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RESUMEN 

 

Se estudió la inmovilización por afinidad de celulasa sobre micropartículas magnéticas (MPM) 

con el fin de establecer un método en el que la enzima pueda ser reutilizada en la hidrólisis y 

así reducir los costos de producción de azúcares reductores. El calcio fue utilizado como 

ligando entre el soporte sólido y la celulasa, debido a que participa como co-factor en la 

actividad enzimática. Por lo que, se prepararon tres tipos de soportes magnéticos con diferentes 

formulaciones, que fueron micropartículas de magnetita, magnetita-Ca 4.5-1 y magnetita-Ca 

4.5-2, se inmovilizó la celulasa en solución a 500, 700 y 900 ppm en cada tipo de superficie 

con Buffer a pH 6 por 3 horas a 30ºC; y se realizó la hidrólisis de celulosa catalizada por enzima 

libre e inmovilizada en solución a 700 ppm con Buffer a pH 5 por un periodo de 1, 2, 3 y  

72 horas a 40ºC. Las propiedades magnéticas de los tres soportes permitieron una óptima 

separación de la enzima inmovilizada del medio mediante la presencia de un campo magnético 

externo. Por otro lado, las micropartículas de magnetita-Ca 4.5-1, inmovilizaron  

108 mg celulasa/g MPM, siendo el soporte con el que se logró mayor adsorción de enzima en 

su superficie. No obstante, no se presenció actividad enzimática con la celulasa inmovilizada 

en el soporte de magnetita y magnetita-Ca; mientras que con la celulasa libre se hidrolizó 

apenas el 50% de celulosa en un periodo de 72 horas, lo que probablemente significa que la 

enzima previa a la inmovilización se encontraba parcialmente desnaturalizada y, en 

consecuencia, no fue posible obtener azúcares reductores después de la hidrólisis. 

 

Palabras clave: Inmovilización por afinidad, celulasa, magnetita, calcio, ligando, co-factor, 

hidrólisis, celulosa.   
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ABSTRACT 

Cellulase immobilization on magnetic microparticles, via metal affinity immobilization, was 

studied in order to stablish a method to reuse the enzyme in hydrolysis, and thus decrease the 

production costs of reducing sugars. Calcium was selected as ligand between the solid support 

and cellulase, because it participates as co-factor in enzymatic activity. Therefore, three 

different formulations of magnetic supports were prepared, which corresponded to magnetite, 

magnetite-Ca 4.5-1, and magnetite-Ca 4.5-2 microparticles. Then, cellulase in solution (500, 

700 and 900 ppm), was immobilized on each type of surface with buffer at pH 6 for 3 hours at 

30ºC; and the cellulose hydrolysis catalyzed by free and immobilized enzyme in solution (700 

ppm), was carried out with buffer at pH 5 for a period of 1, 2, 3 and 72 hours at 40ºC. Magnetic 

properties of the three supports allowed an optimal separation of the immobilized enzyme from 

the medium through the presence of an external magnetic field. On the other hand, the 

magnetite-Ca 4.5-1 microparticles immobilized 108 mg cellulase/ g MPM, and comparing with 

the two mentioned supports, it was the one that adsorbed the greatest amount of enzyme. 

However, no enzymatic activity was observed with the cellulase immobilized on the magnetite 

and magnetite-Ca support; while with free cellulase only 50% cellulose was hydrolyzed in 72 

hours of reaction, which probably means that the enzyme prior to immobilization, was partially 

denatures, and consequently, it was not possible to obtain reducing sugars after hydrolysis.  

 

Keywords: Metal affinity immobilization, cellulase, magnetite, calcium, ligand, co-factor, 

hydrolysis, cellulose.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La celulosa es el carbohidrato más abundante en la biomasa vegetal y es el componente 

estructural principal de las plantas superiores; por ejemplo, en el caso del algodón viene a 

conformar el 90% de su estructura o en la madera que lo conforma en un 50% (Yukanis, 2007). 

Este componente es un polisacárido formado por cadenas no ramificadas de moléculas de  

D-glucosa que se encuentran unidas por enlaces glucosídicos β-1,4’(Ansell & Mwaikambo, 

2009). La posible degradación de esta estructura, genera la producción de azúcares reductores, 

que han sido muy utilizados industrialmente, ya que tienen una amplia aplicación en varios 

bio-procesos tales como el aumento de azúcares asimilables de los forrajes, los cuales permiten 

mejorar la digestión del ganado (Ferrer et al., 2011); también son la fuente principal en los 

procesos de fermentación, por ejemplo, para la obtención de etanol y otros metabolitos 

(Abbaszadeh & Hejazi, 2019). Por otro lado, se los puede convertir en sorbitol, el cual funciona 

como edulcorante y es recomendado para pacientes con diabetes, puesto que no necesitan 

insulina para metabolizar este polialcohol (Fernández, 2005). 

La separación de las moléculas de glucosa se logra mediante la reacción de hidrólisis, 

en donde se coloca la celulosa en presencia de agua, y con la ayuda de un bio-catalizador 

específico, es posible romper los enlaces glucosídicos β-1,4’. En esta reacción, el hidrógeno de 

la molécula de agua se une al oxígeno de la glucosa enlazado al carbono anomérico que está 

en posición ecuatorial, mientras que el grupo hidroxilo se une al carbono 4 de la glucosa 

(Yukanis, 2007), permitiendo la separación del polisacárido; esto se puede ver en la  

Figura 1. El biocatalizador usado por excelencia es la enzima celulasa, la cual es una proteína 

que interactúa con la celulosa mediante su sitio activo, que es la zona en donde el sustrato se 

une a la enzima para que pueda ser catalizado (Hamid et al., 2015).  
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Figura 1. Hidrólisis de celulosa en presencia del biocatalizador celulasa. 

A pesar de que la celulasa libre es comúnmente utilizada en la obtención de azúcares 

reductores, por el hecho de que la reacción se la realiza en fase líquida, tanto los productos 

finales como la celulasa se van a encontrar disueltos en el medio, y debido a que la enzima 

libre tiende a ser inestable ante manipulaciones físicas o químicas, su proceso de purificación 

es muy complejo; entonces al resultar difícil recuperarla, se opta por descartarla, lo cual hace 

que este proceso sea costoso (Khoshnevisan et al., 2019). Tomando en cuenta lo mencionado, 

a lo largo del tiempo se han desarrollado distintas técnicas de inmovilización de enzimas que 

han permitido mejorar sus características, como el aumento de la estabilidad enzimática con 

respecto al pH y la temperatura (Guzik et al., 2014).  Se ha conseguido mayor facilidad al 

momento de separar las enzimas del medio, por ende, también los costos de purificación del 

sustrato disminuyen al evitar que las enzimas queden disueltas en la solución y es posible su 

reutilización  (Spahn & Minteer, 2008).  

La adsorción física es un tipo de inmovilización simple, que corresponde a la unión de 

la enzima con un soporte inerte orgánico o inorgánico, pero por ser inerte se generan fuerzas 

débiles y a cualquier cambio de pH, fuerza iónica o temperatura, la celulasa se tiende a liberar 

fácilmente; por lo tanto, es una estrategia que se utiliza normalmente en pruebas de concepto 

(Chakraborty & Hashmi, 2017). Otro tipo de inmovilización de celulasa que es comúnmente 

utilizada a nivel industrial es el entrecruzamiento, en este se genera la agregación física de 

moléculas de celulasa en estructuras intermoleculares mediante la implementación de reactivos 

Celulasa 

Celulosa 
Glucosa 
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bifuncionales, los cuales se unen con los aminoácidos que componen la enzima por el hecho 

de ser moléculas que tienen como mínimo dos extremos reactivos; estos agentes bifuncionales 

se clasifican de acuerdo a los reactivos que se encuentren en sus extremos y corresponden a 

homobifuncionales y heterobifuncionales (Reis et al., 2019). La partícula de soporte en este 

tipo de inmovilización puede ser a sí misma, a otro material o a otra enzima; sin embargo, el 

problema es que tiende a disminuir significativamente su actividad relativa (Minteer, 2016). 

Por otro lado, la inmovilización de celulasa por afinidad es un tipo de inmovilización poco 

explorado; esta técnica corresponde a la participación de los cationes Fe(II) y (III), Cu (II),  

Ni (II), Co (II) y (III), Zn (II), Ca (II) y Al (III), que son quelados por grupos aminas y 

carboxilos en el soporte y luego se unen a la enzima (Abbaszadeh & Hejazi, 2019).  

La inmovilización de enzimas por afinidad es un método adecuado para la 

inmovilización de celulasa, por el hecho de que los iones metálicos presentan ciertas ventajas 

como, una alta estabilidad química y física, alta capacidad de adsorción y costos bajos 

(Abbaszadeh & Hejazi, 2019). Un material que ha sido de interés en esta área es la magnetita, 

la cual contiene los iones Fe (II) y (III), que tiene propiedades magnéticas y, además de ser 

afines con la enzima, sirven como un soporte sólido para una buena distribución de la celulasa 

en la superficie de las partículas y sus propiedades magnéticas permiten la fácil separación del 

medio, mediante un campo magnético externo (Simon et al., 2018), por lo que la enzima puede 

ser recuperada y reutilizada en repetidos ciclos para la hidrólisis de celulosa. Por otro lado, el 

Ca (II) es un ion metálico que también es afín con la celulasa y al mismo tiempo es conocido 

como un estimulador de enzimas extracelulares, es decir que permite aumentar la actividad 

enzimática, actuando como co-factor, creando un enlace entre la celulasa y la celulosa (Gomaa, 

2012).  

En este sentido, el presente trabajo está enfocado en la inmovilización de celulasa en 

una superficie sólida de magnetita-Ca, la cual es preparada mediante el método de  
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co-precipitación de la sales de hierro y calcio. Dicha celulasa inmovilizada será utilizada para 

la hidrólisis de celulosa y se realizará una estandarización de las condiciones necesarias para 

realizar la reacción. 

 

2. METODOLOGÍA 

2.1. Preparación de partículas magnéticas en presencia y ausencia de calcio 

Las partículas magnéticas se realizaron de acuerdo con la metodología propuesta por 

Carrera (2020), en donde se prepararon tres relaciones molares distintas con respecto al hierro-

calcio. Primero, se dejó burbujear gas nitrógeno en agua destilada durante 30 minutos, de la 

cual se tomaron 100 mL y se mezclaron con 4.32 g (0.160 M) de cloruro de hierro (III) 

hexahidratado (FeCl3 6H2O) y 2.08 g (0.075 M) de sulfato de hierro (II) heptahidratado 

(FeSO4 7H2O) durante 4 horas. Se agregó 1.39 g (0.059 M) de nitrato de calcio tetrahidratado 

(Ca(NO3)2 4H2O) y se dejó agitar durante 1.5 horas. Se preparó una solución de 0.30 g/mL 

de carbonato de sodio (Na2CO3), se le agregó a la mezcla hasta llegar a un pH cercano a 10 

(aproximadamente 12 mL) y se dejó agitar durante 1 hora. El precipitado se filtró y se lavó una 

vez con agua destilada nitrogenada y se secó inmediatamente por 3 horas a 150 ºC. Finalmente 

se calcinó la muestra a 550 ºC por 6 horas, se realizaron dos lavados más con agua destilada 

nitrogenada y se secó nuevamente por 45 minutos a 90 ºC.  

Las concentraciones molares de los reactivos iniciales del precipitado variaron 

dependiendo de la relación molar de hierro-calcio que se quiso preparar, tal como se muestra 

en la Tabla 1. 
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Tabla 1  

Proporciones molares entre hierro-calcio. 

Fe-Ca FeSO4 [M] FeCl3 [M] Ca(NO3)2 [M] Total [M] 

1-0 0.094 0.200 0.000 0.294 

4.5-1 0.075 0.160 0.059 0.294 

4.5-2 0.066 0.140 0.088 0.294 

 

2.1.1. Análisis morfológico de las partículas magnéticas. 

Los tres tipos de partículas magnéticas fueron observados por un microscopio 

electrónico de barrido (SEM). Primero se colocó una mínima porción de cada tipo de partículas 

sobre cintas de carbono y éstas fueron ingresadas al microscopio. En seguida, las micrografías 

se visualizaron mediante el monitor del microscopio y se realizó una ampliación de 200X con 

una barra de calibración de 100 μm.  

2.2. Inmovilización de celulasa en partículas magnéticas 

La inmovilización de celulasa se hizo de acuerdo con la metodología descrita por 

Abbaszadeh & Hejazi (2019). En primer lugar, se agregaron 10.8 mg de partículas magnéticas 

junto con 10 mL de buffer fosfato de sodio dibásico 30 Mm, pH 6, y con  

2 mL de tres diferentes concentraciones de solución de celulasa (500, 700 y 900 ppm). Se agitó 

lentamente a 50 rpm, durante 3 horas a 30 ºC y se extrajo el primer sobrenadante. Luego, se 

realizaron dos lavados con agua destilada y, de igual forma, se extrajeron los dos sobrenadantes 

restantes; los cuales fueron usados la cuantificación de proteínas.  

2.2.1. Análisis de proteínas. 

La cantidad de celulasa inmovilizada por partículas magnéticas se calculó por el método 

de Bradford (Bradford, 1976). Inicialmente, en microplacas de 96 pocillos se agregaron 30 μL 
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de cada sobrenadante con 100 μL de reactivo Bradford; para cada muestra se utilizaron  

4 pocillos. Después, se incubó durante 20 minutos y se midió la absorbancia en el lector de 

ELISA a una longitud de onda de 595 nm. Para esto, previamente se realizó una curva de 

calibración con celulasa, con la que se determinó la ecuación de la recta y se trasformó la 

abosorbancia medida para cada sobrenadante, a términos de concentración (mg/mL). 

Para determinar la eficiencia de inmovilización y la cantidad de celulasa inmovilizada, 

primero se promediaron las cuatro concentraciones que se midieron en el lector de ELISA, para 

cada sobrenadante y se prosiguió a aplicar la siguiente fórmula: 

𝐸𝑆𝐷 = 𝐶𝑆𝐷1𝑉𝑆𝐷1 + 𝐶𝑆𝐷2𝑉𝑆𝐷2 + 𝐶𝑆𝐷3𝑉𝑆𝐷3   (1) 

En donde, 

𝐸𝑆𝐷: Enzima libre en los tres sobrenadantes (mg). 

𝐶𝑆𝐷1: Concentración de enzima libre en el sobrenadante 1 (mg/mL). 

𝑉𝑆𝐷1: Volumen del sobrenadante 1 (mL). 

𝐶𝑆𝐷2: Concentración de enzima libre en el sobrenadante 2 (mg/mL). 

𝑉𝑆𝐷2: Volumen del sobrenadante 2 (mL). 

𝐶𝑆𝐷3: Concentración de enzima libre en el sobrenadante 3 (mg/mL). 

𝑉𝑆𝐷3: Volumen del sobrenadante 3 (mL). 

Posterior a esto, se determinó la eficiencia de inmovilización mediante la siguiente 

fórmula: 

𝜂𝐼 =
(𝐶𝐸𝑜𝑉𝐸𝑜)−𝐸𝑆𝐷

𝐶𝐸𝑜𝑉𝐸𝑜
× 100    (2) 
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En donde,  

𝜂𝐼: Eficiencia de inmovilización de celulasa (%). 

𝐶𝐸𝑜: Concentración inicial de celulasa (mg/mL). 

𝑉𝐸𝑜: Volumen inicial de celulasa (mL). 

Finalmente, se determinó la cantidad de celulasa inmovilizada en la superficie de los 

soportes, mediante la siguiente ecuación: 

𝑄𝐼 =
(𝐶𝐸𝑜𝑉𝐸𝑜)−𝐸𝑆𝐷

𝑚𝑀𝑃𝑀
     (3) 

En donde:  

𝑄𝐼: Cantidad de celulasa inmovilizada (mg celulasa/ g MPM). 

𝑚𝑀𝑃𝑀: masa de micropartículas magnéticas para la inmovilización (g). 

2.3. Hidrólisis celulosa para determinar la actividad de celulasa libre e inmovilizada 

La actividad enzimática se midió en base a la cantidad de azúcares reductores obtenidos 

al final de la hidrólisis, mediante el método descrito por Miller (1959). Se agregó 1 mL de 

solución de celulasa al 1% (p/v), 1 mL de enzima libre o inmovilizada (con la mejor 

concentración que se obtuvo en la inmovilización), y 1 mL de buffer Fosfato de Sodio Dibásico 

30mM a pH 5. Se incubó a 40 ºC por 1, 2, 3 y 72 h con agitación leve y constante.  

2.3.1. Determinación de cantidad de azúcares reductores producidos.  

La cantidad de azúcares reductores se midió agregando 1 mL de muestra después de la 

hidrólisis con 1 mL de ácido 3, 5 dinitrosalicílico (DNS) en un tubo de ensayo, al cual se lo 

colocó en baño maría con agua hirviendo por 5 minutos. Después, se diluyó 100 μL de la 

muestra en 3 mL de agua destilada y se midió la absorbancia en el espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 480.6 nm. Para esto, también se realizó una curva de calibración con 

distintas concentraciones de glucosa como patrón (ANEXO C).  
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2.3.2. Rendimiento teórico de la celulosa. 

La cantidad de azúcares reductores que se deberían obtener de la celulosa después de 

la reacción de hidrólisis se determinaron de manera teórica, mediante su estequiometria. El 

peso molecular de la celulosa es 𝑛(163.13 𝑔/𝑚𝑜𝑙), debido a que no se conoce exactamente la 

cantidad de moléculas que tiene la cadena polimérica, se asumieron diferentes valores de “n” 

para determinar un valor aproximado de su rendimiento; se empezó con un valor de 2000 y se 

determinó que se puede obtener 1.1 g de glucosa por cada gramo de celulosa utilizado 

(Esquema 1). En este sentido, si n  2000, entonces la cantidad de glucosa se acercará a la 

cantidad de celulosa utilizada, y para valores muy grandes de n se tiene que considerar que la 

cantidad de glucosa aumenta ligeramente con la cantidad de moléculas de agua consumidas en 

el proceso. 

Celulosa  Glucosa  

[𝑛 (163.13
𝑔

𝑚𝑜𝑙
 )]  [𝑛 (163.13

𝑔

𝑚𝑜𝑙
 ) + (𝑛 − 1) (18.01 

𝑔

𝑚𝑜𝑙
)] 

Si n = 2000 

326 600 g Celulosa  360 819 g Glucosa 

1 g Celulosa   X= 1.1 g de glucosa  

Esquema 1. Determinación de la cantidad teórica de glucosa. 

2.4. Análisis estadístico 

Todos los experimentos se hicieron por triplicado (n=3), y los resultados se reportan 

como el promedio ± desviación estándar. Efectos y diferencias significativas se determinaron 

a través de un análisis de varianza, ANOVA, junto con la prueba de comparación de pares por 

Tukey, con 95% de confianza.  
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como se mencionó anteriormente, se prepararon partículas magnéticas en presencia y 

ausencia de calcio, sobre los cuales se realizó la inmovilización de celulasa y, de esta manera, 

poder seleccionar un potencial protocolo para su futura implementación en la reacción de 

hidrólisis de celulosa.  

3.1. Análisis morfológico de las partículas magnéticas 

Los tres soportes de magnetita hechos con diferentes proporciones de Fe-Ca que fueron 

observados mediante SEM, se muestran en la Figura 2. A pesar de que el tamaño de las 

partículas varía según su composición, se puede visualizar que los tres tipos de partículas se 

encuentran por debajo de 100 m, lo que quiere decir que los soportes de inmovilización 

pueden ser catalogados como micropartículas.   

   

 

Figura 2. Micrografías electrónicas de micropartículas magnéticas en presencia y ausencia 

de calcio (a) Fe3O4; (b) Fe-Ca 4.5-1 y (c) Fe-Ca 4.5-2. Ampliación: 200X. Barra de 

calibración: 100 m. 

Las partículas de magnetita pura tienen un tamaño más uniforme a comparación de 

aquellas en presencia de calcio, lo cual significa que el calcio tiene efecto sobre la formación 

de estas, probablemente haciendo que algunas partículas se aglomeren entre sí para formar una 

más grande. Otra observación que se pudo notar en la morfología de las partículas es que las 

micropartículas de magnetita pura tienen una superficie más lisa, mientras que cada vez que 

(a) (b) (c) 
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aumenta la concentración de calcio, la superficie se torna aparentemente porosa, tal como se 

puede observar en la Figura 2 (c). 

 

        

 

Figura 3. Propiedades magnéticas de las micropartículas en medio acuoso  

(a) Micropartículas suspendidas libremente y (b) Micropartículas en presencia de campo 

magnético, señaladas por la flecha roja. 

Por otro lado, las propiedades magnéticas de los tres soportes no se vieron afectadas 

por estar dentro de un medio acuoso. En la Figura 3 se puede observar que las micropartículas 

que se encontraban dispersas en el buffer respondieron efectivamente a la presencia del campo 

magnético externo. Por lo cual, se consiguió optimizar el método de separación de la celulasa 

inmovilizada del medio.   

3.2. Inmovilización enzimática 

La inmovilización de celulasa se realizó en los tres diferentes soportes magnéticos y 

para poder determinar la cantidad máxima de enzima que las partículas magnéticas pueden 

adherir hacia su superficie, se prepararon tres concentraciones de celulasa que fueron 500, 700 

y 900 ppm. La concentración de celulasa después de la inmovilización se determinó mediante 

una curva de calibración que se encuentra en el ANEXO A y B.  

En la Figura 4 se tiene la cantidad de celulasa inmovilizada por micropartículas 

magnéticas (MPM) en función de las tres concentraciones de celulasa que se prepararon. En 

(a) (b) 
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este caso, fue posible comparar la participación del calcio y su efecto como ligando entre la 

enzima y las partículas magnéticas, en donde se puede notar un incremento en la 

inmovilización enzimática cuando la magnetita se encuentra en presencia de calcio. Sin 

embargo, al existir un exceso de calcio en la composición de las partículas, la inmovilización 

de celulasa va decreciendo, lo cual significa que se convierte en un inhibidor para la adsorción 

de la enzima; es por esto, que se puede decir que hay una tendencia a existir un óptimo de 

concentración inicial de la enzima. A partir del análisis estadístico realizado en ANOVA y 

Tukey, no existieron diferencias estadísticas significativas en las diferentes concentraciones de 

celulasa; mientras que, entre los tres tipos de soporte si se evidenciaron diferencias estadísticas 

significativas, siendo las micropartículas de Fe-Ca con relación 4.5-1, las que mayor cantidad 

de enzima inmovilizaron. 

 

 

Figura 4. Cantidad de celulasa inmovilizada, representada como mg de enzima por masa de 

micropartículas (MPM), en presencia de diferentes concentraciones de calcio en el sustrato y 

concentraciones de enzima en solución. 
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Por otro lado, en la Figura 5 se presenta la eficiencia de inmovilización enzimática en 

los tres tipos de micropartículas en función de las tres concentraciones de celulasa preparadas. 

Se puede observar que en el caso de las partículas de Fe-Ca 4.5-1, se consiguió adherir a su 

superficie casi el 100% de la celulasa, cuando la concentración de la misma fue de 500 ppm; 

sin embargo, conforme aumentaba la concentración enzimática, la eficiencia disminuía; es 

decir, que la cantidad máxima que las micropartículas pudieron inmovilizar fue alrededor de  

1 mg de celulasa. En este caso, tanto para las concentraciones de celulasa, como para los tres 

soportes magnéticos, existieron diferencias estadísticas significativas; siendo la concentración 

de 500 ppm de celulasa con la que se logró obtener un máximo de inmovilización, y la de  

900 ppm con la que obtuvo una concentración mínima de inmovilización.  

 

 

Figura 5. Eficiencia de la inmovilización de celulasa en los tres soportes magnéticos con 

respecto a las tres concentraciones de celulasa en solución. 

En comparación a los resultados obtenidos, en la investigación realizada por 

Abbaszadeh y Hejazi (2019), el soporte para la inmovilización de celulasa (C) consistió en 

nanopartículas de magnetita (MNP) usando el cobre (Cu) como ligando; en donde lograron 
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inmovilizar 107 mg C/g MNP de una solución de celulasa de 700 ppm sobre la superficie del 

soporte de magnetita y cobre con relación molar 1-2. Mientras que, en este caso, se inmovilizó 

una cantidad muy similar a la mencionada, sobre la superficie de las micropartículas de FeCa 

con relación molar 4.5-1 de una solución de celulasa de 700 ppm. Lo que significa que el calcio 

resultó ser un buen ligando entre la enzima y el soporte magnético, ya que al tratarse de 

partículas de tamaño micro, es decir que van a tener menor área superficial que las partículas 

a nanoescala (Simon et al., 2018), se consiguió una eficiencia similar. 

3.3.  Hidrólisis enzimática 

Se realizó la reacción de hidrólisis de celulosa catalizada por celulasa libre e 

inmovilizada para poder determinar si la actividad relativa de la enzima adherida en los 

soportes magnéticos es eficiente; y también para poder evaluar el efecto que tiene el calcio 

sobre la actividad de celulasa; es decir, si este participa como un cofactor, inhibidor o no altera 

su función catalítica. Los soportes, en donde se inmovilizó la enzima, que se consideraron 

relevantes para comparar la catálisis de la hidrólisis de celulosa fueron las micropartículas de 

magnetita y las micropartículas de magnetita con calcio en relación 4.5-1, ya que fue el soporte 

con el que se consiguió adherir mayor cantidad de celulasa.  

En la Tabla 2, se puede observar que la cantidad de azúcares que se produjeron a las  

72 horas de reacción fue de 1,59 mg/ml. Por otro lado, en el caso de la enzima inmovilizada 

sobre los soportes de magnetita en presencia y ausencia de calcio, no fue posible observar 

actividad enzimática debido a que la producción de azúcares no fue detectable, incluso en el 

periodo de 72 horas de reacción. 
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Tabla 2  

Hidrólisis con celulasa libre e inmovilizada a 40 ºC con pH 5 y a una concentración de 700 

ppm.  

Tipo de soporte 

Concentración Azúcares [mg/ml] 

1 h 2 h 3 h 72 h 

Enzima Libre 0,116 0,222 0,303 1,59 

Fe3O4 0 0 0 0 

FeCa 4.5-1 0 0 0 0 

 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en la Tabla 2, se creería que el soporte de 

magnetita estaba inhibiendo la actividad enzimática; no obstante, en una investigación previa 

se inmovilizó celulasa en nanopartículas de magnetita pura y se evidenció actividad enzimática 

significativa (Abraham et al., 2014), infiriendo que los componentes de las partículas 

magnéticas no le afectan a la enzima.  

Asimismo, en la investigación de Abbaszadeh y Hejazi (2019) se demostró que la 

enzima inmovilizada en magnetita con cobre también presenta actividad enzimática. Se 

especuló que el soporte magnético realizado en esta investigación necesitaba la presencia de 

un cofactor para estimular a la enzima, pero que tal vez el que se estaba usando, es decir el 

calcio, no era el adecuado y estaba inhibiéndola. Por lo cual, se hicieron ensayos adicionales, 

en donde las micropartículas de magnetita pura se las cargó también con cobre, se inmovilizó 

la celulasa y se realizó la reacción de hidrólisis por 72 horas; sin embargo, la concentración de 

azúcares al final de la reacción también fue de 0 mg/ml. Lo que significa que el calcio no era 

el componente que estaba inhibiendo a la enzima. Cabe mencionar que, en un estudio realizado 
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anteriormente, la celulasa fue inmovilizada en alginato de calcio y se consiguió aumentar la 

actividad enzimática con respecto a la enzima libre; además también midieron la actividad 

enzimática de la celulasa inmovilizada en presencia de metales iónicos y se determinó que el 

calcio participa como un co-factor (Imran et al., 2018).  

Finalmente, se analizó la cantidad de azúcares reductores obtenidos en el tiempo de 72 

horas de la hidrólisis de celulosa catalizada por celulasa libre. Para esto, primero fue importante 

conocer el rendimiento teórico de la celulosa al momento de ser hidrolizada, para determinar 

la cantidad máxima de productos que se esperarían obtener de la reacción. Se plantearon 

distintos valores para “n”, se reemplazaron en las ecuaciones y de acuerdo a lo establecido en 

el Esquema 1, teóricamente se hidrolizaría el 100% de celulosa. Por lo tanto, de acuerdo con 

la cantidad de azúcares reductores que se presentan en la Tabla 2, después de 72 horas se logró 

hidrolizar alrededor del 50% de la celulosa. Esto quiere decir que la cantidad de azúcares 

reductores obtenida fue relativamente baja, ya que en investigaciones previas el tiempo óptimo 

de hidrólisis fue de 48 horas (Abraham et al., 2014; Ramos et al., 1993). Por estas razones, se 

puede deducir que, posiblemente, la enzima se encontraba parcialmente desnaturalizada y al 

inmovilizarla su configuración cuaternaria fue modificada significativamente, resultando en un 

alto grado de inhibición enzimática, evitando la unión del sustrato al sitio activo (Wagner et 

al., 1987).  

 

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Las propiedades magnéticas de las micropartículas de magnetita en presencia y 

ausencia de calcio permitieron una factible separación del medio acuoso mediante un campo 

magnético externo. Además, se estableció que el mejor soporte de inmovilización fueron las 

micropartículas de magnetita en presencia de calcio con relación 4.5-1, con lo cual se determinó 
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que el calcio participa como ligando entre la enzima y el soporte magnético. Sin embargo, en 

la hidrólisis de celulosa no se pudo observar actividad enzimática con la celulasa inmovilizada, 

lo que probablemente conlleva a concluir que la enzima se encontraba parcialmente 

desnaturalizada antes de someterla a la inmovilización, ya que en la hidrólisis con la celulasa 

libre se obtuvo una baja concentración de azúcares reductores. Por lo tanto, para pruebas 

futuras se deberían realizar ensayos con una celulasa que presente una alta actividad 

enzimática. En este caso determinar una mejoría en la actividad enzimática luego de la 

inmovilización, se recomienda llevar a cabo estudios de cinética enzimática. 
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ANEXO A: Curva de calibración de absorbancia medida en el lector de ELISA a 

una longitud de onda de 595 nm, con respecto a la concentración de celulasa 

disuelta en agua. 
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ANEXO B: Curva de calibración de absorbancia medida en el lector de ELISA a 

una longitud de onda de 595 nm, con respecto a la concentración de celulasa 

disuelta en Buffer Fosfato de Sodio Dibásico 30 mM a pH 6. 
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ANEXO C: Curva de calibración de la absorbancia medida en el espectrofotómetro 

a una longitud de onda de 480.6 nm, con respecto a la concentración de glucosa. 
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