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1. Objetivos propuestos en la presentacion del proyecto

Este es un Proyecto de Innovacion Educativa orientado al Aprendizaje a través de
Proyectos (ABP) y, en particular, al Aprendizaje Basado en Investigacion (ABI). El Objetivo
General ha sido el disefio de cuatro pequefios proyectos de investigacidn que abarca
desde la obtencion de enzimas con microorganismos (microbiologia industrial) a la
aplicacion de las mismas en bioprocesos, pasando por su purificaciéon parcial (Biocatalisis,
enzimologia industrial, ingenieria quimica) para lo que se elaboraran diversos materiales
y herramientas docentes para una serie de materias que forman parte fundamental de las
areas de Bioquimica, Microbiologia e Ingenieria Quimica. Para lograr este Objetivo
General, se ha acometido, con diverso grado de desarrollo, la consecucién de los diversos
objetivos parciales, basados en el caracter autodidacta, emprendedor y colaborativo de los
estudiantes de la Generacion Z:

a) Crear un clima de compromiso de los estudiantes, dado su conocido activismo social
y preocupacion global, mediante videos explicativos de los problemas a tratar de
solucionar, de las estrategias disponibles y otros recursos didacticos ad-hoc. Es
preciso interesar al estudiante en los problemas del mundo actual, en particular en la
necesidad de analizar los procesos industriales actuales, sus consecuencias, la
necesidad de mejorarlos y las posibilidades que la Quimica y la Ingenieria Verde
abren. En particular, incidiremos en el uso de enzimas como biocatalizadores que
permiten la obtencién de productos de interés con un bajo consumo de materia y
energia, utilizando la gran actividad y selectividad enzimatica, disolventes de bajo o
nulo impacto medioambiental, sistemas sin disolvente, etc.

b) Establecer herramientas, protocolos y recursos que faciliten el aprendizaje
colaborativo, permitiendo de esta forma potenciar las habilidades de los estudiantes.
En este sentido, el trabajo de laboratorio en pequefios grupos en los que se
distribuye el trabajo y se alienta la rotacion en las tareas viene siendo comun. Se
potenciara aiin mas en este PIE.

c) Desarrollar herramientas de autoaprendizaje que motiven a los estudiantes. Es de
gran relevancia ayudar a los estudiantes a buscar informacion utilizando varias
herramientas disponibles en Internet.

d) Facilitar el acceso de los estudiantes a la informacién técnica y cientifica en el marco
de los mini proyectos presentados y de la problematica que pretender solucionar. En
particular, conviene dirigir a los estudiantes en el uso de herramientas disponibles en
la Biblioteca de la Universidad Complutense de Madrid (Scifinder-n en particular).

e) Establecer unas directrices que permitan la evaluacién critica de la informacién de
forma previa a la experimentacion y, a posteriori, facilitando el andlisis y la sintesis.
En este sentido, se facilitara al estudiante una serie de trabajos disponibles y
realizados por los profesores que firman la presente propuesta y por sus
colaboradores en afos anteriores.

f) Elaborar practicas hands-on de laboratorio simples y progresivas orientadas a cuatro
casos practicos de gran relevancia actual que abarquen, en lo posible, las diversas
tareas de los miniproyectos. Asi se promociona el aprendizaje a través de la propia
experiencia (learning by doing). En particular, se basaran en dos préacticas de
cinética enzimética ya aplicadas en diversas asignaturas del Grado de Bioquimica,
del Doble Grado de Bioquimica y Quimica, del Master en Biotecnologia Industrial y
Ambiental y del Méster en Ingenieria Quimica e Ingenieria de Procesos de la
Universidad Complutense de Madrid.

g) Elaborar simuladores simples basados en software disponible en la UCM o de
acceso libre y videos explicativos que constituyan préacticas virtuales (online) y/o
herramientas de andlisis matemético de los resultados obtenidos y de otros
disponibles en la literatura cientifica. Estas herramientas permitan aprovechar las



cualidades como nativos digitales de los estudiantes actuales. Queremos
promocionar el aprendizaje clasico de los estudiantes por comparacién de resultados
con otros investigadores, tanto aqui como en el anterior objetivo.

h) Desarrollar herramientas de autoevaluaciéon y evaluacién externa que permita
comprobar los niveles de aprendizaje y capacitacion alcanzados por los estudiantes.
Se pretende favorecer un aprendizaje progresivo basado en una evaluacién
continua. En este caso, estas herramientas se estan desarrollando en estos ultimos
afios y se seguirdn desarrollando en los venideros, en un esfuerzo continuo de
mejora de los laboratorios de cinética enzimética por parte de los profesores del
grupo “Fisico-quimica de Procesos Industriales y Medioambientales (FQPIMA)”.

La siguiente figura da una idea de las lineas de trabajo a desarrollar e indica la distribucion
de responsabilidades de los miembros del equipo de investigacion.
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Figura 1: Organizacion del Proyecto de Innovaciéon Educativa
Aprendizaje Basado en Investigacion Biotecnologica

La figura que se muestra a continuacion indica el flujo de trabajo de cada pequefia linea de
investigacion.
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Figura 2: Etapasdel desarrollo de cada pequefio tema o linea de investigacion




2. Objetivos alcanzados

Durante la ejecucion del proyecto se siguié el esquema planteado en la propuesta
original, implementandose dos de las practicas de laboratorio en diferentes asignaturas
del Master de Biotecnologia Industrial y Ambiental (Bioprocesos y Biorreactores,
asignatura obligatoria del primer cuatrimestre, del Grado en Bioquimica, del Doble Grado
en Quimica y Bioquimica (en estos dos titulos en la asignatura obligatoria compartida
denominada Fundamentos del Disefio de Biorreactores), y del Master de Ingenieria
Quimica: Ingenieria de Procesos (en la asignatura obligatoria anual de primer curso
Andlisis Avanzado de Reacciones y Reactores). Las etapas que se han seguido se
pueden ver en la siguiente figura:

Tareas del Proyecto

Tarea 1. Recopilacion y analisis de materiales y
herramientas existentes y propuesta de nuevos
recursos a elaborar

Tarea 2. Elaboracion de las herramientas
docentes

Subtarea 2.1. Elaboracion de materiales de
lguia experimental y de motivacion
Subtarea 2.2. Desarrollo de guias de uso de
herramientas informdticas

Subtarea 2.3. Elaboracion de materiales y
procedimientos para el autoaprendizaje

Subtarea 2.4. Elaboracion de cuestionarios.

Tarea 3. Integracion de las diversas herramientas
ly materiales docentes creados

Tarea 4. Evaluacion critica del material elaborado
y disefio de un plan de futuro

Tarea 5. Escritura del informe final del proyecto

Figura 3: Tareas acometidas a lo largo del proyecto de innovacion educativa 244

En principio, con el objeto de extender lo ya desarrollado para asignaturas asociadas a la
Ingenieria Quimica y, en particular, a la Cinética Quimica Aplicada (modelizacién cinética
avanzada), se planteé la posibilidad de obtener las enzimas o biocatalizadores a partir de
bacterias y hongos cultivados en matraz Erlenmeyer en condiciones estériles y desarrollar
procedimientos sencillos de purificacion por precipitacion fraccionada (choque térmico,
gradiente con sales de amonio, adicién progresiva de antidisolventes organicos). Sin
embargo, la complejidad de su implementacion, apreciada en las primeras reuniones del
equipo de trabajo, y la conveniencia de las asignaturas arriba citadas para progresar en el
desarrollo de herramientas de Cinética Quimica Aplicada, aconsejé progresar por esta
via, seleccionando varias enzimas de tipo industrial con la colaboracion de D. Ramiro
Martinez, Account Manager en Espafa de la multinacional Novozymes, con la que hace
muchas décadas que los profesores de este equipo colaboran.

Se partia de dos préacticas desarrolladas segun el esquema de la Figura 2 y relativas a la
deslactosacion de leche desnatada y a la isomerizacion enzimatica de glucosa y fructosa,
ya que ambas reacciones son de una enorme importancia en industria alimentaria. La
primera reaccién que catalizada por una B-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis y
Novozyme la comercializa con el nombre de Lactozym Pure 6000 HG. El segundo
proceso es clave para la produccion de jarabes ricos en fructosa (HCFS) a partir de la glu-
cosa obtenida por hidrélisis enzimética de almiddn y dextrosas (probablemente el proceso
enzimatico de mayor tonelaje hoy en dia). A partir de este material, se decidié centrar el
trabajo en enzimas de tipo industrial que procedian de Novozymes o de una pequefia
empresa alemana (ASA Spezialenzymes GmbH), abordando tres practicas concretas:



a) La hidrdlisis de celobiosa con B-glucosidasa de Aspergillus fumigatus suministrada por
ASA Spezialenzymes GmbH.

b) La sintesis de ésteres de ibuprofeno y glicerina con la lipasa B de Candida antarctica,
una enzima bien conocida y comercializada por Novozymes en su forma soluble con el
nombre de Lipozyme CALB-L.

c) La degradacion oxidativa de catecol, un conocido contaminante aromatico de la familia
de los fenoles, mediante el uso de una lacasa de Myceliophthora thermophila expresada
en Aspergillus oryzae también comercializada por Novozymes denominada Novozym
510083.

En estas practicas se han alcanzado diversos objetivos:

1) Estudio de la situacion previa mediante andlisis de la bibliografia y de los recursos que
ya poseia el grupo de trabajo.

2) Desarrollo de guiones detallados de laboratorio, tanto en lo que se refiere a la
introduccion tedrica de cada tema, como en el trabajo practico en laboratorio y posterior
de analisis cinético de los datos obtenidos.

3) Desarrollo de videos basados en las clases habituales que se imparten en presencial
para el desarrollo de calculos cinéticos a partir de los datos experimentales obtenidos por
los estudiantes.

4) Implementacion de practicas en asignaturas de Titulos de Master y Grado.

5) Andlisis inicial de los resultados obtenidos, integrandolos en las tendencias observadas
y comparadas entre practicas habituales de laboratorio (“clasicas”, donde nos centramos
en la docencia de un concepto concreto) y las nuevas practicas orientadas al Aprendizaje
Basado en Investigacion (ABI).

En los cursos proximos, el objetivo es ir ampliando e integrando estas practicas ABI en las
diversas asignaturas mencionadas Yy, en un futuro, extenderlas a otras del Master de
Biotecnologia Industrial y Ambiental.

3. Metodologia empleada en el proyecto

Para la realizacién de este Proyecto de Innovacién Educativa se siguieron las siguientes
pautas:

1) Identificacién de informacion previa: se analizaron los recursos disponibles para el
grupo de trabajo, bien porque fueran trabajos de investigacion previos del grupo o articulos
generados a partir de dichos trabajos, bien disponibles de forma libre y general a partir de
bases de datos bibliograficas.

2) Reuniones y contactos con socios colaboradores: en este caso, una vez planteados
los diversos temas de investigacion, se contacté con Novozymes Spain SL y con ASA
Spezialenzymes GmbH para determinar que preparaciones enzimaticas estarian a
disposicion de forma sencilla para la implementacion de précticas en diversas asignaturas.

3) Desarrollo de guiones de laboratorio: tanto de las sesiones experimentales como de
las sesiones de célculo, para los casos que se pudieran plantear a partir de la
disponibilidad habitual de enzimas industriales tanto de Novozymes Spain SL como de
ASA Spezialenzymes GmbH.

4) Desarrollo de videos de soporte: sobre todo para las sesiones de calculo, tanto de
analisis grafico como de analisis numérico.



4. Recursos humanos

El equipo que ha desarrollado el presente Proyecto de Innovacion Educativa es
Interfacultativo e Interdepartamental, ya que sus miembros pertenecen al Departamento de
Ingenieria Quimica y Materiales de la Facultad de Ciencias Quimicas y al Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular, en particular, a la Seccion departamental BBM en
Biologia (Facultad de Biologia y Geologia de la Universidad Complutense de Madrid). La
siguiente lista muestra los datos fundamentales de los investigadores, profesores y PAS
que han patrticipado:

Responsable Miguel Ladero Galan PDI Complutense
mladerog@ucm.es

Miembro Ivdn Aldama Amado PAS Complutense
ivan.aldama@estumail

Miembro Celia Alvarez Gonzalez Estudiante
cealvaO3@ucm.es

Miembro Itziar Arias Escanciano Estudiante Doctorado / Doctora
itziaria@ucm.es

Miembro Miguel Arroyo Sanchez PDI Complutense
arroyo@bbm2l.ucm.es

Miembro Juan Manuel Bolivar Bolivar PDI Complutens
juanmbol@ucm.es

Miembro Lourdes Calvo Garrido PDI Complutense
Icalvo@pdi.ucm.es

Miembro M?2 Isabel De La Mata Riesco PDI Complutense
idimata@pdi.ucm.es

Miembro Alberto Garcia Martin Estudiante
albegal3@ucm.es

Miembro Jorge Garcia Montalvo Estudiante
jorgarl0@ucm.es

Miembro Alvaro Lorente Arévalo Estudiante
alvalore@estumail.ucm

Miembro Victor Martin Dominguez Estudiante
vicmartindominguez@gmail.com

Miembro Tomas Pedregal Garrido PAS Complutense
tpedrega@ucm.es

Miembro Javier Rocha Martin PDI Complutense
javrocha@ucm.es

Miembro Ana Isolina Saborido Modia PDI Complutense
asaborid@ucm.es

Miembro Victoria Eugenia Santos Mazorra ~ PDI Complutense
vesantos@pdi.ucm.es
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5. Desarrollo de las actividades

Durante la ejecucién de este Proyecto de Innovacion Educativa se han seguido las etapas
y tareas reflejadas en la Figura 2. Se pueden clasificar en los siguientes apartados:

1) Estudio de la situacion previa mediante analisis de la bibliografia y de los
recursos que ya poseia el grupo de trabajo

En una primera reunion en la facultad de Ciencias Quimicas se presentaron las practicas
ya elaboradas y desarrolladas en cursos académicos anteriores que seguian la filosofia
de Aprendizaje Basado en Investigacion. En esencia, eran practicas de aplicacion de
enzimas industriales habitualmente donadas por Novozymes Spain SL, empresa con la
gue se colabora en investigacién en biocatdlisis desde hace décadas, orientadas a la
deslactosacion de leche y a la isomerizacion de glucosa en fructosa (y viceversa, aunque
la reaccién reversa no tiene interés industrial, siempre esta presente. Estas dos practicas
tenia en comun varios aspectos relevantes: los productos y procesos son de interés
industrial, la metodologia es comun tanto en lo que respecta al andalisis de muestras por
HPLC —un método relativamente complejo para un nivel de Grado e, incluso, en un Master
universitario- como en el andlisis de los datos por métodos estadisticos de regresion v,
finalmente, estan orientados a resolver problemas relevantes para la sociedad tanto en el
sector de alimentacion como en el de salud. De esta forma, se trata de unas préacticas de
laboratorio que, por su naturaleza, podrian suscitar un profundo interés en el alumnado.
En esa misma reunién se propusieron varias practicas mas y se consideré que, dado que
era de interés implantar alguna de ellas en alguna asignatura relevante de Grado o de
Master, era mejor centrarse en el uso de enzimas industriales. Asi, se quedd en contactar
con las empresas para conocer cuales serian las enzimas mas facilmente disponibles en
la practica. También se quedé en recoger la bibliografia y los recursos que ya estaban a
disposicién en lo relativo a los temas que se eligieran en funcion de la disponibilidad de
preparados industriales.

2) Desarrollo de guiones detallados de laboratorio, tanto en lo que se refiere a la
introduccion tedérica de cada tema, como en el trabajo practico en laboratorio y
posterior de analisis cinético de los datos obtenidos

Se seleccionaron tres practicas al disponer de preparados enzimaticos tanto de ASA
Spezialenzymes como de Novozymes Spain SL, bien a bajo precio, bien de forma gratuita
siempre en cantidad adecuada incluso para grupos numerosos de estudiantes: la
hidrolisis de celobiosa con B-glucosidasa, la sintesis de un profarmaco de ibuprofeno y
glicerina con efecto surfactante mediante el uso de una lipasa, y la oxidacién biocatalitica
de catecol con una lacasa. A partir de aqui, se obtuvo mas bibliografia, mucha ya
disponible porque ya habia Tesis Doctorales y Trabajos Fin de Master del grupo sobre
estos temas. También se elaboraron guiones de practicas tanto en lo relativo al trabajo
experimental de laboratorio, como a la interpretacion gréafica y estadistica de los datos
obtenidos, segun se detalla en el anexo que acompafia a este informe.

3) Desarrollo de videos basados en las clases habituales que se imparten en
presencial para el desarrollo de calculos cinéticos a partir de los datos
experimentales obtenidos por los estudiantes

A partir de la experiencia que tuvimos durante el primer y segundo curso bajo la pandemia
de COVID 19, elaboramos videos con las clases de presentacion de las practicas y de los
calculos que fueran faciles de seguir por el estudiante. Para ello utilizamos la funcion de
grabacion de voz de PowerPoint y sus herramientas de generacion de videos porque, en
nuestra experiencia, este software es habitual en docencia, sencillo en su manejo y evita
la generacion de retrasos entre la imagen y la voz, un aspecto importante cuando se usa
el puntero laser.

4) Implementacion de practicas en asignaturas de Titulos de Master y Grado



En el primer cuatrimestre del curso pasado, 2022/23, ya teniamos disponible el material
para la practica de sintesis del profarmaco de ibuprofeno como una estrategia de revalori-
zacion de glicerina. Decidimos implementarla como primera practica de la asignatura
“Bioprocesos y Biorreactores” del Méaster de Biotecnologia Industrial y Ambiental de la
UCM, donde ya habiamos desarrollado practicas similares en cursos anteriores. En este
caso, se utilizé6 Berkeley Madonna v10.1 como herramienta de célculo, mas accesible a
estudiantes con un menor uso de este tipo de programas. Esta misma practica se utilizé
también en el segundo cuatrimestre en la asignatura “Andlisis Avanzado de Reacciones y
Reactores”. En este caso, con un alumnado mucho menos heterogéneo y muy habituado
a utilizar software de simulacion de procesos industriales, se opt6é por explicarles el uso
del programa Aspen Custom Modeler v12.1, de la suite Aspen Plus.

ALGUNOS RESULTADOS ANTERIORES (2019/20-2022/23)

Master de Biotecnologia Industrial y Ambiental UCM
Asignatura (obligatoria): Bioprocesos y Bioreactores

19-20 20-21 21-22 22-23
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mABI mClasica

Formacion: Grado en Biologia (50-60%), Bioquimica, Ingenieria Quimica, Biotecnologia

Nota de entrada: media (6-7) Conviene profundizar en la estrategia ABI

Grado en Bioquimica / Doble Grado en Quimica-Bioquimica (desde 21-22)
Asignatura (obligatoria): Fundamentos del Diseiio de Biorreactores

19-20 20-21 21-22 22-23
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mABI mClasica

Nota de entrada: alta (12-13/14)

El ABI tiende a mejorar la implicacion y la nota progresivamente



Master de Ingenieria Quimica: Ingenieria de Procesos UCM
Asignatura (obligatoria): Analisis Avanzado de Reacciones y Reactores

19-20 20-21 21-22 22-23

[(e]
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mABlI mClasica

Formacién: Grado en Ingenieria Quimica

Nota de entrada: La estrategia ABI ofrece mejores resultados en términos medios.
media (6-7) Hay que ligarla a retos tecnolégicos.

Figura 4: Analisis preliminar del impacto de practicas de laboratorio
Basadas en sistema ABI previas y desarrolladas en este PIE

Para los estudiantes del Doble Grado de Quimica y Bioquimica y del Grado en
Bioquimica, que cursan juntos la asignatura “Fundamentos del Disefio de Biorreactores”
se desarroll6 la practica de oxidacion de catecol mediante lacasas. En este caso, ya que
estos estudiantes estan acostumbrados a protocolos complejos de trabajo en laboratorio,
se extendio la parte experimental. Ademas, se disponia de sistemas de toma de datos
online, evitando el uso de HPLC, y obteniendo numerosos datos. Se pudo utilizar enzima
libre y también inmovilizar la enzima y, de esa forma, comparar la capacidad catalitica de
ambas formas enzimaticas. De nuevo, para el analisis, se aplico un pequefio programa
implementado en Berkeley Madonna 10.4.

5) Analisis inicial de los resultados obtenidos, integrandolos en las tendencias
observadas y comparadas entre practicas habituales de laboratorio (“clasicas”,
donde nos centramos en la docencia de un concepto concreto) y las nuevas practicas
orientadas al Aprendizaje Basado en Investigacion (ABI).

Finalmente, tal como se puede apreciar en la Figura 4, se hizo un analisis de las
calificaciones obtenidas por diversos grupos de estudiantes para las précticas aqui
desarrolladas y practicas similares anteriores, todas desarrolladas como ABI (lo que
incluye trabajo en laboratorio, visita a instalaciones, busqueda de bibliografia e
interpretacion cuantitativa de datos), en comparacion con otra practica habitual orientada
a entender un determinado concepto, la transferencia de materia gas-liquido de oxigeno,
una practica mas clasica y mas sencilla.

En la figura se puede apreciar que las calificaciones con metodologia ABI tienden a ser
mejores que con practicas clasicas simples. En este tipo de proyectos, con bastante
experimentalidad y mucha interpretacién de datos, los estudiantes mas habituados a su
manejo y aquellos con mayor nota de entrada (DG Quimica y Bioquimica; G Bioquimica)
obtenian calificaciones algo mas elevadas. Estos ultimos mostraban un enorme, y
creciente, interés en todas las actividades.



6. Anexos

Bibliografia y materiales previos

Los guiones de practicas elaborados y en proceso se han basado en diversos trabajos
previos de los componentes del grupo de trabajo. Por lineas de investigacion y temas
propuestos en el presente proyecto de investigacion educativa, se mencionan las
principales referencias.

1) Hidrdlisis de celobiosa con B-glucosidasa de Aspergillus fumigatus (preparado
enzimatico de ASA Spezialenzymes con el nombre comercial -Glucosidase 1000)

Mateusz Woijtusik, Hidrolisis enzimética de materiales lignocelulésicos. Tesis Doctoral
UCM. Presentada en la Facultad de Ciencias Quimicas el 7 de septiembre de 2018.
https://produccioncientifica.ucm.es/documentos/5d3664ce299952263c4d32a8

Alvarez-Gonzalez, C., Santos, V. E., Ladero, M., Bolivar, J. M. (2022). Immobilization-
stabilization of B-glucosidase for implementation of intensified hydrolysis of cellobiose in
continuous flow reactors. Catalysts, 12(1), 80.

2) Sintesis de ésteres de ibuprofeno y glicerina con la lipasa B de Candida
antarctica, una enzima bien conocida y comercializada por Novozymes en su forma
soluble con el nombre de Lipozyme CALB-L

Marianela Ravelo Velasquez. Produccion de monoglicérido de ibuprofeno catalizada
por lipasas. Tesis Doctoral UCM. Presentada en la Facultad de Ciencias Quimicas el
11 de marzo de 2016.

https://produccioncientifica.ucm.es/documentos/5d1df63029995204f7663eb9

Ravelo, M., Gallardo, M. E., Ladero, M., Garcia-Ochoa, F. (2022). Synthesis of
Ibuprofen Monoglyceride Using Novozym® 435: Biocatalyst Activation and Stabilization
in Multiphasic Systems. Catalysts, 12(12), 1531.

3) Degradacion oxidativa de catecol, un conocido contaminante aromatico de la
familia de los fenoles, mediante el uso de una lacasa de Myceliophthora thermophila
expresada en Aspergillus oryzae también comercializada por Novozymes
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Guiones y material de laboratorio
1) Hidrdlisis de celobiosa con B-glucosidasa de Aspergillus fumigatus

Guion de la practica

Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con B-glucosidasa

Biorrefineria.

Motor de la BioEconomia Circular.

Definicion.

Consiste en el procesado sostenible de
biomasa en un amplio espectro de productos
de interés comercial.

International Energy Agency IEA
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Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con B-glucosidasa

Biorefineria de sequnda generacion: componentes de la materia lignoceluldsica: accesibilidad, interferencias

. - — OH OH ¥
Adsorcion inespecifica )M i Estructura interna
en la lignina A A A
e 5 L P! i)
Deslignificacién % \gl‘o/ oY o
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Lignina Microfibrilla
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Fuente: Meng y Ragauskas. Recent advances in understanding the role of cellulose accessibility in enzymatic hydrolysis of lignocellulosic
substrates. Current Opinion in Biotechnology 2014, 27:150-158



Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con pB-glucosidasa

Modo de accion de las celulasas en sistemas no complejados (generalmente, de hongos)

| DESPOLIMERIZACION/ LICUEFACION | | DESPOLIMERIZACION/ SACARIFICACION |

B-glucosidasa
Exoglucanasa CBH2 Exoglucanasa CBH1

/\/ Endoglucanasa
: ®
SN

-
Celulosa \____.—/

amorfa

. )
SN L’

e —
Cristal de celulosa

‘\3 “ L / / 3 6"‘“ \’ A TN
> ,\"
> Soluble celooligosaccharidos (COS

Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con pB-glucosidasa

Reactivos

Tampon citrato 50 mM pH 5.0

,B-glucosidasa de ASA (glukosidase1000) diluida 1:10 (estaré en un microtubo Eppendorf marcado con una E)
Solucién HCI 0,6M (esta solucién se ha preparado previamente diluyendo 20 veces el HCI 35% comercial)

Solucién de celobiosa 100 g/L en el tampoén citrato mencionado

Aparatos y materiales

Microtubos 1,5 mL

Vidrio: matraces Erlenmeyer de 100 mL, vasos de precipitado, probetas de 50 mL.
Viales de muestra para HPLC 1,5 mL

Pipetas automaticas de 200 y 1000 pL

Puntas de pipeta adecuadas para cada volumen

Bano con agitacion de vaivén y control PID de temperatura

HPLC Jasco con columna REZEX proton

Un detalle: recordad como utilizar una pipeta automatica. Dos videos de YouTube:

https://www.youtube.com/watch?v=IPbqqPXFtFc

Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con B-glucosidasa

Procedimiento

1. Se estima el volumen de solucion de celobiosa 100 g/L que se necesita
para obtener la concentracion de este azucar asignada.

2. Se afiade dicho volumen en un matraz Erlenmeyer de 100 mL y se afiade
tampén citrato 50 mM pH 5.0 hasta llegar a los 20 mL de volumen final

3. Se coloca el matraz en el bafio de vaivén con control de temperatura y
agitacion (a 150 rpm). Se deja 5 minutos agitando.

4. Se preparan, entretanto, 9 microtubos con 0,5 mililitros de la solucion de
clorhidrico 0,6 M en cada uno.

5. Se toma una muestra del matraz (0,5 mL) y se afiade al primer microtubo .
Se mezcla con la pipeta y se cambia la punta. Esta es la MUESTRA a
TIEMPO CERO.

6. Una vez termostatizado el tampdn con celobiosa en cada matraz, se
afaden a este 140 pL de la solucion de enzima diluida (que tiene 7 ng/uL
de proteina). TIEMPO CERO: se pone a funcionar el cronémetro para ir
controlando el tiempo de toma de muestra.




Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con pB-glucosidasa

Procedimiento

8. Se van tomando muestras del matraz (0,5 mL cada) y se afiaden a los
microtubos preparados. Una muestra por cada vial. Se mezclan bien con la
pipeta y se cambia la punta de pipeta de muestra a muestra.

9. Las muestras se diluyen con agua Milli-Q: 0,2 mL de la muestra y 0,8 mL de
agua en viales de HPLC. Esto segun se vayan tomando muestras.

10. Tiempos de muestreo: 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos
11. Las muestras son analizadas en HPLC y se aplican calibrados para

conocer la concentracion de cada carbohidrato en el medio de reacciéon

(celobiosa y glucosa), corrigiéndose la concentracion de cada carbohidrato
con la de acido citrico (que actua como un patrén interno).

TaGH2

Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con pB-glucosidasa

Analisis HPLC

Equipo y condiciones
Horno 60 °C
Columna REZEX H* 300x7.8 mm

Eluyente
Agua acida

pH 2
Bomba
Q=0.5 mL/min
P<60 atm
Inyector Detector
Automatico indice
Refraccion
45°C
Practica de cinética enzimatica: hidrolisis de celobiosa con B-glucosidasa
Analisis HPLC
h pico
Cromatograma e interpretacion »
Referencia:
o Acido citrico

) o B Glucosa h cte
Celobiosa Acido citrico ,

h pico corregida

Conversion
celobiosa

h —h
X = cel0 cel

hcelO

9 92 84 95 98 10 102 104 108 108 11 112 114 16 118 12 122 124 126



Aproximacion grafica al mejor modelo cinético (elegir el modelo cinético)

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

Altura corregida del
- Concentracion inicial de Alttfra del pico de celobiosa en HPLC  pico de celobiosa

celobiosa en g/L |

Altura fijada del pico de

Temperatura del | &cido citrico (el mismo

Altura del pico de acido citrico

experlmt?nto V4 / (patron interno) valor para todas las
' S/ \ | muestras) |
\ . Valor original Valoresorig‘lnaj‘es \ Valores corregidos |
T(ec) 4 45x/ h celobiosa (mV) t(min) h celobiosa [r|;\r, hcitrico(mv}  hglucosa (mv) t (min) h celobiosa (mv)  h citrico (mv) ﬁgluu)sa (mv)
Ceeld (g/1) 10 26 0 24.7 ' n 0 0 ¥oo247 22.0/ 0.0
CEO (mg/L) 42 5 13 24 9 5 17.4 220 83
Sin corregir 10 16 28 15 10 12.6 22.5 11.8
Ceeld (mol/L] 0.0292 con la relacién 15 1 24 15 15 10.1 22.0 13.8
devolimenes 20 12 31 24 20 8.5 22.0 17.0
19/20 30 10 38 33 30 5.8 22.0 19.1
40 4 25 23 40 35 220 20.2
50 3 24 24 50 2.8 22.0 22.0
60 2 25 26 60 1.8 22.0 2238
t(min)  Xcelobiosa ~___ Conversion de celobiosa estimada a partir
0 0.00 1.00 — — ; n-
s i —— .+ * de las alturas corregidas segun:
10 0.49 ’ M
15 0.59 0.60 -t
- * —
20 0.66 0.40 hcel t=0 hcel t=t
30 077 020 ¥ X =
40 0.85 0.00 ¢ hCeI t=0
50 089 0 20 40 60 80
60 0.3

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

volucion de la conversién con el tiempo a varias
8 Evol de | It

T concentraciones de celobiosa a tiempo cero (en g/L)
= 1.00 7

©) ® o ®

i 0.80 ° ° b g

< ® i '

i 0.60 o o ) .

Q e © ® °

L 0.40 * o

Ex e o o °

=z 0.20 -

o .

a2 0.00 ®

8 0 10 20 30 40 50 60 70
% ©10.00 1500 20.00 30.00

X vs. tes un haz de curvas, X baja a C_,, creciente—>jorden entre 1y 0?




PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

METODO INTEGRAL GRAFICO

Conversion frente a tiempo para orden 0 a vari

o X vs. t es un haz de rectas

os CeelO (g/L)

Conversion frente a tiempo para orden 1 a varios Ceel0 (g/L)

om X baja a Cyg Creciente L 080
0w >orden 0 oy Oy a®
010 L@ © oo, 00 & ® X vs. t es una sola curva
©) L) ]
0.20 o \[/3 [k_‘/ b 5 00 @ X no depende de Ccel{]
~ @ H # —orden 1
0.00(F) 0.00 ()
o 10 20 30 40 50 60 70 a 10 20 30 40 50 60 70

©10.00 O015.00 A20.00 30.00

©10.00

Conversion frente a tiempo para orden 0-->1 a varios Ccel0 (g/L)

1.00 Ny
e ' -
NQREE
0.80 9 \-j g2
~ Q i
0.60 rj {,‘T L -
Ne=f
0.40 o B
o H
0.20 ~ g
@
0.00(®
] 10 20 30 a0 50 60 70
©1000 01500 A20.00 *30.00

015.00

20.00 30.00

X vs. tes un haz de curvas
X baja a C,, creciente
—ordenentre 0y 1

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

METODO DIFERENCIAL GRAFICO

T(2C) 45 t (min)
Ceelo (g/L) 0 o 0.00 —»  0.058974359 2924 —»
CEO (mg/L) 2 s 029 =5  0.032232697 06 b
10 0.49 § 0.02014652 14.88 é
Ceeld (mol/L) 0.0292 15 0.59 <5  0.012689913 1194 =
20 0.66 <%  0.01103909 1008 =
30 077 <%  0.009188153 685 L
0 0.86 <%  0.003117409 217 =%
=T e
50 0.89 b  0.004008097 326 s
60 093 208

Derivacion numérica de
datos integrales por
intervalos

(Ejercicio 1, primera parte)

Método simple de incrementos finitos

(9]

N datos integrales A

—(N-1) incrementos

->(N-1) datos diferenciales
AC,
N
CA(MJ _C{[-n

"A(;»n "'rA(u)

CA‘ n

=y, =

Ripsmn =

CAmed\a -
Ca et |-

X celobiosa AX/At por intervalo C celobiosa (mM) C celobiosa media intervalo Velocidad media intervalo

24.93 1.72
17.75 1.15
13.41 0.59
11.01 0.37
8.47 0.32
5.51 0.27
3.71 0.09
2.67 0.12

Esta estrategia es sencilla de aplicar
pero arrastra el error de los datos
integrales

modia ™ A madia
Punto n+1

= Cion *Caony
Cipop =| —=— 2070
2
sl

tiempo

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

METODO DIFERENCIAL GRAFICO

Datos diferenciales estimados

para Ccel0=10 g/L=29,24

mM

Este ejercicio de derivacion se
hace para 4 experimentos con

C celobiosa media intervalo Velocidad media intervalo CcelO entre 10y 30 g/L

24.93
17.75
13.41
11.01
8.47
5.51
371
2.67

AAA LA RALAS A

Vv

1.72
1.15
0.59
0.37
0.32
0.27
0.09
0.12

Tenemos
Ccel0 y r0 para todos los exptos
Ccel y r para todos los exptos

o

Gréaficas diferenciales




PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

'3

METODO DIFERENCIAL GRAFICO

-

3.00

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

0.00
0

.00

Velocidad inicial frente a Ccel0

n.-—'--.
- -
.

’

20.00 40.00 60.00 80.00

100.00

¢, Qué sugiere esta figura? ;inhibicion por sustrato?

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

,

METODO DIFERENCIAL GRAFICO

Velocidad inicial {mM/min] vs. concentracién in

jcial

M)para orden 0 Veloeidad inicial (mMjmin) vs. concentracién inicial {mMjpara orden 1

Velocidad inicial (mM/min) vs.concentracidn inicial (mia)

Michaelis-Menten simple

200 ‘ BT =T
. |
150
Coel 10g/L  [ICcel0 15 g/ Ccel020g/L X Ceeld 30 g/ Coel0 10 /L DICeel015g/L ACcel020g/L  x Celd 30 g/l : Ceel0 15g/L A Crel0 20 /1
r=k-C r=k-C.-C_, p KCe-Co
EQ ce
Ky +C.,
Velocidad inicial (mM/min] vs.concentracidn inicial (mm) Velocidad inicial (mM/min] vs.concentracién inicial (mM) Velocidad inicial (mM/min) vs.concentracién inicial (mM)
Michaelis Menten con inhibicién competitiva por producto Michaelis Menten con inhibicién no competitiva por producto Michaelis Menten con inhibicién no competitiva por producto
7, RPN ARV SR SV SRS S R S o B—t . 1000 | eI,
o T por 2000 ,.»”"'—' am
1500 1500 LY 600
-
) S0 frranl 200 |}
0.00 " oon - aoo b
Ceel0 10g/L [ICeel0 15g/L ACcel020g/L  * Cesl0 30 g/L CcelD10g/L CICeel015g/L ACeeld20g/l X Ceel0 30 g/l el 10g/l DICcel015g/L ACesl020g/L x CeslD 30 /L
i k CED Ccel k CED Ccel r= k CED Cuel

K, -(1+C,. Ke)

+C,,

TK,-(1+C,. K )+ Coy-(1+C, /Ko)

KM s Cuel '(‘1 s Ccel/Kcel)

o

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

3

METODO DIFERENCIAL GRAFICO

-

Velocidad frente a concentracion de celobiosa

3.00
2.50 *
7
2.00 !
I ”
B 7 .,/, ®
1.50 ’ ’ -
7 / ./r
/7 " ————— /’
1.00 ;e ® >
/ 7 L o -
e P
0.50 A 4 __..
N e
000 ===
000 1000 2000 3000 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

90.00

¢, Qué sugiere esta figura? 4 inhibicion por sustrato y por producto?




PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

Velocidad (mM/min) frente a concentracian (mM) para arden 0 Velocidad (mM/min] frente a concentracién (mM) para orden 1 Veleeidad {mM/min) frente a concentracién mi)
O a0t 300 Michaelis-Menten simple
) oo o 0.00
" 2.00
.
<L 150 .
0.02 5.00 PoAE,
a: oor r k C 100 - . i3 Fe k CEO Coel
(O = E0 s = . . Ky +C.
b0
] )0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 | of 0 000 30 40 000
< CelD10g/L OCeD 15/l A Ccel020 /L * Ceel) 30 gL Ccel010g/L OCcel015g/L A Ccel020g/L ¥ CeelD 30 g/l CcelD10g/L  CICcel0 15 g/ Cceld20g/L ¥ CoelD 30 /L
O Velocidad {(mM/min) frente a concentraci mM) Velocidad (mM/min) frente a concentracion mM) Velocidad (mM/min) vs. cancentracion (mM)
Z Michaelis Menten con inhibicién competitiva par producta Michaelis Menten con inhibicién no competitiva por producto Michaelis Menten con inhibicién no competitiva por producto
TR 1000 1200
o - 500 1000
- 000 8
LL . 1000
a |G
. 000
®) 000 4000 ¢ Jo00 8000 9000 10000
= CeelD10g/l DICeelD15gA ACeeld20gA % Ceeld 30 ghL.
o 2 k- CED 'Ccel
— iy = Tkt 0iC
! : : + + /K
\ K,-(1+C,, Ks)+Co Ky (14 Cy, /K )+ Copy (14 Cy /Ko ) e e

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

Suma de residuos al cuadrado o Suma de varianzas__—~ Dato experimentol (,C,X)

No tiene en cuentalos
grados de libertad (N-K)

Sobreparametrizacion

.

Dato calculado con ecuaciones cinéticas’y sus parametros(r,C,X)
La F de Fisher éla hipétesis nula o un modelo de informacién?

¢Demasiados
N pardmetros en S = C
20K el modelo?
Fisher's F—EL ¢Demasiado RMSE = ,[———
" SRC I(N = K) complejo el N-K
modelo?

El criterio de informacion de Akaike

AIC =N-Ln % +2-K

N-K -1 — N/K=DATOS/PARAMETROS<40

-

METODO INTEGRAL NUMERICO

AlCc = AIC +

PRACTICA: HIDROLISIS DE CELOBIOSA

Informe de practicas

Corto: unas 12 paginas. Individual.
1)Introduccion: 1-2 paginas
2)Métodos de calculo, parametros estadisticos: 1-2 paginas
3)Resultados:
Analisis grafico (cualitativo):
Método diferencial: graficas der vs. Cgy dery vs. Cgg
Método integral: grafica de X vs. tiempo a varias Cg,
Analisis numérico (cuantitativo):
Método integral: seleccién de modelo y constantes 6ptimas del modelo.
4)Discusion y conclusiones sobre los resultados

5)Bibliografia




Andlisis numérico con Berkeley Madonna

La explicacién es meticulosa, paso a paso, y la presentacidén consta de 55 diapositivas.
Aqui se presentan, a modo de ejemplo, las ocho primeras y las dos Ultimas.
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{Parametros del método de integracion}

METHOD RK4

STARTTIME =0

STOPTIME=60 ;Deja de calcular a las 100 unidades de tiempo
Pl DT = 0.02 ;Integra cada 0.02 unidades de tiempo

COdlgO del Dtout=5 ; muestra datos cada 5 min

programa de
. _ {Balances a sustratos y productos}
mteg racion {Reaccion: celobiosa-----> 2 glucosa}

numérica en ]
d/dt(C)=-r ; mM/min

Madonna didt(G)=r"2

Init (C)=Czero ; condicion inicial en mM
Init (G)=0 ; condicién inicial en mM
limit C >=0

{Modelos cinéticos}

{unisustrato irreversible}

;r=k"E*C

{unisustrato irreversible MM}

;r=k*E*C/(Km+C)

{unisustrato irreversible MM con inhibiciéon por producto}
r=kK*"E*C/(C+Km™(1+G/KG))

k=20 ; (unidades depende del modelo usado *min-1)
Km= 20 ;mM

KG=50 ;mM

Ki=50 ;mM

{Condiciones de cada experimento}
E= 0.042 ;mg/mL

T=30;°C

Czero=100 ; mM

@ Berkeley Madonna - Untitled#1 (modified)

File EGt Flowchart Model Compute Graph Parameters Window Help @ Rn |

@ Untitied®! (modified) o | o
Run | Rungedtta d

STARTTME 0
STOPTIME

oTouT

Borrar Previo

Insertar (Pegar) Codigo del
programa de integracion
numeérica

Default par ameter set
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Fle (6t Flamowt Modd Compate Gagh Paameen Wndow ey @ Rn

P del método de i ion}
'METHOD RK4

| STARTTIME = 0

STOPTIME=60 :Deja de calcular a las 100
unidades de tiempo

DT = 0,02 Jntegra cada 0,02 unidades de tiempo
Drour=5 : muestra datos cada $ min

{Balances a sustratos y productos}
{Reaccion: celobiosa-----> 2 glucosa}
@/dt(Cy=-r : mM/min

d/di(G)=r*2

Init (C)y=Czero : condicion inicial en mM
Init (G)=0 ; condicin inicial en mM
limit C >=0

{Modelos cinéticos )
{unisustrato irreversible}
r=k*E*C

{unisustrato irreversible MM}
=k*E*C/Kmt+C)

MM con inhibicién por
producto)
k' E*C/C+Em*(1+G/KG))

%20 (unidades depende del modelo usado
*uite1)

K= 20 mM

KG=50 ;M

Ki=$0 2uM

| {Condiciones de cada experimento)
I E= 0.042 :mg/mL
fiT=3022c

Compilar y Run

I.mm-muwm
Fle (61 Flawowt Mosel Compte Gogh Paameten Window Mep @Rn N

| METHOD RK4
STARTTIME =
STOPTIME=60
calcular a las 1C
de tiempo

DT = 0.02 :Jnteg
unidades de tien 00
Drour=5 ; nesty
S min
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Ajuste de Modelo:

Anotar las k, KL y Kgal calculadas

Explicar los resultados

Explicar si el modelo es valido

, #25g!

C, #0gl, #15gl,

et saramerer st

Intento de ajuste a MM con inhibicién por producto

Calculando k, KL y KGal

ey ‘Calculo de parametros de bondad de = @

ajuste =

g

oo “[SRC -RM5-error_F de Fisher AICC)
- 1. Usar dos cifras signficativas
.- 2. Seleccionar Todo y Copiar datos: Ctrl+A, Ctrl+C _——
= 3. Pegar en Excel (cuidado con , y . al copiar y pegar en una hoja de m
Excel), ya que los separadores de decimales pueden dar problemas. |
4. Copiar a mano o corregir a mano si no funciona o funciona solo en parte

et s ameter set

De todo este material se dispone de videos adecuados para el apoyo a la docencia
online y presencial. En el Campus Virtual de las asignaturas se puede poner a
disposicion de los estudiantes datos de laboratorio, codigos de programa, guias de
usuario como la Guia de Berkeley Madonna 10.4:

chrome-
extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://www.berkeleymadonna.com/down
loads/BM_Users_Guide_10.4.pdf

Este programa es libre, al menos para llevar a cabo los calculos de regresion no lineal
tipicos en estas practicas, y disponible en:
https://www.berkeleymadonna.com/jmadonna/jmadrelease.html




Se dispone de un programa similar para Aspen Custom Modeler v12.1 aplicable en los
tres casos de estudio desarrollados en este Proyecto de Innovacion Educativa. En la
actualidad, y dentro de un PIE asociado a este, se ha desarrollado un programa similar
en Excel. El objetivo es seleccionar el modelo cinético mas adecuado para representar
la realidad experimental y determinar los valores 6ptimos de los parametros cinéticos.

2) Sintesis de un profarmaco y surfactante basado en glicerina e ibuprofeno
mediante la accién de la lipasa B de Candida antarctica

Guion de la practica

SiNTESIS’DE PROFARMACOS:
MONOGLICERIDO DE IBUPROFENO

CHy

+ H0
HC

OH

SINTESIS DE PROFARMACOS
OH

Ibuprofeno
» Un antiinflamatorio no esteroideo (AINE). Clase: acidos arilpropiénicos.

* Inhibidor de las enzimas COX1 y COX2 (ciclooxigenasas). Inhibe la
sintesis de prostaglandinas por estas enzimas.

» Absorcion intestinal rapida, metabolizado en el higado.

» Elisdbmero S- es el activo; el isomero R- es inactivo pero se transforma
en el S- (es un profarmaco).

» No teratogénico, no carcinogénico y no mutagénico.

» Dosificaciéon: 800-1200 mg/dia. Maximo 2400 mg/dia.

« Efecto principal debido a la inhibicion de COX2: antiinflamatorio,
antipirético y analgésico. Posible neuroprotector.

« Efectos secundarios: nauseas, vomitos, hemorragia digestiva,
ulceracion, posible deterioro funcion renal, formacion de
edemas...producto de la inhibiciéon de la COX1.



SINTESIS DE PROFARMACOS

Accion principal: inhibicion COX1y COX2 (EC.1.14.99.1)

Enzimas ciclooxigenasas o prostaglandin-sintasas. Oxidan el acido
araquidonico a prostaglandinas (transmisores intercelulares).

Araquidonato+AH,+2 O,->Prostaglandina-H,+A+H,0

COOH o 0
N & :
CHs HO OH

COX 1: regulacion de la proliferacion celular
(proteccion gastrica, asociacion plaquetas...)
COX 2: procesos de inflamacién y sefializacion celular

SINTESIS DE PROFARMACOS

Ciclooxigenasas: COX1y COX2 (EC.1.14.99.1)




PRIMERA PRAQTICA: SINTESIS ENZIMATICA
DE MONOGLICERIDOS DE IBUPROFENO

Reactivos

Ibuprofeno en forma acida

Agua Milli-Q

Glicerina grado UPS (99,98%)

Lipasa CALB libre Novozymes (Lipozyme CALB-L)

Metanol para parar la reaccion y preparar muestras de HPLC

Aparatos y materiales

Microtubos eppendorf de 1,5 mL

Viales de muestra para HPLC 1,5 mL

Pipetas automaticas de volumen variable (1000 L, 5 mL)
Puntas de pipeta

Agitador magnético (iman)

Reactor: matraz redondo de 50 mL

Placa de agitacion magnética con control PID de temperatura.
HPLC Jasco con columna C18 Mediterranea (Tecknokroma)

PRIMERA PRAQTICA: SINTESIS ENZIMATICA
DE MONOGLICERIDOS DE IBUPROFENO

Placa de agitacion magnética
con control PID de temperatura
IKA RTD

Agitacion: 400 r.p.m
Tiempo de reaccion: 90 minutos




PRIMERA PRACTICA: SINTESIS ENZIMATICA

DE MONOGLICERIDOS DE IBUPROFENO

Procedimiento

1.

Se pesan 12,5 g de glicerina (v= 10 mL) en el matraz redondo de 50 mLy
se anaden 1,25 mL de agua Milli Q (10 % w/w respecto a la glicerina).

Se pone en dicho matraz un iman y se coloca sobre la placa de calefaccion,
introduciendo la sonda de platino y ajustando la temperatura a 80 °C.

Se ajusta poco a poco la agitacion a 400 r.p.m.

Se pesa la cantidad de ibuprofeno adecuado para que la concentracion sea
de 10 a 80 g/L (con respecto al volumen de glicerina).

Se anade a la glicerina del vaso ya termostatizada y se deja fundir (5
minutos).

Se preparan, entretanto, 8 microtubos eppendorf con 0,75 mililitros de
metanol en cada uno de ellos.

Se toma una muestra del matraz (0,25 mL) y se afiade al primer microtubo
eppendorf, mezclando bien con el metanol. MUESTRA A TIEMPO CERO.

Una vez termostatizada la solucién en el vaso, se afladen a este 1 0 2 mL
de Lipozyme CALB L (Cg=1,50 3 g/L), segun se indique. TIEMPO CERO.

PRIMERA PRACTICA: SINTESIS ENZIMATICA

DE MONOGLICERIDOS DE IBUPROFENO

Procedimiento

8. Se van tomando muestras del matraz (0,25 mL cada) y se afiaden, cada
una, a microtubos que contengan solo el metanol, mezclando.

9. Tiempos de muestreo: 0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 y 90 minutos.

10. Al finalizar de tomar muestras, se afiaden 0,9 mL de metanol en viales de
HPLC y se anade 0,1 mL de cada muestra en cada vial, mezclando.

11. Las muestras son analizadas en HPLC y se aplican calibrados basados en
altura de pico y suma de alturas para conocer la conversion en cada
muestra.

12. Los datos de conversion y tiempo se usan para determinar el modelo

cinético y los valores de las constantes cinéticas mediante el método
integral, utilizando ASPEN CUSTOM MODELER.




PRIMERA PRAQTICA: SINTESIS ENZIMATICA
DE MONOGLICERIDOS DE IBUPROFENO

Analisis RP-HPLC Columna: Mediterranea C18 250x4,6 mm
Eluyente: Metanol 86% agua pH 2.2 14% v/v

Caudal: 0,8 mL/min
Detector: DAD a 2=210 nm.

EXP2T60 IBU-DISOLV t414 DATA [220 nm]
DISOLv

a-MG-IBU

TH 10.00F

x a = = 8 8 3 8 8 ¥ § % ¥ @
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Programa Aspen Custom Modeler v12.1 (cddigo fuente del programa principal)

Model BPBR2022
/IVariables

kdir as realvariable;
krev as realvariable;
Cenz as realvariable;
CIb0 as realvariable;
X as realvariable;

Klb as realvariable;

KMG as realvariable;

Klbinh as realvariable;

//Modelo 1: Orden cero para la reaccion directa y uno para la reaccién inversa
1I$X=kdir*Cenz/Cib0-krev*Cenz*X;

//Modelo 2: Orden uno puro reversible

11$X=kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X;

//Modelo 3: Michaelis-Menten reversible: Hiperbdlico con términos para ibuprofeno y
monoglicérido en el denominador

$X=(kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X)/(1+KIb*CIb0*(1-X)+KMG*CIb0*X);
//Modelo extra: Michaelis-Menten reversible con inhibicion por ibuprofeno

11$X=(kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X)/(1+KIb*CIb0*(1-X)+KMG*CIb0*X+KIbinh*Clb0"2*(1-
X)"2);



End

Programa Berkeley Madonna v10.4 (cédigo fuente del programa principal)

{Parametros del método de integracion}

METHOD RK4

STARTTIME =0

STOPTIME=60 ;Deja de calcular a las 100 unidades de tiempo
DT = 0.02 ;Integra cada 0.02 unidades de tiempo

Dtout=1 ; muestra datos cada 1 min

{Balances a sustratos y productos}
{Reaccion: Glicerina + Ibuprofeno-----> Monoglicerido de ibuprofeno}

d/dt(lb)=-r

d/dt(Glib)=r

Init (Ib)=IBzero

Ibzero=50 ; condicion inicial en mM
Init (Glib)=0 ; condicion inicial en mM
limit Ib >=0

{Modelos cinéticos}
{Modelo 1: Orden cero para la reaccion directa y uno para la reaccion inversa}
r=kdir*E-Krev*E*Glib

{Modelo 2: Orden uno puro reversible}
r=kdir*E*lb-Krev*E*Glib

{Modelo 3: Michaelis-Menten reversible: Hiperbdlico con términos para ibuprofeno y
monoglicérido en el denominador}

;r= (Kdir*E*lb-Krev*E*Glib)/(1+Kib*Ib+KGlib*Glib)
{Modelo extra: Michaelis-Menten reversible con inhibicién por ibuprofenor}

;= (Kdir*E*Ib-Krev*E*Glib)/(1+Kib*Ib+KGlib*Glib+Kilb*1b"2)
kdir=20 ; (unidades depende del modelo usado *min-1)
krev=20 ; (unidades depende del modelo usado *min-1)
Kib=20 ;mM

KGlib=50 ;mM

Kilb=50 ;mM

E=0.042 ; concentracion de enzima

{Expresion del rendimiento}
x=(lbzero-Ib)/Ibzero
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I. Introduccion

En los ultimos afios, se han desarrollado profarmacos para bloquear el grupo de acido carboxilico
de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como una forma de reducir o evitar los efectos
secundarios gastrointestinales. El ibuprofeno (4cido 2-(4-isobutyilpenil) propiénico) pertenece a la
familia de los profenos y es un AINE ampliamente utilizado. Su absorcién intestinal es rapida y su
dosificacién es 800-1200 mg/dia. Suisémero S- es el activo; el isémero R- es inactivo, pero se transforma

en el S- (es un profdrmaco). Es no teratogénico, no carcinogénico y no mutagénico.

Los profenos son medicamentos eficaces para reducir el dolor, la inflamacién y la fiebre. Son
inhibidores de las ciclooxigenasas (COX), que inhiben la produccién de prostaglandinas (transmisores
intercelulares). Se han identificado dos isoformas de COX codificadas por dos genes diferentes. Ambas
isoformas tienen funciones diferentes. COX-1 es una enzima de limpieza que se necesita para los
requisitos basicos como la regulaciéon de la proliferacién celular (proteccién gastrica, asociacién
plaquetas...) y se produce constitutivamente en el cuerpo; mientras COX-2 es una enzima inducible, que
se sintetiza generalmente en respuesta a la secrecién de otros mensajeros quimicos tales como toxinas,

citoquinas, o mitégenos y que participa en procesos de inflamacién y sefializacién celular.

Ademas del potencial terapéutico del ibuprofeno frente a situaciones patolégicas asociadas con
cambios inflamatorios y dolor, también se ha evaluado su eficacia en cancer, neurodegeneracién e
incluso como complemento para hacer mas efectiva la terapia con células madre. Muchas publicaciones
han demostrado que este medicamento puede ejercer un potente efecto neuroprotector sobre
diferentes modelos celulares de varias enfermedades neuronales. En estos modelos, se ha demostrado

que el ibuprofeno suprime la pérdida neuronal vinculada a enfermedades neurodegenerativas.

El ibuprofeno también puede producir un alto nimero de cambios fisiolégicos en el cuerpo, que
conducen a anomalias en el corazén, el intestino y el rifién. La principal explicacién detras de estos
efectos toxicos es la inhibicién no selectiva de las ciclooxigenasas. El efecto negativo mas conocido
cuando el ibuprofeno y sus derivados se administran por un tiempo prolongado son los problemas

gastrointestinales, que se producen debido a la supresion de la sintesis de COX-1.

En esta practica se estudia la sintesis de profarmacos como el monoglicérido de ibuprofeno,

catalizada por la lipasa. Se caracteriza por la reaccién siguiente:

Gl CHs HO
on Ho e NN
+ HO QH —_— H45C +  Hy0
HsC 1 — ]
HsC

B Gly MG w

HaC

El objetivo es estudiar mas ampliamente la cinética de la reaccién para seleccionar un modelo cinético

optimo y sus parametros asociados.



II. Parte experimental

II.1 Materiales e instalacién experimental

El material necesario para esta sintesis es el siguiente: microtubos eppendorf de 1,5 mL, viales
de muestra para HPLC 1,5 mL, pipetas automaticas de volumen variable (1000mL, 5 mL), puntas de
pipeta, agitador magnético (iman), reactor: matraz redondo de 50 mL y placa de agitacién magnética
con control PID de temperatura IKA RTD. Todo este material permite establecer la instalacién
experimental adecuada (/lustracién 1) y realizar las manipulaciones necesarias para obtener los datos

experimentales.

Hustracion 1: Fotografia de la instalacion experimental

I.Z Procedimiento experimental

Nuestro grupo tenia como condiciones experimentales Ciuprofeno = 70 g/L y T = 802C. Para llevar
a cabo la sintesis, el primer paso es pesar 12,5 g de glicerina (V = 10 mL) en el matraz redondo de 50 mL
y afiadir 1,25 mL de agua Milli Q (10 % w/w respecto a la glicerina). Después, hay que poner en dicho
matraz un iman y colocarlo sobre la placa de calefaccién, introduciendo la sonda de platino y ajustando
la temperatura a 802C. A continuacién, se ajusta poco a poco la agitacién a 400 r.p.m. Luego, se debe
pesar la cantidad de ibuprofeno adecuado para que la concentracién sea de 70 g/L (con respecto al
volumen de glicerina), es decir 0,7 g de ibuprofeno. Luego, se afiade a la glicerina del vaso ya
termostatizada y se deja fundir durante aproximadamente 5 minutos. Entretanto, se preparan 8
microtubos eppendorf con 0,75 mL de metanol en cada uno de ellos y se toma una muestra a tiempo

cero de 0,25 mL del matraz y se afiade al primer microtubo eppendorf, mezclando bien con el metanol.
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Una vez termostatizada la solucién en el vaso, se afiaden a este 1 mL de Lipozyme CALB L (Cen.=1,5 g/L).
Este paso representa el tiempo cero. Durante el tiempo de reaccién de 90 minutos, se van tomando
muestras del matraz a intervalos de tiempo regulares de 0,25 mL cada, y se afiaden a microtubos que
contengan solo el metanol, mezclando. Al finalizar de tomar muestras, se afiaden 0,9 mL de metanol en

viales de HPLC y se afiade 0,1 mL de cada muestra en cada vial, mezclando.

Para obtener nuestros resultados las muestras eran analizadas en HPLC, cuyo procedimiento se
detalla en la parte /4. Los datos de conversién y tiempo se usan para determinar el modelo cinético y
los valores de las constantes cinéticas mediante el método integral, utilizando ASPEN CUSTOM
MODELER.

II.3 Meétodos de calculo

Los calculos se pueden hacer mediante dos métodos diferentes: el método grafico (con el método
diferencial o integral) o numérico.
- Meétodo diferencial grdfico

El método diferencial grafico esta basado en la derivacién numérica de los datos integrales mediante

el método de incrementos finitos descrito en la Hustracién 2.

N datos integrales Ca
-(N-1) incrementos
-(N-1) datos diferenciales
R,,:V‘ﬁ‘:d(—’:—A(' C
7 / ar A c A, n L
R _ Ciomy=Catny émed'a ' Punto n+1
fnont] =——————— At foememeea
,.I(ml)_,.un)
(_w - an+Cunm -
A 2 tq 4 tiempo
= n-ml

Hustracion 2: Método simple de incrementos finitos
Este método permite obtener datos diferenciales y analizar la evolucién de las velocidades (incluso las
velocidades iniciales) frente a la concentracién de sustrato para todos los experimentos.
- Meétodo integral grifico

El método grafico con datos integrales consiste simplemente en analizar las evoluciones de los datos
directamente obtenidos, trazando los datos de conversibn de sustrato vs tiempo a varias

concentraciones iniciales de sustrato.

- Método integral numérico

Para el método numérico se estudiaron tres modelos cinéticos diferentes por la funcionalidad

“Estimation” de ASPEN CUSTOM MODELER, y mediante el método integral es decir utilizando los datos
5



de conversion vs tiempo para diferentes concentraciones iniciales de sustrato. El programa utilizado en

ASPEN figura en el Apéndice I. Los modelos probados estan a continuacién.

Modelo de orden cero (reaccién directa)- orden uno (reaccidn inversa)

r= kdir - kravCMG

Modelo de orden uno (reaccion directa)- orden uno (reaccion inversa)

T= kdingly = krevCuc

Modelo Michaelis-Menten (reaccién directa)- Michaelis-Menten (reaccién inversa)

r= kdircyly i krevCMI.‘
1 + K50+ Knec:One

I.4 Anadlisis RP-HPLC

La cromatografia de HPLC es una técnica de analisis cualitativo y cuantitativo que permite la
identificacion, separacién y dosificacién de compuestos quimicos en una mezcla liquida, incluso en
trazas. La muestra para analizar, que contenga una o mas especies, sera arrastrada por una corriente de
fase mévil en contacto con una fase estacionaria. Cada especie migra a una velocidad que depende de
sus caracteristicas y de las de las dos fases presentes. El cromatograma que contiene picos y los datos
asociados del detector ayudan a calcular la concentracién de cada compuesto. Esta técnica es muy
utilizada en varios campos de la ciencia: en particular en la industria farmacéutica y veterinaria, en el

ambito medioambiental, en la biologia y para el analisis de micotoxinas.

El andlisis HPLC se llevaba a cabo en una columna Mediterrdnea C18 250x4,6 mm
(Technokroma) con un eluyente Metanol 86% - agua pH 2.2 14% v/v y un caudal de 0,8 mL/min. El
detector utilizado era el DAD a A = 210 nm. Por fin, se aplicaban calibrados basados en altura de pico y
suma de alturas para conocer la conversién en cada muestra. Se puede ver un cromatograma y la

maquina utilizada en la llustracion 3.

EXP2 T60 IBU-DISOLY t414 DATA [220 nm]
DISOLY

a-MG-1BU ’

2 83 3 888 8 238

[

1BU I

R . S ) *

Hustracion 3: Andlisis HPLC
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III. Resultados y discusion
III.1 Andlisis grafico (cualitativo)

- Método diferencial

Datos diferenciales

w ES

r t=0 (mM/min)
no

0 50 100 150 200 250 300 350 400
C(ibuprofeno) t=0 (mM)

Hustracion 4: Velocidades iniciales frente a varias concentraciones iniciales de sustrato

La [lustracién 4 representa las velocidades iniciales para diferentes concentraciones iniciales de
ibuprofeno. Sugiere que la cinética inicial sigue un modelo de Michaelis-Menten ya que se ve una

hipérbola que llega al cero, lo que es caracteristico de este modelo.

Datos diferenciales

7
6 @
®
5
E @
4
E L ®48,5 mM
= @
E 3 ° 8 ©340 mM
&
ar ®243 mM
P e ® ©
® 145 mM
11 e
®
0o @
0 100 200 300 400

C(ibuprofeno) (mM)

Hlustracion 5: Velocidades frente a Ciny, a varias concentraciones iniciales de sustrato
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En la llustracién 5 estan representadas las velocidades de reaccién frente a concentraciones de
ibuprofeno, y para varias concentraciones iniciales de ibuprofeno. Se ve un haz de curva donde mas
aumenta la concentracién inicial, mas lenta es la reaccién. Entonces la velocidad de reaccién depende
de la concentracién inicial de sustrato. Cualitativamente, se puede concluir que el modelo cinético es un

modelo de Michaelis-Menten con inhibicién competitiva por producto.

- Meétodo integral

Datos integrales

0,9
0,8 ®
0,7

0,6
® ® ® @485 mM

05 .
0,4 y ® 145 mM
243 mM

(1

Conversiéon

3 o oo ®
0,2 [ ] @340 mM
0,1 ]

0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Hustracion 6: Conversion frente a tiempo, a varias concentraciones iniciales de sustrato

Como se puede ver en la llustracién 6, los datos integrales de conversion frente al tiempo se
organizan en un haz de curvas y cuanto mas la concentracién inicial de ibuprofeno disminuye, méas

aumenta la conversion. De esto podemos decir que la reaccién sigue una cinética de orden entre O y 1,
; i 2 —— dx
porque este tipo de evolucién cuadra con la expresién de una cinética de orden 0 (CAOE = k) pero son

curvas (como en un orden 1) y no rectas (como en un orden 0).



II.2 Andlisis numérico (cuantitativo)

- Primer modelo: Modelo de orden cero (reaccion directa}- orden uno (reaccién inversa)

Cypo=48,5 mM
1,40
. °
1,20 =k ——
Ll 070 -
= .
-3 0,60
- ° @ c 0,60
/ () *
» 8 o
(] w 0,50
e 3 3
/e —
£ SSER=—— - occes
/ _
-
£ P
U, v /‘
/
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
oo TR TR T 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Time (min) P " )
e Observed LU
N —o— Predicted
Cip =243 mM Ciso = 340 MM
0,80
0,70 i
0,70 L]
0En .
0,60 .
]
1]
°
®
a0 e —
0,20 & 3= _— P SR SE— —
0,10 | & o
0,00 "
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 60,00
- Time (min)
me (min) { )

Hustracion 7: Datos de conversion frente a tiempo del primer modelo numérico

El modelo de orden cero-orden uno sigue la velocidad siguiente:
= kdir - krevCMG

Se puede ver con la llustracién 7 que este modelo subestima los valores de conversién llegando
a una conversion final mas rapidamente que los experimentos, y esto para todas las concentraciones
iniciales de ibuprofeno excepto para la mas pequefia que esté sobreestimada. En cualquier caso, hay una
disparidad considerable entre la curva de los datos experimentales y la curva de los datos obtenidos con

el modelo. Los valores de las constantes cinéticas obtenidas con este modelo estan en la Tabla 1.

Valor Error
Kair (mM/min) | 2,09 0,654
Keey (min-t) 0,0361 | 0,0150

Tabla 1: Constantes cinéticas del primer modelo numérico



- Segundo modelo: Modelo de orden uno (reaccién directa}- orden uno (reaccion inversa}

Cipp = 48,5 mM Cipp = 145 mM
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> o
» z °
> °

Time (min)

Hustracion 8: Datos de conversion frente a tiempo del segundo modelo numérico

El modelo de orden uno-orden uno tiene esta expresién de velocidad:
r = kaiCip — krevCic

La [lustracién 8 muestra que este modelo sigue las tendencias inversas del modelo de orden
cero-orden uno, también con la diferencia de que la disparidad entre los valores es un poco menor. Es
decir que este modelo tiende a sobreestimar los valores de conversion, con la excepcién otra vez de la
concentracién inicial de sustrato mas baja. Los valores de la concentracién inicial Cpo = 145 mM se
ajustan bien, pero obviamente se ve que el modelo no se ajusta bien para otras concentraciones y que
no seria valido para un gran intervalo de concentraciones iniciales de ibuprofeno. Los valores de las

constantes cinéticas de este segundo modelo estan en la Tabla 2.

Valor Error
Kair (mint) | 0,0207 0,0025
Kiev (min-t) [ 0,00529 0,00243

Tabla 2: Constantes cinéticas del sequndo modelo numeérico
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- Tercero modelo: Modelo de Michaelis-Menten (reaccién directa)- Michaelis-Menten
(reaccién inversa}

1,

W Lo
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Hustracion 9: Datos de conversion frente a tiempo del tercero modelo numérico

@
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B

El modelo de Michaelis Menten-Michaelis Menten (MM-MM) se expresa con la velocidad siguiente:

kdi‘r Cib - k‘rev CMG

r —
1+ KipCip + KpioCue

En la llustracién 9 se ve que este modelo se ajusta muy bien a los datos experimentales para

todas las concentraciones iniciales. El modelo sigue exactamente las tendencias de los datos

experimentales. Esto se debe, por supuesto, a que tiene dos parametros mas que los otros modelos lo

que permite una mayor precisién de ajuste. Por otro lado, tiene sentido que se ajusta mejor el modelo

MM-MM porque hemos visto con los previos andlisis cualitativos que el modelo cinético de la reaccién

es mas bien un modelo de Michaelis-Menten que un modelo de orden 0 o 1. Los valores de las constantes

cinéticas de este dltimo modelo estan en la Tabla 3.

Valor Error
Kair (min1) [ 0,0836 0,0035
Kiey (min-1) | 0,0094 0,0009
Kie (mM-1) | 0,0322 0,0023
Ki» (mM-1) 0,0170 0,0011

Tabla 3: Constantes cinéticas del tercero modelo numérico
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- Comparacién de ajustes: seleccion de modelo y de constantes éptimas

En la Tabla 4 estan resumidos los criterios que permiten comparar los ajustes de los modelos

numéricos, y asi elegir el modelo y los parametros 6ptimos.

Modelo | orden0-1 | orden 1-1 | MM-MM
SRC 0,2460 0,1143 0,0086
F 56,696 324,57 28062

Tabla 4: Comparacicn de los ajustes de los 3 modelos numéricos
Cuanto mayor es el parametro de Fischer (F), mejor es el ajuste y cuanto menor es la Suma de
Residuos al Cuadrado (SRC), mejor es el ajuste. Entonces comparando las SRC, se aprecia que el modelo
de orden 0-1 lleva a los peores parametros y el modelo MM-MM a los mejores. Es igual al comparar los

parametros de Fischer; el mas grande es el del modelo MM-MM, entonces es el mejor ajuste.

Por lo tanto, el analisis numérico nos permite afirmar que el modelo cinético 6ptimo parala reaccién

es el modelo Michaelis Menten-Michaelis Menten, y las constantes cinéticas 6ptimas son las de este

modelo.
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IV. Conclusion

En esta practica se estudi6 la sintesis enzimatica de monoglicérido de ibuprofeno a partir de
ibuprofeno, que se puede describir por la reaccién siguiente: R-COOH + R-OH => R-COO-R" + H20. La
practica y los diferentes analisis resultantes (cualitativas y cuantitativas) permitieron elegir el modelo
cinético 6ptimo de la reaccién, asi como sus constantes cinéticas 6ptimas. El modelo de Michaelis-

Menten sale como el mas adecuado, siguiendo la expresion de velocidad siguiente:

_0,0836.Cyp — 0,0094. Cyyg
T 140,0170.Cy + 0,0322. Corg

r

Conocer bien la cinética de una reaccién como esta es imprescindible en su desarrollo y para
llegar a los mejores resultados posibles en términos de eficiencia de produccién. Como se menciona en
la introduccién, el ibuprofeno y los monoglicéridos de ibuprofeno son compuestos ampliamente usados

y bastante importante a gran escala, lo que necesita un estudio claro y especifico.
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V. Apéndices

Apéndice I: Programa utilizado en ASPEN CUSTOM MODELER

Model BPBR2022

//Variables

kdir as realvariable; // constante cinética de la reaccién directa. realvariable = numero con decimales
krev as realvariable;

Cenz as realvariable;

CIbO as realvariable; // concentracion inicial de sustrato

X as realvariable;

KIb as realvariable;

KMG as realvariable;

Klbinh as realvariable; // constante de inhibicién (tipo Td)

//Modelo 1: Orden cero para la reaccién directa y uno parala reaccién inversa

$X=kdir*Cenz/Cib0-krev*Cenz*X; // $ = d/dt. multiplicando por X y no (1-X) porque es la reaccién
inversay el reactivo es el producto de la directa (1-X se refiere al ibu)

//Modelo 2: Orden uno puro reversible

//$X=kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X; // reaccién directa - reaccién inversa

//Modelo 3: Michaelis-Menten reversible: Hiperbélico con términos para ibuprofeno y monoglicérido
en el denominador

//$X=(kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X)/(1+KIb*CIb0*(1-X)+KMG*CIb0*X);

End
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1) Introduccidn

Las reacciones oxidativas son una de las transformaciones mas importantes de la
industria quimica, sobre todo en el campo farmacéutico y en quimica fina. Su importancia
esta aumentando en el procesamiento, valorizacién y mejora de materia lignoceluldsica en
el campo de las biorrefinerias. Esto, permite sustituir los métodos clasicos que generan
compuestos oxidantes téxicos, baja selectividad y reacciones secundarias, pero
actualmente son més rentables.

Estas enzimas son dependientes de oxigeno ya que lo emplean como sustrato estando su
actividad limitada por la baja solubilidad del oxigeno y por las limitaciones en su
transporte. Por lo tanto, para estudiar el proceso se requerira un estudio cinético del
consumo de oxigeno y del transporte del oxigeno en el reactor. !

Dentro de las enzimas oxidativas, en esta practica se estudiaran las lacasas. Las lacasas
(EC 1.10.3.2) son enzimas que pertenecen a la familia de las polifenol oxidasas que
emplean cobre para la transferencia de electrones y emplean oxigeno como aceptor de
electrones generando agua. Son capaces de oxidar una amplia variedad de sustratos
como compuestos fendlicos, aminas aromaticas y lignina (Polimero formado por
compuestos fendlicos), entre otros. Presentan la ventaja de que presentan una alta
estabilidad, amplia especificidad de sustrato y capacidad de trabajar en condiciones
suaves reduciendo costes de operacion.

Su mecanismo de accion viene dado por su estructura, en la cual hay 4 &tomos de cobre
gue van a ser fundamentales en la oxidacion de los diferentes sustratos. El primer sitio de
oxidacién del sustrato es el cobre T1 coordinado con una cisteina y dos histidinas y
después existe un sitio secundario formado por tres atomos de cobre (uno T2 y dos T3)
coordinados también con dos histidinas. Una vez oxidado el sustrato en el sitio primario
los electrones se transfieren del cobre T1 a los atomos de cobre T2/T3, donde se va a
producir la reduccién del oxigeno a agua. La capacidad de oxidacién de las lacasas va a
depender de el potencial redox del cobre T1 (En torno a 420-790 mV).

Y R

@
1]
©
o
o
©
-l

OH OH

(1sey Auan)

R

0, 2 H,0

s

Figura 1: Mecanismo de accidn de las lacasas sobre compuestos fendlicos. ?

Son enzimas que van a ser producidas y utilizadas por una gran variedad de organismos
como hongos, bacterias, plantas e insectos, siendo las lacasas flngicas las mas
empleadas industrialmente. 3

Presentan una gran diversidad de aplicaciones entre las que destacan:

e Tratamiento de aguas residuales y biorremediacion: Los compuestos fendlicos son
un grupo importante de contaminantes del medio ambiente debido a su elevada
toxicidad y persistencia. Estas enzimas son capaces de oxidar estos compuestos
generando compuestos menos téxicos, por lo que las lacasas estan ganando
interés en este campo.

¢ Blanqueamiento en la industria papelera: En la produccion de papel un paso
fundamental es el blanqueamiento de la pulpa para la eliminacién de la lignina



para mejorar las calidad del papel. En este caso el tratamiento con lacasas permite
la oxidacion de lignina produciendo su degradacion, permitiendo un
blangueamiento de papel en condiciones mas suaves que el proceso quimico.

e Producciéon de bebidas: En la industria de zumos un paso muy importante es la
clarificacién y estabilizacion de los zumos ya que en el proceso de obtencion de
zumos existen una gran variedad de compuestos fenélicos que pueden alterar sus
propiedades organolépticas. Por lo tanto, la oxidacion de estos compuestos
permite un control de la presencia de estos compuestos. *

Debido a su elevado interés, pero sus elevados costes se estan investigando la
inmovilizacién sobre diferentes soportes para permitir su reutilizacion y aumentar su
productividad. Asi como, la inmovilizacién va a permitir un incremento de la estabilidad en
condiciones mas adversas. Sin embargo, presenta inconvenientes ya que se puede
alterar las propiedades de la enzima reduciendo su actividad por cambios
conformacionales y problemas estéricos en el sitio activo, asi como problemas funcionales
y de transferencia de materia cambiando sus propiedades cinéticas. En este caso, se va a
emplear un soporte de agarosa que es un polimero de galactosas modificada con
polietilenimina. En este caso la superficie de la agarosa estara cubierta de grupos amino
cargados positivamente a los que se adsorbera la enzima por intercambio i6nico. °

H3N®
N—NH? 000
¢——O——N \
~ NH ®
N—"""1
s T i — /
suptpor : 00C
O—N ) -
\ Residuos de acido
NH? aspartico y acido glutamico
Polyethyleneimine
(PEI)
2) Objetivo

El objetivo de esta practica va a ser el estudio de la cinética de consumo de oxigeno de
enzimas oxidativas. Este objetivo principal se divide tres subobjetivos:

i) Determinacion de la actividad de enzimas oxidativas mediante la
cuantificacion de la velocidad inicial de consumo de oxigeno disuelto.

i) Inmovilizacion de enzimas oxidativas y determinacién de actividad
mediante la cuantificacion de la velocidad inicial de consumo de oxigeno
disuelto.

i) Determinacion del modelo cinético de la oxidacion de catecol catalizado por
lacasa (polifenol oxidasas).

OH 8]

Lacasa 0

Catecol Benzoduinona

3) Procedimiento



Para llevar a cabo esta practica se va a emplear Catecol como sustrato, una lacasa
comercial Novozym 51003® (Novozymes, Dinamarca). La reaccion se llevara a cabo en
tampoén fosfato pH 7,0 50 mM en viales de vidrio de 10 mL midiendo la evolucion del
oxigeno con el tiempo empleando un sensor de oxigeno de fibra Optica y un sensor de
oxigeno (Pyroscience Gmbh, Alemania).

Como soporte de inmovilizacién se empleara Agarosa 4-BCL (ABT, EEUU) modificada
con polietilenimina (Sigma-Aldrich, EEUU).

V|== 5mL

A)

B)

C)

Estudio oxidacidn catecol por lacasas

El primer paso de esta préactica sera medir la actividad enzimética de la lacasa
para estudiar la actividad que se afiade en cada ensayo.

1° Anadir 4,9 mL de Catecol 1 mM e incubar a 30 °C 5 min para que el medio
alcance la temperatura deseada.

2° Se afaden 100 pL de la preparacion enzimatica que tiene una
concentracién de 0,3 g/L y se empieza a registrar la evolucion el oxigeno.

3° Tras 5-10 min de reaccion se para el experimento y se calcula la velocidad
inicial de la reaccion calculando la pendiente de la recta de consumo de
oxigeno. A partir de la pendiente se estima la actividad de la enzima en U/mL.

Estudio cinético de la oxidacion del catecol

Una vez conocida la actividad de la enzima se va a realizar el estudio cinético
de oxidaciéon de catecol mediante un procedimiento analogo a la medida de
actividad.

1° Se afiaden 4,9 mL de Catecol a diferentes concentraciones (1 mM o 5 mM)
dependiendo del experimento y se deja que alcance la temperatura requerida
(30 °C).

2° Se adicionan 100 pL de la preparacion enzimatica proporcionada a
diferentes concentraciones (0,6-1,2 g/L) y se empieza a medir el consumo de
oxigeno durante 15-30 min hasta que se estabilice la concentracion de
oxigeno. Estos datos seran empleados en la sesion de calculos.

Estudio actividad de la enzima inmovilizada en Agarosa-PEI

Tras estudiar la cinética de la lacasa sobre el catecol y conocer su actividad se
va a estudiar la actividad de la enzima inmovilizada proporcionada.

1° Al igual que en los casos anteriores se van a incubar 4,9 mL de catecol 1
mM hasta alcanzar los 30 °C.

2° Se agita la suspension de enzima inmovilizada para que sea una solucién
homogénea. Se afiaden 100 pL de la suspension al medio de reaccion y se
empieza a registrar la concentracion de oxigeno disuelto.

3° Se mide el consumo de oxigeno durante 5-15 min hasta que deje de
disminuir la concentracion de oxigeno.
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PRACTICA 2 FDBR 2022-23: CINETICA ENZIMATICA

Informe de practicas

Corto: unas 12 paginas. Individual.
1) Introduccioén: 1-2 paginas
2) Métodos de calculo, parametros estadisticos: 1-2 paginas
3) Resultados:
Analisis grafico (cualitativo): Origin o Excel
Método diferencial: graficas de r vs. Cg

Andlisis numérico (cuantitativo): Berkeley-Madonna
Método integral: selecciéon de modelo y constantes del modelo.

4) Discusién y conclusiones sobre los resultados
5) Bibliografia

Entregar hasta el viernes 19 de mayo de 2023 en Tarea en CV, en formato Adobe Acrobat (pdf).
Formato del nombre de archivo: Apellidos_nombre_practica2FDBR.pdf

Programa Berkeley Madonna v10.4 (cédigo fuente del programa principal)

{Parametros del método de integracion}
METHOD RK4

STARTTIME =0

STOPTIME=10 ;Deja de calcular a los 10 min
DT = 0.001 ;Integra cada 0.02 unidades de tiempo
Dtout=0.016 ; muestra datos cada segundo
{Balances a sustratos y productos}
{Reaccidn: 2 Catecol + O2 ----> 2 Quinona + 2 H20}
d/dt(C)=-2*r ; mM/min

d/dt(02)=-r ; mM/min

Init (C)=Czero ; condicion inicial en mM

Init (O2)= O2zero ; condicion inicial en mM
limit C >=0

limit 02 >=0

{Modelos cinéticos}

{orden cero}

r=k*E ; mM/min

{unisustrato irreversible: orden 1}

r=k*E*O2 ; mM/min

{unisustrato irreversible MM}
r=k*E*O2/(Km+02) ; mM/min

k=2 ; (unidades depende del modelo usado)
Km= 0.1 ;mM

{Condiciones de cada experimento}

E= 0.04492 ;mg/mL

Czero=1; mM

0O2zero=0.220 ; mM



Informe de un estudiante (muestra anénima)

INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores ampliamente utilizados en la industria quimica porque
promueven reacciones con alta regio- y estereoselectividad en condiciones muy
suaves. La biocatalisis (sintesis de compuestos utilizando enzimas) se puede estudiar
en disolucién o con enzimas inmovilizadas en un soporte sdélido, y representa una
alternativa a los métodos de sintesis clasicos que generan compuestos mas toxicos [1].

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas oxidativas dependientes de oxigeno de la
familia de las polifenol oxidasas. Estas pueden oxidar una gran variedad de sustratos,
como compuestos fendlicos, aminas aromaticas o lignina, y contienen cuatro atomos
de cobre para la transferencia de electrones. Asi, sus principales aplicaciones son el
tratamiento de aguas residuales, la degradacién de compuestos recalcitrantes toxicos
(polimeros fendlicos) o el blanqueamiento del papel [2]. Las lacasas mas empleadas
en la industria son de origen fungico. Al ser el oxigeno uno de los sustratos de la
reaccion, normalmente la actividad de estas enzimas esta limitada por la baja
solubilidad (Pc: = kn-Cg,) y por las condiciones de transporte [3]. La reaccién estudiada

en esta practica es la oxidacién de catecol en 1,2-benzoquinona, catalizada por lacasa:
OH

OH Lacasa 0
+ % 0, — + HO (1)

Catecol Benzoduinona

Para ello, se mide la desaparicién de oxigeno mediante un sensor de fibra éptica. Otras
alternativas serian medir el catecol mediante HPLC o la 1,2-benzoquinona con
espectroscopia de absorcidn, pues en disolucion presenta un color marrén. Asi:

dC,,

—= = 0TR —OUR = 0 — OUR = qo, * Cg (2)

donde OTR (oxygen fransfer rate) es la es la velocidad de transferencia de oxigeno y
OUR (oxygen uptake rate) su velocidad de consumo. Al no trabajar en las condiciones
de agitacién adecuadas y no generarse un vortice, la transferencia de oxigeno es
préxima a cero y se puede despreciar.

OBJETIVO

El objetivo de esta practica es el estudiocinético del consumo de oxigenoen la reaccion
de oxidacién del catecol catalizada por lacasa, asi como la determinacion de la
actividad enzimatica en la misma reaccién cuando la enzima se encuentra libre o
inmovilizada en agarosa modificada con polietilenimina (PEI).

MATERIALES y METODOS

Para esta practica se emplearon viales de vidrio de 10 mL, catecol a 1TmM o 5 mM en
tampén fosfato pH 7,00 50 mM y una lacasa comercial Novozym 51003® a diferentes
concentraciones y libre o inmovilizada en agarosa-PEl.



A) Estudio de actividad de enzima libre

Para ello, se afadieron 4,9 mL de catecol 1 mM en un vial dentro de un bafo a 30 °C
con agitacién magnética. Tras alcanzar la temperatura deseada, se afiadieron 100 pL
de lacasa de concentracion 0,3 g/L y se introdujo el sensor de oxigeno de fibra éptica
para registrar su evolucion. En el programa del ordenador se observaba directamente
la variacion de la concentracion con el tiempo, obteniendo la pendiente del tramo lineal.

B) Estudio cinético

Con un procedimiento analogo al anterior, se afiadieron 4,9 mL de catecol 5 mM en un
vial y se dejaron en él hasta alcanzar los 30 °C. En los ensayos de otros compafieros
se empled catecol a 1 mM. Seguidamente, se afiadieron 100 pL de lacasa diluida 1:5
(0,04492 g/L) y se empezéd a medir la concentracién de oxigeno. Otros experimentos
emplearon una dilucién de enzima 1:10 (0,02246 g/L).

Con los datos integrales de tiempo y concentracién de cada uno de los cuatro
experimentos con las dos concentraciones de sustrato y las dos de enzima, se
representaron en el programa Origin y se calculd la derivada de cada uno,
correspondiendo a la velocidad de la reaccién (r) [4]. Ademas, con datos diferenciales
de concentracién y velocidad se realizé el analisis grafico de los experimentos.

Igualmente, los datos integrales se exportaron al programa Berkeley-Madonna para
comprobar qué modelo cinético se ajustaba mejor a los datos experimentales y obtener
los parametros cinéticos. Para ello, se comprobaron los siguientes modelos:

Orden 0:r =k - Cg,
Unisustrato irreversible orden 1.+ =k - (g, - Cp,

& & . . . k-Cg,.-C
Unisustrato irreversible Michaelis-Menten; r = —22-%2
Kp+Cp,
k'CEo'COZ

Michaelis-Menten con inhibicién competitiva: r = ———"—=——
KM(1+ OZKG oz)+C02

Ademas, el propio programa también mostraba la representacién de los datos
diferenciales (velocidad frente a concentracién) y la raiz del error cuadratico medio

(RMSE): RMSE = /SRC/(N — K), siendo (N — K) los grados de libertad.
C) Estudio de actividad de enzima inmovilizada

Al igual que en el estudio de actividad de la enzima libre, se afiadieron 4,9 mL de
catecol 1 mM y cuando alcanzé los 30 °C se afiadieron 100 pL de la suspensién de
enzima inmovilizada ya preparada. Previamente, se empleé un vortex para
homogeneizar la suspension de enzima inmovilizada. Al contener residuos de acido
aspartico y acido glutamico, la inmovilizacién de la enzima es por adsorcién i6nica con
la polietilenimina, siendo esta interaccién reversible en funcién del pH del medio. Tras
introducir el sensor de oxigeno de fibra 6ptica, en el programa del ordenador se
observaba directamente la variacion de la concentracion con el tiempo.



RESULTADOS y DISCUSION
A) Estudio de actividad de enzima libre

Tras parar el experimento, se anotd una pendiente y, por tanto, una velocidad inicial de
la reaccion de 110 pymol-L-"'min'. Ademas, teniendo en cuenta que una unidad de
actividad (U) equivale a un pmol-min-', la actividad de la enzima libre es 0,11 U/mL.

B) Estudio cinético

El analisis grafico de los datos integrales experimentales reflejan que la variacion de la
concentracion de oxigeno con el tiempo no es lineal, por lo que se podria descartar un
modelo cinético de orden O en el que la ecuacion integrada seria: Cp, — ng =—k-t

0,25 , .
Ademas, en la figura 1 se observa

= C,=1mM C¢=0.04492 g/L que a mayor concentracion de
0,20 © C=1mM C.=002246g/L|  gystrato (Cs), la velocidad de
4 C,=5mM Cg=0.04492 g/L consumo de oxigeno (pendiente)
v C,=5mM C.=0.02246 g/L también es mayor.

=2
=
I

Igualmente, se aprecia que la
concentracion de enzima (Cg)
influye en la velocidad de reaccion,
por lo que deberia aparecer en el
modelo cinético y se podria
descartar el de orden 1, pues en

[O,] (mmol/L)

0,05 -

0 2 4 6 8 10 ese caso, para una misma
t (min) concentracion de sustrato se
Figura 1: Variacion de la concentracion de deberian obtener exactamente los

oxigeno en funcion del tiempo para cada uno mismos datos.

de los experimentos. ;
Asi, cabe esperar que el modelo

g2 . . cinético valido sea una expresion de

- . Michaelis-Menten, la cual se puede

G " " deducir del andlisis grafico de los

o W W e datos diferenciales experimentales

< . _' '_ o (Figura 2). 'En e.lla, se observa
E - " = mucha dispersion conforme
E -_:_.‘_' = . " aumenta la concentracion de
- . ‘.." . " » oxigeno, sin embargo; esta
-'q,'s_' a " . dispersion es mas llamativa hacia la

o i = R R region de mayores concentracione;,

C: - 0.04492 g/L lo que parece indicar una tendencia

0,0 hiperbdlica de los datos. Aunque en

00 Ok 02 la Figura 2 no se han reflejado todos

1O} (memoliL) los puntos de los cuatros

Figura 2: Datos diferenciales del primer experimentos, el comportamiento
experimento. fue idéntico en todos ellos.



Seguidamente, el andlisis numérico o cuantitativo con el programa de Berkeley-
Madonna confirmé que no se trataba de un modelo cinético ni de orden O ni de orden
1, pues en ninguno de los casos la grafica de velocidad frente a concentracion se
ajustaba a lo observado experimentalmente (Figura 2). Asi, para un orden O la
velocidad se deberia haber mantenido constante con la concentraciéon de oxigeno,
mientras que para un orden 1 la velocidad deberia aumentar linealmente con la
concentracion. En este punto, se podria llegar a interpretar que la figura 2 se asemeja
a este comportamiento lineal, sin embargo, para que fuese correcto se deberia haber
observado dispersion a ambos lados de donde estaria la recta. Por este motivo, las
graficas anteriores no han sido incluidas en este informe, pero los parametros cinéticos
si se encuentran en la tabla 1. De esta manera, el ajuste a un modelo cinético de
Michaelis-Menten si fue adecuado. Cabe destacar que antes de realizar los ajustes, se
fijaron los rangos aproximados de los parametros de cada modelo cinético ensayado.
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Figura 3: Ajuste al modelo de Michaelis-Menten de los datos integrales (arriba) y
diferenciales (abajo) del primer experimento (Cs = 1 mM. Ce = 0,04492 g/L).
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Figura 4: Ajuste al modelo de Michaelis-Menten de los datos integrales (arriba) y

diferenciales (abajo) del segundo experimento (Cs = 1 mM. Ce = 0,02246 g/l).
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Figura 5: Ajuste al modelo de Michaelis-Menten de los datos integrales (arriba) y
diferenciales (abajo) del tercer experimento (Cs = 5 mM. Ce = 0,04492 g/l).
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Figura 6: Ajuste al modelo de Michaelis-Menten de los datos integrales (arriba) y
diferenciales (abajo) del cuarto experimento (Cs =5 mM. Ce =0,02246 g/L).



Tabla 1: Parametros cinéticos de los distintos modelos cinéticos planteados.

K (min-) Ku (mM) RVSE

Orden 0 CEESOTOZ‘EQ"Q L 3,00 0,1 0,0090
K(mM-min") | Ku (mM) RVSE

orden 1 | o S5 ohton il 24,66 0,1 0,0023
K (min) Ku (mM) RMSE

e o SR L 5,46 0,1 0,0033

Michaelis- CEESOTOZZTGM.QIL 2l 01 0,088
Menten cEESo:oirs;gnQ L 6,02 0,1 0,0029
CEESOTO";;;GMQ L 6,01 0.1 0,0041

De nuevo, el valor mas alto del RMSE para el modelo de orden 0 confirma que este no
se ajusta a los datos experimentales. Igualmente, el modelo de orden 1 también se
descarta por el valor tan elevado que se obtendria de la constante cinética (k). Asi, se
confirma que el modelo cinético de la reaccion de oxidacion de catecol catalizada por
lacasa se corresponde con el modelo de Michaelis-Menten, en el cual el orden de
reaccién con respecto al oxigeno es un valor entre 0y 1. De esta manera, la constante
Km de 0,1 mM refleja la afinidad de la enzima por el sustrato. A su vez, se observa que
la constante cinética (k) varia con la concentracion de sustrato. Puesto que el modelo
cinético deberia explicar todos y cada uno de los experimentos realizados y estos
deberian tener las mismos parametros constantes, se presupone que algo esta
variando.

Por consiguiente, se planteé un modelo de Michaelis-Menten con inhibicién competitiva
por producto. Para ello, tras confirmar el modelo de Michaelis-Menten, se mantuvieron
los valores los parametros obtenidos anteriormente y se afadié el parametro de la
constante de inhibicién (Kp).

Tabla 2: Parametros cinéticos del modelo de Michaelis-Menten con inhibicion.

k Km Ko RMSE (datos RMSE (datos

(min) | (mM) [ (mM) integrales) diferenciales)
CEESOEE% | 54 | o1 1,22 0,0071 0,0030
05230112,22"9 | 547 | o1 1,18 0,0043 0,0030
cESSoToiEyQ Ll 602 | o1 1,35 0,0026 0,0030
CESSOTO";;;Z"Q L| 601 | o1 1,35 0,0036 0,0030




En general, parece que el modelo que mejor se ajustaria es el de Michaelis-Menten
con inhibiciéon competitiva por producto. No obstante, para aumentar la precisién del
célculo seria conveniente incluir mas parametros en el modelo cinético, como por
ejemplo la concentracion de catecol, que no se esta teniendo en cuenta.

C) Estudio de actividad de enzima inmovilizada

Tras este Ultimo experimento, se obtuvo una velocidad inicial de consumo de oxigeno
disuelto de 54 pmol-L-*-min', lo que corresponde a una actividad de 0,054 U/mL. De
esta manera, comparando con el valor de 0,11 U/mL de la enzima libre se corrobora
que la inmovilizacién de la enzima implica pérdida de la actividad, aunque aumenta su
estabilidad.

CONCLUSIONES

Con la determinacién de la actividad enzimatica se concluye que antes de inmovilizar
una enzima hay que tener en cuenta cual es la prioridad y buscar un equilibrio entre su
actividad y su estabilidad. De esta manera, el empleo de enzimas inmovilizadas tiene
como principal ventaja su reutilizacién industrial [6]. Asi, en el ejemplo de la reaccién
de oxidacién del catecol catalizada por lacasa, la inmovilizacién de la enzima en
agarosa-PEI| es una interaccién electrostatica y, por tanto, un proceso reversible en
funcién del pH. En definitiva, con este estudio se obtuvo un descenso de la actividad
de la lacasa de 0,056 U/mL. De manera que la inmovilizacién de la enzima reduce su
actividad a la mitad.

Igualmente, resulta interesante sefialar la importancia de haber realizado todas las
medidas a la misma temperatura, ya que la solubilidad del oxigeno depende
directamente de esta magnitud. Por ello, sin un control de la temperatura, las resultados
de cada uno de los experimentos no se podrian comparar y ho se obtendria ninguna
conclusion.

Finalmente, el estudio cinético muestra que un modelo cinético de Michaelis-Menten
es el que mejor se ajusta a los datos experimentales. No obstante, con la intencién de
refinar los resultados también se propuso la posibilidad de que este modelo de
Michaelis-Menten presentase algin tipo de inhibicidn por producto, o mas
concretamente, de inhibicidén competitiva. Por lo tanto, se concluye que este es el
modelo cinético de la oxidacion de catecol catalizada por lacasa, ya que el valor de
RMSE asociado al modelo de Michaelis-Menten con inhibicién es menor que el del
modelo sin considerar la inhibicidn para tres de los cuatros experimentos.

En conclusion, gracias a esta practica se ha podido estudiar la cinética de la oxidacién
de catecol por enzimas lacasas, lo cual es Util para calcular la velocidad de la reaccién,
determinar los pardmetros cinéticos y conocer la afinidad de la enzima por el oxigeno.
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