental del catalizador 

CoFe2O4/HAP-BCL (Figura 27) confirma la presencia del elemento carbono, 

elemento principal de la enzima lipasa BCL. Además, se observa una distribución 

uniforme de todos los elementos que conforman el catalizador CoFe2O4/HAP-BCL.  

Figura 27: A) Imagen SEM y B) Mapeo elemental de CoFe2O4/HAP-BCL. 

Por otro lado, estudiamos el proceso de inmovilización por enlace covalente, 

obteniendo el sistema SisBioN-2, mediante dos etapas: i) activamos el sistema 

CoFe2O4/HAP-APTES con glutaraldehído y ii) inmovilizamos a la enzima BCL a 

través de sus grupos funcionales -NH2 superficiales. El procedimiento es como sigue: 
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Esquema 10: Esquema de inmovilización covalente: CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-BCL 

(SisBioN-2)  

 

La obtención de SisBioN-2 se da mediante una reacción de base de Schiff entre un 

grupo carbonilo y amina. El mecanismo de reacción propuesto es la siguiente:  

 

Esquema 11: Mecanismo de reacción de base de Schiff para APTES y Glu 

 

La reacción puede proceder ya sea en medio ligeramente ácido o neutro.[83] Debido a 

la presencia de protones (H+) provenientes de la solución de glutaraldehído (25%, 

pH=2.9), este tiende a protonarse para la formación de una especie intermediaria. 

Seguidamente, el carbono del grupo aldehído protonado es atacado por el par 

electrónico del grupo -NH2 del sistema CoFe2O4/HAP-APTES. Esta reacción provoca 

la eliminación de agua y formación del enlace imina (C=N). 



79 

De igual manera ocurre el enlace del nuevo sistema (CoFe2O4/HAP-APTES-Glu) con 

la enzima, a través de sus grupos funcionales aminas externas, sin embargo, el medio 

ya no es acido, por lo cual la reacción inicia por el ataque directo del grupo amino al 

carbono del grupo aldehído, seguido de una protonación del oxígeno correspondiente, 

para seguidamente proseguir con el mecanismo explicado líneas arriba: 

Esquema 12: Proceso de inmovilización covalente 

Un estudio composicional mediante un mapeo elemental del catalizador 

CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-BCL (Figura 28) confirma la presencia del elemento 

carbono y silicio (Si), elementos principales de la enzima lipasa BCL y de la molécula 

espaciadora APTES, respectivamente. Además, se observa una distribución uniforme 

de todos los elementos que conforman el catalizador CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-

BCL. 

Figura 28: A) Imagen SEM y B) Mapeo elemental de CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-

BCL.
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4.4.1. Dependencia de pH 

Para optimizar el proceso de inmovilización realizamos un estudio de la dependencia 

de la cantidad (mg) inmovilizada en el material (g) con respecto al pH del buffer. La 

enzima comercial es recomendable disolverla en tampón de fosfato con pH 7. Además, 

no se recomienda utilizar pH´s extremos debido a que la enzima podría sufrir 

desnaturalización. Por ello, elegimos los pH 6, 7 y 8 de buffer de fosfato (PBS, 20 

mM) con el fin de determinar el pH con la cual podemos inmovilizar la mayor cantidad 

de enzima.    

Para la inmovilización por adsorción (Figura 29-A) se observa una mayor cantidad 

de enzima inmovilizada en el soporte CoFe2O4/HAP cuando el medio de reacción tiene 

un pH 8, presentando un valor de 21.2 mg de enzima/soporte frente a 14.42 y 11.35 

mg correspondiente a los buffer’s de pH 6 y 7, respectivamente (Tabla 10). Los grupos 

de aminoácidos presentes en las cadenas laterales de los pentapéptidos bloqueados de 

la enzima son cargadas alrededor de dicho pH, lo que favorece la unión con los grupos 

de interacción presentes en el HAP. Por lo tanto, el grupo imidazol de histidina y -SH 

de cisteína pueden coordinarse con los lados Ca+ 2. Por otro lado, -NH3
+ de lisina y 

arginina tienen carga positiva por encima de su pKint,[84] favoreciendo la coordinación 

con los sitios de fosfato. 
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Figura 29: Efecto del valor del pH del buffer en la eficiencia de la inmovilización 

por adsorción (rojo) y covalente (violeta) 
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Tabla 8: Cantidad de enzima inmovilizada (mg) por gramo de soporte CoFe2O4/HAP 

Método de 

inmovilización 

Cantidad de enzima inmovilizada (mg),  

12h, Buffer de PBS (20mM) 

pH 6 pH 7 pH 8 

Adsorción  14.42 11.35 21.2 

Covalente 11,84 16,53 2,97 

 

En el proceso de inmovilización por enlace covalente (Figura 29-B) se obtiene una 

mayor cantidad de enzima inmovilizada en el soporte CoFe2O4/HAP-APTES-Glu 

cuando el medio de reacción tiene un valor de pH 7, presentando un valor de 16.53 

mg/g desoporte frente a 11.84 mg/g y 2.97 mg/g correspondiente a los buffer’s de pH 

6 y 8, respectivamente (Tabla 8). La inmovilización de la enzima en el soporte 

funcionalizado ocurre a través de una reacción de base de Schiff, por lo cual la 

inmovilización de la enzima solo se limita a un medio ligeramente acido o neutro. 

Tenga en cuenta que un medio altamente alcalino competirá con el grupo -NH2 durante 

el ataque nucleofílico en la posición de carbono aldehído reduciendo el 

rendimiento.[55] De hecho, la enzima cargada en CoFe2O4/HAP disminuyó 

drásticamente de 16.53 mg/g a 2.97 mg/g.  

 

5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA LIPASA 

INMOVILIZADA 

 

Las enzimas son biocatalizadores que pueden usarse potencialmente para mejorar el 

rendimiento y la selectividad en procesos sintéticos en la industria, especialmente en 

química fina. Una de las posibles aplicaciones para los bio-nanocompuestos magnético 

catalíticos es el acceso a ambos enantiómeros desde una mezcla racémica a través de 

la transesterificación enantioselectiva seguida de la separación de mezclas de alcohol 

y éster a través de una simple cromatografía en columna, solventes eutécticos 

profundos o (DES por sus siglas en ingles) [31] o cromatografía de fluidos 

supercríticos. [32] Sin embargo, el desafío es controlar la transformación 

enantioselectiva de solo uno de los enantiómeros en la mezcla racémica. Aquí, 
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evaluamos el rendimiento catalítico y la selectividad de las enzimas inmovilizadas 

(SisBioN-1 y SisBioN-2) hacia la reacción de transesterificación de (R, S) -1-

feniletanol según el esquema 13. 

 

Esquema 13: Reacción enzimática de (R,S)-1-feniletanol 

El enantiómero (S)-1-feniletanol es relevante debido a su aplicación como componente 

básico en la síntesis de productos farmacéuticos bioactivos y productos naturales 

ampliamente utilizados como antidiabéticos y antidepresivos. [33] Además, se explota 

(S) -1-feniletanol como precursor en la preparación de cristales líquidos y polímeros 

ópticamente activos. [33] 

En la mezcla racémica inicial, la enzima es selectiva a la reacción del sustrato 

enantiomérico R para dar su forma acetilada: acetato de (R)-1-feniletilo. El esquema 

general para la reacción enzimático de los sistemas catalíticos es como sigue: 

 

Esquema 14: Reacción de transesterificación enantioselectiva  
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La identificación de los productos de reacción fue realizada por cromatografía de gases 

con GC-FID con una columna capilar quiral. Se identificó los tiempos de retención del 

sustrato racémico y sus correspondientes formas acetiladas, que se muestra a 

continuación: 

Figura 30: Tiempos de retención de sustratos y productos quirales 

Los picos en el cromatograma son asociados, respecto al tiempo de retención, de la 

siguiente manera: 2.465 min ((S)-1-feniletanol), 2.365 min ((R)-1-feniletanol), 2.164 

min (acetato de (R)-1-feniletilo) y 2.063 min (acetato de (S)-1-feniletilo).  

Con el fin de optimizar la reacción enzimática, nosotros estudiamos dos parámetros: 

El solvente orgánico y la temperatura de reacción. Luego de obtener los valores 

óptimos de estos parámetros, realizamos un estudio cinético en el tiempo. Por último, 

evaluamos la capacidad de reuso de los sistemas bio-nanocompósito catalíticos. Los 

resultados se dan en porcentajes de conversión, con un máximo de 50% y el valor ee 

que representa el exceso enantiomérico, con un valor del 100%. Estos valores se 

calculan de la siguiente manera: 
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𝑒𝑒𝑠 =  
𝑆 − 𝑅

𝑆 + 𝑅

𝐶 =  
𝑆0 +  𝑅0 − (𝑆 + 𝑅)

𝑆0 + 𝑅0

Donde, S0 y R0 representan la concentración de los enantiómeros (S)-1-feniletanol y 

(R)-1-feniletanol, antes de la reacción; S y R representan la concentración de los 

enantiomeros (S)-1-feniletanol y (R)-1-feniletanol, después de la reacción. 

 Ensayo de solventes 

La selección del solvente adecuado es de suma importante debido a que debemos evitar 

alterar bruscamente la conformación estructural de la enzima que está estrechamente 

ligada a la actividad enzimática. Es decir, se alteraría la estructura conformacional de 

la enzima, el cual conlleva a cambios es sus propiedades catalíticas 

(enantioselectividad) ya sea de manera positiva o negativa. Con este fin, se seleccionó 

tres solventes orgánicos ampliamente estudiados en la literatura: tolueno, n-hexano y 

n-heptano (Figura 31).
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Figura 31: Efecto de solvente: A) SisBioN-1 y B) SisBioN-2 

Evaluando los resultados, el n-heptano así como el n-hexano presentan mayores 

prestaciones como solvente que el tolueno en la reacción de acetilación 

enantioselectiva. Para una hora de reacción y 35°C, el rendimiento de la conversión 
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total en la reacción, utilizando el sistema catalítico SisBioN-1 (Figura 31-A), en 

hexano, heptano y tolueno son 43.39%, 52.45% y 6.05%, respectivamente, mientras 

que el valor ee son 59.52%, 87.84% y 6.48%, respectivamente. Mientras que, la 

conversión total de la reacción utilizando el sistema catalítico SisBioN-2 (figura 31-

B) en heptano, hexano y tolueno son 53.67%, 56.09% y 12.25%, respectivamente, 

mientras que el valor ee son 88.21%, 100% y 13.56%, respectivamente. Se observa 

además que el sustrato (R)-1-feniletanol presenta mayor conversión en el solvente 

heptano. Los valores obtenidos se resumen en la Tabla 9: 

Tabla 9: Influencia del solvente en el rendimiento de reacción. 1h, 35°C. 

 

Catalizador 

Rendimiento de la reacción (%) 

Hexano Heptano Tolueno 

Conversión 

total 

ee Conversión 

total 

ee Conversión 

total 

ee 

SisBioN-1  43,39 59,52 52,45  87,84 6,05 6,48 

SisBioN-2 53,67 88,21 56,09  100 12,25 13,56 

 

 La eficiencia como solvente de n-hexano y n-heptano están fuertemente ligados a sus 

propiedades físicas y estructurales. El n-hexano y n-heptano son lineales, lo cual 

favorecería a una mayor área de contacto por la interacción de Van der Waals, la que 

estabilizaría a la enzima. Mientras que, el tolueno con estructura cíclica presenta el 

grupo fenil, al igual que el sustrato, que competiría en la interacción con el sitio activo 

de la enzima, provocando la deficiente interacción para el proceso de formación del 

producto. 

 Ensayo térmico 

Se realizó un estudio del efecto de la temperatura en el rendimiento de la reacción, ya 

que influye directamente en la estabilidad y el equilibrio de reacción [85]. Tomando 

una hora de reacción con n-heptano como solvente y agitación 800 rpm, se estudiaron 

las temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C y 60 °C (Figura 32).  

Para las reacciones con el sistema catalítico SisBioN-1 (Figura 32-A) las conversiones 

totales fueron 46%, 51%, 52%, 51%, 49%, 50.2% y 50,9 %, en orden creciente a las 

temperaturas estudiadas, mientras que para el valor ee presenta 67.9%, 82.5%, 87.8%, 
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82.8%, 76.4%, 78.8%, 80.9%, en orden creciente a las temperaturas estudiadas. Con 

ello, podemos concluir que todos presentan buena conversión. Mas aun, la prueba a 35 

°C presenta mejor valor ee, dando mayor rapidez en la conversión del sustrato (R)-1-

feniletanol. Por otro lado, el aumento de temperatura (60 °C) no disminuye la 

velocidad de formación del producto enantiomérico, por posible desnaturalización de 

la enzima, esto debido a la estabilidad que le confiere la superficie de la NP 

CoFe2O4/HAP. Esta mejora en la velocidad de reacción, al aumentar la temperatura, 

se puede atribuir a un mayor movimiento, y por lo tanto, un aumento en el número de 

colisiones energéticas entre la enzima y el sustrato, promoviendo la formación del 

complejo ‘enzima-sustrato’ para favorecer una reacción rápida, y por lo tano una mejor 

conversión [85].     
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Figura 32: Efecto de la temperatura de reacción. Enzima inmovilizada: A) SisBioN-

1 y B) SisBioN-2 

Para las reacciones con el sistema catalítico SisBioN-2 (Figura 32-B), tanto los 

porcentajes de conversión total y valor ee son superiores a las obtenidas por la reacción 

con la enzima inmovilizada por adsorción. Esto se puede explicar por la mayor libertad 

de la enzima debido a la presencia del espaciador (APTES), sin pérdida de la 

interacción interfacial, que permite un adecuado cambio de su conformación inicial, el 

cual repercute en su actividad y que es evidenciado por los rendimientos observados. 

En todas las temperaturas estudiadas la conversión total se encuentra en torno a 50%, 

con un ligero aumento debido a la conversión del sustrato S (S-1-feniletanol) a la forma 

R del producto. Por su parte el valor ee alcanza hasta un 100% en 35 °C. 
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 Ensayo cinético de reacción 

Con los valores óptimos de solvente (n-heptano) y temperatura de reacción (35 °C). 

Una reducción significativa de la reacción de 30 h por la enzima libre nos dará una 

referencia para comparar el rendimiento de nuestro catalizador bio-nanocompósito. 

realizamos un estudio cinético en función del tiempo, para ello realizamos un 

seguimiento de los productos de reacción cada 15 min (Figura 33), observando un 

aumento progresivo en el porcentaje de conversión total y el valor ee.  

Haciendo una comparación con la eficiencia de las enzimas BCL inmovilizadas, 

utilizadas en reacciones catalíticas de trabajos de otros autores [64] [86] [85], podemos 

inferir la buena estabilidad y rapidez en la reacción de transesterificación 

enantioselectiva. El sistema catalítico SisBioN-1 (Figura 33-A) completa en 60 min 

la conversión de (R)-1-feniletanol, mientras que el sistema catalítico SisBioN-2 

(Figura 33-B) completa la reacción en los primeros 25 min. Esto afirma en mayor 

medida la importancia de las propiedades estructurales y superficiales del soporte en 

la mejora de la actividad de la enzima BCL. Una vez que la conversión de (R)-1-

feniletanol alcanza el 100%, la enzima puede reaccionar con el enantiómero (S)-1-

feniletanol, pero siguiendo una cinética más baja probablemente debido a la repulsión 

estérica de la configuración S que no es termodinámicamente favorable para la 

formación del complejo enzima-sustrato activado. Esta reacción explica los valores de 

conversión total sobre 50% que son más altos que el contenido de R-1-feniletanol en 

la mezcla racémica (50:50 de R-1-feniletanol: S-1-feniletanol). Por otro lado, es 

importante señalar que esta conversión tardía no afectará el valor de ee de (S)-1-

feniletanol, que permanece dentro de un 100% de pureza. 
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Figura 33: Cinética de reacción de (R,S)-1-feniletanol de los sistemas catalíticos: A) 

SisBioN-1 y B) SisBioN-2 

 Ensayo de reciclaje 

Una de las ventajas de nuestros sistemas catalíticos enzimáticos radica en las 

propiedades magnéticas que ofrece, y que nos favorece en la utilización de un imán 

para atraerla y recuperarla de una dispersión. Realizamos el ensayo de reciclaje 

(Figura 34). 

Para la reacción con el sistema catalítico SisBioN-1, se tomó 90 min te tiempo de 

reacción y se prosiguió con los procesos de recuperación y reuso, utilizando un imán 

de neodimio para separar la enzima inmovilizada. Realizamos 10 ciclos de reuso, 

observando que a partir del sexto (6to) reuso, la actividad va disminuyendo en pequeño 

porcentaje (~15%). 

Mientras que, para la reacción con el sistema catalítico SisBioN-2 se tomó 60 min de 

reacción. La conversión se mantiene en un ~100% hasta el décimo (10°) ciclo, lo cual 

es concordante con los ensayos catalíticos anteriores que definen mayores 

conversiones para este tipo de inmovilización. 
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Esquema 15: Proceso general de reciclaje.. 

 

Para descartar un proceso de lixiviación de la enzima inmovilizada como uno de los 

factores por la cual disminuye la actividad, cuantificamos mediante el método de 

Bradford la cantidad de enzima presente de las soluciones remantes de cada etapa de 

reciclaje. No se observa la presencia de enzima lixiviada, por lo que se descarta el 

desprendimiento de la enzima de la superficie del soporte, descartando un proceso de 

lixiviación. Sin embargo, esta disminución se podría deber a una desactivación 

ocasionada por el propio reuso e interacción constante con el solvente y los sustratos.         
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Figura 34: Ciclos de reutilización de la enzima inmovilizada SisBioN-1 (rojo) y 

SisBioN-2 (violeta). 
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Con todo, nuestros sistemas bio-nanocompósito magnético catalíticos presentan 

cualidades excepcionales para competir con los sistemas ya estudiados (Tabla 10). El 

tiempo de reacción favorece la aplicación a escalas mayores a los hechos en el 

laboratorio, abaratando costos desde las etapas iniciales hasta la aplicación catalítica, 

especialmente para reacciones enantioselectivas dirigidas a la producción sintética de 

productos farmacéuticos y/o de belleza. 

 

Tabla 10: Estudios recientes sobre la resolución cinética de (R, S) -1-feniletanol con 

lipasa inmovilizada 

Tipo de soporte Inmovilización T 

(°C) 

Tiempo de 

reacción 

(min) 

Conversión/

ees 

(%) 

Reuso Ref. 

CoFe2O4/HAP 

Covalente 35 25 50 / >99 10 

(~98%) 

Este 

trabajo 

Adsorción 35 60 50 / >99 10 

(~80%) 

 

Enzima libre - 35 1800 50 / 99.2 - Este 

trabajo 

Pullulan 

polysaccharide 

Adsorción 55 180 50 / 99.2 10 (80%) [86] 

Sílica 

mesoporosa 

Adsorción 30 360 50 / nia 6 (~80%) [87] 

Pd-MCF Covalente 50 360 50 / 99.89 nia [88] 

Zn/Al-Cl LDH Covalente 35 60 50 / >99 30 

(<50%) 

[89] 

a no informado por el autor 
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6. CONCLUSIONES

i. Obtuvimos un nanocompósito CoFe2O4/HAP a partir de la formación in situ

de la hidroxiapatita en la superficie del óxido CoFe2O4.

ii. Se caracterizó cada nanomaterial obtenido en las etapas previas mediante

medidas espectroscópicas, superficiales, estructural, magnéticas y de imagen;

los cuales corroboran la presencia del material deseado, sin la presencia de

alguna otra fase.

iii. Este biomaterial fue utilizado para la inmovilización de la enzima lipasa

Burkholderia cepacia (BCL), obteniéndose los sistemas bio-nanocompósito

catalíticos; por adsorción CoFe2O4/HAP-BCL (SisBioN-1) en una solución

buffer de fosfato y pH 8, el cual presentó una carga de 22.1 mg de enzima por

soporte; y por enlace covalente CoFe2O4/HAP-APTES-Glu-BCL (SisBioN-2)

en una solución buffer de fosfato y pH 7, el cual presentó 16.53 mg de enzima

por soporte.

iv. Los resultados de los ensayos enzimáticos demostraron una eficiente actividad

de la enzima inmovilizada CoFe2O4/HAP con solvente n-heptano, temperatura

de 35 °C. Además, el tiempo para la completa reacción fue 60 min y 25 min

para las reacciones con enzima inmovilizada por adsorción (SisBioN-1) y por

enlace covalente (SisBioN-2), respectivamente.Podemos afirmar que las NPs

CoFe2O4/HAP son buenos soporte para la enzima BCL, presentando el

SisBioN-2 actividad superiór.

v. Los ciclos de reuso de los sistemas bio-nanocompósito catalíticos evidencia

una buena estabilidad en el tiempo, y una mínima disminución de su eficiencia.

Presentando ≈88 y ≈99 % de actividad en el décimo ciclo de uso de la enzima

inmovilizada por adsorción (SisBioN-1) y por enlace covalente (SisBioN-2),

respectivamente. La recuperación magnética reduciría considerablemente los

costos de separación mediante procesos de filtración convencionales a mayor

escala.
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