UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

TESIS DOCTORAL

Ingenieria de biocatalizadores enzimaticos para la
intensificacion de bioprocesos oxidativos

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR
Alvaro Lorente Arévalo

Director

Juan Manuel Bolivar Bolivar

Madrid

© Alvaro Lorente Arévalo, 2024



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

INGENIERIA DE BIOCATALIZADORES
ENZIMATICOS PARA LA
INTENSIFICACION DE BIOPROCESQOS
OXIDATIVOS

PARA OPTAR AL TITULO DE DOCTOR POR LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID
REALIZADA POR:

ALVARO LORENTE AREVALO

DIRECTOR:
JUAN MANUEL BOLIVAR BOLIVAR

MADRID, 2024



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
PROGRAMA DE DOCTORADO EN INGENIERIA QUIMICA

INGENIERIA DE BIOCATALIZADORES
ENZIMATICOS PARA LA
INTENSIFICACION DE BIOPROCESQOS
OXIDATIVOS

PARA OPTAR AL TITULO DE DOCTOR POR LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID
REALIZADA POR:

ALVARO LORENTE AREVALO

DIRECTOR:
JUAN MANUEL BOLIVAR BOLIVAR

MADRID, 2024












AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, tengo que agradecer a mi director de tesis, el Dr. Juan Manuel
Bolivar, por darme la oportunidad de comenzar esta aventura, por confiar y apostar por
mi desde el principio, y por la ayuda, el tiempo y la disponibilidad ofrecida cuando asi lo
requeria. Para hacer una Tesis de calidad, con motivacién y disfrutando del camino, lo
mas importante es el apoyo y la guia del director, asi que solo puedo dar las gracias por

todo el aprendizaje y la experiencia en estos afios.

También quiero, por supuesto, agradecer el apoyo y la ayuda de los lideres del
grupo de Fisicoquimica de Procesos Industriales y Medioambientales (FQPIMA), la Dra.
Victoria Santos y el Dr. Miguel Ladero, por darme la oportunidad de entrar en el grupo,
por hacerme participe de varias colaboraciones en forma de revisiones, capitulos de libro,

etc. y por todo a lo referido a la gestién del grupo y del laboratorio, para nada desdefiable.

Ademas, queria mencionar a mis compafieros de FQPIMA por su ayuda, tanto por
la gestion de pedidos, como problemas con el HPLC, consejos con la tesis, cafés y demas

gestiones varias...Alberto, Victor, Jorge, Celia, Itziar y Lucija muchas gracias por todo.

Mencion especial para los mas recientes que han llegado al laboratorio y otro que
lleva aqui un poco mas de tiempo. Siempre recordaré a David Gonzalez y sus
conversaciones hablando de ciencia, sus invitaciones diarias a tomar café, los videos del
bananero (el Pucela sapeee) y su gran humor a diario...A Santiago Turnay, que lleva
bastante poco, pero se hace notar por donde va, fanatico de las hamburguesas y las carnes
como el que méas y un bastante buen aficionado del Real Madrid como yo, aunque también
me aconsejo de usar el MathType y varias opciones de formato con Word bastante (tiles.
Por ultimo, a Tomas Pedregal, un tio optimista y alegre por naturaleza, con ganas de hacer
una Tesis incluso estando de técnico de laboratorio y que va regalando saludos y
conversaciones con el humor que le caracteriza. Muchas gracias por amenizarme el dia a

dia, espero llevarme estas amistades para siempre.

No me puedo olvidar de todas las personas que han participado activamente, con
sus colaboraciones en experimentos y memorias de fin de Grado o Master, a esta Tesis
doctoral. Muchas gracias a Marwane Bourqgia por sus aportaciones en la inmovilizacién

de lacasa, Pablo Huertas por su trabajo con la tirosinasa, Enrique Recasens por su gran



ayuda con el mecanismo de activacion de la GalOx, Gema Garcia por su investigacion
con la GOX y el suministro de oxigeno y Lucile Arnould con su apoyo en la

inmovilizacion de GalOx y su aplicacion a biorreactores.

En el desarrollo de una Tesis doctoral, la parte humana y social es fundamental.
Por eso, quiero agradecer a los comparieros del grupo de Catélisis y Procesos de
Separacion (CyPS) por su apoyo continuado y por hacerme sentir parte de su grupo, sin
ellos hubiese sido mucho mas dificil el dia a dia en la facultad. Gracias a Diego Rodriguez
por su gran humor y disponibilidad siempre para conversar, a Andrés Cafiada por su
apoyo Y los partiditos de padel, a Eva Sanz por su ayuda y determinacion, a Pablo
Gutiérrez por su apoyo y gran sentido del humor, a Laura y Eli por su amabilidad y
disponibilidad, a Rubén Calero por su simpatia y buen rollo, a Naby Comte y su buen
humor aunque sea del Barca, y a los ultimos llegados, Eva Portillo por su naturalidad y
sus geniales historias en Instagram y a Diego Huber y su competitividad aunque en el

fondo me ama. A todos vosotros mil gracias por todo.

Tampoco me quiero olvidar de Lorena Wilson por su excepcional ayuda en la
correccion de la Tesis y su gran esfuerzo y acogida para que pudiera hacer una cortita
estancia en Chile en la que me senti como en casa. Como durante una tesis doctoral se
pasa mucho tiempo en el laboratorio, es normal conocer a personas de ese entorno. Yo

tuve la suerte de conocer una persona muy especial en este trayecto, Belén Haydée.

Para terminar, quiero mencionar a las personas que mas me han sufrido y ayudado
durante todo este tiempo, sin vosotras obviamente hubiera sido imposible la consecucion
de esta Tesis y mucho mas de lo que esta por venir, muchas gracias por todo, 0s quiero
mucho Raquel y mama. Por Gltimo, mencionar a mi amado perrito Bruno por su

incondicional compafiia y por alegrarme dia a dia.






INDICES




INDICE GENERAL

RESUMEN ...ttt b et b et sae e et e e sbn e nee e e 35
ABSTRACT ettt b et e et s b e be et et nae e e 38
L. INTRODUCCION ...ctiiiiiiiriteeiseeseeseresisses st sssssssss st essssssesssssas 43
1.1. MEDIOAMBIENTE Y QUIMICA SOSTENIBLE .....c.cccvcvveveereeveeeenenns 43
1.2.  EL PAPEL DE LA BIOCATALISIS EN LA QUIMICA SOSTENIBLE ...... 45
1.3, OXIDASAS ... 46
1.3.1. Las oxidorreductasas y sus generalidades ............ccccevveveiiierreresiieseennns 48
1.3.2.  Carbohidrato OXIAASAS ..........ccurverrerieiiriiireisiinie et 51
1.3.3.  POlIfen0l OXidasas..........coerueirireriiinieriee e 60

1.4.  INTENSIFICACION DE BIOTRANSFORMACIONES DEPENDIENTES DE
OXIGENO CATALIZADAS POR ENZIMAS INMOVILIZADAS ...........ccccoou..... 68

1.4.1. Desarrollo de catalizadores enziméticos oxidativos: enfocado en la
ACTIVIHA ..o 72

1.4.2. Desarrollo de catalizadores enziméticos oxidativos: enfocado en la
BSEADT A ..ttt a e 76

1.4.3. Limitaciones de las enzimas dependientes de 0Xigeno ...........ccccccveeveenene 78

1.4.4. Ingenieria de proteinas para intensificar las reacciones enzimaticas

OXTAALIVAS ..o 80

1.45. Ingenieria del medio de reaccion para intensificar las reacciones

ENZIMALICAS OXIAALIVAS ... ettt ettt e e e e e e e e e e e e e eaaae 82

1.4.6. Ingenieria de reactores para intensificar las reacciones enzimaticas

OXTAALIVAS ... bbb 84
1.5.  INMOVILIZACION DE ENZIMAS........oceooeieereeeeeeerseiresessesesessnnsesesnenns 86
1.5.1. Meétodos irreversibles: Inmovilizacion mediante enlace covalente.......... 88
1.5.2.  Metodos reversibles: Inmovilizacion por intercambio ionico .................. 93

1.5.3. Materiales utilizados para la fabricacion de soportes de inmovilizacion . 99

Xii



1.6. DETECCION OPTOQUIMICA DEL OXIGENO Y SU APLICACION EN

BIOCATALIZADORES SOLIDOS .......coveieiceeiieeeieeieeesesiesesesssesessensesesesssnnens 104
1.6.1.  Principios de la deteccion optoquimica del Oa.........ccccoveveiviiicinnnine 104
1.6.2.  Inmovilizacion de indicadores luminiscentes en soportes solidos ......... 106
1.6.3. Deteccion in situ de Oz intraparticula...........cccovverereeneinisc e 107

2. ALCANCE Y OBIETIVOS..... .t 112
3. MATERIALES Y METODOS........coosiiiieictneeeetesetssessessssessesassssessssessssessnes 114

3.1, MATERIALES ... oo 114
311 ENZIMAS ctiiiiiiiiitie ettt 114
3.1.2.  Materiales de iNMOVIlIZaCioN...........ccccooiiiiiiiiiiccee e 115
3130 REACHIVOS ...ttt 116
.14, DALOS....ciiiiiiiieite e 118

3.2. EQUIPOS.....oooeeoeeeeeeeeeeee e eeee e e ese s eee s ee e s e 119
3.2.1.  EQUIPOS 0 FBACCION.......ceiuiiieieiieiesieie ettt 119
3.2.2.  EQUIPOS 0 @NALISIS .....ccueeeiiiiiiiieiesiesie e 122
3.2.3.  EQUIPOS QUXITTAIES .....c.eiiiieieiiesiesiieeeie e 125

3.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES .......coooiiiiieeeee e 126
3.3.1. Medida de la actividad enZimMAtiCa ..........cccereirerriirieneieese e 126
3.3.2.  Activacion de materiales SOPOrtados ..........ccoevrerrerenenieiesese e 127
3.3.3. Inmovilizacion enzimatica en los materiales activados.............c.c.cc.c..e. 130
3.3.4. Caracterizacion de las enzimas inmovilizadas ...........ccccoeeevininiincnnns 131
3.3.5.  Marco tedrico del analisis CINELICO ..........cccereiiirieiiiiieeesee e 131
3.3.6. Estudio de la estabilidad en los biocatalizadores de GalOx.................... 133
3.3.7.  Medida del oxigeno intraparticula.............c.ccceoeiviieeie i 134
3.3.8. Medida de transferencia de oxigeno en biorreactor................ccccceeveenene 136
3.3.9. Reacciones de oxidacion en biorreactor aireado ...........ccccovvvvrerveinrennns 137

3.4, METODOS DE ANALISIS. .....oooiiiriiiiieineesesneeesesssssssssssssessessessseens 138

Xiii



3.4.1. Medida de la concentracion de oxigeno con sensor Optico ............c....... 138

3.4.2.  MEtodos COIOMMEALIICOS ......coviieiieiiiieieie e 140
3.4.3. Cromatografia liquida de alta resolucion............cccccocveverenenieienicinennns 140
3.4.4. Caracterizacion de indicadores luminiscentes mediante TCSPC........... 141
3.4.5.  Microscopia de fIUOIESCENCIA ........cccervreiiiiiiiiie e 142

3.5. RECURSOS INFORMATICOS........cccevieeirieesiirsesieeeseseeieseiesesesseneiesenen, 143
3.6. METODOS MATEMATICOS......ooiiiiiiieineeieessissssessesssssssssessesssenns 144
3.6.1.  MEtodoS de CAICUID ..o 144
3.6.2.  Modelo de reacCion-difusion...........ccccoviireriiiicice e 145
3.6.3.  Parametros eStadiStiCOS.........cruereirerreiiise e 148

4. ANALISIS CINETICO EN FASE HOMOGENEA DE ENZIMAS
OXIDATIVAS DEPENDIENTES DE O2 ...cocuviiiiiiiieeee e 152

4.1. ANALISIS DIFERENCIAL PARA DILUCIDAR LA DEPENDENCIA DE LA
ACTIVIDAD CON EL SUSTRATO PRINCIPAL ......cooiiiiiiiiieisie e 155

4.2. ANALISIS DIFERENCIAL PARA DILUCIDAR LA DEPENDENCIA DE LA
ACTIVIDAD CON EL OXIGENO ......coeveicieicieeieieieie et 157

4.3. ELUCIDACION DE LA CINETICA INTRINSECA DEL O, ANALISIS
INTEGRAL ..o e e e e e et e e et e s e e e er et es e e e es et et e e e s erararneas 165

4.4. APLICACION DEL MODELO CINETICO Y ANALISIS DE LOS CURSOS

DE FORMACION DE PRODUCTO CON EL TIEMPO.......cooooevereeerrirrsierienens 170
5. ANALISIS CINETICO DE ENZIMAS INMOVILIZADAS OXIDATIVAS
DEPENDIENTES DE O2....ocviiiiiiiiiiiiiiitne e 177

5.1. LA CONCENTRACION DE OXIGENO COMO PRINCIPAL PARAMETRO
DE CONTROL DE LA EXPRESION DE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDASA.. 178

5.2. DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA EFICACIA OBSERVABLE
DE LAS OXIDASAS INMOVILIZADAS ... 180

5.3. SIMULACION DE LAS CONSTANTES DE AFINIDAD EN FUNCION DE
LA CARGA ENZIMATICA EN ENZIMAS INMOVILIZADAS..........ccccooevrennn. 183



5.4. SIMPLIFICACION DEL MODELO CINETICO PARA LOS CASOS DE
ALTA DEPENDENCIA DEL OXIGENO ....cooevieeicieeeeieeieee e, 186

55. EVALUACION DE LAS CONSTANTES EXPERIMENTALES DE
AFINIDAD OBSERVABLES EN FUNCION LA CARGA ENZIMATICA.......... 187

5.6. ELUCIDACION DE LA CINETICA INTRINSECA DE LA ENZIMA
INMOVILIZADA MEDIANTE ANALISIS INTEGRAL ......cooevveieieiersie s 192

5.7. OPORTUNIDADES DE INTENSIFICACION DE PROCESOS................. 194

6. ESTUDIO Y APLICACION DE LA GALACTOSA OXIDASA
INMOVILIZADA . ... 200

6.1. MECANISMO DE ACTIVACION DE LA GALACTOSA OXIDASA....... 200

6.1.1. Estudio de la actividad enzimética con distintos activadores................. 200
6.1.2. Influencia del peréxido de hidrogeno en la activacion de GalOx .......... 203
6.1.3. Estudio de activadores y condiciones de reaccion a media escala......... 208

6.2. DISENO DE UN BIOCATALIZADOR AUTOSUFICIENTE DE
GALACTOSA OXIDASA ..o 212

6.2.1. Evaluacion de la actividad enzimatica y la eficacia de la inmovilizacion
213

6.2.2. Estudio de la estabilidad enzimatica............c.cccceevveveeiiiiiciece e, 218
6.2.3. Investigacion y caracterizacion de los factores que limitan la actividad 221
6.2.4. Caracterizacion de la coinmovilizacion del activador............c.c..cocve...e. 229

6.2.5. Aplicacion de un biocatalizador sélido autosuficiente para la oxidacion de

galactosa en reactor aIr€AUO. .........cc.ecveieeie e 231

7. CONTROL Y PREDICCION DE LA DISTRIBUCION DE PROTEINA EN
BIOCATALIZADORES SOLIDOS POROSOS .......cceiviiiriireriersseieieisieinaan, 237

7.1. EL PROCESO DE INMOVILIZACION: TRANSFERENCIA DE MATERIA
Y PERFILES DE CONCENTRACION DE PROTEINAS ......coovveveeeeeeeeeeeenen, 237

7.2. VELOCIDAD APARENTE DE INMOVILIZACION COMO PARAMETRO
PREDICTIVO DE LA DISTRIBUCION DEL CATALIZADOR EN LA
PARTICULA .ottt et e e e e et e e e s e e e s e e e er e e er e e s e e e er e eer et eeerens 242

XV



7.3. INFLUENCIA DEL TAMANO DE PARTICULA Y LA DIFUSIVIDAD
EFECTIVA EN LA DISTRIBUCION DEL BIOCATALIZADOR EN LA
PARTICULA ..o oottt e e e e e e e e e et e e et e et e e e e et e s e e e e er e s aeens 245

7.4. MODULO DE INMOVILIZACION OBSERVABLE COMO MAGNITUD
UTIL PARA PREDECIR LA DISTRIBUCION DEL BIOCATALIZADOR EN LA

PARTICULA ..o e et e e e et r e e e e s e et e et e e e e e e es e e e e eseeraeens 247
8. APLICACION DE ENZIMAS INMOVILIZADAS OXIDATIVAS
DEPENDIENTES DE O2 EN REACTORES AIREADOS .....oovoovoeeeeeeveeeeeera, 259

8.1. PRUEBA DE CONCEPTO EN REACTORES NO INSTRUMENTADOS DE
BAJO VOLUMEN ..o s 259

8.2. REACCIONES DE OXIDACION EN REACTORES INSTRUMENTADOS
DE MEDIA ESCALA ... s 263

8.3. SIMULACION Y APLICACION DEL MODELO CINETICO A
REACCIONES CON SUMINISTRO DE O2..veeeeeee oot eeeeeeeeeeaeeeeaee e 270

8.3.1. Presentacion del modelo cinético doble hiperbolico simplificado con

SUMINISTIO T8 O2 .vievieiesii ettt bbb reas 271
8.3.2.  Simulacidn de cursos de reaccion y andlisis de sensibilidad.................. 272
CONCLUSIONES ..ottt sttt be e 279

9.1. ANALISIS CINETICO EN FASE HOMOGENEA DE ENZIMAS
OXIDATIVAS DEPENDIENTES DE O3 ....ccviviiiiiiiiiiiiin 279

9.2. ANALISIS CINETICO DE ENZIMAS INMOVILIZADAS OXIDATIVAS
DEPENDIENTES DE O3 ....tiiiiiiieiiiee et 279

9.3. MECANISMO DE ACTIVACION DE LA GALACTOSA OXIDASA....... 280

9.4. DISENO DE UN BIOCATALIZADOR AUTOSUFICIENTE DE
GALACTOSA OXIDASA ..o 280

9.5. CONTROL Y PREDICCION DE LA DISTRIBUCION DE PROTEINA EN
BIOCATALIZADORES SOLIDOS POROSOS ........cocoveveveieieieresiese e 281

9.6. APLICACION DE BIOCATALIZADORES ENZIMATICOS EN
REACTORES CON SUMINISTRO DE Oz ....cocvviiiiiiiiiiiiiis 281



10. REFERENCIAS ...

11. ANEXOS

11.3.  TABLAS L

11.4.  FIGURAS ..o

xvii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1. Propiedades de la glucosa oxidasa de Aspergillus niger. ...........cccccvevverunnen. 52
Tabla 1.2. Propiedades de la galactosa oxidasa de Fusarium graminearum................. 58
Tabla 1.3. Propiedades de la lacasa de Agaricus DISPOrUS. ..........ccccveierieienencncnenenn 63
Tabla 1.4. Propiedades de la tirosinasa de Agaricus bISPOrUS..........cccccvevvevieeiecriesinene. 66
Tabla 1.5. Ventajas y desventajas o retos de la inmovilizacion de enzimas. ................ 87

Tabla 3.1. Propiedades técnicas especificas de los materiales de inmovilizacion
empleados, de acuerdo a 10S PrOVEEUOIES. ..........ccviieierieriere s 116
Tabla 3.2. Reactivos empleados en la Tesis, organizados por proveedor y principal
1 0] [Tor: (o ] OSSPSR SSS 116
Tabla 3.2. Reactivos empleados en la Tesis, organizados por proveedor y principal
aplicacion (CONLINUACION). ......c.iiuiieiiiiiriece et 117
Tabla 4.1. Valores de Koz2app Y ACtmax app para tirosinasa obtenidos a partir del analisis
diferencial de los parametros cinéticos aparentes dependientes del oxigeno frente al
sustrato principal [S]. [Etirosinasa] = 0.5 MG-ML™.....cooviiiiiiiieeeecceee e, 164
Tabla 4.2. Parametros cinéticos obtenidos a partir del analisis diferencial para cada
enzima, con Su analisis eStadiStICO. .........ccoviiiiiiiniee s 165
Tabla 4.3. Parametros cinéticos obtenidos del andlisis integral por simple respuesta para
cada enzima, con Su analisis eStAdiSTICO. .......cc.eevcireiciie e 167
Tabla 4.4. Parametros cinéticos obtenidos a partir del ajuste por respuesta maltiple del
analisis integral en Aspen para cada ENZIMA. .........cccccvvevierieiesie e 169
Tabla 5.1. Nomenclatura de las constantes de afinidad en funcion de la variacion del
sustrato principal, el oxigeno y la carga enzimatiCa. ........cc.ccecveveeeieevesese s 184
Tabla 6.1. Caracterizacion de los activadores utilizados para evaluar las velocidades
iniciales de consumo de 0Xigeno con GalOX.........cccccveveiieieeieiie e 202
Tabla 6.2. Resumen de los resultados de la inmovilizacion de GalOx en diferentes
SOPOrtes SOHAOS ACHIVAUOS. .......eivirieiiiiiieiee e 215
Tabla 6.3. Estabilidad de la galactosa oxidasa soluble e inmovilizada a temperatura
ambiente y en condiciones de inactivacion térmica (40 °C). La actividad ofrecida en todas
las preparaciones fue de 50 pmol-min™g™. .......ccccovviiiiiiiec 219
Tabla 6.4. Estabilidad de la galactosa oxidasa soluble e inmovilizada a temperatura
ambiente y variando el medio de incubacion. La actividad ofrecida fue de 54 pmol-min”

1L N AMDOS CASOS. ....cv.veeeeeiceiecee ettt sttt 220



Tabla 6.5. Caracterizacion de la inmovilizacion de hemoglobina en DS-Ag. Se ofrecieron
5 mg-mL* de hemoglobina a 100 Mg de DS-AQ. .......cccevrererriererieeeieeseeiesesee s 229
Tabla 6.6. Comparacion de los resultados de actividad de GalOx inmovilizada con
hemoglobina soluble y cOINMOVIlIZada. ...........cccoevveiiiiieeceeee e 230
Tabla 7.1. Parametrizacion del proceso de inmovilizacion de diversas proteinas mediante
sus médulos de inmovilizacion (IMMteo, IMMObs). vovververierieriiiie e 253
Tabla 8.1. Resumen de las reacciones de oxidacion de glucosa con GOX en reactor no
INSEFUMENTAAOD. ...t bbbttt ettt nbe s 262
Tabla 8.2. Resumen de las reacciones de oxidacion de glucosa con GOX en PEI-Ag con
DIOrreactor de 500 ML, .......ooiiiiiiee e et 264
Tabla 8.3. Resumen de las reacciones de oxidacion de glucosa con GOX en PEI-Ag en
DIOITEACION & 1.0 L. woovieeiiie ettt srenreas 266
Tabla 8.4. Resumen de las reacciones de oxidacion de galactosa con GalOx en biorreactor
08 500 ML, ..ttt nne e nre e e nre e re e s 269
Tabla 11.1. Caracterizacion de la inmovilizacion de GOX sobre PEI-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de fosfato sodico a pH 7. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado, y el valor mostrado es la media de estos
experimentos junto CON SU €rror €StANAN. .........ccvoereiririreeee e 323
Tabla 11.2. Caracterizacion de la inmovilizacion de GalOx sobre DS-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de fosfato sodico a pH 7. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado, y el valor mostrado es la media de estos
experimentos junto CON SU €rror EStANGAN. .........covoerririiereeee e 323
Tabla 11.3. Caracterizacion de la inmovilizacion de lacasa sobre PEI-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de acetato sodico a pH 5. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado, y el valor mostrado es la media de estos
experimentos junto CON SU €rror EStANGAN. .........covieriririie e 324
Tabla 11.4. Caracterizacion de la inmovilizacion de tirosinasa sobre PEI-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de fosfato sodico a pH 7. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado (excepto las dos dltimas), y el valor
mostrado es la media de estos experimentos junto con su error estandar. ................... 324
Tabla 11.5. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del andlisis integral de
maultiple respuesta para la GOX inmovilizada en PEI-AQ........ccocovvievveieiieseee s 325
Tabla 11.6. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del andlisis integral de

maultiple respuesta para la GalOx inmovilizada en DS-Ag.........ccccccevviveiieieeie s, 325

XiX



Tabla 11.7. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del andlisis integral de
multiple respuesta para la lacasa inmovilizada en PEI-AQ........cccooveieveveneie i 326
Tabla 11.8. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del anélisis integral de
maultiple respuesta para la tirosinasa inmovilizada en PEI-AQ. .......ccccceovveeiviiieceenne. 326
Tabla 11.9. Tiempos de vida media del indicador luminiscente Ru(bpds). en disolucion
(con NaPi 50 mM pH 7) en disolucion con PEI (50% vol) e inmovilizado en PEI-Ag, en
distintas condiciones de saturacion CON OXIgENO. .........cccriruriririeieseneseese e 327
Tabla 11.10. Tiempos de vida media del indicador luminiscente Ru(pbbs)sz en disolucién
(con NaPi 50 mM pH 7) e inmovilizado en PEI-Ag, en distintas condiciones de saturacion
(010 0D q Lo =T oo USSR 328
Tabla 11.11. Condiciones de medida del equipo TCSPC empleadas en los ensayos.. 328
Tabla 11.12. Velocidad de reaccién analizada a distintos tiempos en la oxidacion de

galactosa en biorreactor aireado referente a la Figura 6.11...........cccccoeovevveieiicneennn, 329



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. Clasificacion de las oxidorreductasas que poseen aplicaciones en quimica
SINtética 0 aNalTtICA [32]....ccveviiiiieiie e s 50
Figura 1.2. Glucosa oxidasa con sus dos subunidades representadas en azul claro,
mientras que la coenzima FAD se representa en rosa. Imagen de Goodsell (2006),
Instituto de INVEStIGACION SCHIPPS. ..veveieeieeiiiiesteeiesee e ste e sre e e e e e 53
Figura 1.3. El centro activo de la galactosa OXidasa.............ccovrvrerieienicnencieseseias 56
Figura 1.4. Ciclo catalitico simplificado de la GalOx, propuesto por Whittaker [75]. . 57
Figura 1.5. Oxidacion de galactosa (20) para formar D-galactohexodialdosa (21)
catalizada por 12 GalOX [32].....cccveiiiieiieie et 59
Figura 1.6. Cascada enzimética conceptual para la sintesis de é&cido 2,5-
furandicarboxilico (FDCA) a partir de 5-hidroximetilfurfural (HMF) mediante 2,5-
diformilfurano (DFF) utilizando galactosa oxidasa (GalOx) y Candida antarctica lipasa
B (CalB), esquema obtenido de [L02]. .....ccceveiieiieieciese e 60
Figura 1.7. Sitio activo de la lacasa mostrando la orientacion relativa de los atomos de

cobre, esquema obtenido de [L13]....cc.ooiiiiiiiiiieee e 61
Figura 1.8. El centro activo de cobre en la "oxi-tirosinasa", esquema extraido de [32].
........................................................................................................................................ 64
Figura 1.9. Oxidacion de L-tirosina a L-dopaquinona por la tirosinasa. Esquema obtenido
A8 [L39]. oottt ettt b et nerenae e 65
Figura 1.10. Sintesis quimioenzimatica de catecoles sustituidos. Esquema obtenido de
[B2]. ettt ettt re et e 66

Figura 1.11. Cadena de desarrollo de una reaccion dependiente de oxigeno catalizada por
enzimas en SOPOItE SOIITO. ........couiiiiii e 72
Figura 1.12. Caracteristicas de un catalizador enzimatico intensificado dependiente de
0Xigeno en SOPOIE SOIITO. ........cieeiiiicce e 73
Figura 1.13. Factores que modifican la eficacia catalitica de un catalizador enzimatico
en soporte solido dependiente de OXIgEN0. ......ccuiiririeieie e 75
Figura 1.14. Limitaciones/retos de las enzimas dependientes de oxigeno. ................... 79
Figura 1.15. Estrategias de ingenieria enzimatica para la mejora del rendimiento
catalitico industrial, adaptada de [234]. ..o 81
Figura 1.16. Ventajas y desventajas/retos en de las oxidaciones enzimaticas en medios

NO CONMVENCIONAIES. ...ttt enenenennnne 82



Figura 1.17. Ingenieria de reactores para la intensificacion de oxidaciones dependientes
(0 [=] 0Dt o =] T FR SO 85
Figura 1.18. Inmovilizacién covalente multipuntual sobre glioxil-agarosa. Figura
AdAPLAA 0B [279].. e ee et nra s 91
Figura 1.19. Activacion de la agarosa con DVS y posterior reaccion del soporte activado
con proteinas. Figura adaptada de [287]........ccoeeiiiiiiiienieeee s 93
Figura 1.20. Estructura quimica de la polietilenimina ramificada. ...........c.cc.cooevruenenn. 95
Figura 1.21. Agarosa-epoxi recubierta con pelietilenimina, que reacciona por
intercambio i6nico con los grupos de alta densidad negativa de la enzima. .................. 96
Figura 1.22. Estructura quimica del polimero dextran-sulfato............c.ccocevverrienennn. 97
Figura 1.23. MANAE-agarosa recubierta con dextran-sulfato, que reacciona por
intercambio ionico con los grupos de alta densidad positiva de la enzima. ................... 98
Figura 1.24. Principales caracteristicas de los materiales de los soportes empleados para
[2 iNMOVIlizacion d ENZIMAS. ........coevviieiieiece e 100
Figura 1.25. Estructura vertebral de 12 agarosa. ...........cccoeveriiiiininieieicc e 102
Figura 1.26. Deteccién optica de oxigeno en disolucion. Se puede utilizar un sensor
integrado de un punto (a) o un microsensor (b). Para determinar el pH o el O suele
utilizarse un electrodo convencional (c). Figura adaptada de [381]..........cccccecvnvrinnnne 105
Figura 1.27. Etapas en la deteccion in situ del oxigeno intraparticula. ....................... 108
Figura 3.1. Estructura quimicay andlisis elemental del complejo de Rutenio [Ru(pbbs)3]
sintetizado por el grupo GSOLFA de la Universidad Complutense de Madrid........... 118
Figura 3.2. Estructura quimica de los ligandos quelantes bpds y Fisap del Ru(bpds)2
[B08]. ettt renre e 118
Figura 3.3. Sistema experimental de medicién de actividad enzimaética. Consta de una

placa calefactora con termopar y agitacion, junto con viales de vidrio de 7 mL de volumen

10] - 1SS PRRSPTR 119
Figura 3.4. Representacion de los biorreactores de Sartorius y Applikon empleados. 121
Figura 3.5. Sensor de oxigeno FireSting®-PRO de Pyroscience [403]. ......cccccevveee. 123

Figura 3.6. Equipo de fibra Optica sensible a la fase (OPTOSEN®) con su sistema
EXPEITMENTAL ..ot 124

Figura 3.7. Principio de la medicion del tiempo de vida en el dominio de la frecuencia.



Figura 3.8. Decaimiento de la fluorescencia de la rodamina 6G obtenido mediante

LI 2 OSSP 142
Figura 3.9. Microscopio confocal de barrido laser (TCS SP8 de Leica). Imagen obtenida
del CAI de Técnicas Bioldgicas de [a UCM.........cccccoiiiiiiiiciicce e 143

Figura 4.1. Eficacia de la enzima (y) en funcioén de la cinética intrinseca respecto al
oxigeno y la concentracion de sustrato principal inicial............cccooeviiiiiiiiiiciiens 154
Figura 4.2. Determinacion de actividad frente a [S] para las diferentes enzimas,
mostrando la constante de afinidad aparente respecto al sustrato principal, Ksapp. ...... 156
Figura 4.3. Pares de combinaciones de Ks y Koz que satisfacen los valores de Ksapp
calculados PreVIAMENTE. ........ciiiieiee e 157
Figura 4.4. Cursos de consumo de oxigeno simulados a diferentes valores de Ko. (mM)

Y LST/KS. ettt bt n e re e 158
Figura 4.5. Relacion entre actividad observable y actividad maxima, v, frente a Oz a
diferentes valores de Koz (MM) Y STKS. ....ooiiiiiiiiieeee s 159
Figura 4.6. Datos experimentales de actividad (umol-min-t-mg™) frente a concentracion
de oxigeno (M) @ diStintas [S]. ...cccvevveiieiieii e 161
Figura 4.7. Analisis diferencial de los parametros cinéticos aparentes dependientes del
oxigeno frente al sustrato principal [S] para GOX, GalOx y lacasa..............ccccoevvennnne. 163
Figura 4.8. Ejemplo representativo del anlisis integral de simple respuesta con BM para
(0 ) SRS 166
Figura 4.9. Ejemplo representativo del andlisis integral de multiple respuesta con Aspen
PAE GOX. ..t 168
Figura 4.10. Analisis de los limites de operacidn y los cursos temporales de conversion
08 CAUA BNZIMA. ... ettt be st b ens 171
Figura 4.11. Rendimiento de &cido gluconico frente a tiempo para GOX................... 172

Figura 4.12. Conversion de galactosa frente a tiempo para GalOx variando la saturacién
(0 L= T =TSRSS 173
Figura 5.1. Ejemplo de una simulacion del factor de eficacia y y con la carga enzimatica
Y2820 TSSO PRSP 180
Figura5.2. Valores experimentales y simulados del factor de eficacia frente a la actividad
(0] 1 1= o3 o - RSSO SSTS 181
Figura 5.3. Variacion de las constantes observables del modelo cinético en funcion de la
actividad maxima inmovilizada (umol-ming?) y del factor de eficacia a diferentes

valores del Koz iNtrinSeCco (MIM).......coviiiiiieiiiisisee e e 185



Figura 5.4. Justificacion de la simplificacion del modelo cinético para los casos de alta
(14073 (€10 .G T - 110 ) TSP 187
Figura 5.5. Valores experimentales de las constantes cinéticas en funcion del factor de
BTICACIAL ..ttt e 189
Figura 5.6. Analisis diferencial de la actividad de GOX (umol-mint-g™?) frente a la
concentracion de oxigeno (mM) a distintas actividades ofrecidas en cada panel.. ...... 190
Figura 5.7. Ajuste de los datos integrales mediante maltiple respuesta en Aspen para la
(0 ) OSSPSR 193
Figura 5.8. Oportunidades de intensificacion para enzimas inmovilizadas dependientes
(0L 0Dt 0 =] T J RSP R 196
Figura 6.1. Velocidad de reaccion inicial de GalOx variando las concentraciones de los
AISTINTOS ACTIVAUOIES. . .. veviviiiieieeiieee ettt e bbb s 201
Figura 6.2. Cursos temporales de oxigeno para diferentes compuestos activadores junto
con la adicion de catalasa 0 per6xido de hidrAgeno. ..........ccocveevereeneneieneneieeeieas 205
Figura 6.3. Velocidad de reaccion especifica en funcion del tiempo para diferentes
compuestos activadores junto con la adicion de catalasa o perdxido de hidrogeno..... 207
Figura 6.4. Reacciones de cribado para seleccionar las mejores condiciones de reaccién
para la 0Xidacion de QalaCtOSa. ..........ceveiririerieirie e 209
Figura 6.5. Estrategias empleadas para inmovilizar galactosa oxidasa (GalOx) en
0] 010 (=R (0 V7 (o o1 F OSSP RRROPOS 214
Figura 6.6. Caracterizacion de las preparaciones inmovilizadas de GalOx al variar la
actividad ofrecida sobre soporte SOlITO. .........cccoeieiriiiiiiee e 217
Figura 6.7. Rango dindmico de medida del [Ru(bpds).] y [Ru(pbbs)s] en distintas

condiciones de % oxigeno e incubados tanto en disolucién como inmovilizados en PEI-

Figura 6.8. Cursos de consumo de oxigeno tanto en el liquido como en la particula para
diferentes actividades ofrecidas de GalOx sobre VS-agarosa. ..........cccceeererenienienienn 225
Figura 6.9. Cursos de consumo de oxigeno tanto en el liquido como en la particula para
diferentes actividades ofrecidas de GalOx sobre VS-Purolite. .........ccccccoovviieiiniinnns 226
Figura 6.10. Cursos de consumo de oxigeno tanto en el liqguido como en la particula para
diferentes actividades ofrecidas de GalOx sobre dextran sulfato-Purolita.................... 228
Figura 6.11. Reaccion de oxidacion de galactosa en biorreactor con

biocatalizador/activador COINMOVITIZAO. ........ueeeeee e 232



Figura 7.1. Esquema de la nomenclatura de la distribucion de proteina en la particula.

Figura 7.2. Simulacion de cursos de inmovilizacion a diferentes constantes cinéticas
Lo SRS RTTP PP 241
Figura 7.3. Relacion entre las constantes de inmovilizacion intrinseca y aparente
obtenidas a partir de simulaciones de varios procesos de inmovilizacion con diferentes
difusividades efectivas de ProteiNa. .........ccocerereereriiniiere e 243
Figura 7.4. Parametrizacion del gradiente de proteinas en cursos de inmovilizacion..244

Figura 7.5. Influencia de la difusividad efectiva en la distribucién de proteina en la

PAFICUIAL ...ttt sb et b e 246
Figura 7.6. Influencia del tamafio de particula en la distribucion de proteina en la
PAITICUIA.. .o e e et e et e e e e e nan 247
Figura 7.7. Parametrizacion del gradiente de proteina resultante de la simulacion de
diferentes cursos de inmovilizacion variando parametros clave.. ........c.cococeierniienns 248
Figura 7.8. Perfil de concentracion de la proteina GlyDH en la particula.. ................ 250
Figura 7.9. Perfil de concentracion de la proteina GFP en la particula....................... 251

Figura 7.10. Parametrizacion de la distribucion de las proteinas GlyDH y GFP en la
particula utilizando los médulos de inmovilizacion tedrico y observable.................... 252
Figura 7.11. Parametrizacion de la distribucion de diversas proteinas en la particula
utilizando los modulos de inmovilizacion tedrico y observable..............cccccceveiinnnn, 254
Figura 8.1. Cursos temporales de rendimiento a acido glucénico (AG) en reacciones en
1 AQITATON FOLALIVO. ...t 260
Figura 8.2. Cursos temporales de rendimiento a acido gluconico (AG) y [O2] en
reacciones en reactor no instrumentado de 100 mL con GOX en PEI-Ag........c.......... 261
Figura 8.3. Cursos temporales de rendimiento a acido gluconico (AG) y [O2] en
reacciones en biorreactor de 500 mL con GOX en PEI-AQ.. ..cccoovviiiiiiienciceiene 263
Figura 8.4. Cursos temporales de rendimiento a acido gluconico (AG) y [O2] en
reacciones en biorreactor de 1.0 L con GOX en PEI-AQ.. .ccccovevviiivvcce e 265
Figura 8.5. Cursos temporales de conversion de galactosa y [O2] en reacciones en
biorreactor de 500 ML con GalOX €N DS-Ag. ....ccoiiiiiiiiierie e 268
Figura 8.6. Simulacion de los cursos de reaccion con el tiempo empleando el modelo
cinético doble hiperbolico simplificado con suministro de oxigeno y variando kia.... 272
Figura 8.7. Simulacion de los cursos de reaccion con el tiempo empleando el modelo

cinético doble hiperbodlico simplificado con suministro de oxigeno y variando Kw.... 273

XXV






NOMENCLATURA



Nomenclatura

ABTS
Act
Ag
AG
AIC
BM

BSA

CAT
DAD
Deff

DES

DFF

DS

DVS

EDA
EGFP
Fos
Fab
fmod
GalOx

GFP

acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

Actividad enzimatica (umol-min--mg™)
Agarosa

Acido glucénico

Criterio de Akaike

Berkeley Madonna

Albumina de suero bovino
Concentracion de sustrato (mM)
Catalasa de higado bovino

Detector de matriz de diodos
Coeficiente de difusion efectivo (m?-s™)
Disolventes eutécticos de bajo punto de fusion
2,5-diformilfurano

Dextran-sulfato

Divinil-sulfona

Concentracion de enzima (mg-mL™)
Etilendiamina

Proteina verde fluorescente mejorada

F de Fischer al 95% de confianza
Fragmentos de unién a antigenos
Frecuencia de modulacion (kHz)
Galactosa oxidasa

Proteina fluorescente verde



GlubDH
Gly
GlyDH
GOX
Hb
HMF
HPLC
HRP

1gG

kLa

Ko2

Ks

Ksv

LI
L-DOPA
MANAE
Mb

Mecat

NaPi

NOX

Nomenclatura

Glutamato deshidrogenasa

Glioxil

Glicerol deshidrogenasa

Glucosa oxidasa

Hemoglobina

5-hidroximetilfurfural

Cromatografia liquida de alta resolucion
Peroxidasa de rabano picante

Inmunoglobulina G

Flujo molar (mmol-min™

Numero de parametros del modelo cinético
Constante cinética de primer orden (min?)
Coeficiente volumétrico de transferencia de materia (min)
Constante de afinidad del modelo simplificado (mM)
Constante de afinidad del oxigeno (mM)
Constante de afinidad del sustrato principal (mM)
Constante de proporcionalidad de Stern-Volmer
Liquidos i6nicos

L-3,4-dihidroxifenilalanina
Monoamino-N-aminoetil

Mioglobina

Concentracion de catalizador (g-mL™)

Numero de datos experimentales

Tampdn fosfato de sodio

NADH oxidasa

XXiX



Nomenclatura

OTR

OUR

PB

PEI

PET

Pi

Velocidad de transferencia de oxigeno (mM-min™)
Velocidad de consumo de oxigeno (mM-min™)
Azul de Prussia

Polietilenimina

Tereftalato de polietileno

Concentracion local de proteina en el radio de particula i en

comparacion con la concentracion maxima

PID
Pur

Q

r

R

RZ

Ri
exterior (%)
RID
RMSE
ROS
RT

S

SSR
STY
tw2
TCSPC

TOF

Controlador proporcional, integral y derivativo
Purolite LifetechTm (metacrilato epdxido)
Caudal volumétrico (L-min™)

Radio de particula (um)

Velocidad de reaccion (mM-min?)
Coeficiente de correlacion estadistica

Fraccion de proteina acumulada desde el radio i hasta la superficie

Detector de indice de refraccion

Error cuadratico medio

Especies reactivas de oxigeno

Temperatura ambiente

Sustrato principal

Suma de residuos al cuadrado

Rendimiento espacio-temporal

Tiempo de vida medio de la enzima (h)

Recuento de fotones individuales correlacionados en el tiempo

Frecuencia de recambio (s?)



TtADH

TTN

U

Vs

VS

2-L.PS

Nomenclatura

Alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus

Numero total de recambio (Molproducto/MOlenzima)

Unidad de actividad enzimatica (umol-min™-mg?)

Velocidad superficial del gas (m-s™?)

Vinil-sulfona (grupos quimicos)

Sistemas de dos fases liquidas

LETRAS GRIEGAS

SUBINDICES

0

app

calc

exp

ext

Imm

ini

max

Caociente de actividad observada entre actividad maxima (gamma)

Tiempo de vida medio del luminéforo (ns)

Desplazamiento de fase (radianes)

Longitud de onda (nm)

Exponente de la velocidad superficial del gas

Exponente de la velocidad de agitacion

Porosidad de particula

Viscosidad (Pa-s)

En la fase liquida
Aparente
Calculado
Experimental

Exterior

Numero de capa en la proteina (1...

Inmovilizado

Inicial

Méaximo

XXXI



Nomenclatura

obs

sim

sop

standard

30°C

Teo

Observable
Simulado
Soporte

Condiciones de medida en saturacion de aire y [S] establecida, a

Tedrico



RESUMEN/ABSTRACT






Resumen

RESUMEN

Las transformaciones quimicas basadas en procesos enzimaticos han ganado una
enorme relevancia en los Gltimos afios en el contexto del desarrollo sostenible. Las suaves
condiciones de reaccion necesarias unidas a la considerable reduccion de subproductos y
la baja toxicidad de los disolventes empleados y la eficiencia catalitica con exquisita
selectividad han situado a la biocatalisis como referencia de futuro y sostenibilidad.

Dentro de la biocatalisis, las oxidasas son un grupo de enzimas muy atractivas por
su capacidad para oxidar una amplia variedad de sustratos. Su potencial aplicacion en
campos como la remediacidn de contaminantes, la industria farmacéutica o la produccion
de compuestos de interés en biorrefinerias las ha convertido en claros objetivos de
desarrollo en ingenieria de proteinas y bioprocesos. Sin embargo, su aplicacion esta
fuertemente limitada por la baja solubilidad del Oz en medio acuoso, siendo necesario un
aporte continuado de éste durante la reaccion. Tanto la ingenieria de catalizadores como
la de reactores o del medio de reaccion son habituales estrategias para la intensificacion
de procesos dependientes de oxigeno. Aqui es donde entra en juego la inmovilizacion de
enzimas. Esta técnica permite la integracion del catalizador en una matriz sélida para su
uso en operaciones en continuo, asi como una facil separacion del medio de reaccion y
una posible reutilizacion. Ademas, un buen disefio del biocatalizador inmovilizado le
puede otorgar una mayor estabilidad frente a altas temperaturas, disolventes organicos y
condiciones extremas de pH o esfuerzo mecéanico, por tanto, aumentando su
productividad.

En este contexto, en la presente Tesis se busca el disefio y la caracterizacion de
catalizadores inmovilizados dependientes de oxigeno, asi como la identificacion de sus
principales limitaciones y oportunidades de intensificacion. También se estudia el efecto
de la velocidad de inmovilizacion en la distribucion de enzima en la particula y la
importancia de la velocidad de transferencia de oxigeno en los procesos catalizados por
oxidasas.

En primer lugar, se realiza un analisis cinético en fase soluble de cuatro oxidasas
de interés biotecnoldgico, glucosa oxidasa (GOX) galactosa oxidasa (GalOx), lacasa y
tirosinasa. Estas enzimas siguen un modelo cinético hiperbdlico tipo Ping-Pong
dependiente de dos sustratos. Se adquieren datos de cursos completos de consumo de

oxigeno disuelto y se analizan mediante la combinacion de métodos diferenciales e
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integrales. Con esto, se obtiene la dependencia de la velocidad cada enzima respecto a la
concentracion de sustrato principal y oxigeno, y se analizan sus oportunidades de
intensificacion. Los resultados muestran una elevada dependencia de la velocidad
respecto al O, para GOX y GalOx, intermedia para la lacasa y baja para la tirosinasa. Para
terminar, los parametros cinéticos obtenidos se validan y aplican en reacciones de
oxidacion de azUcares en un reactor tipo tanque agitado instrumentado y con suministro
de aire, con buenas predicciones para GOX y GalOx.

Posteriormente se aplica este mismo metodo de analisis, pero con las enzimas en
fase heterogénea. Para eso, se estudia y caracteriza su inmovilizacion en soportes solidos
porosos de agarosa y metacrilato. Se exploran distintas quimicas de inmovilizacion,
aplicando finalmente una reversible por intercambio anionico en GOX, lacasa y tirosinasa
y por intercambio cationico en GalOx. Ademas, se analiza el efecto de la carga enzimatica
en la eficacia observable del catalizador y en las constantes de afinidad observables.
También, se realizan analisis diferenciales e integrales de los cursos de reaccion para
elucidar la cinética intrinseca de cada caso. Por otro lado, se desarrolla un modelo
matematico de reaccion-difusion para simular la eficacia de los catalizadores y analizar
factores limitantes y oportunidades de intensificacion.

Después, se analiza la GalOx en mayor profundidad debido a su interés méas
reciente de aplicacion en biorrefinerias. Se comienza estudiando su mecanismo de
activacion, revelandose la hemoglobina como un excelente candidato para ello. Ademas,
se analiza la influencia del peréxido de hidrogeno en la activacion, descubriéndose como
un elemento a optimizar en la reaccion. Posteriormente, se disefia un catalizador de
galactosa oxidasa, evaluando su actividad y estabilidad en distintas quimicas de
inmovilizacion reversibles e irreversibles. Para investigar mas profundamente las
limitaciones del catalizador, se analiza la concentracion de oxigeno en el interior de la
particula mediante la incorporacién de un indicador luminiscente. Este estudio muestra
claramente el incremento de restricciones difusionales y la disminucion de oxigeno
disponible con el incremento de carga enzimatica. Finalmente, se escoge el catalizador
inmovilizado sobre dextran sulfato-agarosa y se le incorpora la hemoglobina como
activador para su empleo autosuficiente. Esta aplicacion consigue una conversion del
80% en 4 horas de reaccion en un reactor tipo tanque agitado con suministro de aire.

Por otro lado, se examina el proceso de inmovilizacion de proteinas mediante la
aplicacion de un modelo matematico para predecir su perfil de distribucion en la particula.

Con el modelo, se analizan las variables fundamentales del proceso de inmovilizacién y
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se definen parametros para su caracterizacion. Ademas, se define un modulo observable
de inmovilizacion que es capaz de predecir el perfil de distribucion de la proteina segin
su tiempo de inmovilizacion. Para terminar, se valida el modelo de reaccion-difusion
mediante la prediccion de perfiles de concentracion de proteina experimentales.

Finalmente, se realizan reacciones de oxidacion de glucosa y galactosa para
analizar la influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno en el proceso. Paraello,
se emplean los catalizadores previamente disefiados con GOX y GalOx inmovilizadas.
Se comienza por una prueba de concepto en reactores no instrumentados de bajo volumen
(15 mL de volumen de reactor), seguido del escalado a reactores instrumentados de media
escala (0.5 y 1.0 L de volumen de reactor). Durante las reacciones, se monitoriza la
concentracion de oxigeno disuelto y se extraen muestras para el analisis de la evolucion
de sustratos o productos. En cada caso, se varian tanto la velocidad de agitacion como el
caudal de gas para obtener casos paradigmaticos de distintas limitaciones por oxigeno.
Para terminar, se presenta un modelo cinético para simular y predecir los cursos de
reaccion. Se realiza un analisis de sensibilidad observando la influencia del OTR en la
conversion y en las concentraciones de Oz y H20- en la reaccion.

En conclusion, esta Tesis doctoral aborda distintos aspectos de la biocatalisis,
combinando la inmovilizacién enzimética con herramientas de modelado computacional
para el disefio de biocatalizadores enziméticos dependientes de oxigeno y su posterior
aplicacion en biorreactor. Comenzando con un analisis cinético de las oxidasas en fase
soluble y heterogénea, seguido del estudio mas profundo de la inmovilizacion de la GalOx
y examinando la importancia de la distribucion de la enzima en la particula inmovilizada,
para terminar con la aplicacion de los biocatalizadores en reactores con suplemento de

aire.
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Abstract

ABSTRACT

Chemical transformations based on enzymatic processes have gained enormous
relevance in recent years due to their greater respect for the environment. The mild
reaction conditions required, together with the considerable reduction of by-products and
the low toxicity of the solvents used, have positioned biocatalysis as a reference for the
future and sustainability.

Within biocatalysis, oxidases are a very attractive group of enzymes due to their
ability to oxidize a wide variety of substrates. Their potential application in fields such as
pollutant remediation, the pharmaceutical industry, or the production of compounds of
interest in biorefineries has made them clear targets for development in protein
engineering and bioprocesses. However, their application is strongly limited by the low
solubility of O2 in aqueous media, requiring a continuous supply of Oz during the reaction.
Catalyst, reactor, and reaction medium engineering are common strategies for the
intensification of oxygen-dependent processes. This is where enzyme immobilization
comes into play. This technique allows the integration of the catalyst into a solid matrix
for use in continuous operations, as well as easy separation from the reaction medium and
possible reuse. In addition, a good design of the immobilized biocatalyst can give it
greater stability against high temperatures, organic solvents and extreme conditions of pH
or mechanical stress, thus increasing its productivity.

In this context, the present Thesis aims at the design and characterization of
oxygen-dependent immobilized catalysts, as well as the identification of their main
limitations and opportunities for intensification. The effect of the immobilization rate on
the enzyme distribution in the particle and the importance of the oxygen transfer rate in
oxidase catalyzed processes are also studied.

First, a soluble phase kinetic analysis of four oxidases of biotechnological interest,
glucose oxidase (GOX), galactose oxidase (GalOx), laccase and tyrosinase, is performed.
These enzymes follow a two-substrate-dependent hyperbolic Ping-Pong kinetic model.
Data from complete courses of dissolved oxygen consumption are acquired and analyzed
by a combination of differential and integral methods. With this, the rate dependence of
each enzyme on the main substrate and oxygen concentration is obtained, and their
opportunities for intensification are analyzed. The results show a high-rate dependence
on O for GOX and GalOx, intermediate for laccase and low for tyrosinase. Finally, the

kinetic parameters obtained are validated and applied to sugar oxidation reactions in an
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instrumented stirred tank reactor with air supply, with good predictions for GOX and
GalOx.

Subsequently, this same method of analysis is applied, but with the enzymes in
heterogeneous phase. For this purpose, their immobilization on solid porous agarose and
methacrylate supports is studied and characterized. Different immobilization chemistries
are explored, finally applying a reversible one by anion exchange in GOX, laccase and
tyrosinase and by cation exchange in GalOx. In addition, the effect of enzyme loading on
the observable catalyst efficiency and observable saturation constants is analyzed. Also,
differential, and integral analyses of the reaction courses are performed to elucidate the
intrinsic kinetics of each case. On the other hand, a mathematical reaction-diffusion
model is developed to simulate the efficiency of the catalysts and to analyze limiting
factors and opportunities for intensification.

Then, GalOx is analyzed in greater depth due to its more recent interest in
biorefinery applications. We start by studying its activation mechanism, revealing
hemoglobin as an excellent candidate for it. In addition, the influence of hydrogen
peroxide in the activation is analyzed, being discovered as an element to be optimized in
the reaction. Subsequently, a galactose oxidase catalyst is designed, evaluating its activity
and stability in different reversible and irreversible immobilization chemistries. To
further investigate the limitations of the catalyst, the oxygen concentration inside the
particle is analyzed by incorporating a luminescent indicator. This study clearly shows
the increase of diffusional restrictions and the decrease of available oxygen with
increasing enzyme loading. Finally, the catalyst immobilized on dextran sulfate-agarose
is chosen and hemoglobin is incorporated as an activator for its self-sufficient use. This
application achieves a conversion of 80% in 4 hours of reaction in a stirred tank reactor
with air supply.

On the other hand, the protein immobilization process is examined by applying a
mathematical model to predict its distribution profile in the particle. With the model, the
fundamental variables of the immobilization process are analyzed and parameters for its
characterization are defined. In addition, an observable immobilization module is defined
that is able to predict the distribution profile of the protein according to its immobilization
time. Finally, the reaction-diffusion model is validated by predicting experimental protein
concentration profiles.

Finally, glucose and galactose oxidation reactions are performed to analyze the

influence of oxygen transfer rate on the process. For this purpose, previously designed
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catalysts with immobilized GOX and GalOx are used. It starts with a proof of concept in
low volume non-instrumented reactors (15 mL reactor volume), followed by scale-up to
medium scale instrumented reactors (0.5 and 1.0 L reactor volume). During the reactions,
dissolved oxygen concentration is monitored, and samples are taken for analysis of
substrate or product evolution. In each case, both stirring rate and gas flow rate are varied
to obtain paradigmatic cases of different oxygen limitations. Finally, a kinetic model is
presented to simulate and predict the reaction courses. A sensitivity analysis is performed
by observing the influence of OTR on the conversion and on the concentrations of Oz and
H>0O: in the reaction.

In conclusion, this PhD Thesis addresses different aspects of biocatalysis,
combining enzyme immobilization with computational modeling tools for the design of
oxygen-dependent enzymatic biocatalysts and their subsequent application in bioreactor.
Starting with a kinetic analysis of oxidases in soluble and heterogeneous phase, followed
by the deeper study of GalOx immaobilization and examining the importance of enzyme
distribution in the immobilized particle, and ending with the application of biocatalysts

in air-supplemented reactors.
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Capitulo 1. Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. MEDIOAMBIENTE Y QUIMICA SOSTENIBLE

Los ingenieros quimicos reconocen desde hace tiempo la necesidad de tener en cuenta
pardmetros tanto medioambientales como econémicos a la hora de desarrollar procesos
que se aplicaran a la fabricacion de productos quimicos. Mas alla del uso estequiométrico
de reactivos, la catalisis ofrece ventajas significativas y, en la actualidad, se hace cada
vez mas hincapié en las reacciones quimicas mediadas bioldgicamente, denominadas méas
generalmente bioconversiones.

A mediados de la década de 1980, crecia la preocupacion por las grandes cantidades
de residuos que generaba la industria quimica. Estaba claro que era necesario un cambio
de paradigma, desde los conceptos tradicionales de eficiencia y selectividad de las
reacciones, que se centran en gran medida en el rendimiento quimico, a otro que asigna
valor a la maximizacion de la utilizacién de materias primas, la eliminacion de residuos
y la evitacion del uso de sustancias toxicas y/o peligrosas [1]. Habia una necesidad
acuciante de una quimica alternativa, mas limpia, que aprovechara mejor los recursos y
produjera menos residuos. A medida que aumentaba la concienciacion sobre el medio
ambiente, se fue haciendo mas hincapié en la prevencion de residuos en origen que en la
eliminacidn de residuos y el control de la contaminacion mediante soluciones de final de
proceso. La Ley estadounidense de Prevencion de la Contaminacion de 1990 [2] centro
la atencidn en la necesidad de reducir la contaminacion ambiental y reconocié que la
prevencion de residuos en origen no s6lo elimina el coste del tratamiento de residuos sino
que, de hecho, refuerza la competitividad econémica mediante un uso mas eficiente de
las materias primas. Esta ley dio lugar a un cambio fundamental en la estrategia de
proteccion del medio ambiente -del tratamiento de residuos "al final de la cadena" a la
prevencion de residuos- y propici6 la aparicion del término "quimica verde" en la Agencia
de Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos (EPA) a principios de la década de
1990.

Una definicion sucinta de la quimica verde es la siguiente: La quimica verde utiliza
eficientemente las materias primas (preferiblemente renovables), elimina los residuos y
evita el uso de reactivos y disolventes toxicos o peligrosos en la fabricacién y aplicacién

de productos quimicos [3]. La quimica verde es, ante todo, prevencién de la
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contaminacion y disminucion en la generacion de residuos. El término obtuvo
reconocimiento formal con la publicacion de los 12 principios de la quimica verde, por
Anastas y Warner en 1998 en su libro Green Chemistry: Teoria y practica [4], en el que
el elemento fundamental es "benigno por disefio”. Los 12 principios de la quimica verde
pueden resumirse del siguiente modo.

Prevencion de residuos en lugar de remediacion

Eficacia atomica

Materiales menos peligrosos

Productos mas seguros por su disefio

Disolventes inocuos

Eficiencia energética por disefio

Materias primas preferiblemente renovables

Sintesis mas cortas (evita la derivatizacion)

© © N o g~ w D P

Reactivos cataliticos en lugar de estequiométricos

[EEN
©

Disefio de productos para su degradacion

[HEN
=

Metodologias analiticas para la prevencién de la contaminacion

[EEN
N

Procesos intrinsecamente mas seguros
El término desarrollo sostenible se introdujo en 1987 con la publicacion del informe
Brundtland, Nuestro futuro comdn, de la Comisién Mundial sobre Medio Ambiente y
Desarrollo [5]. El informe reconocia la necesidad de un desarrollo industrial y social que
proporcionara a la creciente poblacion mundial una calidad de vida satisfactoria, pero que
ese desarrollo también debia ser sostenible a lo largo del tiempo. El desarrollo sostenible
se definié como "el desarrollo que satisface las necesidades de la generacion actual sin
comprometer la capacidad de las generaciones futuras para satisfacer sus propias
necesidades" [5]. Segun Graedel [6] para ser sostenible, una tecnologia debe cumplir dos
condiciones: (i) los recursos naturales deben utilizarse a un ritmo que no agote
inaceptablemente los suministros a largo plazo, y (ii) los residuos deben generarse a un
ritmo no superior al que pueda asimilar facilmente el entorno natural. Esta muy claro que
una economia basada en recursos fosiles no renovables -petroleo, carbon y gas natural-
consume recursos naturales a un ritmo mucho mayor del que se producen en la naturaleza
y que el dioxido de carbono se esta generando a un ritmo mucho mayor del que puede ser
asimilado por el entorno natural, lo que conduce a un cambio climatico indeseable. Por
tanto, es necesario encontrar un equilibrio entre la equidad social, el impacto

medioambiental y el desarrollo economico. El desarrollo sostenible se diferencia de la
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quimica verde en que incorpora el aspecto econdémico. Si una tecnologia no es
econdmicamente competitiva, no sera sostenible a largo plazo. EI mayor interés por el
crecimiento ecoldgico y sostenible, unido a la creciente preocupacion por el cambio
climatico, ha centrado la atencion en la eficiencia de los recursos y esta impulsando la
transicion de una economia lineal de "tomar-hacer-usar-eliminar" a una economia circular
mas ecoldgica y sostenible [7]. La bioeconomia circular se basa en la utilizacién de
recursos bioldgicos renovables, la minimizacion de residuos y la promocion de procesos
industriales y agricolas que respeten los limites ambientales. En este contexto, se fomenta
la integracion de practicas sostenibles en todos los aspectos de la produccion y el
consumo, lo que contribuye tanto a la mitigacion del cambio climatico como a la

promocion de un desarrollo econdmico equitativo y sostenible.

1.2. EL PAPEL DE LA BIOCATALISIS EN LA QUIMICA SOSTENIBLE

Dentro de la catalisis, la biocatalisis ofrece una serie de caracteristicas que inciden

y enfatizan en aspectos clave de la catélisis como herramienta clave para llevar a cabo

una gquimica sostenible. Los procesos biocataliticos pueden ser ecolégicos y sostenibles

[8-10]:

» Las enzimas proceden de recursos baratos y renovables con una disponibilidad y unos
costes estables, a diferencia de los precios y la disponibilidad fluctuantes de los
escasos catalizadores de metales preciosos.

» Las enzimas son biodegradables, esencialmente no toxicas y no peligrosas.

» Los procesos biocataliticos suelen llevarse a cabo en condiciones suaves, en agua a
presiones y temperaturas cercanas a las ambientales. Esto permite un acoplamiento
relativamente sencillo de procesos en cascada rentables y ambientalmente atractivos
[11].

» Los procesos biocataliticos suelen prescindir la activacién de grupos funcionales, y
etapas de proteccion y desproteccion, lo que permite procesos econdmicos por etapas
[12] que generan menos residuos y son mas rentables y sostenibles que los procesos
convencionales.

» Las enzimas suelen presentar una excelente quimio-, regio- y estereo-selectividad.

El creciente éxito de la biocatalisis en la produccién industrial de sustancias quimicas
en las ultimas dos o tres décadas ha sido posible gracias a los espectaculares avances de
la biologia molecular. Tradicionalmente, el descubrimiento de enzimas implicaba la

recogida de muestras de campo para preparar cultivos microbianos en el laboratorio. El
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desarrollo de la bioinformatica en combinacion con las tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion (NGS) [13] cambié radicalmente esta situacion al permitir la
bioprospeccion de nuevas enzimas codificadas en los genes disponibles en las muestras
recogidas en el medio ambiente. En resumen, el nimero de enzimas disponibles aumentd
drasticamente. Ademas, los avances de la microbiologia industrial en fermentaciones y
sintesis microbiana facilitaron la produccién de enzimas a gran escala y bajo coste
[14,15].

Paralelamente, se desarrollaron actividades totalmente nuevas y mejoras
espectaculares en los atributos esenciales de enzimas nuevas y existentes (actividad,
estabilidad y selectividad) gracias a los avances de la ingenieria de proteinas en evolucion
dirigida [16,17] o mutagénesis racional [18,19]. En procesos industriales, las enzimas
deben trabajar con sustratos a menudo estructuralmente muy diferentes de sus homdlogos
naturales [20] y a concentraciones de sustrato y producto que superan con creces las
habituales en la naturaleza. El enfoque clasico para la optimizacién de procesos consiste
en modificar el proceso para adaptarlo al biocatalizador disponible en el mercado. En
cambio, ahora es posible, con la ayuda de la ingenieria de proteinas, modificar el
biocatalizador para que se ajuste al proceso ideal, en lo que respecta a pardmetros como
la concentracidn de sustrato y producto, la productividad volumétrica y del catalizador
(rendimiento espacio-temporal), el tiempo de reaccion y la selectividad [21].

Sin embargo, la gran estabilidad de la suspension enzimatica en medio acuoso las
convierte en compuestos dificiles de recuperar. Por ello es comin que las enzimas se
utilicen generalmente en un solo ciclo sin reutilizacion, lo que resulta dificil de conciliar
con una economia circular. Este inconveniente puede solucionarse desarrollando métodos
eficaces de inmovilizacion de enzimas, sobre soportes sélidos o retenidas en biorreactores
de membrana, que permitan un reciclaje y reutilizacion para un proceso rentable y
respetuoso con el medio ambiente [22,23]. Ademas de los avances mencionados, otro que
estimula la aplicacion de la biocatélisis en la fabricacion de productos quimicos es la
aparicién de la economia circular de base bioldgica, en la que los productos quimicos se
fabrican a partir de biomasa renovable. Esto implica generalmente la conversién de

carbohidratos en medios acuosos, es decir, condiciones ideales para la biocatélisis.

1.3. OXIDASAS

Las oxidaciones revisten una importancia capital en el ambito de la tecnologia

quimica, ya que posibilitan la sintesis de una amplia variedad de compuestos quimicos,
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el disefio y optimizacién de procesos industriales eficaces, el abastecimiento energético

o el tratamiento de aguas residuales. No obstante, pueden plantear desafios significativos

en términos de selectividad de la reaccion, consumo energético, generacion de residuos o

impacto ambiental. Es por esto que las oxidasas han suscitado un interés creciente en los

ultimos afos, basandose en los avances tanto en el conocimiento cientifico como en la

creciente demanda de métodos sostenibles y eficientes en diversas industrias [24-27]. A

continuacidn, se exponen algunas razones por las que las oxidasas se han convertido en

el centro de una renovada atencion:

Quimica verde y sostenibilidad. Los principios de la quimica verde, que hacen
hincapié en los procesos respetuosos con el medio ambiente, han ganado
protagonismo. Las oxidasas ofrecen una alternativa ecoldgica a los métodos quimicos
tradicionales, trabajando a menudo en condiciones suaves y produciendo menos
subproductos.

Empleo de oxigeno como cosustrato. La elevada disponibilidad de oxigeno
molecular como sustrato hace a las oxidasas unas enzimas siempre interesantes en la
industria biotecnoldgica.

Ingenieria enzimatica y evolucion dirigida. Los avances en ingenieria enzimatica y
evolucion dirigida han permitido a los cientificos modificar y optimizar las oxidasas
para aplicaciones especificas. Esto ha ampliado la gama de sustratos sobre los que
pueden actuar las oxidasas y ha mejorado su eficiencia catalitica.

Sintesis quimioenzimatica de productos farmacéuticos. La industria farmacéutica
ha mostrado un interés creciente por la sintesis quimioenzimatica, en la que las
enzimas, incluidas las oxidasas, se integran en procesos quimicos para agilizar la
produccién de compuestos farmacéuticos. Este enfoque a menudo conduce a una
fabricacion mas rentable y respetuosa con el medio ambiente.

Desarrollo de procesos enantioselectivos. Las oxidasas son cruciales en el
desarrollo de procesos enantioselectivos, que permiten la produccion de compuestos
quirales de gran pureza dptica. A medida que aumenta la demanda de compuestos
enantioméricamente puros, las oxidasas se han convertido en valiosas herramientas
en la sintesis asimétrica.

Aplicaciones biotecnologicas. Las oxidasas han encontrado aplicaciones en diversos

procesos biotecnoldgicos, desde la produccion de biocombustibles hasta la sintesis de
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quimica fina. Su versatilidad las hace atractivas para una amplia gama de aplicaciones
industriales.

e Mayor conocimiento de los mecanismos enzimaticos. La investigacion actual ha
profundizado en el conocimiento de los mecanismos enzimaticos, incluidos los de las
oxidasas. Este conocimiento permite un disefio mas racional y la optimizacién de
catalizadores enzimaticos para reacciones especificas.

e Recursos renovables y biorrefinerias. El cambio hacia una bioeconomia basada en
recursos renovables y procesos sostenibles ha despertado el interés por las enzimas
que pueden contribuir a la conversion eficiente de la biomasa en productos valiosos.
Las oxidasas desempefian un papel importante en estos procesos de bioconversion.

e Avances en ingenieria de bioprocesos. Las innovaciones en ingenieria de
bioprocesos han facilitado el escalado y la aplicacién industrial de las reacciones
enzimaticas. Esto ha hecho mas factible la integracion de las oxidasas en procesos de

fabricacion a gran escala.

En resumen, el reciente aumento del interés por las oxidasas es el resultado del
creciente énfasis en las tecnologias sostenibles y ecoldgicas, junto con los avances en
ingenieria de enzimas, biocatalisis y nuestra comprension de los mecanismos
enzimaticos. La versatilidad de las oxidasas para llevar a cabo oxidaciones selectivas y
eficientes las sitia como herramientas valiosas en la busqueda de procesos quimicos mas
sostenibles y econémicamente viables.

Las oxidasas son un tipo de enzimas que catalizan reacciones de oxidacién en las que
un sustrato actia como donante de electrones, mientras que una molécula aceptora de
electrones, como el oxigeno molecular (O.), actia como aceptor final de electrones,
formando agua, perdxido de hidrdgeno u otros productos oxidados. Ademés, son
importantes en sistemas biol6gicos porgque participan en procesos esenciales, como la
respiracion celular, la biosintesis de compuestos secundarios y la eliminacion de

metabolitos toxicos.

1.3.1. Las oxidorreductasas y sus generalidades

Las enzimas oxidorreductasas incluyen al menos 26 subclases de enzimas implicadas
en vias metabdlicas cruciales para la célula [28]. Catalizan reacciones de oxidacion-
reduccion que implican la transferencia de electrones, libres 0 como atomos de hidrégeno,
entre un donante (agente reductor, que se oxida) y un aceptor (agente oxidante, que se

reduce), o la transferencia de atomos de oxigeno del O, que se reduce, a una molécula
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organica, que se oxida. Estas reacciones representan al menos un tercio de todas las
reacciones enzimaticas registradas en la base de datos BRENDA (BRaunschweig
ENzyme DAtabase) [29].

Las oxidorreductasas desempefian un papel fisiologico fundamental, catalizan
reacciones cruciales en todos los sistemas vivos. Para ello, emplean cofactores solubles
complejos que intervienen en la catalisis. Se utilizan en el desarrollo de tecnologias
quimicas para reducir o eliminar la generacién de sustancias peligrosas generadas en la
produccién de compuestos quimicos [30,31]. Este grupo de enzimas puede actuar sobre
una amplia variedad de compuestos organicos (alcoholes, aminas y cetonas) e inorganicos
(incluidos pequefios aniones sulfito y metales como el mercurio).

Los aceptores de electrones, es decir, los compuestos que oxidan el sustrato de interés
se pueden dividir en dos categorias, inorganicos u organicos. Entre los inorganicos,
algunos ejemplos comunes incluyen el oxigeno molecular (O), el ion ferroso (Fe?*), el
ion clprico (Cu?"), el nitrato (NO3") o el sulfato (SO4%). Estos aceptores inorganicos
suelen ser utilizados por microorganismos en procesos de respiracién anaerobia o en la
descomposicion de compuestos inorganicos. Los ejemplos mas comunes de cofactores
organicos incluyen el NAD(P)* (nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato)), el FAD
(flavin adenina dinucleétido) y el FMN (flavin mononucleétido), asi como compuestos
orgénicos como el piruvato, el acetato, el succinato y el citrato. Asimismo, algunas
enzimas contienen cofactores que son grupos prostéticos mas grandes, como los grupos
hemo, que contienen metales como el hierro, y participan en la catalisis de reacciones
redox. Estos aceptores organicos de electrones suelen ser utilizados en procesos
metabdlicos por microorganismos y células eucariotas para la generacion de energia y la
sintesis de compuestos celulares.

A finales de julio de 2010, casi 1200 tipos diferentes de oxidorreductasas fueron
clasificadas por el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (NC-IUBMB). En el cddigo clasico de cuatro digitos propuesto en
1961 (EC a.b.c.d), se asignd el nimero "1" para indicar la clase de oxidorreductasas
(primera cifra, "a"). La segunda cifra ("b") indica el grupo funcional que se oxida o se
reduce ("1" denota un grupo CHOH, "2" un grupo CHO o CO COOH o monoxido de
carbono, etc.). La tercera cifra ("c") suele indicar el tipo de aceptor implicado: "1" indica
NAD(P)", "2" un citocromo, "3" oxigeno molecular, "4" un disulfuro, "5" una quinona o
un compuesto similar, "6" un grupo nitrogenado, "7" una proteina ferrosulfurada, "8" una

flavina, hasta "99" otros aceptores. En subclases EC 1.13 (oxidorreductasas que actlan
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sobre donantes Unicos con incorporacion de oxigeno molecular) y EC 1.14
(oxidorreductasas que acttan sobre donantes emparejados, con incorporacion o reduccion
de oxigeno molecular), se utiliza un esquema de clasificacion diferente, y subclases
(identificadas por la cifra "c") se numeran a partir de 11 en adelante. También se

denominan "oxigenasas" y, mas concretamente, "monooxigenasas™ o "dioxigenasas”, en
funcion del nimero de &tomos de oxigeno incorporados en el sustrato oxidado.

Las peroxidasas (oxidorreductasas que actlan sobre un perdxido como aceptor)
también se clasifican de forma diferente. Los tres primeros digitos son siempre EC 1.11.1,
mientras que los diferentes sustratos que se oxidan se identifican mediante la cuarta cifra
("d™) del codigo.

La Figura 1.1 muestra algunas de las oxidorreductasas que han encontrado
aplicaciones significativas en quimica sintética o analitica. En cuanto a la explotacion de
enzimas aisladas, se ha relacionado principalmente con oxidorreductasas en las que
intervienen tres tipos de aceptores: NAD(P)" (deshidrogenasas y enoato reductasas),
oxigeno (oxidasas, monooxigenasas, dioxigenasas) y peroxido de hidrégeno

(peroxidasas).

| OXIDOREDUCTASE (EC 1.b.c.d) |

‘ Acceptor involved I

|
| I | | | |

NAD(P)* Cytochrome o) Disulfide Quinone Others Peroxide
(EC 1.b.1.d) (EC 1.b.2.d) ‘ (EC 1.b.4.d) (EC 1.b.5.d) (EC 1.b.99.d) (EC 1.11.1.d)

ENOATE
REDUCTASES
OXIDASES
DEHYDROGENASES

EC1110 AGHODR o 113, Glooss oase
EC1.41d Amine DH EC1.1.3.6 Cholesterol oxidase EC1.13.11.d Dioxygenases
EC154d FMN reductase EC1.1.3.9 Galactosa oxidase EC1.13,12.d Monooxygenases
EC 1.1.3.10 Pyranose oxidase
EC 1.1.317 Chaline oxidase
EC1.43d Amino acid oxidase
EC1.434 Monoamine oxidase
EC 1,10.3,1 Catachol oxidase (fyrosinase)
EC1.10.32 Laccase

EC1.1.99.28 Glucose-fructose EC 1.11.1.3 Fatty acid
oxidoreductase roxidas

EC 1.1.99.29 Pyranose DH EC1.11.1.6 Catalase

EC 1.11.1.7 Peroxidase

Acting on pair donors
with incorporation of
molecular oxygen

Acting on single donors
with incorporation of
molecular oxygen

MONOOXYGENASES

EC1.14.13.22 Cyclohexanone moncoxygenase

EC 1.14.14.1  Microsomal P450

EC1.14143 Luciferase

EC 1.14.123 Benzene 1.2-dioxygenase EC1.14.181 Monophenol menooxygenase (tyrosinase)
EC 1.14.12.11 Toluene dioxygenase EC 1.14.98.14 Progesterone 11m-monooxygenase

EC 1.14.1212 Naphthalene 1,2-dioxygenase

Figura 1.1. Clasificacion de las oxidorreductasas que poseen aplicaciones en quimica

sintética o analitica [32].

Retomando el grupo de las oxidasas (EC 1.b.3.d), éstas contienen también las alcohol
oxidasas, las amina oxidasas y las aminoacido oxidasas entre otras, aunque no se
profundizara en ellas. La discusion se centrara en dos carbohidratos oxidasas (glucosa

oxidasa EC 1.1.3.4 y galactosa oxidasa EC 1.1.3.9) y dos polifenoles oxidasas (lacasas
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EC 1.10.3.2 y las catecoloxidasas que actuan sobre los difenoles y sustancias afines,

también conocidas como tirosinasas EC 1.10.3.1).

1.3.2. Carbohidrato oxidasas

Glucosa oxidasa

La glucosa-1-oxidasa (GOX) EC 1.1.3.4, es una enzima bien caracterizada (Tabla
1.1), que cataliza la oxidaciéon de la beta-D-glucosa (Ec. 1.1) a D-gluconolactona y
peroxido de hidrogeno [33,34]. El per6xido de hidrégeno se suele eliminar
cataliticamente para formar agua y medio mol de oxigeno (Ec. 1.2), mientras que la D-
gluconolactona se descompone de manera espontanea y rapida para producir acido
gluconico (Ec. 1.3). Ademas, la actividad enzimatica de la GOX se reduce cuando el
peroxido de hidrégeno no se elimina e inactiva la enzima [33]. También, si el producto
de descomposicion de la D-gluconolactona, el acido glucénico (CsH1207) se acumula, se
reduce el pH de la solucion. Curiosamente, se han publicado estudios que es muestran
que tanto el &cido glucénico [35] como el peroxido de hidrégeno [36,37] pueden provocar

inhibicion por producto en la GOX.

D-glucosa + O, —2% 5 D-gluconolactona + H,0, (Ec 1.1)
2-H,0, —24%_,95.H.0+0, (Ec 1.2)
D-gluconolactona + H,0 —&RMa_, acido glucénico (Ec 1.3)

Estructuralmente, como se muestra en la Figura 1.2, la glucosa oxidasa es un
homodimero formado por dos subunidades idénticas de 80 kDa idénticas y dos
dinucledtidos de flavina adenina (FAD). El cofactor FAD actla como transportador de
electrones durante la catélisis [34]. La forma mas cominmente disponible de la enzima
procede del hongo Aspergillus niger y contiene alrededor de un 20 % en peso de amino
azUcar y aproximadamente 16-19 % en peso de carbohidratos, de los cuales el 80 % en

peso es N- u O-glucosidicamente unido a moléculas de manosa [38-40].
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Tabla 1.1. Propiedades de la glucosa oxidasa de Aspergillus niger.

Propiedad Valores
Peso molecular 150-186 kDa [38-40]
Actividad especifica (pH )
80-172 pumol-min*.mg™[38,40]

5.6; 25-37°C)

Kwm (constate Michaelis 50-74 mM (pH 5.5; 15-30°C, oxigeno; [41])
respecto a glucosa) 33 mM (pH 5.6; 25°C, oxigeno; [38])

Rango de temperatura 20-50°C [42]

Rango de pH 4-7 [36,39]
Punto isoeléctrico (pl) 4.2 [43]

La glucosa oxidasa es una enzima producida de forma natural por algunos hongos
e insectos [32]. Como era de esperar, su funcion natural estd estrechamente relacionada
con su actividad catalitica (Ec. 1.1-1.3). La funcion principal de la GOX es actuar como
agente antibacteriano y antifungico mediante la produccién de peroxido de hidrogeno. El
estrés oxidativo permanente a través del mantenimiento de peroxido de hidrégeno a baja
concentracion por la actividad catalitica continua de GOX ha sido reportado en la
literatura [44-46], siendo muy eficaz contra el crecimiento bacteriano o fungico,
especialmente si el microorganismo no produce eliminadores de perdxido de hidrégeno
como la catalasa. La descomposicion del perdxido de hidrégeno por la catalasa intrinseca
del microorganismo puede protegerlo contra el efecto antibacteriano o antifungico del
peréxido de hidrégeno. Sin embargo, no es tan eficaz si el peroxido de hidrogeno es
producido constantemente por la GOX. Experimentos anteriores han demostrado que el
nivel micromolar de perdéxido de hidrégeno que se mantiene permanente por la actividad

catalitica de GOX ya es suficiente para inhibir el crecimiento celular [47].
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Figura 1.2. Glucosa oxidasa con sus dos subunidades representadas en azul claro,
mientras que la coenzima FAD se representa en rosa. Imagen de Goodsell (2006),

Instituto de Investigacion Scripps.

La glucosa oxidasa es capaz de oxidar monosacéridos, nitroalcanos y compuestos
hidroxilicos [34]. Tomando como referencia la velocidad de reaccion de la glucosa
(100%), solo la 2-deoxi-D-glucosa (20-30%), la 4-O-metil-D-glucosa (15%) y la 6-deoxi-
D-glucosa (10%) son oxidadas por la glucosa oxidasa de A. niger a una velocidad
significativa [43,48]. Las actividades de la glucosa oxidasa frente a otros sustratos son
tipicamente pobres, con velocidades de reaccion inferiores al 2% de la de la glucosa
[43,48].

La utilidad de la GOX en diversos campos ha desencadenado la blsqueda de nuevas
fuentes de produccién a partir de otras especies de hongos e insectos para satisfacer la
demanda de propiedades mejoradas, como una mayor actividad catalitica [49]. A

continuacion, se muestran sus principales aplicaciones.

Aditivo alimentario

La glucosa oxidasa tiene la consideracion de “Generalmente considerada segura”
(GRAS) segun la clasificacion de la FDA (Administracion de alimentos y drogas de EE.
UU.) y esta disponible a granel para su uso en la industria alimentaria como aditivo en
forma liquida (p. €j., envase de 5 litros) o en polvo (p. €j., bolsa de 2 kg). A menudo se
clasifica con propiedades antioxidantes, conservantes y estabilizantes. Hay muchos
productos alimentarios en los que se puede utilizar la GOX y se puede encontrar una lista
detallada en la base de datos de la Comision del Codex Alimentarius [50]. El preparado

de GOX de calidad alimentaria utilizado suele contener una mezcla de GOX y catalasa
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porque las dos enzimas se encuentran juntas de forma natural en la pared celular del
micelio [51]. La separacion de la GOX de la catalasa es costosa y no es esencial en los
preparados de calidad alimentaria. Ademas, la catalasa ayuda a descomponer el peroxido
de hidrogeno producido por la GOX, reduciendo asi su inhibicion y desactivacion [36,37].
Ademas, se utiliza en la industria alimentaria:
e Posee un uso importante en los productos lacteos y el sistema de la
lactoperoxidasa como productor de H20, de forma continua [52].
e Se utiliza como oxidante eficaz para producir pan con textura mejorada y un
mayor volumen de la hogaza [53,54].
e Se ha empleado para la eliminacion de glucosa sobrante y como aditivo
antimicrobiano en la produccion de huevo en polvo deshidratado [55].
e Se utiliza como antioxidante/conservante (eliminador de oxigeno) en alimentos
enlatados/envasados [56].
e También se ha usado para disminuir la cantidad de alcohol en los vinos,
reduciendo la cantidad de glucosa disponible en el medio de fermentacion [57].

Produccion de acido glucénico

El &cido gluconico y sus sales derivadas son “Generalmente consideradas seguras”
(GRAS) y pueden utilizarse en una amplia gama de industrias [58] como el tefiido de
textiles, la limpieza de superficies metalicas, los aditivos alimentarios, los detergentes, el
hormigon, los cosméticos [59] y los productos farmacéuticos [60]. Como aditivo
alimentario, puede utilizarse como regulador de la acidez, gasificante, estabilizador del
color, antioxidante y agente quelante en pan, piensos, bebidas, etc. [61,62].
Industrialmente, el &cido gluconico se produce principalmente por fermentacién [63], con
una producciéon mundial estimada de unas 5-10*-10-10%*oneladas/afio [60,64].

Como todos los procesos de fermentacidn, existen algunas desventajas. Los cultivos
requieren varios nutrientes adicionales y al menos varios dias para crecer y realizar la
bioconversion. Ademas, los cultivos producen subproductos no deseados, necesitan
purificaciones posteriores y consumen sustratos que impiden una alta eficiencia de
conversion. Por tanto, el uso de la conversion enzimatica se considera un método viable
para reducir los costes y tiempo de produccion [65]. Por ejemplo, durante 1997 y 2003 se
presentaron patentes que reivindicaban un proceso basado en GOX, capaz de alcanzar
casi 100% de conversion, requiriendo menos tiempo que la fermentacion y sin impurezas

[66,67]. El biorreactor que utiliza glucosa oxidasa inmovilizada es una de las
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configuraciones preferidas que se estan investigando [68]. La inmovilizacion permite
reusar las enzimas, reduce los costes y permite un disefio relativamente més sencillo de
los reactores para producir &cido gluconico de forma continua y eliminar el producto
deseado. A pesar de estas ventajas potenciales la falta de adopcion industrial implica que
hay importantes obstaculos que superar antes de que se produzca la adopcion masiva de

proceso de bioconversion basado en enzimas.

Sensores de glucosa

Newman y Turner [69] estimaron en 2005 que el valor de mercado mundial de los
biosensores es de unos 5.000 millones de dolares, y el 85% se atribuye a los biosensores
de glucosa, y muchos de estos sensores disponibles en el mercado se basan en la GOX
inmovilizada. La glucosa oxidasa se utiliza comUnmente para construir biosensores
amperométricos para aplicaciones médicas [69] y la industria alimentaria [70]. Se aplica
un potencial eléctrico constante entre el electrodo de trabajo y el de referencia,
provocando una reaccion catalitica que impulsa el flujo de corriente que es proporcional
a la concentracion de la molécula objetivo [71]. Estos sensores amperométricos de
glucosa basados en la GOX pueden dividirse en tres generaciones segln su principio de
funcionamiento y desarrollo histérico [69].

1. En la primera generacion, la concentracion de oxigeno o peréxido de hidrégeno,
medida por un electrodo apropiado, se utiliza como indicador de la concentracion
de glucosa. Sin embargo, la interferencia por otras especies redox es un problema
de este disefio.

2. Enlasegunda generacidn, se utilizan mediadores para transportar electrones entre
la enzimay el electrodo. Este mediador sustituye al oxigeno, el cual era necesario
y a menudo limitado en la primera generacion. Por desgracia, todavia sufre,
aunque menor medida que la primera generacion, de las interferencias debidas a
otras especies redox como el oxigeno.

3. Para eliminar las interferencias, en la tercera generacion, se emplea la
transferencia directa de electrones de la enzima al electrodo a través de una serie

de centros de transmision "cableados".

Por otro lado, también existen los sensores de glucosa basados en la deteccion
optogquimica del consumo de oxigeno, que emplean compuestos cuya fluorescencia

es amortiguada por el oxigeno. Las sondas tipicas para el oxigeno incluyen complejos
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luminiscentes de rutenio, platino o paladio que son fuertemente amortiguados a

medida que aumenta la [O2] [72,73].

Galactosa oxidasa

La galactosa oxidasa (GalOx) EC 1.1.3.9, es un miembro bien estudiado de la familia
de las mono-cobre oxidasas extracelulares de origen fangico que se describio por primera
vez a finales de la década de 1950 [74]. Estas enzimas realizan una quimica redox de dos
electrones [75], acoplando la oxidacion de alcoholes primarios a aldehidos con la
reduccion de Oz a H2O,. La aparente paradoja, una oxidacion de dos electrones catalizada
por un solo atomo de cobre, se explica por la presencia de una unidad de radical de tirosina
en el centro activo de la proteina, que actia como un segundo centro redox durante el

ciclo catalitico Figura 1.3.

Figura 1.3. El centro activo de la galactosa oxidasa. El ion metélico del centro activo
(Cu), la esfera de coordinacion interna (Tyr272, Tyr4d95, His496, His581, y disolvente

coordinado) y Trp 290 en la esfera externa del complejo. Imagen extraida de [75].

El ciclo catalitico generalmente aceptado para la GalOx [75,76] se muestra en la
Figura 1.4. La GalOx puede existir en tres estados Unicos, de los cuales dos (11'y 111) son
cataliticamente activos, mientras que la especie I es un complejo de Cu(ll) cataliticamente
inactivo. La oxidacion de un electron del complejo | genera la especie radical 11 de Cu(ll),
que promueve la oxidacion del sustrato alcohol para formar el aldehido deseado mediante
un proceso secuencial de transferencia de dos electrones y dos protones. La especie de
Cu(l) 1l asociada puede entonces reformar el complejo Il mediante oxidacién con

oxigeno molecular. Se ha sugerido que la especie reactiva Il puede sufrir una via de
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desactivacion por reduccion de un electron y salirse del ciclo catalitico, dando lugar a una
velocidad més lenta y a una conversion incompleta del sustrato [77]. En general, las
enzimas peroxidasas, como la HRP se han utilizado como activadores enziméticos para
regenerar eficientemente las especies oxidadas Il a partir de las reducidas I mediante la
oxidacion de un electron [78,79], aunque esta interaccion proteina-proteina todavia no se

comprende del todo [80].

R”OH R X0
2+ _ 2+ +
Cu\ +1e Cu\ 4 1e- Cu‘
% e AL g
- 1e”
s\ oxidant, s\ S\
11
o e.g. HRP T | S II1
inactive
H202 02

Figura 1.4. Ciclo catalitico simplificado de la GalOx, propuesto por Whittaker [75].

Necesidad compuestos activadores externos
Uno de los compuestos més interesantes e histdricamente utilizados para activar
la galactosa oxidasa ha sido el KsFe(CN)s [76-78,81,82]. Este compuesto es muy
atractivo por su bajo coste y elevada disponibilidad, sin embargo, su empleo debe ser
cuidadoso ya que es un compuesto toxico que también puede causar la degradacién de la
enzima. Ademas, ciertos estudios muestran que este compuesto tiene un TON (nimero
de recambio) bastante limitado y requiere cantidades estequiométricas para activar la
enzima, ya que no es capaz de regenerarse con el perdxido de hidrogeno producido en la
reaccion [78,79,83].
El otro compuesto mas recientemente utilizado para activar la GalOx es la peroxidasa
de rabano picante (HRP). Sus ventajas son que se necesitan cantidades cataliticas para

activarlay que se regenera con el H>O2 producido in situ, sin embargo, es una enzima que
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sigue siendo bastante cara de producir y, por lo tanto, no es rentable para reacciones a
media o gran escala [79,82,84]. Por tanto, existe la oportunidad de mejorar el proceso
identificando un oxidante quimico de molécula pequefia como activador no enzimatico y
de bajo coste.

Las proteinas que contienen grupos hemo poseen un gran potencial como
activadores. Estas proteinas no han sido reportadas previamente como activadores de
GalOx, pero debido a su buena disponibilidad, relativo bajo precio, y posibilidad de
regeneracion con H2O: in situ debido a la reaccion de Fenton, son potencialmente
atractivas en este papel. Por otro lado, también existen referencias en la bibliografia de
porfirinas férricas de origen animal, como la hemina o la hematina [83,85], asi como de

porfirinas inorgéanicas de hierro y manganeso con excelentes resultados [82].

Propiedades

El papel fisiolégico GalOx no esta claro, aunque podria estar implicado en la
produccion de H>O; para su posterior uso como co-oxidante para las peroxidasas que
degradan la ligninay la celulosa y/o como defensa antibidtica en la rizosfera. En la Tabla
1.2 se muestran las principales propiedades encontradas en bibliografia de la GalOx
proveniente del hongo Fusarium graminearum NRRL 2903 (anteriormente identificado

erroneamente como Dactylium dendroides [86]).

Tabla 1.2. Propiedades de la galactosa oxidasa de Fusarium graminearum.

Propiedad Valores

Peso molecular 68.5 kDa [87]
Actividad especifica en

159 pmol-min™t.-mg[88]
galactosa (pH 7.0; RT)

Kwm (constate Michaelis 82 mM (pH 7.0; 25°C, oxigeno; [87])
respecto a galactosa) 132 mM (pH 7.0; 30°C, oxigeno; [89])
Rango de temperatura 30-60°C [90]
pH éptimo 6.0-7.5 [88]
Punto isoeléctrico (pl) 7.6 [89]

La Figura 1.5 muestra la oxidacién catalizada por GalOx de D-galactosa (20) en
la posicion C-6 en presencia de oxigeno para dar D-galactohexodialdosa (21) y peroxido

de hidrogeno. El subproducto perdxido de hidrogeno normalmente debe eliminarse con
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catalasa para evitar la inactivacion de la enzima. Cabe destacar el hecho de que la reaccion

se detiene en la fase de oxidacion del aldehido y no continda hacia el &cido.

HO _OH HO CHO
0 GAO 0
0, H,0

20 ° HO o4

l Catalase
H,0 +1/20,

Figura 1.5. Oxidacion de galactosa (20) para formar D-galactohexodialdosa (21)

catalizada por la GalOx [32].

Aplicaciones

El alcance del sustrato de GalOx es amplio, e incluye compuestos derivados del
azucar, alcoholes primarios y bencilicos, asi como el 5-hidroximetilfurfural (HMF). En
concreto, el HMF constituye una gran plataforma para la sintesis de diferentes productos
derivados de la biomasa, entre los que destacan el acido 2,5-furandicarboxilico (FDCA).
ElI FDCA hasido uno de los doce productos quimicos provenientes de biomasa con mayor
proyeccion [91]. EI FDCA es la espina dorsal del furanoato de polietileno (PEF), un
material que constituye una alternativa 100% de base bioldgica respecto al plastico
convencional de tereftalato de polietileno (PET) [92].

Dado que el HMF contiene un grupo alcohol y un grupo aldehido, la biosintesis del
FDCA a partir del HMF requiere tres pasos de oxidacion consecutivos, lo que significa
que la reaccién puede tener lugar a través de una multitud de productos intermedios [93].
Se han explorado diversos procesos para la oxidacion de HMF a FDCA, incluyendo el
uso de electrocatalisis, fotocatalisis o catalisis mediante 6xidos metalicos [94].

Sin embargo, la biocatalisis sigue siendo el proceso preferido debido a su naturaleza
ecoldgica y sostenible. Concretamente, es en la primera etapa de oxidaciéon de HMF a
DFF es donde interviene la GalOx [95]. Una de las primeras cascadas enzimaticas, aunque
no completamente biocatalitica, se propuso en 2013, en la que el HMF se oxidaba primero
con 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (TEMPQO) para obtener DFF, que luego se oxidd
a FDCA utilizando acido peracético formado in situ con la lipasa B de Candida antarctica
(CalB) [96]. En otro estudio, se emplea la biocatélisis en celulas completas en una

reaccion en cascada para transformar el HMF en FDCA utilizando vanilina
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deshidrogenasa (VDH1) y HMF/furfural oxidorreductasa (HmfH) co-expresadas en
Escherichia coli [97]. La posibilidad de utilizar una sola enzima para catalizar la
oxidacion de HMF a FDCA utilizando la 5-hidroximetilfurfural oxidasa (HMFO) fue
descubierta hace relativamente poco tiempo [98,99]. Otra estrategia propuesta consiste
en utilizar una aril-alcohol oxidasa (AAQ) para transformar el HMF en FFA,
convirtiéndolo posteriormente en FDCA mediante una peroxigenasa inespecifica [100].
También se establecié una reaccion en cascada de un solo paso utilizando GalOx,
peroxidasa de rdbano picante (HRP) y aldehido oxidasa periplasmica (PaoABC), con el
mismo producto intermedio [101]. Ademas, se ha tratado de implantar la ingenieria del
medio de reaccidn, llevando a cabo la sintesis del intermedio 2,5-diformilfurano (DFF)
en un sistema biféasico de acetato de etilo, Figura 1.6 [102].

0]

TT"J%“{

H,0, CalB
OOH OH
o]

)LO/"“-« /f\.OH
Figura 1.6. Cascada enzimatica conceptual para la sintesis de é&cido 2,5-
furandicarboxilico (FDCA) a partir de 5-hidroximetilfurfural (HMF) mediante 2,5-
diformilfurano (DFF) utilizando galactosa oxidasa (GalOx) y Candida antarctica lipasa
B (CalB), esquema obtenido de [102].

En general, la comunidad de la biocatalisis ha sido testigo de grandes avances en la
conversion de HMF en FDCA en diferentes sistemas de reaccion mediante métodos

enzimaticos o utilizando células completas.

1.3.3. Polifenol oxidasas
Lacasas

Las lacasas, también conocidas como bencenodiol oxidorreductasas con la
clasificacion enzimatica EC 1.10.3.2, forman parte de la superfamilia de las multicobre
oxidasas [103]. Se pueden encontrar en una gran variedad de organismos, como hongos,

plantas [104] y bacterias [105], y cada una de ellas presenta diversas funciones segln su
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organismo de origen y las condiciones fisioldgicas o patologicas especificas. Las
funciones de las lacasas pueden clasificarse a grandes rasgos en tres grupos: (1) union de
mondmeros, (2) descomposicion de polimeros y (3) escision de anillos de compuestos
aromaticos [106]. En consecuencia, las lacasas contribuyen a procesos como la
lignificacion y la oxidacion del hierro en las plantas, la deslignificacion, la pigmentacion,
la formacion de cuerpos fructiferos y la patogénesis en los hongos, asi como la produccion
de melanina y la sintesis de proteinas de la cubierta endosporosa en las bacterias [107—
109]. Las lacasas vegetales y fungicas se encuentran normalmente en localizaciones
extracelulares, mientras que las bacterianas son predominantemente intracelulares [110].

Las lacasas son glicoproteinas que existen en forma de dimeros o tetrameros. Se
basan en 4tomos de cobre localizados en tres centros distintos: el centro de cobre Tipo-1
o0 azul, el centro de cobre Tipo-2 o normal y el centro de cobre Tipo-3 o binuclear
acoplado, Figura 1.7. Estos centros se distinguen por sus sefiales caracteristicas de

resonancia paramagnetica electronica (EPR) [111,112].

Type 1

NN K \ N

R—N>\ N\ 2,',/0 v 3 i J N—R
\Hi.wa)Cu'\-—---B----—--/ cu mw\%
N \\\ ,/’ N B Type 3
# NS |
R Py R _J
N

N AN, W TR - Type 2

Figura 1.7. Sitio activo de la lacasa mostrando la orientacion relativa de los atomos de

cobre, esquema obtenido de [113].

A nivel de su estructura tridimensional, se cree que las lacasas encontradas en
bacterias, hongos y plantas tienen tres dominios dispuestos secuencialmente. Tanto los
experimentos de laboratorio como los estudios in silico revelan que, a pesar de su amplia

distribucion taxondémicay de la diversidad de sustratos, la arquitectura molecular del sitio

61



Capitulo 1. Introduccién

catalitico de las lacasas comparte similitudes con la de las multicobre oxidasas. Las
lacasas poseen la notable capacidad de catalizar la oxidacion de una amplia gama de
compuestos, tanto fenodlicos como no fendlicos, al tiempo que reducen el oxigeno
molecular a agua. Esta versatilidad las hace muy valiosas en términos de sus aplicaciones
comerciales [114].

A diferencia de las peroxidasas, las lacasas utilizan oxigeno molecular (O2) en lugar
de peroxido de hidrégeno (H20.) para la oxidacion de los monolignoles [115,116]. Para
llevar a cabo su funcion catalitica, las lacasas se basan en atomos de cobre distribuidos
entre los tres centros de cobre distintos mencionados anteriormente. Estos centros de
cobre facilitan la retirada de electrones de los sustratos, transformandolos en radicales
libres que posteriormente pueden sufrir polimerizacion. Una vez que la enzima adquiere
cuatro electrones, los dona al oxigeno molecular, dando lugar a la formacién de moléculas
de agua (como se describe en la Ec. 1.4) [117]. En resumen, la catalisis de la lacasa puede
dividirse en tres pasos principales:

1. Reduccion del Cu de Tipo 1 mediante la reduccion del sustrato.

2. Transferencia interna de electrones desde el Cu de Tipo 1 al grupo trinuclear de
CudeTipo2y 3.

3. Reduccidn de oxigeno (a agua) en el cobre Tipo-2 y Tipo-3 [118].

La reaccion global es la siguiente:

4RH +0, 5> 4R +2H,0 (Ec 1.4)

Las lacasas suelen existir en forma de multiples isoenzimas, cada una con sus
propias preferencias de sustrato [119]. Ademas de su capacidad para oxidar monofenoles
y polifenoles, las lacasas tienen la capacidad de oxidar una amplia gama de compuestos
aromaticos, incluyendo fenoles sustituidos, diaminas, aminas aromaticas, tioles e incluso
compuestos inorganicos especificos como yodo, Mo(CN)s*, y Fe(CN)s* [105,114]. Los
sustratos organicos de las lacasas pueden clasificarse en tres grupos: ortosustituidos (p.
ej., guaiacol, o-fenilendiamina, pirocatecol, dihidroxifenilalanina, pirogalol, &cido
cafeico, acido galico y acido protocatecuico), meta-sustituidos (m-fenilendiamina,
orcinol, resorcinol y cloroglucina) y para-sustituidos (p-fenilendiamina, p-cresol e
hidroquinona), todos ellos con un par de electrones desapareados. Para la mayoria de las
lacasas, los compuestos ortosustituidos son los sustratos mas favorables [114]. Ademas,
en presencia de mediadores, las lacasas pueden ampliar su especificidad de sustrato,

permitiendo la oxidacién de compuestos mas complejos [117]. En la Tabla 1.3 se
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muestran las principales propiedades encontradas en bibliografia de la lacasa proveniente

del hongo clasico Agaricus bisporus.

Tabla 1.3. Propiedades de la lacasa de Agaricus bisporus.

Propiedad Valores

Peso molecular 96-110 kDa [120]
Actividad especifica en

3.11 pmol-min?t-mg*[121]
catecol (pH 6,0; RT)

Kwm (constate Michaelis 1.11 mM (pH 5.0; 25°C; oxigeno; [122])
respecto a catecol) de Trametes versicolor
Rango de temperatura 30-60°C [120]
pH optimo 4.0-4.5 [123]
Punto isoeléctrico (pl) ~4 [114]

En cuanto a sus aplicaciones, las lacasas se emplean en procesos como la
deslignificacién y el blanqueo de la pasta de papel [124] hasta la biorremediacion de
contaminantes ambientales [125,126]. También desempefian un papel crucial en la
prevencion de la decoloracién del vino [127], tienen aplicaciones en el campo de la
medicina [128,129], ayudan en la oxidacion de tintes y sus precursores [130], facilitan la
conversion enzimatica de productos quimicos intermedios y contribuyen a la formacién
de compuestos a partir de la lignina [131]. Estas enzimas versatiles se estan explorando
para una amplia gama de fines agricolas, industriales y médicos, y actualmente la
investigacion se centra en la biooxidacion, la biotransformacién y la tecnologia de
biosensores [132,133].

La excepcional eficiencia catalitica y la amplia especificidad de sustrato de las
lacasas las hacen mas ventajosas que los catalizadores quimicos o microbianos
convencionales. Sin embargo, en las aplicaciones de las lacasas pueden surgir problemas
practicos, como el elevado coste del aislamiento y la purificacion, la imposibilidad de
reutilizacion y la inestabilidad estructural. Estos problemas pueden superarse
inmovilizando las lacasas en soportes solidos, empleando una variedad de métodos y
sustratos [134,135]. En particular, las lacasas fungicas, que estan facilmente disponibles
(en su mayoria localizadas extracelularmente) y pueden funcionar en un amplio rango de

pH, desde acido a neutro, ademas de mostrar una alta termoestabilidad, son las preferidas
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en diversas aplicaciones industriales en comparacion con sus homdélogas bacterianas y
vegetales [136,137].

Tirosinasa

Las tirosinasas, con clasificacion EC 1.10.3.1, también conocidas por otros
nombres como catecol oxidasas, fenol oxidasas o polifenol oxidasas, son una clase de
enzimas de cobre muy extendidas en todos los ambitos de la vida. Desempefian un papel
esencial en diversos procesos bioldgicos, como el oscurecimiento de los vegetales y la
sintesis de melaninas. Dada su importancia en fisiologia, se han publicado numerosas
revisiones que tratan exhaustivamente sus caracteristicas estructurales, mecanismos
cataliticos, activacion e inhibicidn, asi como sus aplicaciones en biotecnologia y sintesis
[138-141].

Cada enzima tirosinasa posee dos atomos de cobre en su centro activo, estando
cada 4tomo de cobre coordinado por tres residuos de histidina, formando lo que se conoce
como "centro de cobre de tipo 3". Dependiendo del estado de oxidacién de estos atomos
de cobre y de su interaccion con el oxigeno molecular, el sitio activo puede existir en tres
estados diferentes. Por ejemplo, la Figura 1.8 ilustra el cluster de cobre dentro de la

Ilamada "oxi-tirosinasa".
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Figura 1.8. El centro activo de cobre en la "oxi-tirosinasa"”, esquema extraido de [32].

Las oxidaciones catalizadas por estas enzimas sobre la L-tirosina a través de un
complejo mecanismo de reaccién [142] se representan en la Figura 1.9. Inicialmente, las
tirosinasas actlian como monooxigenasas sobre fenoles, permitiendo reacciones de orto-
hidroxilacion (actividad monofenolasa o cresolasa). Posteriormente, funcionan como
oxidasas, convirtiendo los catecoles generados en las quinonas correspondientes
(actividad difenolasa o catecolasa). Debido a estas dos funciones, las tirosinasas se han
asignado tanto a la subclase EC 1.14.18.1 (monofenol monooxigenasas) y a la subclase
EC 1.10.3.1 (catecol oxidasas).
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Las quinonas formadas son moléculas muy reactivas y, especialmente en medios
acuosos, tienden a sufrir reacciones no enziméticas adicionales que dan lugar a la
polimerizacion. Este proceso de polimerizacion conduce a la creacion de melaninas de
alto peso molecular y pigmentos polifenolicos relacionados. La reactividad de las
quinonas se aprovecha cada vez mas para modificar las fibras textiles naturales, y hay
varios casos de injertos de estos materiales catalizados por tirosinasa en presencia de
compuestos fendlicos, como se documenta en informes publicados [143,144].

OH OH o)
%0, HO %0, o
N »o +H,0
HoN H,N
o) (o} o]
HO HO HO

L-Tyrosine L-DOPA L-dopaquinone

Figura 1.9. Oxidacion de L-tirosina a L-dopaquinona por la tirosinasa. Esquema obtenido
de [139].

La reactividad de las quinonas también desempefia un papel fundamental en las
aplicaciones primarias de las tirosinasas. En situaciones en las que el resultado deseado
es la produccion de catecoles a partir de precursores fenolicos (ya que la ortohidroxilacion
eficiente de fenoles sigue siendo un reto mediante sintesis quimica), se hace necesario
reducir las quinonas in situ. Esta reduccion puede conseguirse llevando a cabo las
reacciones en presencia de un agente reductor, como ascorbato o hidroxilamina, junto con

aniones borato, que forman complejos con los catecoles [145,146], Figura 1.10.

H
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R

v
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Figura 1.10. Sintesis quimioenzimatica de catecoles sustituidos. Esquema obtenido de
[32].

En la Tabla 1.4 se muestran las principales propiedades encontradas en

bibliografia de la tirosinasa proveniente del hongo clasico Agaricus bisporus.

Tabla 1.4. Propiedades de la tirosinasa de Agaricus bisporus.

Propiedad Valores
Peso molecular 110-130 kDa [147,148]
Actividad especifica en
tirosina (pH 6.8; 25°C)

1.22 pmol-min*t-mg* [149]

Kwm (constate Michaelis 0.18 mM (pH 6.8; 30°C; Og; [150])
respecto a tirosina) 0.21 mM (pH 7.0; 25°C; Og; [150])
Rango de temperatura 30-55°C [151]
pH 6ptimo 6-7 [147]
Punto isoeléctrico (pl) 4.75 [147]

La tirosinasa demuestra versatilidad en su capacidad para utilizar una alta gama
compuestos fendlicos como sustratos. Su amplia compatibilidad de sustratos ha dado
lugar a amplias aplicaciones en biorremediacion para abordar los contaminantes fenolicos
y el desarrollo de biosensores para el anlisis de compuestos fendlicos. A continuacion,
se ofrece una vision general de los avances recientes en las aplicaciones convencionales

impulsadas por la tirosinasa.

Biorremediacién de contaminantes fendlicos y tintes

Debido a su amplia gama de sustratos compatibles, la tirosinasa se emplea con
frecuencia en la remediacion de contaminantes fendlicos peligrosos presentes en las aguas
residuales. Se han ideado varias técnicas de inmovilizacion para desintoxicar
contaminantes fenolicos, como nanoparticulas magnéticas con fenoles y bisfenol A
[152,153].

Biosensores para la deteccion de compuestos fenolicos
El uso convencional de la tirosinasa implica la creacion de biosensores para

controlar y detectar compuestos fendlicos en diversas muestras. Para mejorar parametros
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como los limites de deteccion y la sensibilidad, se han integrado diversos materiales con
la tirosinasa. En particular, los avances en nanotecnologia han acelerado el desarrollo de
electrodos basados en nanomateriales. Normalmente, estos biosensores se emplean para
el analisis de contaminantes fenolicos como el bisfenol A en el agua [154], la deteccidn
de componentes aromaticos en alimentos y bebidas, como el tirosol en la cerveza y la
catequina en el té [155], y también se utilizan en el andlisis farmacéutico con fines de
diagnostico [156].

Produccion de L-DOPA

La enfermedad del Parkinson es un trastorno neuroldgico caracterizado por una
deficiencia del neurotransmisor dopamina en el cerebro. La L-3,4-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA), un aminoacido natural en los seres humanos y precursor de la dopamina se
ha convertido en un medicamento muy utilizado para esta enfermedad. Esto se debe
principalmente a su capacidad para atravesar la barrera hematoenceféalica, algo que la
dopamina no puede hacer [157]. En la actualidad, un nimero significativo de personas
mayores padecen la enfermedad de Parkinson y presentan sintomas como rigidez y
temblores. En consecuencia, la demanda de L-DOPA en el mercado mundial es
considerable, estimada en unas 250 toneladas al afio [158].

Aunque la tirosinasa se encuentra ampliamente en la naturaleza, la investigacién para
la produccion de L-DOPA se ha centrado predominantemente en la tirosinasa flngica,
empleando &cido L-ascérbico como agente reductor. A pesar de la exploracién de
diversos materiales de inmovilizacion para facilitar el reciclado del biocatalizador y la
utilizacion de varios tipos de reactores, la tasa de conversion y productividad ain no han
superado el 60% y los 500 mg-L*-h, respectivamente. En consecuencia, la produccion
de L-DOPA mediante procesos impulsados por tirosinasa sigue estando limitada hasta
que se desarrolle un método préactico y mas eficiente. Recientemente se estan estudiando
sistemas electro-enzimaticos, sustituyendo el acido ascorbico por un catodo para ceder
electrones [157]. Esto ha aumentado significativamente la conversion, sin embargo, la
productividad sigue estando limitada por la baja solubilidad de la tirosina en medio
acuoso. Para afadir viabilidad econdmica a la produccién electro-enzimatica de L-DOPA,
se deben desarrollar métodos rentables de produccidn e inmovilizacion de tirosinasa para

su reutilizacion eficiente [159].

Delignificacion de biomasa lignocelulosica en biorrefinerias
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Segun Min et al. [160], la promiscuidad catalitica exhibida por la tirosinasa la
posiciona como un candidato potencial para el pretratamiento enzimatico de la lignina.
La elevada promiscuidad catalitica de la tirosinasa permite ampliar sus aplicaciones
enzimaticas. Dado que la lignina es un polimero natural complejo de base fendlica, y
teniendo en cuenta el amplio espectro de sustratos de la tirosinasa para diversos
compuestos fendlicos, Min et al. [160] investigaron la promiscuidad catalitica de la
tirosinasa en la delignificacion. Sus hallazgos revelaron que la tirosinasa puede oxidar el
alcohol veratrilico, un sustrato comunmente utilizado para evaluar la actividad
ligninolitica, a pesar de que el alcohol veratrilico es un compuesto no fendlico y no es el
sustrato principal de la tirosinasa.

Ademas, la tirosinasa logré la descomposicion del 4-fenoxifenol y del guayacil
glicerol-B-guayacil éter, que son compuestos modelo diméricos de la lignina. Esto indica
que la actividad promiscua de la tirosinasa tiene la capacidad de escindir enlaces 4-O-5y
C.-Cp dentro de la lignina. En consecuencia, la tirosinasa no solo resulta prometedora
como pretratamiento enzimatico en una biorrefineria en condiciones de pH neutro con
oxigeno molecular como aceptor de electrones, sino gque estos hallazgos también aportan
informacién valiosa para comprender mejor la evolucion de la especificidad enzimatica

en la degradacion de la lignina [160].

1.4. INTENSIFICACION DE BIOTRANSFORMACIONES DEPENDIENTES DE
OXIGENO CATALIZADAS POR ENZIMAS INMOVILIZADAS

Este apartado de la introduccién corresponde a una revision bibliografica publicada
por el autor y el director de esta tesis doctoral en la revista cientifica “Current Opinion un

Green and Sustainable Chemistry”, cuya primera pagina se muestra a continuacion.
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Introduction

(hadations are one of the most important  trans-
formacions in the chemical induscry. Besides well-
established transformations in pharmaceutical and fine
chemistry, diverse oxidative rransformartions are funda-
mental reactions in the processing. valorizartion, and
upgrading of renewable raw materials in integrated
biorcfinenics [ 1—3). Biooxidations arc a grear alternarive

to chemocatalyric methods of performing oxidations
that suffer from numerous limicacions: harmful oxidanis,
side reactions, lack of regiosclectvity and  sterco-
sclecriviry, and so on. In addition, oxidative cnzymes
cnable chemists o perform highly selective and effi-
cient rransformations; for many of them, no chemical
counterpart is known [3.4]. Biological oxidarion also
allows the use of molecular oxygen as the oxidant, which
allows mild condition efficiency in terms of atom ccon-
omy [3].

Choygen-dependent enevmaric oxidarion is approaching
marunty and pracrical applicabilicy in synchesis ar the
laboratory scale [2—4]. From a mechanistic point of view,
the reacrions involve ocoygenarion and dehydrogenarion.
Therefore, the application of oxidarive enzvmes is
interesting across different areas of the biochemical
rechnology, from integrated hiorefinenics to pharma-
ceutical chemisery, and using different raw marerials
[1,11]. The portfolio covers the selective oxidation of
primary and secondary alcohols o the corresponding
aldehwydes and ketones caralyzed by copper or Havin-
dependent oxidases acting on aliphartic alcohols or car-
bohydrates [5—7]. Another group is the laccases and
multicopper oxidases which oxidize organic substrates
with application in synthetic chemistry [5]. Mono-
oxygenases catalyze the selecrive hydroxylartion or the
aerobic oxidation of ketones and cvelic ketones to esters
and lactones, respectively  (Baever—Villiger mono-
oxygenases). Bevond these well-established  crans-
formarions, the new waves of biscatalvst development
constantly bring new reactions, for example, the oxida-
rion of sccondary alcohols, amino alcohols, and 3-
hydroxvmethylfurfural [9.10].

The plethora of chemical reactions thar oxidarive en-
rymes provide is not sufficiently aligned with the chal-
lenges ar reaction engineering level [4,12]. In process
engincering the aim is the achievement of a required
intensity (reaction rate and product concencration and
purity} and process stabilivy [12,13], which are conse-
quent with sustainability and green criteria. Diverse
issues such as low enzymaric acrivicy, cacalyst inscability,
inhibitions, cofactor regeneration, and substrate supply
jeopardize a suitable development across scales. In
addirion, the kimetic analvsis and reaction imple-
mentation of oxygen-dependent biccatalysts encounter
the thermodynamic and kinetic limitations of the suf-
fictent oxygen supply. The low solubility of the oxygen
not only limics its maximum possible supply rate bur

www.sciencedirect com

Current Opinion in Green and Sustainable Chemistry 2021, 32:100542

Como se ha comentado, las oxidaciones son una pieza fundamental de la industria
quimica y desempefian un papel esencial no s6lo en los procesos farmacéuticos y de
quimica fina, sino también en las diversas conversiones que sustentan el procesado, la
valorizacion y la mejora de las materias primas renovables en las biorrefinerias integradas
[24,161-163]. Las biooxidaciones surgen como una alternativa atractiva a los métodos
convencionales de oxidacion catalitica, que se enfrentan a varios inconvenientes, como
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los oxidantes nocivos y los subproductos indeseables, asi como al reto de lograr una
regioselectividad y estereoselectividad precisas [163,164]. Ademas, las enzimas
oxidativas permiten a los quimicos realizar transformaciones extraordinariamente
selectivas y eficientes, algunas de las cuales no tienen equivalente quimico [163,164]. En
particular, la oxidacion bioldgica aprovecha el oxigeno molecular como agente oxidante,
ofreciendo condiciones suaves y mejorando la economia de atomos [163].

El &mbito de la oxidacion enziméatica dependiente de oxigeno avanza de forma
significativa, mejorando su aplicabilidad practica a escala de laboratorio [24,162-164].
Desde una perspectiva mecanicista, estas reacciones implican procesos de oxigenacion y
deshidrogenacién. Esta versatil gama abarca la oxidacion selectiva de alcoholes primarios
y secundarios, dando lugar a sus respectivos aldehidos y cetonas [165]. Estas
transformaciones son habilmente realizadas por oxidasas dependientes de cobre o de
flavina, que muestran competencia en la conversion de alcoholes alifaticos y
carbohidratos como sustratos [166-169]. Entre las enzimas mas destacadas, tanto las
lacasas y tirosinasas, como las oxidasas multicobre emergen como valiosos catalizadores,
oxidando de forma eficaz compuestos organicos, con importantes aplicaciones en
quimica sintética [118,138]. Las monooxigenasas, por su parte, se especializan en la
hidroxilacion selectiva u oxidacion aerdbica de cetonas y cetonas ciclicas, dando lugar a
ésteres y lactonas, ejemplificadas por las monooxigenasas de Baeyer-Villiger. Ademas
de estas transformaciones ya conocidas, el panorama en constante cambio del desarrollo
de biocatalizadores trae consigo nuevas reacciones prometedoras. Algunos ejemplos son
la oxidacion de alcoholes secundarios, aminoalcoholes y la transformacion del 5-
hidroximetilfurfural [94,95,170]. En consecuencia, la utilidad de las oxidasas se extiende
a diversos ambitos de la tecnologia bioquimica, desde las biorrefinerias integradas hasta
la quimica farmacéutica [161,171].

La riqueza de las transformaciones quimicas facilitadas por las enzimas oxidativas no
suele estar a la altura de los retos encontrados a nivel de ingenieria de reaccion
[27,164,172]. En el ambito de la ingenieria de procesos, el objetivo principal es
maximizar tanto la velocidad de reaccion, como la concentracion de producto y su pureza,
al tiempo que se garantiza la estabilidad del proceso [172,173]. Este objetivo esta
intrinsecamente relacionado con la sostenibilidad y los criterios ecolégicos [24]. Una
multitud de retos, entre los que se incluyen cuestiones como la limitada actividad
enzimatica, la inestabilidad de los catalizadores, los factores inhibidores, la regeneracion

de cofactores y la disponibilidad de sustratos, suponen obstaculos para la progresion
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fluida de estos procesos enzimaticos a diferentes escalas. Ademas, el analisis cinético y
la aplicacion préctica de biocatalizadores dependientes de oxigeno se enfrentan a las
restricciones termodinamicas y cinéticas asociadas a un suministro adecuado de oxigeno.
La solubilidad limitada del oxigeno no solo reduce la velocidad maxima de suministro
alcanzable, sino que también influye directamente en la eficiencia con la que se puede
emplear una determinada enzima oxidativa [26,172,173].

Para que la biocatélisis oxidativa se convierta en una tecnologia habilitadora, es
necesario integrar en el proceso de investigacion y desarrollo, desde sus primeras fases,
un amplio abanico de disciplinas, como la ingenieria de proteinas, la ingenieria de
catalizadores o la ingenieria de procesos. Este enfoque multidisciplinar ofrece un
conjunto de herramientas prometedor [25,173-177]. En particular, técnicas como la
inmovilizacion de enzimas y la catalisis heterogénea emergen como métodos
instrumentales fundamentales para la implementacion e intensificacion de
biocatalizadores, tal y como se representa en la Figura 1.11. Las ventajas méas conocidas
abarcan la capacidad de reuso, la posibilidad de operacion en continuo, facilitar la
escalabilidad del reactor y agilizar la separacion posterior [174,178,179]. En el contexto
de esta seccion, se muestran los ultimos avances en el disefio y la utilizacion de
catalizadores inmovilizados con enzimas oxidativas. El énfasis se dirige a abogar por un
enfoque de desarrollo global para los procesos enziméaticos oxidativos, que comience
desde las primeras fases de la investigacion. Este enfoque integrado puede enmarcarse en
tres niveles, caracterizado por dos etapas fundamentales de desarrollo. Estas etapas
exigen una atencion profunda tanto a la eficacia del rendimiento del catalizador como a

su perfecta integracién en el reactor, como se muestra en la Figura 1.11.
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Figura 1.11. Cadena de desarrollo de una reaccion dependiente de oxigeno catalizada por
enzimas en soporte solido. Panel A: Nivel de enzima libre y los pardmetros clave. La
cinética hacia el sustrato principal y el oxigeno es relevante para comprender futuros
cuellos de botella. Panel B: Nivel de enzima inmovilizada y los parametros clave de
disefio, que definen la actividad y el potencial de estabilidad del biocatalizador. Panel C:
Nivel de ingenieria de la reaccion, donde las propiedades del catalizador se traducen en

rendimiento y cantidad total de producto. Imagen adaptada de [173].

1.4.1. Desarrollo de catalizadores enzimaticos oxidativos: enfocado en la actividad
El éxito en la utilizacion de catalizadores enzimaticos oxidativos depende de la
disponibilidad de preparados que sean a la vez activos, duraderos y rentables. Conseguir
la actividad y estabilidad deseadas en catalizadores solubles es el resultado de estrategias
integradas que combinan la ingenieria de proteinas y la biotecnologia molecular
[175,180,181]. La inmovilizacion de enzimas se erige como una tecnologia fundamental
que potencia el disefio de biocatalizadores efectivos para procesos industriales. El proceso
de transformacion de estas enzimas en biocatalizadores de soporte sélido requiere una
cuidadosa seleccion y aplicacion de materiales de soporte, técnicas de inmovilizacion y
una caracterizacion exhaustiva en condiciones operativas realistas [23,182-184].
Idealmente, el catalizador deberia mostrar una elevada actividad en un amplio
espectro de concentraciones de sustrato, manteniendo esta actividad a traves de una
operacion en continuo o0 en varios lotes consecutivos, como se representa en la Figura
1.12. Ademas, la integracion eficaz del catalizador en un reactor optimizado es primordial
para garantizar un funcionamiento estable en condiciones de reaccion intensificadas

[26,27,176,177]. El resultado final de estos esfuerzos es fruto de una serie de decisiones
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estratégicas tomadas durante el proceso de investigacion y desarrollo del catalizador,
como se ilustra en la Figura 1.12.
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Figura 1.12. Caracteristicas de un catalizador enzimatico intensificado dependiente de
oxigeno en soporte solido. Panel A: El disefio de la inmovilizacion debe perseguir una
excelente cinética en condiciones estables (alta actividad en un amplio rango de
concentracion de sustrato), Panel B: Una elevada eficacia catalitica (el objetivo es que la
velocidad maxima de la enzima inmovilizada sea similar al de la enzima libre, que se
mantiene a lo largo del tiempo (alta estabilidad, Panel C). Panel D: La formacion de
producto se intensifica con el tiempo. El logro de la intensificacidn se parametriza en unas
pocas variables clave (Panel E) que dependen del enfoque (idealmente) integrado de las

diferentes tecnologias facilitadoras (Panel F). Imagen adaptada de [173].

La velocidad de reaccion maxima debida a una determinada cantidad de
catalizador es la actividad (umol-min™-gssiice™®), que depende de la cantidad de enzima
cargada en el material (MQ@enzima-Qsolico™) Y de la actividad especifica de la enzima
inmovilizada (umol-min"t-mgenzima®). La capacidad de aumentar la carga depende de una
quimica de inmovilizacion adecuada y de las caracteristicas estructurales de los
materiales portadores [183,185-187]. Los avances en la ingenieria de materiales y la

inmovilizacion controlada de enzimas permiten superar muchos de los limites actuales.
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Normalmente, la actividad especifica de la enzima inmovilizada es inferior al de la
enzima libre. Los parametros para expresar esa diferencia y cuantificar la eficacia de la
inmovilizacion son abundantes y su armonizacion es necesaria para una divulgacion
cientifica eficaz [182,183,188]. Un pardmetro comun en la ingenieria de reaccion para
abordar dicha variacion es el factor de eficacia global (eficacia catalitica) que expresa la
relacion entre la velocidad de reaccién proporcionada por la enzima inmovilizada y la
enzima libre (expresada en la misma cantidad de unidad de referencia: por ejemplo, mg
de enzima). La Figura 1.13A muestra un esquema de las ventanas de disefio de un
biocatalizador inmovilizado en funcién de diferentes fenOmenos subyacentes.

El factor de eficacia global puede ser inferior a la unidad debido a diferentes
razones como las modificaciones estructurales tras la inmovilizacion, también conocidas
como efectos de inmovilizacién, o fenémenos fisicos como efectos de particion y
resistencias a la transferencia de materia, Figura 1.13B. En el diagrama, se ilustra como,
a bajas cargas enzimaticas, los valores de actividad observables son normalmente la
respuesta mas directa de las consecuencias estructurales de la inmovilizacion, Figura
1.13A. El grupo de las "consecuencias estructurales de la inmovilizacion" es un conjunto
diverso, normalmente opaco, que compromete diversos niveles moleculares. En primer
lugar, la actividad del catalizador oxidativo inmovilizado debe lidiar con la funcionalidad
del cofactor redox, que puede requerir suministro externo, regeneracién o reactivacion en
condiciones de reaccion [82,84,189]. Ademas, el ensamblaje estructural eficiente de
oxidasas y monooxigenasas no es una tarea trivial. Junto con la importancia de la
orientacion de la enzima y de la minima distorsion de la estructura secundaria y terciaria,
es necesario el ensamblaje cuaternario de su conformacién multimérica o0 multidominio
tras la inmovilizacion [167]. En este ultimo sentido, la inmovilizacién programable
orientada mediante modulos de unién fusionados genéticamente ha proporcionado
estabilizacion estructural [185,190-192]. Otra estrategia es el uso de técnicas posteriores
a la inmovilizacion para asegurar el ensamblaje de las multiunidades y el control preciso
de la unién covalente suave [193,194].

La bibliografia sobre este tema abarca una amplia gama de valores de actividad
observados, tal y como se ha documentado en estudios previos [195-198]. Esta diversidad
de valores muestra que la actividad enzimatica puede ser influenciada por varios factores,
como las condiciones experimentales, las variantes de la enzima estudiada o las técnicas
de medicion empleadas. La Figura 1.13A subraya la importancia de realizar un analisis

exhaustivo de la actividad de los catalizadores enzimaticos inmovilizados para desvelar
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tendencias y factores limitantes subyacentes. En particular, a altos niveles de actividad
(carga), garantizar un suministro eficiente de sustrato, en particular oxigeno, a la fase
solida surge como un reto primordial para optimizar el rendimiento de las enzimas
inmovilizadas [188,199,200]. Las caracteristicas fisicoquimicas del soporte, su tamafio y
la distribucidn espacial del catalizador constituyen parametros de disefio fundamentales
que interactian estrechamente con la cinética de la reaccion. La carga de enzima y el
tamafio de particula ejercen una influencia critica sobre el alcance de las restricciones
difusionales, afectando en consecuencia a la actividad especifica observable de la enzima
inmovilizada [200-202]. El estudio y disefio de tales biocatalizadores puede guiarse por
andlisis convencionales de ingenieria de reacciones quimicas o integrarse con
metodologias de deteccion intraparticula in situ [188,199]. La medicion de la
concentracion de oxigeno disponible dentro de soportes sélidos ha proporcionado pruebas
directas de las limitaciones difusionales experimentadas por enzimas inmovilizadas
dependientes de oxigeno [200-202]. Mas recientemente, se ha demostrado que el
posicionamiento de las oxidasas en las capas externas de la particula representa un factor
fundamental para minimizar los gradientes de oxigeno, aliviando asi las limitaciones en
el suministro de oxigeno a la enzima inmovilizada [203,204].
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Figura 1.13. Factores que modifican la eficacia catalitica de un catalizador enzimatico
en soporte soélido dependiente de oxigeno. Panel A: Ventana de disefio para la
inmovilizacion de una oxidasa con el objetivo de maximizar la productividad del

catalizador, que es el resultado de la carga enzimatica y la eficacia catalitica. Las
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restricciones en el disefio se indican con lineas discontinuas, que revelan las principales
limitaciones debidas a la carga de la enzimay a la eficacia catalitica. Aumentar la eficacia
catalitica requiere identificar y eliminar el factor limitante general, que podria ser la
quimica de inmovilizacion, la orientacion de la enzima o el transporte de materia. Panel
B: Los dos tipos principales de causas subyacentes de la disminucién del factor de

eficacia. Figura adaptada de [173].

1.4.2. Desarrollo de catalizadores enzimaticos oxidativos: enfocado en la
estabilidad

La evolucién temporal de la formacién de productos depende de la cinética de
reaccion [205-208], en concreto de como responden las velocidades de las reacciones
pertinentes a los cambios en las concentraciones de los compuestos de reaccion, y de la
estabilidad a largo plazo del catalizador, como se ilustra en la Figura 1.12. La
comprension de la cinética de las enzimas dependientes de oxigeno presenta un reto nada
trivial. Los avances recientes, concretamente del grupo de investigacion de Woodley, han
puesto de manifiesto los progresos en la configuracion experimental y una comprension
mas profunda de la interaccion entre la cinética y el rendimiento del proceso [79,205-
207]. En el contexto de la estabilidad del catalizador, es imperativo que el perfil de
estabilidad se ajuste a los requisitos del proceso. Lo ideal seria que este analisis se
realizara en condiciones realistas a nivel de investigacion en laboratorio.

Para lograr la estabilidad mediante el disefio racional de enzimas inmovilizadas es
necesario identificar la etapa critica que rige el proceso de inactivacion [209]. En catalisis
homogénea, la inactivacion de enzimas en la interfase gas-liquido es un fenémeno
dominante que puede resolverse cuando una enzima se confina en materiales
mesoporosos protegiendo a la enzima de este fendmeno [174]. Otra via de inactivacion
caracteristica es la provocada, en las oxidasas, por el peréxido de hidrogeno. Esta
inactivacion puede evitarse o reducirse acoplando una reaccion en serie donde se consuma
el peroxido de hidrégeno o acoplando una reaccion paralela para descomponer el
perdxido de hidrogeno y producir oxigeno como la catalizada por la catalasa [210-213].
La eliminacion instantanea del perdxido de hidrdgeno puede lograrse mediante la co-
inmovilizacion de la oxidasa y una catalasa auxiliar dentro de la estructura porosa del
soporte solido. A pesar del alto recambio catalitico de las catalasas, la carga y co-
localizacion de la catalasa es un componente importante para la estabilizacion [212,213],

como ha demostrado recientemente el Grupo de Guisan co-inmovilizando alrededor de
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5-6 mg de catalasa por mg de oxidasa [213] para eliminar instantineamente mas del 93%
del peroxido de hidrogeno. Ademas, la concentracion critica de inactivacion por H2O-
puede variar en funcion de la oxidasa [214,215] y el tipo de inmovilizacion, por lo que
normalmente es necesario un estudio personalizado. Més alla de la modificacion de la
estructura primaria, la inactivacion enzimatica comprende maltiples efectos de distorsion
estructural. Las condiciones operativas para la estabilizacion de enzimas y su proteccion
frente a agentes desnaturalizantes estan bien descritas para multiples casos y representan
un aspecto sustancial de la ciencia de la inmovilizacion de enzimas [174,179,216].

Algunos casos recientes subrayan la creciente tendencia hacia aplicaciones a
medida de enzimas oxidativas. En un caso digno de mencion, la inmovilizacion covalente
de galactosa oxidasa, colina oxidasa y monoamino oxidasa en un soporte sélido mostro
una notable estabilidad y reutilizacion a largo plazo. Estas enzimas inmovilizadas
superaron a sus homdlogas libres en términos de termoestabilidad (mas de 20 veces) y
estabilidad en disolventes, como se documenta en la referencia [197]. El grupo de
investigacion de G. Alvaro también ha contribuido significativamente al desarrollo de
catalizadores oxidativos dependientes de oxigeno con relevancia industrial mediante
ingenieria de inmovilizacién [189,192,198,217]. Por ejemplo, estabilizaron e
inmovilizaron con éxito la eugenol oxidasa, lo que permiti6 reutilizar el biocatalizador en
hasta 18 ciclos de reaccién, multiplicando por mas de 12 la productividad del
biocatalizador [198]. Otro logro notable fue la inmovilizacion de una monooxigenasa
Baeyer-Villiger en tindem con una glucosa deshidrogenasa, lo que facilito la sintesis de
derivados de e-caprolactona y se sometié a una evaluacién rigurosa durante varios ciclos
consecutivos. La co-inmovilizacion demostré ser el enfoque mas eficiente, con una tasa
de conversién media del 83% observada a lo largo de 15 ciclos de reutilizacion, lo que en
ultima instancia conduce a una mejora de 50 veces en la productividad del biocatalizador
en comparacién con las enzimas solubles cuando se emplea una estrategia de
alimentacidn por lotes, como se muestra en la referencia [217]. En situaciones en las que
la estabilidad molecular inherente de las enzimas libres es suficiente, las técnicas de
inmovilizacion dirigida reversible o de union covalente suave surgen como herramientas
valiosas para alcanzar un equilibrio adecuado entre actividad y estabilidad, como se
discute en las referencias [194,218,219].
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1.4.3. Limitaciones de las enzimas dependientes de oxigeno

El suministro eficiente de O en la sintesis quimica biocatalitica se enfrenta a

varios retos, sobre todo a gran escala. En muchas ocasiones, la baja [O.] alimentada a la

enzima es la principal causa en la ineficiencia del proceso, pero este fendbmeno puede

tener distintas razones. Estos retos pueden clasificarse de la siguiente manera:

1)
2)

3)

4)

5)

La baja velocidad de transferencia del O gas a la fase acuosa [220,221].

La solubilidad limitada del O> en soluciones acuosas, especialmente a
temperaturas optimas para el funcionamiento de las enzimas y habituales en los
procesos industriales [222,223].

La naturaleza de consumo energético de la transferencia activa de O al medio a
través de métodos como la agitacion, el burbujeo o la aspersion [221,224].
Ademas, la agitacion y el burbujeo a menudo provocan la desactivacion de las
enzimas libres en las interfases gas-liquido o debido a fuerzas de cizallamiento.
Este fendbmeno no es especifico de las enzimas que utilizan O, sino que es comun
a todas las reacciones enzimaticas que requieren un sustrato gaseoso [225,226].
Muchas enzimas dependientes de O, muestran una baja afinidad por el O2
[79,207,208,227-229], lo que limita la eficiencia global de la reaccion,
especialmente a temperaturas en las que la solubilidad del O> es particularmente
baja [230].

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como consecuencia de la
reaccion catalitica oxidativa puede reducir la estabilidad y la actividad de las

enzimas [231].

Estos retos se ilustran resumidos en la Figura 1.14. A pesar de que se han optimizado

numerosas enzimas dependientes del O, a escala de laboratorio, s6lo unas pocas han

pasado con éxito a escala industrial. La principal limitacion es la falta de métodos o

procesos técnicos estandarizados para la optimizacién rapida y uniforme de las enzimas

dependientes del O en aplicaciones a gran escala.
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Figura 1.14. Limitaciones/retos de las enzimas dependientes de oxigeno. Los recuadros
ilustran como se manifiesta cada reto. Las flechas indican como cada reto puede
intensificar el efecto del otro, es decir, la baja solubilidad del O2 requiere aumentar la
velocidad de agitacién y, por tanto, el aporte de energia, y esto también aumentara la
velocidad de desactivacion de las enzimas. La baja afinidad al O ralentizara la velocidad
catalitica y, por tanto, el tiempo total de reaccion, lo que contribuira a la desactivacion de
las enzimas. Figura adaptada de [27].

En este contexto es importante remarcar tanto la necesidad como la dificultad de
un andlisis cinético completo de numerosas oxidasas. En primer lugar, la ingenieria de la
reaccion quimica es la disciplina mas idonea para elucidar el grado de dependencia o
afinidad de O en las oxidasas. Otras disciplinas relacionadas como la ingenieria del
medio de reaccién o la ingenieria de reactores o de proteinas son las responsables de
solucionar los problemas la baja solubilidad del O, en medio acuoso o la baja estabilidad
enzimatica en ciertas condiciones de operacion, respectivamente.

Sin embargo, la existencia de andlisis cinéticos que se centren en las limitaciones
por oxigeno son realmente escasos, siendo casi exclusivos del grupo de investigacion de
John Woodley [205-207]. Ademas, estos analisis cinéticos normalmente requieren un
equipo sofisticado y costoso para el control de la [O2] por encima de los valores de

saturacion de aire en fase acuosa. Por ello, creemos que el desarrollo de una metodologia

79



Capitulo 1. Introduccién

de analisis cinético sencilla en enzimas dependientes de O seria de gran interés para la

comunidad cientifica, y es lo que se presenta en el Capitulo 4 de la presente Tesis.

1.4.4. Ingenieria de proteinas para intensificar las reacciones enzimaticas

oxidativas

Con el auge de la ingenieria de proteinas como potente herramienta para modificar
enzimas y mejorar su rendimiento, las enzimas dependientes de O se han convertido en
un objetivo atractivo dentro de este campo. Se han empleado varias estrategias de
ingenieria enzimatica para alterar y ampliar el alcance de los sustratos, aumentar la
estereoselectividad y la regioselectividad y mejorar la estabilidad de diversas enzimas
dependientes del O, [24,232-234], Figura 1.15.

Sin embargo, en la actualidad, sélo un nimero limitado de estudios se ha dedicado
a abordar los retos relacionados con el O> mediante la ingenieria de proteinas. Un estudio
notable surgio de la colaboracion entre los laboratorios de Turner y Woodley. En este
trabajo, se empled la ingenieria enzimatica para mejorar la cinética del O de la galactosa
oxidasa [235]. La variante modificada facilito la conversion biocatalitica escalable de 5-
HMF a 2,5-diformilfurano (DFF) y mostr6 un nimero de recambio mejorado (TTN)
superior a 10°. Uno de los objetivos de esta investigacion era aumentar la afinidad de la
enzima por el Oz (Ko2). Mediante multiples rondas de mutagénesis dirigida en el sitio
activo, se desarroll6 una variante con una afinidad por el Oz significativamente mayor. La
variante mas activa, Ma-s, mejor6 la union al Oz y al sustrato, con lo que la Ko se redujo
9 veces en comparacion con la variante inicial (Mzs). Curiosamente, la variante Mas
conservo el mismo aminoacido en la posicion 290 (Trp) que el tipo nativo, que
previamente se habia cambiado a Phe en Ma.s para mejorar la selectividad enantiomérica
[236]. Sin embargo, la nueva variante Mas mostré una eficiencia catalitica 10 veces

mayor (Keat/Ko2) en comparacion con M.
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Figura 1.15. Estrategias de ingenieria enzimatica para la mejora del rendimiento

catalitico industrial, adaptada de [234].

Ademas, la mejora de la estabilidad de las enzimas en presencia de H.O2 mediante
ingenieria enzimatica puede mitigar sus efectos adversos sobre las enzimas. Muchas
oxidasas generan H>O> de forma natural como parte de su ciclo catalitico y, dependiendo
de su tipo, las monooxigenasas también pueden producir H.O2 como subproducto. Por
consiguiente, abordar la estabilidad de las enzimas dependientes de O en estas
condiciones es un reto importante. En este contexto, un estudio concreto empleo la
ingenieria enzimtica para aumentar la estabilidad oxidativa de una monooxigenasa
Baeyer-Villiger (BVMO) de Pseudomonas putida, incrementando su resistencia al H20..
Se aplico un enfoque de disefio racional a los residuos de aminoacidos a lo largo de los
tineles de acceso al H20., con una prediccion facilitada por herramientas
computacionales como CAVER y PELE. Los residuos propensos a la oxidacion por H20,
como la metionina y la tirosina, fueron sustituidos por otros hidrofébicos. La triple
mutante C302L/M340L/M380L exhibié un TTN de 4100, lo que representa un aumento
de 2.8 veces en comparacion con el tipo nativo. Tras 3 horas de incubacion en presencia
de 25 mM de H»0,, la mutante retuvo el 80% de su actividad residual, en contraste con
solo el 15% del tipo nativo [237].

81



Capitulo 1. Introduccién

1.4.5. Ingenieria del medio de reaccion para intensificar las reacciones enzimaticas

oxidativas

Un enfoque cominmente empleado para la intensificacién de procesos consiste
en llevar a cabo reacciones biocataliticas en medios no convencionales. Esta estrategia
permite aumentar la carga de sustrato, especialmente en el caso de compuestos
hidréfobos, mejorando la solubilidad del oxigeno [238]. Esto es especialmente importante
cuando se utiliza oxigeno como sustrato, como ocurre en las reacciones en las que
intervienen oxidasas, lacasas, monooxigenasas, dioxigenasas Yy halogenasas. Esta
estrategia incluye varios enfoques, como los liquidos idnicos de tipo disolventes
eutécticos de bajo punto de fusion (DES), los sistemas de dos fases liquidas (2-LPS), los
medios organicos y una variante especifica conocida como sustratos puros (sistemas sin
disolventes), Figura 1.16. Aunque los disolventes organicos tienen el potencial de
aumentar significativamente las cargas de sustrato, a menudo plantean problemas
relacionados con la estabilidad de las enzimas [26,239]. Una forma eficaz de abordar este
problema es el uso de un 2-LPS acuoso-orgdnico, como se ejemplificé en la

aminohidroxilacion estereoselectiva de olefinas de estirenilo [240].

Oxidaciones enzimaticas en medios no convencionales

CC)) C? Ventajas
» Mejora de la solubilidad del oxigeno y/o
10 producto => Aumento de la velocidad de
- reaccion y productividad
h » Mayor facilidad del aislamiento del
producto en sistemas bifasicos
© o Desventajas/retos
O ° » Estabilidad comprometida segun la enzima
Qo y el medio empleado
-UE) E » Viabilidad a escala industrial
[o)
7]

Figura 1.16. Ventajas y desventajas/retos en de las oxidaciones enzimaticas en medios

no convencionales.

En medios exclusivamente organicos, la inmovilizacion de enzimas es una

estrategia frecuentemente empleada para paliar los efectos desestabilizadores inducidos
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por el medio. La inmovilizacion de enzimas como la galactosa oxidasa, la colina oxidasa
y la monoamino oxidasa de Aspergillus niger se ha documentado como un medio eficaz
para mejorar sus capacidades biocataliticas en medios orgéanicos [197].

Los disolventes eutécticos de bajo punto de fusion (DES), posicionados como
alternativas mas respetuosas con el medio ambiente respecto a ciertos disolventes
orgénicos, pueden emplearse para mejorar las reacciones oxidativas enziméticas. La
combinacion de la 5-hidroximetilfurfural oxidasa con una gama diversa de DESs
demostro una termoestabilidad mejorada, con resultados notables observados en el
sistema DES glucosa:fructosa:agua (Glu:Fru:H2O, 1:1:6) [241]. Esta mayor
termoestabilidad permite operar a temperaturas elevadas, aumentando asi la velocidad de
reaccion y la productividad global. La investigacion también incluy6 una exploracion de
la solubilidad del oxigeno en los DES al 60% (v/v), que no reveld ningun efecto
beneficioso perceptible.

Aunque el concepto relativamente reciente de los disolventes eutécticos
avanzados de gran interés en la investigacion academica, ain no se ha demostrado todo
su potencial a escala técnica. Esto es especialmente relevante para las condiciones
caracterizadas como verdaderamente "eutécticas avanzadas”, con una adicion minima o
nula de agua, ya que los DES a menudo se enfrentan a una alta viscosidad, lo que dificulta
una transferencia de materia eficiente [242]. En general, el uso de medios no acuosos es
muy prometedor para conseguir solubilidades de oxigeno varias magnitudes superiores a
las del agua [238], especialmente valiosas para intensificar enzimas oxidativas. Por
ejemplo, Sato et al. destacaron cémo la longitud de la cadena alquilica de la estructura
del disolvente organico influye en la solubilidad del oxigeno. En el caso de los alcoholes,
las longitudes de cadena mas largas corresponden a una mayor solubilidad, mientras que,
en los disolventes alcanos, las longitudes de cadena mas pequefias dan lugar a una mayor
solubilidad del oxigeno [223].

Por tanto, la exploracion del uso de liquidos i6nicos y disolventes eutécticos
avanzados innovadores, que son biocompatibles y ajustables, brinda la oportunidad de
crear disolventes con propiedades excepcionales mediante la seleccion estratégica de
distintos componentes. A pesar de ello, el agua sigue siendo el disolvente preferido, y su
miscibilidad con los disolventes es un criterio crucial para la seleccion. En esencia, existe
un importante potencial inexplorado para desarrollar disolventes respetuosos con el

medio ambiente para los procesos de oxidacién biocatalitica, abordando la demanda de
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produccidn sostenible de productos quimicos de base bioldgica en una economia circular
[239].

1.4.6. Ingenieria de reactores para intensificar las reacciones enzimaticas
oxidativas

Dada la baja solubilidad del oxigeno en el medio de reaccion (acuoso), es
necesario un suministro externo, que afecta no sélo a las fases tardias de la aplicacion,
sino tambien a las fases tempranas de la caracterizacion cinética [79,205,206,243].
Normalmente se utilizan métodos dispersivos, en los que una fase gaseosa (aire, Oz puro)
se pone en contacto con la fase liquida y la velocidad de transferencia viene dada por el
coeficiente de transferencia de materia en el liquido (kLa) [221,244,245]. La velocidad de
reaccion suele estar limitada por la baja velocidad de transferencia de Oz (OTR) y la
solubilidad en agua [205-207], Figura 1.17A. Por ejemplo, en reactores aireados
agitados a escala industrial, puede alcanzarse un valor maximo de 5 min* (equivalente a
un maximo tedrico de 1.2 mM-min cuando la fase liquida esta totalmente desoxigenada
y, por tanto, el catalizador totalmente infrautilizado) [205,221,243,246].

Recientemente se ha corroborado que la concentracion de oxigeno disuelto es el
factor limitante de la velocidad de oxidacion catalizada por glucosa oxidasa en un reactor
de tanque agitado (Figura 1.17B). Los resultados demostraron una correlacion notable:
un simple aumento de 3 veces en el valor de oxigeno en el gas de alimentacién duplicé la
velocidad de reaccion, superando el efecto de un aumento sustancial de 10 veces en la
concentracion de enzima [205]. Merece la pena sefialar que, mientras que el kia
(coeficiente de transferencia de materia) puede mejorarse mediante un disefio adecuado
del reactor, la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR) esté estrechamente vinculada
a la fuerza impulsora, que varia de forma proporcional a la disponibilidad de oxigeno. En
consecuencia, se relaciona con la cinética de la reaccién [205,206,246]. La mejora de la
capacidad de transferencia de oxigeno entra principalmente en el dominio de la ingenieria
de reactores [247-249]. Como se muestra en la Figura 1.17, se esbozan varias estrategias.
La bibliografia documenta avances significativos en el disefio de reactores en ambitos
estrechamente relacionados, especialmente en microrreactores continuos utilizados en
catalisis quimica, que han mejorado con éxito el kia [177,250-252]. Sin embargo,
integrar los biocatalizadores de forma compatible con el medio de reaccion y alinear sus
caracteristicas con la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR) sigue siendo un reto,

gue a menudo depende del catalizador especifico empleado [253-256].
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Figura 1.17. Ingenieria de reactores para la intensificacion de oxidaciones dependientes

del oxigeno. El panel A muestra las caracteristicas multifasicas de la reaccion. La
limitacion de la velocidad de reaccion puede residir en la transferencia gas-liquido o en
la velocidad de transferencia (un gradiente de oxigeno) a la fase sélida. Diferentes
alternativas de ingenieria de reaccion trabajan en la mejora de la velocidad de
transferencia de oxigeno o/y en la mejora del suministro local en la fase solida. Los
paneles B-G muestran las diferentes estrategias de reactores utilizadas mencionadas en el

texto. Figura adaptada de [173].

Podrian explorarse otros meétodos para aumentar no solo la velocidad de
transporte, sino también para garantizar simultaneamente una concentracion de O
suficiente a nivel local [27,251,257]. Utilizando microrreactores de flujo continuo, se
puede maximizar la relacién superficie-volumen interfacial y minimizar el tiempo total
de reaccidn [248,256]. Utilizando un reactor tubular de flujo segmentado (Figura 1.17C)
para la hidroxilacion enzimatica del trans-hex-2-enol, van Schie et al. obtuvieron un gran

numero de recambio (TON) (3-10°) a baja conversion. Sin embargo, a una conversion
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alta del 90%, el rendimiento espacio-temporal (STY) fue bajo (0,25 mM-min™) [258].
Por otro lado, se puede aplicar un microrreactor continuo de pelicula descendente para la
oxidacion de glucosa catalizada por GOX libre [259], obteniendo un STY de ~80
mM-min a una conversion del 20-30% a bajo TON (2-10%), Figura 1.17D. Utilizando
el mismo tipo de reactor, se consigui6 un STY de hasta 45 mM-min, sin embargo, a bajo
TON de GOX soluble y baja conversion [254]. También se ha empleado un reactor de
celdas agitadas para mejorar la velocidad de las reacciones de oxidacion biocataliticas
para la misma transformacién [243,260]. Otra configuracion de reactor interesante es la
de tubo en tubo, en la que la fase acuosa y la gaseosa estan separadas fisicamente por una
membrana [207,253,253,256], Figura 1.17E. Por otro lado, recientemente se aplico la
oxidacion biocatalitica de glucosa para producir gluconato sédico en un lecho empacado
rotatorio (RPB). Los resultados indicaron que el valor experimental de kia estaba en el
rango de 0,01~0,028 s, lo que permiti6 una tasa de produccion de hasta 6~12 g-L*-h?
en el IL-RSR, siendo 7 veces la de un reactor de tanque agitado [261].

Con todo esto, todavia es necesario profundizar en la tecnologia que permite la

integracién de la enzima en este tipo de reactores y su operacion en régimen continuo.

1.5. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Las enzimas, con sus notables propiedades de alta actividad, selectividad y
especificidad, tienen el potencial de facilitar procesos quimicos complejos en condiciones
experimentales y ambientales favorables [262,263]. En consecuencia, la transformacion
de enzimas de entidades bioldgicas a reactores industriales es una busqueda apasionante.
Afortunadamente, se dispone de numerosas técnicas para mejorar las caracteristicas de
las enzimas, que abarcan varios ambitos cientificos que han experimentado avances
significativos en los Ultimos afios, como la microbiologia, la ingenieria de proteinas y la
quimica de proteinas. A pesar del desarrollo de diversas técnicas modernas, enfoques
aparentemente tradicionales como la inmovilizacion han demostrado ser herramientas
poderosas para mejorar casi todas las propiedades de las enzimas cuando se disefian
adecuadamente. Esto incluye aspectos como la estabilidad, la actividad, la especificidad,
la selectividad y la reduccion de la inhibicion [178].

Para que el uso de un catalizador enzimatico relativamente caro sea econémicamente
viable, su recuperacién y reutilizacién se convierten en un imperativo en muchos casos.
Ademas, el empleo de una enzima inmovilizada no sélo simplifica el disefio del reactor y

el control de la reaccion [264-266] (ya que la reaccion puede detenerse simplemente
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filtrando la enzima), sino que también permite un uso versatil del reactor. De ahi que la
inmovilizacion sea a menudo un requisito previo para emplear enzimas como
biocatalizadores industriales y ofrezca la solucion més directa a los problemas de
solubilidad asociados a estos valiosos biocatalizadores. Sin embargo, la nocion de
reutilizacion de enzimas implica intrinsecamente que la estabilidad del preparado
enzimatico final debe ser lo suficientemente alta como para facilitar dicha reutilizacion.
Por consiguiente, para que una enzima sea un candidato viable para su reutilizacion, debe
presentar una estabilidad inherente o sufrir una estabilizacion sustancial durante el
proceso de inmovilizacion. En la Tabla 1.5 se muestran las principales ventajas y

desventajas de la inmovilizacién de enzimas.

Tabla 1.5. Ventajas y desventajas o retos de la inmovilizacién de enzimas.

Ventajas Desventajas/Retos

Menor actividad enzimatica en
comparacion a la enzima libre, por baja
accesibilidad al centro activo o cambios

estructurales en la enzima

Mayor estabilidad, especialmente frente
a disolventes organicos y altas
temperaturas

Separacion sencilla del biocatalizador,
resultando en menores costes del
proceso de purificacién

Costes adicionales de los soportes y
métodos de inmovilizacion

Existencia de restricciones difusionales,

Permite la operacién en continuo sin . .
gue disminuyen la concentracién de

necesidad de membranas

Posibilidad de reutilizar el
biocatalizador

entrada de los sustratos

El método de inmovilizacion es distinto
para cada enzima y es dificil de predecir

Posibilidad de co-inmovilizar
cofactores u otras enzimas con una gran
proximidad

Mayor estabilidad frente fuerzas
mecanicas como efectos de cizalla o
burbujeo de gas

Por tanto, en esencia, la inmovilizacion de enzimas permite una facil separacion y
reutilizacion del biocatalizador, facilita una recuperacién del producto mas sencilla y a
menudo mejora la resistencia a la inactivacién de enzimas frente a los diferentes agentes

desnaturalizantes (incluyendo pH extremos o altas temperaturas, la presencia de
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disolventes organicos, inhibidores, etc.). Los protocolos de inmovilizaciéon de enzimas
descritos en la bibliografia se pueden clasificar en tres grupos principales [178,267,268]:

» Enzima unida a un soporte solido (mediante unidn covalente o no covalente al

soporte).

» Enzima atrapada o encapsulada, donde se forma una red polimérica tridimensional

en presencia de la enzima.

» Entrecruzamiento de enzimas con reactivos bifuncionales (por ejemplo,

entrecruzado cristales de enzimas (CLECs) y agregados (CLEAS).

Por otro lado, se pueden distinguir dos formas de inmovilizacion de proteinas en
soportes solidos porosos: reversible o irreversible. En el primer caso, la enzima puede ser
liberada del soporte pudiéndose recuperar éste una vez se haya inactivado la enzima; por
el contrario, en el segundo caso, la enzima estd unida de forma irreversible por lo que
cuando la enzima esté inactiva, se ha de eliminar todo el biocatalizador, enzima y soporte
[178]. Sin embargo, con la inmovilizacion reversible, generalmente, no se pueden
alcanzar grandes factores de estabilizacion debido a que no son capaces de rigidificar la
estructura terciaria de la enzima. Esto puede ser distinto para el caso de enzimas
multiméricas, en las que se puede evitar la disociacion de las subunidades mediante la
estabilizacion de su estructura cuaternaria [269].

Aparte de su aplicacion como biocatalizadores heterogéneos reutilizables, la
inmovilizacion de enzimas es una plataforma adecuada para desarrollar dispositivos
tecnoldgicos estables para aplicaciones analiticas, aplicaciones energéticas y biomedicina
(por ejemplo, biosensores, biocombustibles), asi como herramientas para la quimica de
proteinas en fase sdlida o microdispositivos para la liberacion controlada de drogas [270].

A continuacién, se exponen y explican las distintas estrategias de inmovilizacién,

tanto irreversibles como reversibles.

1.5.1. Meétodos irreversibles: Inmovilizacion mediante enlace covalente

Este tipo de inmovilizacion implica una union irreversible entre la enzima y el
soporte, estableciendo enlaces fuertes y estables que evitan la liberacion de la enzima al
medio de reaccidn. La unidn covalente se realiza a través de grupos funcionales presentes
en la superficie del soporte activado, como los grupos -NH2 (Lys), -SH (Cys), -OH (Tyr
y Ser), -COOH (Asp y Glu), y los grupos correspondientes en la superficie de la proteina.
De esta manera, se logra la union irreversible de la enzima al soporte mediante enlaces

como amida, tio-éter, éter, enlaces carbamatos, etc. [271]. Es crucial que los aminoacidos
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esenciales para la catalisis no participen en la union covalente al soporte para lograr una

inmovilizacion eficiente.

Union covalente multipuntual sobre soportes activados con grupos glioxil (Gly)

La inmovilizacidén no garantiza automaticamente la estabilizacion de la enzima, ya
que no induce por si misma una rigidez en la estructura terciaria de la proteina. Por lo
tanto, la eleccion del sistema de inmovilizacion apropiado es crucial para lograr la
estabilizacion enzimética [178]. La inmovilizacion mediante una unidn covalente
multipuntual en soportes altamente funcionalizados a traves de brazos espaciadores cortos
e involucrando numerosos residuos de la superficie de la enzima, favorece la rigidez en
la estructura terciaria de la proteina [178,272-274]. Esto significa que las posiciones
relativas de los residuos involucrados en la union covalente multipuntual permanecen
inalteradas durante los cambios conformacionales inducidos por agentes distorsionantes,
como altas temperaturas, solventes organicos o valores extremos de pH. Este fendmeno
reduce los cambios conformacionales que podrian llevar a la inactivacion de la enzima,
lo que permite aumentar su estabilidad.

Los soportes activados con grupos glioxil exhiben unas excelentes caracteristicas
para lograr esta union irreversible con la enzima. Estos presentan una monocapa de
grupos aldehidos totalmente expuestos al medio con los que reaccionan facilmente los
aminos primarios no ionizados de la enzima. Estos grupos tienen ademas un brazo
espaciador muy corto, de forma que parte de la superficie de la enzima queda muy
préxima a la superficie del soporte lo cual confiere a la enzima inmovilizada una gran
rigidez y estabilidad.

Por otra parte, el control sobre el grado de activacion del soporte posibilita alcanzar
densidades elevadas de grupos aldehidos por unidad de superficie, lo que facilita una
interaccidn intensa entre la enzima y el soporte. No obstante, este sistema presenta tres
inconvenientes:

o La necesidad de llevar a cabo la inmovilizacion a un pH bésico (> 10), lo cual
puede ser problematico para algunas enzimas debido a su baja estabilidad en
estas condiciones.

o El uso de borohidruro en la reduccion del enlace tipo base de Schiff puede
plantear problemas en términos de disminucion de actividad.

o Este sistema inmoviliza estrictamente proteinas a través de la zona mas rica

en Lys, y aunque estos residuos son abundantes en la superficie de la mayoria
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de las proteinas, algunas no presentan muchos de estos residuos, lo que
dificulta su estabilizacion en este tipo de soportes.

A pesar de estos desafios, numerosas enzimas han sido inmovilizadas mediante esta
estrategia, logrando altos niveles de estabilizacién en comparacion con las enzimas
solubles [275]. Es importante sefialar que, aunque la mayoria de las proteinas no se
inmovilizan en grupos glioxil a pH neutro, existen excepciones, como las proteinas con
varios grupos amino terminales (por ejemplo, proteinas formadas por varias
subunidades). Los grupos amino terminales tienen un pK entre 7.0-8.0, y si estan en el
mismo plano, permitirian la inmovilizacion de la enzima sobre grupos glioxil incluso a
pH neutro [276]. Ademas, la inmovilizacion en agarosa glioxil a pH 8,0 en presencia de
ditiotritol (DTT) estabiliza las bases de Schiff y permite la inmovilizacion unipuntual
irreversible de enzimas a pH neutro (seguido de la incubacién a pH alcalino para
involucrar las Lys proximas y asi lograr una union covalente multipuntual)[277].

Como se ha mencionado, la inmovilizacion se lleva a cabo a través de la region de la
superficie de la enzima que presenta la mayor densidad de grupos amino primario, no
limitdndose unicamente al grupo amino mas reactivo, como suele ocurrir en la mayoria
de las otras técnicas de inmovilizacion covalente. En una primera etapa, Figura 1.18, se
establecen enlaces tipo base de Schiff (grupos imino) entre los €-NH2 de las Lys y los
grupos aldehidos del soporte. Las Lys son tipicamente aminoacidos abundantes en la
superficie proteica, expuestos al medio, y cuando estdn desprotonadas, actlan como
nucleofilos altamente reactivos, por lo que es necesario realizar la reaccién a un pH
superior al pKa de los grupos €-NH2 (pH 9.2). En esta primera interaccién entre la enzima
y el soporte se forman al menos dos uniones. Tras la incubacion, durante la cual la enzima
se orienta sobre el soporte mediante su region mas rica en grupos amino reactivos, se

produce una interaccion multiple pero reversible [275,278].
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Figura 1.18. Inmovilizacién covalente multipuntual sobre glioxil-agarosa. Figura
adaptada de [279].

En un segundo paso, se lleva a cabo la reduccion de las bases de Schiff a enlaces
amino secundario mediante borohidruro de sodio. Esta reduccion no solo permite
establecer una unidn irreversible entre la enzimay el soporte, sino que también transforma
todos los grupos aldehido remanentes en grupos hidroxilo, generando asi una matriz
inerte e hidrofilica. Este Gltimo aspecto es crucial para prevenir reacciones indeseadas o

no controladas que podrian desestabilizar la proteina, incluso llegando a inactivarla.

Union covalente multipuntual sobre soportes activados con grupos vinil-sulfona (VS)

Los soportes activados con vinil-sulfona (VS) se han empleado para la
inmovilizacion de diversas enzimas y proteinas [280-285]. En los ultimos tiempos, se
han propuesto las perlas de agarosa activadas con VS como soporte adecuado para
estabilizar enzimas mediante la union covalente multipuntual [286,287]. Los grupos vinil-
sulfona muestran reactividad con varios grupos de aminoacidos de las proteinas (como
Lys, Tyr, His, grupo(s) amino terminal(es)) sin requerir una activacion previa de la
proteina [286,287]. La reaccion del soporte enzimatico da lugar a la formacion de enlaces
estables tras la inmovilizacion, eliminando la necesidad de estabilizacion adicional para
evitar la rotura de los enlaces durante las operaciones, incluso en condiciones adversas

[286,287]. Sin embargo, es aconsejable bloguear los grupos vinil-sulfona restantes con
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diferentes nucleofilos (por ejemplo, aminoacidos, compuestos amino o tiol) al final de la
reaccion para evitar reacciones incontroladas entre la enzima y el soporte [286,287].

Estos grupos reactivos presentan una excelente estabilidad en condiciones de
almacenamiento e inmovilizacién, permitiendo la inmovilizacion de proteinas en un
amplio rango de valores de pH. En varios casos concretos [286,287], distintas tripsinas
se inmovilizaron con éxito en valores de pH comprendidos entre 5y 10, observandose
una inmovilizacion mas réapida en valores de pH alcalinos.

En comparacion con otros soportes utilizados con éxito para estabilizar enzimas
mediante la union covalente multipuntual (como los soportes activados con epoxi
[288,289], glutaraldehido [290] o glioxil [275]), los soportes activados con VS presentan
algunas ventajas. A diferencia de los soportes activados con epoxidos, los basados en VS
presentan una mayor reactividad, lo que permite la inmovilizacion directa de la enzima
mediante la union covalente sin el requisito previo de la adsorcion de la enzima en la
superficie del soporte [286,287]. Aunque los soportes activados con epoxi y VS
comparten una gama similar de grupos reactivos (los grupos epoxi también tienen la
capacidad de reaccionar lentamente con las moléculas carboxilicas) [291], los soportes
activados con VS destacan por su mayor reactividad.

En contraste con los soportes activados con glioxil, que reaccionan principalmente
con grupos amino primarios, los soportes activados con VS pueden unirse a un espectro
mas amplio de grupos funcionales [292]. Ademas, cuando se consideran soportes para la
inmovilizacion de biomacromoléculas sin necesidad de estabilizacion, los soportes con
VS ofrecen ventajas. Eliminan el requisito de inmovilizacion a valores de pH alcalinos y
la necesidad de un paso de reduccion (por ejemplo, utilizando borohidruro de sodio),
como es el caso de los soportes con glioxil [293].

Sin embargo, la principal limitacidn de esta activacién reside en la mayor longitud
del brazo espaciador (debido a la adicion de 4 atomos de C y un S a los grupos reactivos
del soporte, como se ilustra en el Figura 1.19). Este alargamiento podria disminuir
potencialmente la rigidificacion conseguida mediante la union covalente multipuntual
[178,179,190,273]. Sin embargo, el brazo espaciador alargado también puede ofrecer la
ventaja de implicar un mayor porcentaje de la superficie de la enzima en la reaccién
enzima-soporte [178,179,190,273].
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Figura 1.19. Activacion de la agarosa con DVS y posterior reaccion del soporte activado
con proteinas. Figura adaptada de [287].

La reactividad limitada de los grupos epoxi y glioxil en situaciones especificas ha
conducido al desarrollo de soportes heterofuncionales para la inmovilizacion de enzimas.
Estos soportes permiten diferentes orientaciones facilitadas por otros grupos (como
metales inmovilizados o grupos iénicos) mientras se emplea la misma quimica y bajo
idénticas condiciones de inmovilizacion [294]. En el caso de los soportes con VS, su alta
reactividad puede dificultar el uso de esta estrategia para orientar la inmovilizacion de
enzimas, ya que pueden inmovilizar covalentemente proteinas en un rango de pH de 5-
10. Sin embargo, la reactividad de varios grupos enzimaticos varia a diferentes valores de
pH, lo que permite la posibilidad de alterar la orientacion de las enzimas simplemente

ajustando el pH de inmovilizacién [286,287].

1.5.2. Métodos reversibles: Inmovilizacién por intercambio iénico

Las fuerzas implicadas en la adsorcién iénica de la proteina al soporte son
principalmente de naturaleza electrostatica. Aunque estas fuerzas son débiles, su
abundancia es suficiente para establecer una union estable entre la enzima y el soporte.
Los procedimientos de inmovilizacion suelen ser sencillos; consiste en poner en contacto
la enzima con el soporte en condiciones suaves de reaccion (baja fuerza ionica). A pesar

de que estos métodos permiten una inmovilizacion reversible, la unién resultante es muy
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resistente, lo que los hace Utiles en procesos industriales donde el precio del soporte es
un factor significativo en el coste total del biocatalizador.

Tradicionalmente, estos métodos se han empleado més para la purificacion de
enzimas que para la inmovilizacion, debido a las dificultades asociadas con el
mantenimiento de la proteina adsorbida en el soporte bajo las condiciones de reaccion
deseadas [295-297]. Factores como variaciones de pH, presencia de sustratos o productos
ionizables, y el uso de altas temperaturas para solubilizar reactivos pueden acelerar el
proceso de desorcion de la enzima [298-300]. En respuesta a esto, se han desarrollado
matrices flexibles con una amplia superficie y una alta densidad de residuos ionicos para
interactuar con la superficie enzimética, permitiendo asi la aplicacion de enzimas
adsorbidas en soportes idénicos como biocatalizadores en procesos industriales. Esta
aproximacion posibilita una union mas fuerte en comparacion con las matrices rigidas
convencionales de adsorcion iénica, como agarosa dietilaminoetil (DEAE) y agarosa
monoamino-N-aminoetil (MANAE). Ademas, este tipo de inmovilizacion al ser mas
suave permite conservar potencialmente una mayor actividad en enzimas mas sensibles a
los cambios estructurales.

Una estrategia para lograr la inmovilizacion reversible y robusta de enzimas, sin
distorsionar su estructura tridimensional, implica revestir las superficies de soportes
porosos con polimeros ionicos flexibles que contienen una alta densidad de grupos
cargados para el intercambio i6nico [301,302]. Sin embargo, cuando la enzima se inactiva
o el biocatalizador deja de ser productivo, se puede someter el sistema a condiciones
dréasticas (como 1 M de NaOH o NaCl) para recuperar el soporte polimérico libre de la
enzima inactiva. A diferencia de los soportes convencionales, que suelen tener una densa
capa de grupos cargados positiva o negativamente [303,304], presentando una superficie
plana de interaccion con la proteina (adsorcion bidimensional), los soportes recubiertos
con polimeros idnicos flexibles permiten una interaccion tridimensional. En este caso, la
adsorcién ocurre a lo largo de un volumen, ya que la flexibilidad del polimero facilita la
adaptacion a la estructura de la proteina. Ademas, se ha observado que proteinas que no
pueden ser adsorbidas en soportes convencionales pueden ser exitosamente adsorbidas en

soportes recubiertos con estos polimeros [305,306].

Union reversible por intercambio anionico con polietilenimina (PEI)
La polietilenimina (PEI) destaca por ser un polication sintético ampliamente

utilizado en diversas aplicaciones debido a su versatilidad quimica, atribuida a la
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presencia de aminas cationicas primarias (25%), secundarias (50%) y terciarias (25%)
[307,308]. La estructura de la PEI, formada por la unién de unidades de iminoetileno,
puede adoptar diversas arquitecturas (lineal, ramificada, en peine, en red y dendrimero)
en funcién de los métodos de sintesis y modificacion. Estas variaciones influyen
significativamente en sus propiedades fisicas y quimicas [309]. Ademas, los distintos
métodos de sintesis permiten que el PEI esté disponible en una amplia gama de pesos
moleculares.

La PEI ramificada (Figura 1.20) presenta un estado liquido muy viscoso a
temperatura ambiente, mientras que la PEI lineal es solida. La PEI posee varias
caracteristicas ventajosas para aplicaciones generalizadas, como su baja toxicidad, su
facilidad de separacién y reciclaje y su bajo olor. Ademdas de estas atractivas
caracteristicas, un aspecto distintivo que diferencia la PEI de otros poliiones (como la
polialilamina o el quitosano) es su elevada capacidad de carga. Esta caracteristica justifica
su amplio uso en diversos campos, como detergentes, adhesivos, tratamiento de aguas
[310], cosméticos, captura de dioxido de carbono [311-313], transfeccion de ADN y
administracion de farmacos [314,315]. A pesar de ser una base polimérica débil con
valores de pKa entre 7.9 y 9.6, la alta densidad de carga ionica de la PEI la convierte en

un material rentable.

_ (\NHQ (\H/\/NHS
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HN" >N NH,
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Figura 1.20. Estructura quimica de la polietilenimina ramificada.

Normalmente, la polietilenimina disponible en el mercado presenta una estructura
ramificada. La PEI ramificada (BPEI) es soluble en disolventes polares como el agua, el
etanol y la acetona. Esta molécula resulta especialmente atractiva para el disefio de
biocatalizadores debido a su estructura azarosa y a su capacidad para cubrir las superficies
de soportes o proteinas [316]. La via sintética convencional para producir BPEI implica
la polimerizacion electrofilica (o cationica) de apertura en anillo de la etilenimina no
sustituida con un catalizador protonico, como los acidos de Lewis y sus sales, los acidos

de Bransted fuertes, los halogenuros de alquilo, los ésteres de &cidos fuertes, los fenoles,
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los acidos carboxilicos o halégenos [317]. Esta polimerizacion da lugar a la formacion de
grupos amino secundarios en la cadena polimérica, que son mé&s basicos que el
mondmero. En consecuencia, se produce una amplia transferencia de cadena al polimero,
lo que da lugar a la ramificacion.

El recubrimiento de superficies de soporte con PEI las activa para la inmovilizacién
de enzimas mediante el intercambio anidnico. Aunque esta aplicacion especifica de la
PEI se publico por primera vez en 1991 [317], desde entonces se han producido
numerosos avances. El proceso de inmovilizaciéon implica la formacién de multiples
enlaces ionicos entre la enzima y el soporte, o que conduce a un desplazamiento de los

iones contrarios en ambas superficies [305], Figura 1.21.

Agarosa
Agarosa
)

Figura 1.21. Agarosa-epoxi recubierta con pelietilenimina, que reacciona por

intercambio i6nico con los grupos de alta densidad negativa de la enzima.

El uso de estos soportes con lechos poliméricos para inmovilizar biomacromoléculas
ofrece varias ventajas sobre los intercambiadores de aniones convencionales [174,317].
e La adsorcion enzimatica es robusta debido a los multiples grupos catiénicos de
PEI a distancias variables que pueden adaptarse a la distancia entre grupos
enzimaticos.
e La estructura en espiral azarosa del polimero evita la distorsion de la enzima
durante la interaccion a través de multiples puntos.
e Laadsorcion tridimensional que proporciona el lecho polimérico formado por PEI
supera la adsorcion bidimensional de los soportes estandar [306].
Estas ventajas han permitido la inmovilizacion de mas del 80% de las proteinas
contenidas en un extracto proteico crudo [301], por lo que parece evidente que la carga
neta de la proteina no es la razon de la inmovilizacion de la enzima, sino la posibilidad

de establecer muchos puentes ionicos. Esta idea ha permitido el desarrollo de diferentes
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intercambiadores i0nicos a medida para la inmovilizacion selectiva de diferentes
proteinas [318].

No obstante, la utilizacion de PEI puede plantear ciertos retos. Por ejemplo, el
polimero puede interactuar con las cavidades internas de la proteina, donde pueden
encontrarse cationes criticos, lo que provocaria la inactivacion de la enzima. Esto
contrasta con el uso de pequefios grupos cationicos en una superficie plana, donde estas
interacciones son menos probables. Ademas, la movilidad de la PEI puede contribuir a
una cierta desestabilizacion de la enzima con la que interactia. No se espera que el
intercambio i6nico provoque una rigidificacion estructural significativa a la enzima, y
este efecto es ain menos pronunciado con la PEI debido a su alta movilidad. Sin embargo,
pueden observarse algunos efectos estabilizadores relacionados con la creaciéon de

microambientes hidrofilicos para generar particion de disolventes [319,320].

Unién reversible por intercambio cationico con dextran-sulfato (DS)

El dextrano es un polisacarido compuesto por poli-a-D-glucésidos de origen
microbiano, caracterizado por enlaces glucosidicos predominantemente en C-1->C-6,
segun la definicion de la IUPAC [321], Figura 1.22. Este biopolimero es sintetizado
naturalmente por diversas bacterias que prosperan en medios que contienen sacarosa
[322], presentando una amplia gama de pesos moleculares (3 a 2000 kDa). Las
dextransucrasas de Leuconostoc spp. [323,324], Weissella spp. [325,326] y lactobacilos
[327,328] son responsables de su produccion, siendo Leuconostoc mesenteroides la

fuente mas comdn de dextranos comercializados [329,330].
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Figura 1.22. Estructura quimica del polimero dextran-sulfato.

Tradicionalmente, las fracciones de dextranos de bajo peso molecular se han
utilizado principalmente en biotecnologia como expansores del volumen plasmatico
[331,332]. Esto se atribuye no solo a su estructura lineal y a su alta solubilidad en agua,

sino también a su composicion quimica, basada principalmente en enlaces a-1,6. Esta
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composicion hace que los dextranos sean menos susceptibles a la hidrolisis enzimatica en
comparacion con otros oligosacaridos con enlaces a-1,4, como el glucégeno [333], que
puede ser descompuesto por dextranasas microbianas en el tracto gastrointestinal.

Los dextranos presentan caracteristicas favorables, como una alta solubilidad en
agua, estabilidad en condiciones acidas y basicas suaves y un nimero considerable de
grupos hidroxilo. Estas propiedades hacen de los dextranos un material excelente para
diversos protocolos de derivatizacion y para someterse a procesos de entrecruzamiento
quimico o fisico [86,87]. Tipicamente, el grupo hidroxilo C-2 es el mas reactivo, y la
conjugacion de diferentes moléculas con el dextrano puede conseguirse mediante
diversos procedimientos [86]. A pesar de la variedad de metodologias, una caracteristica
comun entre ellas es que el anillo de glucopiranosa del polisacérido permanece inalterado.

Esta técnica consiste en utilizar soportes con grupos cationicos en su superficie, lo
que facilita la adsorcién de un polimero i6nico. Dado que el polimero posee un nimero
de cargas significativamente mayor que la superficie del soporte, la carga global viene
dictada por el propio polimero [302,334]. Ademas, si el polimero incorpora numerosos
grupos iénicos, su adsorcion en el soporte se vuelve robusta. Esto simplifica y agiliza la
preparacion de la matriz, eliminando la necesidad de grupos que permitirian reacciones
covalentes entre el polimero y el soporte [302,334]. Es importante ademas seleccionar el
polimero de DS con el peso molecular méas adecuado, dependiendo también del tamafio
de la proteina a inmovilizar. Este método es adecuado para enzimas con alta densidad de
cargas positivas en su superficie (como lisinas, argininas o histidinas) que son muy

sensibles a la inmovilizacién covalente multipuntual, Figura 1.23.
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Figura 1.23. MANAE-agarosa recubierta con dextran-sulfato, que reacciona por

intercambio i6nico con los grupos de alta densidad positiva de la enzima.
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1.5.3. Materiales utilizados para la fabricacion de soportes de inmovilizacion

Existe una amplia gama de materiales de diversas fuentes que pueden servir como
soportes para la inmovilizacion de enzimas y que se clasifican en materiales organicos,
inorganicos, hibridos o compuestos. La funcién principal del soporte es salvaguardar la
estructura de la enzima frente a las duras condiciones de reaccién, ayudando asi a la
enzima inmovilizada a mantener una elevada actividad catalitica [335]. La eleccion de un
material adecuado, como los soportes hidrofobicos para la inmovilizacion de lipasas,
puede mejorar la actividad del biocatalizador [336,337]. Sin embargo, existen
limitaciones en este ambito, ya que la matriz no debe afectar negativamente a la estructura
de la enzima més all4 de lo necesario para establecer interacciones estables enzima-
matriz.

Por otro lado, debe haber compatibilidad entre los grupos funcionales de los dos
materiales para facilitar la formacién de estas interacciones enzima-matriz, algo
especialmente crucial en el caso de la inmovilizacion covalente [269]. El soporte necesita
exponer los sitios activos del catalizador para facilitar la union de moléculas de sustrato,
con el objetivo de reducir las limitaciones difusionales de sustratos y productos [338]. En
la Figura 1.24 se describen brevemente las caracteristicas esenciales que deben tener los
materiales de soporte para una inmovilizacion enzimatica eficaz. No obstante, hay que
recordar que la seleccion adecuada de un soporte esta directamente relacionada con el

tipo de enzima 'y con el proceso en el que se utilizara el biocatalizador.
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Estabilidad térmica y
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Figura 1.24. Principales caracteristicas de los materiales de los soportes empleados para

la inmovilizacion de enzimas.

Debido a la inestabilidad habitual de las enzimas en entornos hidréfobos, los
materiales hidréfilos son dptimos para formar matrices en la inmovilizacién de enzimas.
Ademas, los soportes inertes son preferibles para evitar interacciones incontroladas entre
la enzimay el soporte [339]. Los procedimientos de inmovilizacion suelen implicar tanto
soportes organicos como inorganicos [268]. Esta ultima categoria engloba numerosas
matrices basadas en silice y Oxidos metélicos, como zeolitas, silices mesoporosas,
alimina, ceramicas, vidrios mesoporosos y nanoparticulas magnéticas [340]. Estos
materiales estan disponibles con una amplia gama de precios y caracteristicas mecanicas
[340,341], siendo sus caracteristicas clave su completa inocuidad microbiolégica y sus
excepcionales propiedades mecanicas. Especialmente, cabe destacar el amplio uso de
soportes basados en metacrilato en el campo de la biocatélisis, donde recientemente se ha
publicado un estudio comparando el desempefio de biocatalizadores basados en

materiales de agarosa y metacrilato en reacciones de aminacion y oxidacion [342].
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En la inmovilizacion de enzimas se emplean varias clases de soportes organicos,
como los basados en poliacrilamida y poli(alcohol vinilico) [343,344], poliamidas como
el nailon [345] y polisacéridos. Ademas, numerosos azucares macromoleculares han
encontrado aplicaciones, entre ellos el almiddn, la celulosa y, mas recientemente, el
dextrano, el quitosano/quitina, el alginato [346,347] y los derivados de la agarosa, que
han ganado una gran popularidad [348,349].

Teniendo en cuenta los factores econémicos, el almidon y la celulosa aparecen como
las opciones mas viables [350]. Por desgracia, el almidon es susceptible a la degradacion
microbiana, por lo que su uso contemporaneo es relativamente infrecuente. Ademas, los
soportes basados en almidén presentan unas propiedades mecéanicas y reoldgicas
inferiores. La celulosa, con su caracteristica estructura tridimensional, requiere costosos
tratamientos para hacerla apta para las técnicas de inmovilizacién. Las hebras compactas
formadas por las cadenas de celulosa, interconectadas a través de un conjunto regular de
enlaces de hidrdgeno entre cadenas, suponen un reto para muchos reactivos, que requieren
tratamientos duros para su penetracion [351]. Como alternativa, la celulosa podria
solubilizarse utilizando disolventes apropiados y precipitarse después en una forma
amorfa e hinchada, mejorando la accesibilidad a los agentes derivatizantes [352].

Otros polisacaridos, como los dextranos y el pullulano [353], estan disponibles en
formas entrecruzadas que presentan una resistencia considerable a la degradacion
bacteriana y flangica. Ademas, estos soportes suelen presentar propiedades fisicas
excepcionales, como una elevada area superficial y un gran tamafio de poro. Sin embargo,
los derivados del dextrano (por ejemplo, Sephadex® y Sephacryl®) son relativamente
caros, y su resistencia mecanica es limitada, junto con una escasa compatibilidad
geométrica con las enzimas. Por el contrario, la agarosa destaca como una alternativa
natural que, en determinadas formas, puede resultar mas rentable. Posee una elevada
afinidad hidrofilica, compatibilidad con diversas estrategias de activaciéon, amplia
disponibilidad con diversos tamafios de poro y resistencia a la agitaciébn mecéanica.
Ademas, el tamarfio de las particulas de agarosa puede ajustarse, oscilando entre mm y
pum, en funcion de la aplicacion especifica. A continuacion, se profundiza en las estructura

y caracteristicas de la agarosa, el soporte mas utilizado en esta tesis.

Agarosa
El agar o agar-agar es una sustancia carragenina, un polisacarido no ramificado que

se obtiene de la pared celular de varias especies de algas de los géneros Gelidium,
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Eucheuma y Gracilaria, entre otros, dando lugar, segun la especie, a un color
caracteristico. La palabra "agar" procede del malayo agar-agar, que significa gelatina.
También se conoce con los nombres de “gelosa”, "gelosina", "gelatina vegetal"”, "gelatina
china" o "gelatina japonesa”. Las algas y el gel que se extrae de ellas se utilizan desde la
antigliedad en los paises de Extremo Oriente (China, Japdn, Corea, etc.) y se trajeron a
Europa hacia mediados del siglo XI1X. Hoy en dia, las algas productoras se cultivan en
muchas zonas [354].

Estructura quimica

El agar consta de dos componentes principales: agarosa y agaropectina [355]. La
agarosa, que constituye la mayor parte del agar, es un heteropolisacarido gelificante
neutro. Es un polimero lineal caracterizado tanto por enlaces a- como B- glicosidicos, a
diferencia de la mayoria de los polisacaridos comunes, incluido el dextrano [356-358].
La unidad monomérica de la agarosa, ilustrada en la Figura 1.25, consiste en dos
monosacaridos: -D-galactosa y 3,6-anhidro--L-galactosa. Estos monosacéridos estan
unidos por enlaces glucosidicos (1-4) (entre -D-galactosa y 3,6-anhidro--L-galactosa,
formando la unidad bésica disacarida conocida como neoagarobiosa) y (1-3) (entre 3,6-
anhidro--L-galactosa y -D-galactosa, formando la unidad basica disacarida llamada
agarobiosa). Estos enlaces pueden ser hidrolizados por dos enzimas distintas: a-agarasa
(C.E.3.2.1.158) y B-agarasa (C.E. 3.2.1.81) [359,360]. Sélo unos pocos microorganismos
poseen estas actividades enzimaticas [361], lo que explica el amplio uso del agar en los

medios de cultivo solidos microbiolégicos.
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Figura 1.25. Estructura vertebral de la agarosa. Las unidades de disacaridos que se

repiten se denominan agarobiosa y neoagarobiosa. En el caso de la agaropectina, las
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posiciones 2 0 6 de residuos de 3,6-anhidro-a-L-galactosa pueden ser sustituidas por

residuos de -OSO3", -OCHgs, glucuronato o piruvato [362].

La agarosa presenta un alto grado de polimerizacion, con un peso molecular
determinado de al menos 120 kDa, equivalente a aproximadamente 800 residuos de
azucar [363]. El contenido en sulfatos solo es admisible hasta un 0.15%. La agaropectina,
es relativamente heterogénea, pero comparte la misma unidad de repeticion [364].
Aproximadamente el 8% de las posiciones 2- o 6- de los residuos 3,6-anhidro-a-L-
galactosa en la agaropectina pueden sustituirse por residuos -OSOs’, -OCHjs, glucuronato
0 piruvato [362,365]. Estos sustituyentes influyen significativamente en el potencial
gelificante del material. Los polimeros de agarosa forman robustos enlaces con un gran
didmetro, superior al de una enzima. El didmetro aumenta con el porcentaje de agarosa
(o grado de entrecruzamiento), facilitando un mayor soporte/interaccion enzimatica
cuando se utiliza agarosa con un porcentaje considerable. Sin embargo, a medida que
aumenta el porcentaje de agarosa, disminuye el diametro de los poros. En consecuencia,

es necesario optimizar la agarosa utilizada para cada enzima [272].

Propiedades funcionales

En bioquimica, el agar y los geles de agarosa encuentran aplicacién como soportes
para electroforesis [366] e inmovilizacion de proteinas [350], aprovechando sus
ventajosas propiedades funcionales. En agua, la agarosa actia como un coloide
fuertemente hidrdfilo, liéfilo y altamente inerte. La caracteristica mas atractiva del agar
y la agarosa es su capacidad para formar de forma reversible geles estables y firmes.
Sorprendentemente, a diferencia de otros soportes hidrofilicos como los materiales
basados en dextrano, poliacrilamida y alcohol polivinilico, los geles de agar y agarosa
muestran una contraccion o hinchazén minima cuando se altera el solvente [350].

La arquitectura tridimensional de la red polimérica permanece practicamente
inalterada incluso cuando las moléculas de agua, alojadas dentro de los poros del gel, son
desplazadas y sustituidas por otros disolventes como la acetona. Ademas, los geles de
agarosa muestran una sinéresis (separacion de las fases de componen la suspension) muy
lenta y baja [367], lo que garantiza que el didmetro de los poros practicamente no se vea
afectado. La constancia de los parametros estructurales es una caracteristica valiosa a la
hora de disefiar y aplicar protocolos de modificacion quimica que requieren condiciones
no acuosas. Esta caracteristica crucial permite conservar el mismo volumen de la matriz

incluso cuando el agua se sustituye (parcialmente) por disolventes organicos. Las enzimas
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inmovilizadas suelen mostrar una mayor tolerancia a entornos menos polares que sus
homdlogas solubles.

Ademas, la agarosa demuestra una notable estabilidad quimica en condiciones
operativas tipicas, en particular a niveles de pH >3. En ausencia de oxigeno o en presencia
de agentes reductores, los geles de agar entrecruzados pueden soportar tratamientos de
hasta 120°C con NaOH al 10%-30% sin destruccion de la matriz [350]. Aunque la
estabilidad en ambientes &cidos es algo menor, son factibles tratamientos breves con HCI
1 M o CH3COOH al 50%. También en este caso, el mecanismo de entrecruzamiento
contribuye a mejorar la estabilidad.

Los geles de agarosa pueden transformarse facilmente mediante entrecruzamiento
quimico en estructuras de particulas esféricas porosas, como microesferas, cuyo tamarfio
y porosidad se controlan con precision mediante procedimientos de preparacién
meticulosos. Entre los métodos mas conocidos para crear estas estructuras se encuentran
la gelificacion por pulverizacion o suspension [368,369]. Mas recientemente, la
utilizacion de técnicas de emulsificacion de membranas microporosas ha facilitado la
produccién de microesferas monodispersas, especialmente adecuadas para operaciones
en columna [370,371]. Numerosos proveedores ofrecen preparados comerciales de
agarosa en forma de microesferas con didmetros y porosidades especificos, siendo ABT®
(Madrid, Espafia) y Sepharose® (Uppsala, Suecia) de los productores industriales mas

importantes.

1.6. DETECCION OPTOQUIMICA DEL OXIGENO Y SU APLICACION EN
BIOCATALIZADORES SOLIDOS

1.6.1. Principios de la deteccion optoquimica del O2

Dada la importancia del oxigeno disuelto como sustrato en las reacciones con las
oxidasas, la deteccion y cuantificacion de este parametro desempefia un papel
fundamental en numerosas aplicaciones biotecnolégicas [372-374]. Tradicionalmente,
esta variable se determina in situ empleando electrodos amperométricos Clark [375,376].
Enfoques electroquimicos mas recientes utilizan transistores quimicos de efecto de campo
[375]. Sin embargo, el tamafio relativamente grande de los sensores electroquimicos
limita su aplicabilidad a microescala, y existe el inconveniente inherente del consumo

activo de O2 durante la medicion.
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En la dltima década, los sensores optoquimicos han surgido como una alternativa
convincente y disponible comercialmente [377]. Estos sensores comprenden moléculas
indicadoras luminiscentes inmovilizadas en una capa de polimero permeable al analito,
que pueden localizarse en la punta de una fibra o en las paredes de un recipiente de
reaccion transparente. Esta deteccion puede realizarse de forma no invasiva desde el
exterior mediante fibras dpticas conectadas a un dispositivo de medicién optoelectrénico
(Figura 1.26). Los sensores optoquimicos de O se ofrecen en diversos formatos, como
laminas o puntos, (micro)sensores de fibra dptica o particulas sensibles a escala micro o
nanométrica [378,379]. Estos formatos versatiles permiten un despliegue no invasivo y
flexible en lugares de medicion apropiados, facilitando las lecturas analiticas a escala
microscopica.

La matriz polimérica no sélo sirve de soporte para el indicador, sino que también
influye significativamente en la selectividad, sensibilidad, rango dinamico, tiempo de
respuesta y (foto)estabilidad del sensor dptico [380]. Por consiguiente, la seleccion
cuidadosa tanto del indicador como de la matriz es crucial para el desarrollo satisfactorio

de un sensor optico de O adaptado a una aplicacion especifica.
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Figura 1.26. Deteccion Optica de oxigeno en disolucion. Se puede utilizar un sensor
integrado de un punto (a) o un microsensor (b). Para determinar el pH o el O2 suele

utilizarse un electrodo convencional (c). Figura adaptada de [381].
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En las ultimas tres decadas, se han documentado en la literatura numerosos
compuestos indicadores para la deteccién de O» [382]. En particular, los complejos
luminiscentes de rutenio(Il) con ligandos poliazaheteroaroméaticos han ganado
popularidad debido a sus propiedades Unicas [383]. En particular, su versatilidad permite
crear colorantes indicadores sensibles a diversos analitos objetivo sin necesidad de
modificar la instrumentacion (por ejemplo, la fuente de luz, los filtros dpticos, el detector
y la electronica).

Entre los sensores quimicos luminiscentes, los sensores optoquimicos de O operan
basandose en el atenuado dinamico de la fosforescencia mostrada por el indicador. Este
apantallamiento influye tanto en la intensidad como en el tiempo de vida de la
fosforescencia, con tiempos de vida que suelen estar comprendidos entre 1 y 100 ps.
Generalmente se prefiere la medicion del tiempo de vida porque sirve como parametro de
referencia intrinseco. A diferencia de las mediciones de intensidad, la medicion del
tiempo de vida no se ve afectada por factores como la dispersion, la reflexion, las
variaciones en la configuracion optoelectronica y la distribucion desigual o el blanqueo
del indicador [384]. En el ambito de los sensores luminiscentes basados en la vida util, la
opcion preferida es la deteccion sensible a la fase de la emision modulada del compuesto
indicador [385]. Este enfoque es el preferido debido a su simplicidad, rapida respuesta y
asequibilidad en términos de la instrumentacion requerida. La determinacion del tiempo

de vida puede realizarse tanto en el dominio temporal como en el frecuencial [386-388].

1.6.2. Inmovilizacion de indicadores luminiscentes en soportes solidos

Como se ha comentado, los sensores optoquimicos se emplean ampliamente para
determinar el Oz en solucion. Sin embargo, realizar las mismas mediciones directamente
dentro de un soporte poroso supone un reto con los equipos actuales. Por consiguiente, es
necesario hacer que los soportes empleados respondan internamente al O, y un enfoque
prometedor consiste en la incorporacién de indicadores de luminiscencia adecuados.
Estos indicadores deberan de ser suficientemente sensibles en el intervalo de operacion
(por ejemplo, del 0-21% de Oz en caso de operar con aire) e interaccionar lo menos
posible tanto con la enzima como con la quimica de inmovilizacion escogida.

Aunque se ha explorado la conjugacion directa de la enzima con un lumindforo
sensible al pH (por ejemplo, tioisocianato de fluoresceina), existe el posible
inconveniente de alterar la funcién de la enzima [389]. Como alternativa, se ha

investigado el marcaje del soporte en lugar de la enzima, Figura 1.27A. Algunos
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ejemplos son el atrapamiento en perlas de alginato [390], la incorporacion covalente en
microparticulas de poli(etilenglicol) [391], membranas [392], y la adsorcién ionica en
superficies de silice activadas con aminas [393]. En particular, se ha demostrado que la
fluoresceina (un colorante sensible al pH) y el dicloruro de tris(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina) rutenio(Il) (un indicador sensible al O) se adsorben de forma estable en
soportes fabricados con material de polimetacrilato, eliminando la necesidad de su unién
covalente [381,394].

Cabe destacar que el marcaje luminiscente demuestra una gran compatibilidad con
una amplia gama de grupos reactivos en la superficie de soportes hidrofébicos (por
ejemplo, aldehido, amina, &cido carboxilico, diol, ep6xido), que ya estan presentes en los
soportes comerciales o pueden introducirse facilmente mediante una derivatizacion
conveniente [202,394,395]. La fuerte adsorcion observada se debe probablemente a la
complementariedad hidrofobica entre el indicador y el soporte, lo que da lugar a un
marcaje casi irreversible durante la incubacion en un tampon acuoso. Por lo tanto, seria
interesante explorar la posible transferencia del sencillo procedimiento de marcaje por
luminiscencia no covalente a materiales soportados alternativos, especialmente
significativos en la inmovilizacion de enzimas, como la silice [268,396,397] y la agarosa
[216,268].

En experimentos con dos enzimas industriales, la cefalosporina C amidasa y la
glucosa oxidasa, el marcaje del portador con fluoresceina y Ru(dpp)sCl. no afectd
negativamente a la inmovilizacién de la enzima en modo alguno [202,394,395]. Aungue
estos resultados sugieren la Gtil biocompatibilidad del procedimiento de marcado, no
pueden generalizarse. Es aconsejable evaluar sisteméaticamente los efectos del indicador
sobre la actividad o la estabilidad de la enzima inmovilizada que se examina. No obstante,
es crucial subrayar que, a menos que haya un deterioro significativo de la funcion
enzimatica por los indicadores inmovilizados, la medicion del pH interno o de la
concentracion de Oz sigue siendo muy valiosa para evaluar el papel de la difusion en la

limitacién de la velocidad de reaccion global [381].

1.6.3. Deteccion in situ de Oz intraparticula

Las configuraciones analiticas para la deteccién interna se clasifican en funcién
de si ofrecen resolucion espacial del parametro medido. La configuracion experimental
ilustrada en la Figura 1.27B es eficaz para obtener valores promediados globales del

parametro interno en tiempo real, recogiendo simultaneamente datos tanto en la fase
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liquida como en el interior del soporte. Sin embargo, problemas como el ruido y otras
perturbaciones en las sefiales dpticas registradas (por ejemplo, dispersion, deriva) limitan
la aplicabilidad de las determinaciones de pardmetros internos basadas en la intensidad
de fluorescencia a sistemas no agitados en los que las particulas son esencialmente
estacionarias. Estas limitaciones han llevado al desarrollo de enfoques analiticos
alternativos, en particular los basados en el tiempo de vida de la fluorescencia [386],
siendo la doble referencia de vida Util (DLR en sus siglas en inglés) un ejemplo notable
[394,395].
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Figura 1.27. Etapas en la deteccion in situ del oxigeno intraparticula. Panel A: La correcta
inmovilizacion del indicador luminiscente en el interior de la particula sin interferir con
la enzima es crucial. Panel B: La excitacion del indicador luminiscente se realiza con luz
azul. Se analiza la [O2] tanto en la fase liquida como en el interior de la particula. Panel
C: Ejemplo de los cursos de oxigeno de un biocatalizador limitado por el transporte de

oxigeno.
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Las mediciones autorreferenciadas y las determinaciones del tiempo de vida por
fluorescencia demuestran un mayor rendimiento analitico, especialmente en sistemas
agitados. La doble referencia de vida util (DLR), en particular, ofrece una versatilidad
notable, ya que no se ve afectada por la concentracion del catalizador, la configuracion
del reactor ni la escala de operacion. La determinacion de la concentracion interna de Oz
mediante mediciones promediadas en el espacio se ha logrado con éxito utilizando la
técnica de modulacion de fase [199].

En la Figura 1.27C, se presenta un ejemplo de determinacion de la concentracion
interna de Oz en un biocatalizador enzimatico. La observacion de un gradiente
significativo entre las concentraciones de O en la fase liquida y el interior del soporte
indica claras limitaciones en el suministro de oxigeno al soporte sélido. Concretamente,
en biocatalizadores inmovilizados dependientes de oxigeno este tipo de estudio es muy
interesante. Permite distinguir si las principales limitaciones en la actividad aparente son
debidas a efectos de inmovilizacion (cambios en la estructura terciaria de la enzima o
falta de accesibilidad al centro activo) o debido a restricciones difusionales. Con este
conocimiento adquirido se puede trabajar en estrategias de intensificacion focalizando en
el método de inmovilizacion, las caracteristicas del soporte o el tipo de suministro externo

de oxigeno.
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2. ALCANCE Y OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el disefio de biocatalizadores

enzimaticos para la intensificacion de bioprocesos oxidativos. Se trata de un

planteamiento de varias etapas y multidisciplinar que consta de los siguientes

subobijetivos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Desarrollo de metodologias para la caracterizacion de catalizadores dependientes
de oxigeno y su estudio cinético en fase liquida.

Desarrollo y aplicacion de metodologias de inmovilizacion de catalizadores
oxidativos dependientes de oxigeno y su caracterizacion mediante un estudio
cinético.

Estudio del mecanismo de activacion de la galactosa oxidasa mediante el cribado
de activadores y la influencia del peroxido de hidrégeno en el proceso.

Disefio de un biocatalizador activo y estable de galactosa oxidasa mediante la
aplicacion de diferentes estrategias de inmovilizacion y estudio detallado de sus
restricciones difusionales mediante la co-inmovilizacion de un indicador
luminiscente.

Desarrollo de modelos matematicos para el estudio y prediccion de la distribucion
de las enzimas inmovilizadas en el interior las particulas y su influencia en
rendimiento catalitico.

Estudios de intensificacion de procesos mediante el estudio de la velocidad de
transferencia de oxigeno (OTR) en biorreactores aireados para la aplicacién de los

biocatalizadores en procesos de oxidacion enzimatica.

Cada uno de estos objetivos hace referencia a un capitulo de la presente tesis doctoral

en el apartado de Resultados y Discusion (capitulos 4-8).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES

En esta seccion se describen las especificaciones técnicas de los principales

materiales empleados en el desarrollo de la investigacion. Se han estructurado en tres

partes, segun su naturaleza: enzimas, materiales de inmovilizacién y reactivos empleados.

3.1.1. Enzimas

Todas las enzimas usadas en el desarrollo de la presente tesis fueron preparaciones

comerciales en forma de polvo liofilizado. Estas se pueden dividir seglin su importancia

en principales y auxiliares. Las enzimas principales han sido objeto directo de estudio y

andlisis, mientras que las auxiliares han servido de apoyo a las principales en las

reacciones de oxidacion. Enzimas principales:

Glucosa oxidasa (GOX) de Aspergillus niger: tipo VII (G2133), actividad >100

U mg!, un peso molecular de 160 kDa y un contenido en proteina >60 %. Una
unidad (U) oxida 1 pmol de D-glucosa para formar D-gluconolactona y H20: a
pH 5.1y 35°C. Datos reportados por el proveedor.

Galactosa oxidasa (GalOx) de Dactylium dendroides: (G7400), actividad >3.0 U
mg~'. Una unidad (U) produce un incremento en la absorbancia a 425 nm de 1.0

min~! a pH 6.0 y 25°C en un sistema de 3.4 mL de volumen de reaccion con

peroxidasa y O-toluidina. Datos reportados por el proveedor.

Lacasa de Agaricus bisporus: (40452), actividad >4.0 U mg™!. Una unidad (U)
corresponde a la cantidad de enzima que oxida 1 umol de catecol por minuto a pH
6.0y 25°C.

Tirosinasa de champifién: (T3824), actividad >1.0 U mg'. Una unidad (U)

produce un incremento en la absorbancia a 280 nm de 1.0 mina pH 6.5y 25°C en
un sistema de 3.0 mL de volumen de reaccién con L-tirosina. Datos reportados

por el proveedor.

Enzimas auxiliares:
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Peroxidasa de rabano: (77332), actividad >120 U mg'. Una unidad (U)

corresponde a la cantidad de enzima que oxida 1 umol de ABTS por minuto a pH
6.0 y 25°C. Datos reportados por el proveedor.
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e Catalasa de higado bovino: (C9322), actividad 2.000-5.000 U mg!, y un

contenido en proteina >60 %. Una unidad (U) corresponde a la cantidad de enzima

que descompone 1 pmol de H202 por minuto a pH 7.0 y 25°C, cuéndo la
concentracion de H202 disminuye de 10.3 a 9.2 mM.

Todas las enzimas fueron adquiridas a Merck (Darmstad, Alemania).

3.1.2. Materiales de inmovilizacion

En este apartado se describen los materiales que han servido como soportes para
la inmovilizacién de enzimas. Los materiales, porosos y esféricos, fueron adquiridos de
casas comerciales con gran experiencia en la fabricacion de materiales, y principalmente
usados en columnas de cromatografia 0 concretamente para inmovilizar enzimas. Estos
se pueden dividir por su naturaleza en organicos e inorganicos. Dentro de los organicos
tenemos los materiales basados en agarosa entrecruzada, de la casa comercial es Agarose
Bead Technologies (Madrid, Espafia). Estos materiales pueden variar en el grado de
entrecruzamiento y el tamafio de particula. En concreto, en esta tesis se ha utilizado
unicamente el material de agarosa del 4% de entrecruzamiento, mientras que en cuanto al
tamarfio de particula se ha empleado el estandar, 50-150 um de diametro de particula. El
nombre completo del material es Agarose Bead Standard 4% BCL (beads crosslinked)
que durante la tesis se abreviard como (AQ).

En cuanto a los materiales inorganicos empleados se encuentran los basados en
metacrilato activados con grupos epoxido, comercialmente denominados LifetechTM
provistos por la casa comercial Purolite (Minnesota, USA). Son materiales hidr6fobos
con una elevada estabilidad mecéanica, con distintos tamafios de poro y particula segun su
demanda. En este caso se utilizé un material con un tamafio de poro de 600-1200 A y un
tamafio de particula de 150-300 um. ElI nombre completo del material es LifetechTM
ECR8209F. En la Tabla 3.1 se resumen las principales las propiedades técnicas

especificas de cada material, de acuerdo a los proveedores.
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Tabla 3.1. Propiedades técnicas especificas de los materiales de inmovilizacion
empleados, de acuerdo a los proveedores.

Purolite ECR
T Agarose 4BCL
Forma Esférica Esférica
Tamafio de particula (um) 150-300 50-150
Tamario de poro (A) 600-1200 Agarosa entrecruzada 4%
pH estabilidad 5-9 3-13
Humedad (%) 62-72 100
Grupos funcionales primarios Epdxidos Hidroxilos

3.1.3. Reactivos

En una tesis doctoral en el campo de la ingenieria quimica se emplean una gran
cantidad de reactivos quimicos. Para resumirlos y describirlos de una forma sencilla de
seguir por el lector se han dividido por proveedores y segun su aplicacion. En la Tabla
3.2 se muestran los reactivos empleados, organizados en sustratos y productos,
activadores de la GalOx y compuestos para funcionalizacion de soportes de cada

proveedor.

Tabla 3.2. Reactivos empleados en la Tesis, organizados por proveedor y

principal aplicacion.

Proveedor Sustratos y productos \
D-(+)-glucosa, D-(+)-galactosa,
Merck (Darmstadt, pirocatecol, L-tirosina, 5-
Alemania) hidroximetilfurfural (HMF), &cido D-
(+)-glucodnico 6-lactona
Thermo Fisher Scientific Peroxido de hidrogeno al 35%
(Massachusetts, USA) estabilizado
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Tabla 3.3. Reactivos empleados en la Tesis, organizados por proveedor y

principal aplicacion (continuacion).
Proveedor Activadores GalOx
Hexacianoferrato (111) de potasio
trihidrato [KaFe(CN)e], hemoglobina de
sangre bovina (Hb), mioglobina de
corazon equino, hemina bovina,
Merck (Darmstad, hematina porcina, ferrocianuro de hierro
Alemania) (1), Cloruro de m_a_nganeso ()
5,10,15,20-tetra(4-piridil)-21H,23H-
porfina tetrakis(metocloruro),
5,10,15,20-Cloruro de
tetraquis(pentafluorofenil)-21H,23H-
porfirina de hierro(l1I)
(x)-Epiclorhidrina, glicidol, borohidruro
de sodio (NaBHj4), polietilenimina (PEI,
Merck (Darmstadt, Mw~25.000), sal sddica de sulfato de
Alemania) dextrano (DS, Mr~40.000), divinil
sulfona (DVY), etilendiamina (EDA),
(meta)periodato de sodio, acetona
Panreac Quimica (Barcelona, = Reactivo Bradford, dihidrogeno fosfato
Espafa) de sodio, glicina de grado molecular

Labbox (Barcelona, Espafia) Cloruro de sodio, hidroxido de sodio
Acetato de sodio trihidrato, tetraborato

Mer%ér[;z:]r;;tadt, de sodio decahidrato, albdmina de suero
bovino (BSA)
Thermo Fisher Scientific Dicloruro de tris(4,7-difenil-1,10-
(Massachusetts, USA) fenantrolina)rutenio (I1) [Ru(dpp)s]

Nas[Ru(pbbs)s] abreviado como
Ru(pbbs)s, cuya estructura y analisis
elemental se muestra en la Figura 3.1.

Grupo de Investigacion Naz[Ru(bpds)2(F1sap)] abreviado como
UCM en Sensores Quimicos Ru(bpds)2 cuya estructura parcial se
Opticos y Fotoquimica muestra en la Figura 3.2.Figura 3.1.

Aplicada (GSOLFA) Estructura quimica y analisis elemental

del complejo de Rutenio [Ru(pbbs)s]
sintetizado por el grupo GSOLFA de la
Universidad Complutense de Madrid.
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SAMPLE: R(z2d3Na4-A
Chemical Formula: C?EHB.E.NE.NMICJE,.:.F:USE.B'
Molecular Weight: 1880.74
Elemental Analysis: C, 45.98; H, 3.54; N, 4.47; Ma, 4.89; O, 2552; Ru, 5.37; §, 10.23;
Found (7/092021): C, 45.61 £ 0.35; H, 3.58 + 0.30; N, 445+ 0.30; §, 9.94 £ 0.35

Figura 3.1. Estructura quimicay andlisis elemental del complejo de Rutenio [Ru(pbbs)s]

sintetizado por el grupo GSOLFA de la Universidad Complutense de Madrid.

C7F1s5
(0]
N—H
"0,8 SOy
7\ %
—N N
bpds Fisap

Figura 3.2. Estructura quimica de los ligandos quelantes bpds y Fisap del Ru(bpds)2

[398]. El prot6n intercambiable esta marcado en rojo.

3.1.4. Datos

Los datos de los procesos de inmovilizacién mostrados en la Tabla 7.1, junto con sus
distintos perfiles de proteina en forma de graficas intensidad de fluorescencia (%) frente
a distancia de infiltracion (um) (Anexos, Figura 11.59-11.65) fueron suministrados por
el laboratorio de “Biocatalisis heterogénea” del CIC Biomagune cuyo lider es el Dr.
Fernando Lépez Gallego. Algunos de estos datos estan en las siguientes publicaciones,

pero muchos otros detalles no fueron publicados. Las referencias de las publicaciones
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son: TtADH y His-GIuDH [399], Fab, NOX y Transaminasa [400], 1gG [401], mientras
que para la EGFP todavia no han sido publicados.

3.2. EQUIPOS
Esta seccion enumera y describe todos los equipos utilizados a lo largo de la
investigacion, desde dispositivos experimentales hasta equipos de andlisis o

equipamientos auxiliares.

3.2.1. Equipos de reaccion

Medida actividad enzimatica: Para la medida de la actividad enzimatica donde se
empled el método de las velocidades iniciales de consumo de oxigeno, se utiliz6 un
sistema como el que se muestra en la Figura 3.3. Este consta de una placa calefactora
con termopar y agitacion, junto con viales de vidrio de 7 mL de volumen ddnde se llevo
a cabo la reaccidén. La agitacion se realizo con barras magnéticas cilindricas de 15x4 mm.
Normalmente, se utilizé una placa metélica donde se introducia el termopar (como se
observa en la figura). Esta placa contenia nueve huecos para colocar los viales y asi

homogeneizar su temperatura.

Figura 3.3. Sistema experimental de medicion de actividad enzimatica. Consta de una
placa calefactora con termopar y agitacion, junto con viales de vidrio de 7 mL de volumen
total.
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Biorreactores: Durante la tesis se emplearon reactores tipo tanque agitado discontinuos
de dos tamafios distintos. En primer lugar, se emple6 un equipo de Sartorius BBI Systems,
modelo BIOSTAT® B plus. Se compone de una o dos cubas de borosilicato con camisa
de 1 0 2 L, unidas a una estacion de control, tal y como se muestra en la Figura 3.4A y
3.4cC.

En esta unidad se registran las sefiales emitidas por las sondas introducidas en la
cubay, a su vez, controla las variables de operacion mediante el software MFCS/WIN3.
El control de temperatura (en un rango maximo de 0-100 °C) se lleva a cabo mediante un
sensor Pt-100 con un error de + 0.1 °C. La temperatura se regula mediante la circulacion
de agua por un circuito cerrado gracias al equipo de refrigeracion y recirculacion de agua
FRIGOMIX® 1000, de Sartorius. Mediante este sistema también se realiza la circulacion
de agua a través del condensador de la cuba de reaccién. EI O se mide con una sonda
Hamilton OXYFERM FDA 225, cuyo rango de medida es de 0-100 % en saturacion de
aire, cuyos valores se fijan en funcion de la calibracion aplicada. El pH se mide con una
sonda Hamilton EasyFerm Plus K8 200, cuyo rango de medida es de 2-12 unidades de
pH, y el control se realiza mediante la introduccion de disoluciones acidas o basicas cuyo
caudal es impulsado por bombas peristalticas. Para la agitacion (0-2000 rpm £ 10 rpm)
se emplea un motor de 180 W que actla sobre una varilla de acero inoxidable con una
turbina tipo Rushton de 6 palas planas, la velocidad es medida por un tacometro. El aire
es conducido hasta la cuba gracias a la accion de compresores. Posteriormente, el gas es
filtrado (0.2 um didametro de poro) e insuflado a través de un difusor toroidal. Se emplea
un controlador de flujo masico que permite la mezcla de dos gases. En todos los casos, el
tipo de accion de control que se aplica es PID (Proporcional, Integrativa, Derivativa).

El otro equipo que se empled fue un biorreactor de la casa Applikon
Biotechnology (Delft, Paises Bajos), modelo my-Control MiniBio de 500 mL de
capacidad, mostrado en la Figura 3.4B. Este biorreactor esta equipado con distintos
accesorios para controlar las condiciones de operacién y llevar a cabo el proceso de
manera deseada. El pH se mide con una sonda especifica del controlador del biorreactor.
A su vez dicho dispositivo cuenta con control PID de las variables empleadas (agitacion
y temperatura). El caudal de aire empleado en el proceso se extrajo de la linea de aire
comprimido existente en el departamento de Ingenieria Quimica y Materiales de la

Facultad de Ciencias Quimicas, la presion de entrada al biorreactor se ajusto a 1 atm por
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medio de un filtro manorreductor y el caudal se regul6 con un rotametro de precision.

Antes de entrar al biorreactor, el caudal de aire se esterilizd por filtracion.

b
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Figura 3.4. Representaciéon de los biorreactores de Sartorius y Applikon empleados.
Panel A: Imagen de la instalacion de Sartorius BBI Systems, modelo BIOSTAT® B plus:
estacion de control conectada a una cuba de 1 L. Panel B: Imagen de la instalacién de
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Applikon Biotechnology, modelo my-Control MiniBio de 500 mL de capacidad. Panel
C: Esquema del biorreactor de Sartorius sefialando sus componentes [402].

3.2.2. Equipos de analisis

Sensor de oxigeno: Para la medida del consumo de oxigeno disuelto se empled un sensor
de fibra Optica de la casa Pyroscience OXROB10. La medida se basa en la cuantificacion
de la presion parcial de oxigeno, tanto en fase liquida como en fase gas. Posee un rango
de medida de 0-44 mg L™ con una precision de + 0.1. Esta precision depende del calibrado
realizado. El valor de concentracion nula de Oz viene calibrado de fabrica, y usualmente
se suele calibrar solamente el 100% de saturacion con aire. Permite adquirir valores cada
1 s, por lo que es apropiado para cinéticas relativamente rapidas. Posee una vida Util
mayor de 3 afios y esta dpticamente aislado. El tiempo de respuesta es inferior a 15
segundos segun el fabricante (alrededor de 7 s segin nuestras medidas). El sensor esta
fabricado con acero inoxidable, y sus dimensiones son de 10 cm de largo y 3 mm de
didmetro [403].

El sensor de O, esta conectado a un hardware Ilamado FireSting®-PRO, con
capacidad para 4 canales opticos (para medir O2 o pH) y otro sensor adicional de
temperatura (Pt100). Dos de estos canales se personalizaron por Pyroscience para emitir
luz azul visible para excitar los complejos de rutenio mediante LEDs de fibra dptica. El
Pt100 permite la compensacion automatica de la temperatura con ruido y latencia cero de
las mediciones del sensor dptico en muestras con temperaturas variables, incluso durante
mediciones a alta velocidad. Este dispositivo incorpora una supresion mejorada de la luz
ambiental, asi como modos de medicion inteligentes para prolongar la vida util del sensor.
El software empleado tanto para graficar los datos como para la posterior medida de
consumo de oxigeno es de la propia casa comercial, siendo respectivamente

PyroWorkbench y PyroDatalnspector.
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Figura 3.5. Sensor de oxigeno FireSting®-PRO de Pyroscience [403]. Panel A: Imagen

del sensor de oxigeno de Pyroscience junto con el hardware multicanal FireSting®-PRO.
Panel B: Vista del software PyroWorkbench encargado de la recogida y muestra de datos.
Equipo de fibra dptica sensible a la fase (OPTOSEN®): La medida de la concentracion
de oxigeno intraparticula se realiz6 gracias a un dispositivo de fibra dptica sensible al
desplazamiento de fase, desarrollado por el Grupo Interlab y el Grupo de Investigacion
en Sensores Quimicos Opticos y Fotoquimica Aplicada (GSOLFA) de la UCM. El
sistema electronico consta de dos partes, la unidad optoelectronica y el modulo de
sensores. EI médulo de sensores consta de 4 sensores LED de 470 nm como fuentes
luminosas de excitacion, moduladas digitalmente a 39, 78, 0 156 kHz (en nuestro caso se
uso la de 39 kHz). EI mddulo optico contiene un filtro de paso de banda de color CS5-60
de 450 nm (100 nm FWHM) en el canal de excitacion y uno de 570 nm en el canal de
emision. La luminiscencia de los cuatro terminales sensibles se controla con un
fotomultiplicador compacto H11901-01. El equipo OPTOSEN® vy el sistema
experimental de medida se muestran en la Figura 3.6. Para méas informacion sobre el

equipo consultar [385].
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Figura 3.6. Equipo de fibra Optica sensible a la fase (OPTOSEN®) con su sistema
experimental. Panel A: Equipo de fibra Optica sensible a la fase (OPTOSEN®). Panel B:
Sistema experimental de medida con el equipo OPTOSEN®.

Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion: La concentracion de azucares y
acidos de las muestras se determinaron mediante un cromatdgrafo de liquidos Agilent,
modelo Series 1100, controlado con el software Agilent ChemStation®. El equipo consta
de: una cabina de disolvente, con botellas que contienen los distintos eluyentes; un
desgasificador de vacio para la eliminacion de burbujas de la fase mévil; una bomba
cuaternaria que impulse un determinado caudal del eluyente; un inyector automatico
capaz de tomar un volumen de muestra programado e introducirlo en una valvula de seis
vias para su mezcla con la fase movil; el horno de columna termostatizado para el control
de la temperatura en la columna de separacion de los componentes de la muestra; un
detector de diodos con una lampara de deuterio y una matriz de fotodiodos (DAD, Diode
Array Detector), para la obtencion de un espectro de absorcion UV-Vis (Ultravioleta-
Visible); y un detector de indice de refraccion (RID, Refractive Index Detector) con una
celda de muestra y otra de referencia. Para la separacion de los compuestos se empled
una columna de protones de la casa comercial Benson polymeric (Reno, EE. UU.) BP-
800 H* (8%,300x7.8 mm).

Espectrofotometro de absorcion UV-Vis: Para ciertas medidas colorimétricas se
empleo un espectrofotometro JASCO, modelo V-630. El sistema Optico constaba de un
monocromador simple, con un intervalo de longitud de onda de 190-1100 nm y un ancho
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de banda espectral de 1.5 nm. Como detector usaba un fotodiodo de silicio (§1337). Para
las medidas en la region UV se emplea una lampara de deuterio, de 190-350 nm, mientras
para la region visible e infrarrojo proximo se utiliza una lampara hal6gena de tungsteno,
de 330-1100 nm.

Medidor de pH: Para medir el pH en disolucién se emple6 medidor de CRISON, modelo
Basic 20. Este equipo es capaz de medir valores comprendidos entre 2 y 16 unidades de
pH con un error de + 0.01. La calibracion se realiz6 siempre con 3 puntos, a valores de
pH 4.01,7.00y 9.21.

Balanzas: En funcion de la magnitud de la pesada se ha empleado una balanza de
precision de Sartorius, modelo modelo Practum 1102-1S (capacidad maxima de 1100 g y
precision de + 0.01 g) o una balanza analitica de MS204S de Mettler Toledo (capacidad
maxima 220 g y precision de + 0.0001 g).

3.2.3. Equipos auxiliares
Microcentrifuga: Equipo de IKA®, modelo mini G, con capacidad para 8 microtubos de
hasta 2 mL. Empleada para la separacion de sobrenadante y suspension de la enzima

inmovilizada. Trabaja a una velocidad fija de 6000 rpm.

Agitador rotativo (rueda): Para la homogeneizacion de las preparaciones enzimaticas y
otras disoluciones se utilizo un agitador rotativo de la marca Fisherbrand™ (Thermo
Fisher), con un intervalo de velocidad de 5-80 rpm y capacidad para colocar tanto

microtubos de hasta 2 mL, como tubos de centrifuga tipo Falcon de 50 mL.

Termobloque: Para la incubacion preparaciones enzimaticas a temperaturas superiores a
la temperatura ambiente se emple6é un termo-agitador de la marca Eppendorf, modelo
ThermoMixer® C. Este equipo tiene la capacidad de enfriar las preparaciones 15°C por
debajo de la temperatura ambiente y hasta 100°C, usando una agitacion orbital de 300-

3000 rpm.

Sistema de purificacion de agua: Equipo de Younglin, aguaMAX™-Ultra 370, con una
resistividad de 18 MQ-cm, concentracion de carbono orgénico total (Total Organic

Carbon-TOC) de 5~10 ppb y un caudal maximo de 1.5 L min™.

125



Capitulo 3. Materiales y métodos

Pipetas: Se utilizaron 4 pipetas de distintos volimenes, 2-20, 20-200, 100-1000 y 1000-
5000 pL de la casa comercial Labbox, modelo Easy 40 Elite.

3.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

3.3.1. Medida de la actividad enzimatica
Sensor de oxigeno

La actividad de las cuatro enzimas principales se midié analizando la velocidad
inicial de consumo de oxigeno. La concentracion de oxigeno en disolucién se cuantificd
con el sensor Optico FireSting®-PRO robusto de Pyroscience (OXROB10). La
disminucion de la concentracion de oxigeno se registro durante 5-10 minutos. La reaccion
se produjo en un vial de 7 mL con agitacion a 250 rpm mediante una barra magnética de
14x7 cm y temperatura constante a 30°C. El volumen final de reaccion fue 5.0 mL,
conteniendo 100 mM de glucosa, 250 mM de galactosa 0 1.0 mM de L-tirosina en 100
mM de tampon fosfato sédico (NaPi) pH 7.0. En el caso de la lacasa, el ensayo se realizd
con 5.0 mM de catecol en 100 mM de tamp6n acetato de sodio pH 5.0. Para la activacién
de la GalOx, se realiz6 un ensayo estandar utilizando 0.1 mg-mL™* de KsFe(CN)g, y las
actividades ofrecidas se calcularon en base a este ensayo.

En el caso de la catalasa, su actividad se midi6 analizando la velocidad inicial de
produccion de oxigeno, ya que se produce 1/2 mol de oxigeno por cada mol de H20-
consumido. El volumen final de reaccion fue de 5 mL, conteniendo 2.4 mM de H>O; en
100 mM de tampdn fosfato sodico (NaPi) pH 7.0 y una concentracion de catalasa soluble
de 0.01 mg-mL™. La reaccion se realizé en las mismas condiciones que las anteriores,
agitacion magnética a 250 rpm y temperatura constante a 30°C.

La enzima comercial liofilizada se suspendié en tampon fosfato sédico 10 mM a
pH 7.0. Para el biocatalizador inmovilizado, se emple6 una relacién de soporte/disolucion
de 1/10, suspendiendo el biocatalizador NaPi 10 mM a pH 7.0. La concentracion de
enzima, tanto libre como inmovilizada, varid en funcion de la actividad especifica de cada
preparacion, pero normalmente se afiadieron 100 uL de enzima a la mezcla de reaccion,
dando lugar a concentraciones muy dispares de la enzima libre en cada caso, pero de 20
Msoporte-ML™ aproximadamente de enzima inmovilizada. Se determind una unidad (U)
de actividad enzimatica como 1 pmol de oxigeno consumido/producido por minuto en las
condiciones mencionadas y una concentracion inicial de oxigeno de 215 pM (valor de

saturacion de la disolucion con aire a 30°C y 100 mM de tampdn). El vial no es hermético,
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pero la aireacion superficial debida al contacto entre la superficie del liquido y el aire se

comprob6 que era despreciable en comparacion con las tasas de consumo de oxigeno.

Ensayos colorimeétricos

Como método alternativo, pueden realizarse ensayos colorimétricos. En los casos
de la GOX y GalOx, la actividad se puede medir analizando la velocidad de inicial de
produccion del H.O> mediante un ensayo enzimatico acoplado con ABTS. Ademas, la
HRP también se puede medir con un ensayo colorimétrico siguiendo el consumo de H20-
a 240 nm. Los ensayos se realizaron en el espectrofotometro Jasco FP-6300. Se empleo
agitacion magnética y temperatura constante a 30°C en todos los casos. EI volumen final
de reaccion fue de 2 mL, conteniendo 250 mM del sustrato principal, 1 mM de ABTS y
50 uL de enzima, en tampodn fosfato sédico 100 mM pH 7.0. Se registro el aumento de la
absorbancia a 420 nm durante 10 min. Una unidad (U) de actividad enzimatica se
determind como 1 pmol de ABTS* producido por minuto, donde (ABTS*)=36 mMtcm
L'y b=1 cm. En el caso de la lacasa, la actividad se midié siguiendo la velocidad de
reaccion inicial de formacion de benzoquinona. El volumen final de reaccion fue de 2
mL, conteniendo 1 mM de catecol en tampdn acetato sodico 100 mM pH 5.0 y 50 uL de
enzima. Se registro el aumento de la absorbancia a 410 nm durante 10 min. Se determiné
una unidad (U) de actividad enzimatica como 1 umol de catecol consumido por minuto,
donde g(benzoquinona)=2.2 mMtcm™y b=1 cm. En el caso de la tirosinasa, la actividad
se midié siguiendo las velocidades de reaccion iniciales de formacion de dopaquinona.
El volumen final de reaccion fue de 2 mL, conteniendo 500 pL de L-tirosina 2 mM en
tampédn fosfato sédico 100 mM pH 7.0 y 50 uL de enzima. Se registré el aumento de la
absorbancia a 475 nm durante 10 min. Se determiné una unidad (U) de actividad
enzimatica como 1 umol de dopaquinona producida por minuto, donde (dopacromo)=3.4

mMZcm?y b=1cm.

3.3.2. Activacion de materiales soportados

A continuacion, se describen los métodos de activacion de los materiales
empleados en esta tesis (agarosa 4BCL y Purolite 8209F) mediante adsorcién ionica
reversible (PEI y DS) y enlace covalente irreversible (Gly y VS). La nomenclatura de
cada material comienza por el nombre del soporte, seguido de los grupos funcionales con

que ha sido activado.

Activacion de soportes con polietilenimina (PEI)
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En primer lugar, el soporte de agarosa 4BCL (con grupos hidroxilo en su
superficie) debe activarse con grupos epdxido. La activacion del soporte de agarosa con
grupos epoxido mediante epiclorhidrina se realiz6 tal como estd previamente descrito
[404]. Para ello, se lavaron 100 g de agarosa 4BCL con abundante agua destilada durante
filtracion. Posteriormente, se incubd la agarosa en una disolucién de 160 mL de acetona
en 440 mL de agua, conteniendo 2.0 g de borohidruro de sodio y 24 g de NaOH. Se
afiadieron 110 mL de epiclorhidrina lentamente a 4°C. Después, se incubd a temperatura
ambiente durante 16 h sometida a agitacion suave (evitando la agitacién magnética
porque puede dafiar el soporte). Finalmente, se filtro el soporte y se lavé abundantemente
con agua destilada.

Para la activacién con PEI, se prepar6 partiendo de epoxido-Ag como se reportd
previamente en [301]. Se peso la cantidad necesaria de PEI y se disolvié en H20 destilada
en una relacion 1/10, de tal forma que hubo 1 g de PEI por ml de epoxido-Ag. Una vez
disuelta la PEI, se ajustdé su pH a 10. Después, se incubd junto a los gramos
correspondientes de epoxido-Ag y se mantuvo 16 h bajo agitacion suave a 25 °C. Por
ultimo, el soporte se lavo con tampdn acetato de sodio 100 mM pH 4, después con tampon
borato de sodio 100 mM pH 9, posteriormente, con NaCl 1 M para eliminar la PEI unida
no covalentemente al soporte y finalmente con exceso de H-O destilada.

Para la activacion de la Purolite 8209F con PEI, como éste es un metacrilato
activado con grupos epdxido, sélo habria que repetir el procedimiento descrito para la

activacion de epdxido-Ag con PEI.

Activacion de soportes con dextran-sulfato (DS)

Para la activacion de soportes con DS, éstos hay que activarlos previamente con
etilendiamina (EDA). La preparacion tanto de agarosa como Purolite monoamino-N-
aminoetil (MANAE) se prepar6 como se reportd previamente [405]. Se prepararon 2 M
de EDA en 90 mL de agua destilada y se ajust6 su pH a 10 lentamente a 4°C. Después se
incubaron 10 g de epdxido-Ag o epoxido-Pur en la disolucién durante 2 h bajo agitacion
suave a 25 °C. Finalmente, el soporte se lavo con tampones de 500 mL en el siguiente
orden: acetato de sodio 100 mM pH 5, bicarbonato de sodio 100 mM pH 10, NaCl 1 My
finalmente con exceso de agua destilada.

Posteriormente, los soportes activados con grupos MANAE se activaron con DS
mediante el protocolo descrito anteriormente [302]. 5 g de soporte activado con MANAE

se afiadieron a una disolucion que contenia 400 mg-mL* de dextran-sulfato (DS) de 40

128



Capitulo 3. Materiales y métodos

kDa por gramo de soporte (5 g de soporte y 4 g de DS) disueltos en 10 mL de 25 mM de
fosfato de sodio pH 7. La mezcla se incub6 durante 16 horas a 25°C bajo agitacion suave.
Despues, el soporte se lavé con 1 L de fosfato de sodio 100 mM a pH 7.0 bajo agitacion
suave durante 1 hora, para disminuir la viscosidad del DS. Finalmente, el soporte se lavo

con abundante agua destilada para eliminar el exceso de DS.

Activacion de soportes con grupos glioxil/aldehido

Para matizar, los soportes de agarosa se activaron con grupos glioxil (mediante
glicidol) mientras que los de Purolite lo hicieron con grupos aldehido (a partir de la
apertura de los grupos epdxido), aungue ambos son de la misma naturaleza.

Los soportes de agarosa se activaron como se describid en [279]. 20 g de agarosa
4BCL lavada se suspendieron en 35 mL de agua destilada. Después, se afiadid a esta
suspension 9.5 mL de disolucion NaOH 1.7 M con 0.65 g de borohidruro de sodio. Una
vez se homogeneizo el sistema, se afiadieron 7 mL de glicidol lentamente con el sistema
a 4°C. La disolucién se mantuvo bajo agitacion suave durante 16 h a 25°C. Después, se
filtro y lavo el soporte con exceso de agua destilada. Se disolvieron 20 g del soporte en
300 mL de agua destilada y se afiadi¢ la cantidad apropiada de solucion de oxidacion (100
umol NalOa/Jagarose 0 150 pmol NalOa/gpurolite) al soporte bajo agitacion. Se mantuvo la
agitacion durante 2 h a 25°C.

Para la preparacion de los soportes aldehido-Pur, se pesan 20 g de Purolite 8209F
y se afiaden a una disolucion de 300 mL H2SO4 0.5 M. Se mantiene la suspension bajo
agitacion suave durante 2 h a 25°C para realizar la hidrolisis. Después, se filtra 'y lava el
soporte con exceso de agua destilada. Finalmente, se disuelven 20 g del soporte en 300
mL de agua destilada y se afade la cantidad correspondiente de periodato de sodio. Se
mantuvo la agitacion durante 2 h a 25°C.

Para cuantificar los grupos aldehido introducidos, 200 puL de una dilucion
apropiada de periodato de sodio (1.43 mg-mL* para agarosa y 2.14 mg-mL™ para
purolite) se mezcld con una disolucion 1:1 de Kl 10% y una disolucién saturada de
NaHCOs. Se midio la absorbancia a 419 nm y se compararon los valores obtenidos antes

y después de la oxidacion frente a patrones de NalO4 [275,279].

Activacion de soportes con grupos vinil-sulfona (VS)
Se siguio el protocolo descrito por [287]. Un volumen de 7.5 mL de DVS se afiadio
a 200 mL de bicarbonato de sodio 333 mM pH 11.5 y se mantuvo bajo agitacion hasta
que se obtuvo una disolucion homogénea. Después, se afiadieron 10 g del soporte (sin
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activacion previa tanto de la agarosa como la purolite), manteniendo una agitacion suave

durante 2 h. Finalmente, el soporte se lavo y filtr6 con abundante agua destilada.

3.3.3. Inmovilizacién enzimatica en los materiales activados

En todos los casos, una disolucidn enzimatica con cierta concentracion, a pH y
condiciones indicadas se incubd con una determinada cantidad de soporte. Se tomaron
muestras de sobrenadantes y suspension total a diferentes tiempos, ademas del blanco
(suspension de enzima libre incubada en las mismas condiciones) y se determind su

actividad, para evaluar el proceso de inmovilizacion.

Inmovilizacidn sobre soportes por adsorcion fisica por intercambio ionico (PEI y DS)
Como procedimiento general se incubaron 100 mg de soporte con 1 mL de
solucién enzimatica preparada en tampon de inmovilizacion (fosfato de sodio 10 mM pH
7.0) a 25°C durante 2 h bajo agitacién rotatoria suave de 25 rpm. Después, los derivados
inmovilizados se lavaron mediante centrifugacion o filtracion con un exceso de agua

destilada y almacenados a 4°C.

Inmovilizacién irreversible por enlace covalente (Gly y DVS)

Para la inmovilizacion en soportes activados con grupos glioxil, el derivado se
prepar6 incubando 100 mg de soporte en una suspension enzimatica de bicarbonato de
sodio 100 mM a pH 10.05 a 25 °C bajo agitacion suave, durante 1-2 h, segun el tiempo
de inmovilizacién. Finalmente, los derivados se redujeron con borohidruro de sodio a 1
mg-mL en una suspension 1:10 soporte/volumen total (en algunos casos fue necesario
afiadir bicarbonato de sodio 100 mM a pH 10.05 inmediatamente antes de reducir para
cumplir esta relacion) durante 30 min a 25 °C [275]. Finalmente, el derivado se centrifugo
o filtr6 y se lavd con agua destilada y fosfato de sodio 10 mM a pH 7.0.

Para la inmovilizacién en soportes activados con grupos divinil sulfona, el
derivado se prepar6 incubando 100 mg de soporte en una suspension enzimatica de
bicarbonato de sodio 100 mM a pH 10.0 a 25°C bajo agitacion suave, durante 1-2 h, segun
el tiempo de inmovilizacion. En algunos casos la agitacion se mantuvo durante 24-72 h
para evaluar el efecto del tiempo de incubacion. Como punto final de reaccion, el derivado
inmovilizado se incub6 durante 16-24 h a 25°C en 1 M de glicina (nucledfilo débil)
disuelta en 100 mM de bicarbonato de sodio pH 10.0. Finalmente, los derivados se
lavaron con exceso de agua destilada por centrifugacion o filtracion y se almacenaron a
4°C,

130



Capitulo 3. Materiales y métodos

3.3.4. Caracterizacion de las enzimas inmovilizadas

Para caracterizar un biocatalizador inmovilizado, hay que definir una serie de
pardmetros para cuantificar el rendimiento y la eficacia de la inmovilizacion. Los
parametros mas empleados son el rendimiento de inmovilizacion, el factor de eficacia y
la actividad recuperada [406,407]. El rendimiento de inmovilizacion es la cantidad de
enzima que se adhiere al soporte en comparacion con el total de enzima que se ofrece al

soporte, tal y como se muestra en la Ecuacion 3.1.

Actividad inmovilizada

1 Ec 3.1
Actividad ofrecida 0 ( )

Rdto de inmovilizacion (%) =

La actividad ofrecida es la actividad enziméatica en la fase liquida de la
inmovilizacion medida en condiciones estandar y expresada por unidad de masa de
soporte (gsoporte). La actividad inmovilizada se calcula como la diferencia entre la
actividad ofrecida y la suma de la actividad de los sobrenadantes en el proceso de
inmovilizacion. Es la actividad retenida al final del proceso de inmovilizacion.

La actividad recuperada del biocatalizador es la relacion entre la actividad
observada y la actividad ofrecida (Ecuacion 3.2). Otorga una vision global de la eficiencia
de la inmovilizacion. La actividad observada es la velocidad inicial de consumo de
oxigeno por unidad de masa en las condiciones estandar definidas para cada enzima (ver
apartado 3.3.1).

Actividad recuperada(%o) = Actividad observada 100 (Ec 3.2)

Actividad ofrecida

El factor de eficacia del biocatalizador es la relacion entre la actividad observada
y la actividad inmovilizada (Ecuacion 3.3). Indica la cantidad de enzima que es activa en

relacion a la cantidad de enzima que se ha inmovilizado.

Factor de eficacia (%0) = Actividad observada 100 (Ec 3.3)

Actividad inmovilizada

3.3.5. Marco teorico del anélisis cinético

El analisis de la cinética enzimatica implica el estudio de las variables que afectan
a la velocidad de una reaccion quimica. Para lograr esto, se investiga y se desarrolla un
modelo cinético que describe como las enzimas interactian con sus sustratos para
catalizar la conversion en productos. Este proceso implica determinar las constantes

cinéticas que caracterizan la eficiencia de la enzima, como la velocidad méxima (Vmax)
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y la constante de Michaelis-Menten (Km). Estos parametros proporcionan informacién
sobre la afinidad de la enzima por su sustrato y la eficacia con la que lo convierte en
producto.

Para una reaccion de dos sustratos, como la catalizada por una oxidasa, con
estequiometria 1:1 (Ecuacion 3.4), la ecuacion derivada simplificada que mejor describe

la velocidad de reaccion es el modelo ping-pong bi-bi [172,408], Ecuacion 3.5.
S+0, & 5B +P, (Ec 3.4)

ds doz ACtmax'[Eo]'[S]'[Oz]

= (Ec 3.5)
dt dt [S]'[Oz]+ Ks'[02]+ Koz'[s]

Donde R es la velocidad de reaccion en mM-min; Actmax es la actividad de la
enzima a concentraciones saturantes de ambos sustratos, la actividad maxima alcanzable
en pmol-mint-mg?; la [Eq] es la concentracion de enzima inicial en mg-mL?; [S]y [O2]
son las concentraciones de sustrato principal y oxigeno, respectivamente, en mM; y Ks 'y
Koz son las constantes de afinidad de sustrato principal y oxigeno, respectivamente, en
mM.

La razdn entre la actividad de la enzima y la actividad maxima alcanzable (Actmax)
da una idea del potencial catalitico de la enzima, Ecuacion 3.6.

Act [S]-[O,]
Aty  [SI[0,]+ K [0,]+ K, [S]

max

V= (Ec 3.6)
Cuando la concentracion de oxigeno es constante, la Ec 3.6 se simplifica a una

cinética hiperbdlica aparente dependiente de [S]:

Act . s [S]
R=——ad ~7- (Ec 3.7)
KSapp + [S]

Ksapp €S la constante aparente del sustrato principal, definida como:

sy = 2 L02] (Ec 3.8)
” Koz"'[oz]

Actmaxapps €S la actividad maxima observable a una concentracion fija de oxigeno:

_ ACtmax ) [02]

Act =
" Ko, +[0,]

(Ec 3.9)
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Cuando la concentracion de sustrato principal es constante, la Ec 3.6 se simplifica

a una cinética hiperbdlica aparente dependiente de [O2]:

ACtmaxapp 0," [02]

R= (N (Ec 3.10)
Ko2app €S la constante aparente del oxigeno, definida como:
0,30 =:::%[[Z]] (Ec 3.11)
Actmaxappo2 €S la actividad maxima observable a una concentracion fija de S:
ACty o = A}me“és]] (Ec 3.12)

3.3.6. Estudio de la estabilidad en los biocatalizadores de GalOx

El estudio de la estabilidad de los biocatalizadores de GalOx se realizo
incubandolos en condiciones no reactivas. En primera estancia se evalud la estabilidad a
distintas temperaturas, y, posteriormente, en presencia de disolventes organicos. Sin
embargo, el andlisis de las muestras se realiz6 en las mismas condiciones en todos los
casos:

Volumen final de reaccion de 5 mL, con 250 mM de galactosa en 100 mM de
tampon fosfato sodico a pH 7.0 y 30°C. Se empled una agitacion magnética a 250 rpm.
La concentracion del soporte de enzima inmovilizada varié en funcién de la actividad
especifica de cada preparacion, pero normalmente se afiadieron 100 pul de enzima
inmovilizada a la mezcla de reaccién, lo que dio lugar a una concentracion final de
biocatalizador de 20 mg-mL™. Para la activacion del biocatalizador, se empled 0.1
mg-mL* de KsFe(CN)s.

La estabilidad se cuantifico mediante el parametro ti»> (tiempo de vida medio) el
cual se refiere al tiempo que tarda el derivado en disminuir su actividad un 50%. El otro

parametro empleado fue la actividad retenida (%) del derivado a cierto tiempo de medida.

A distintas temperaturas
Para el estudio de estabilidad a temperatura ambiente, el biocatalizador se incub6
en tampdn fosfato sédico 10 mM. Posteriormente, se colocd en un agitador rotatorio con

agitacion suave constante a 20 rpm y a temperatura ambiente. Se tomaron muestras a
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varios intervalos de tiempo y su actividad se midié inmediatamente mediante un ensayo
estandar de consumo de oxigeno.

Para el estudio de estabilidad en condiciones de inactivacion térmica, el
biocatalizador se incubo en todos los casos en tampdn fosfato sodico 10 mM. Después,
se coloco en un termobloque (ThermoMixer C de Eppendorf; Hamburgo, Alemania) a 40
°C y con agitacion orbital constante a 500 rpm. Se tomaron muestras a cada tiempo
deseado y su actividad se midié inmediatamente mediante un ensayo estandar de consumo

de oxigeno.

En presencia de disolventes organicos

Para el estudio de estabilidad en presencia de disolventes organicos, el
biocatalizador se incubd en disoluciones al 50% (v/v) de etanol o acetona y tampén
fosfato sédico 10 mM. Posteriormente, se colocd en un agitador rotatorio con agitacion
suave constante a 20 rpm y a temperatura ambiente. Se tomaron muestras a varios
intervalos de tiempo y su actividad se midié inmediatamente mediante un ensayo estandar

de consumo de oxigeno.

3.3.7. Medida del oxigeno intraparticula

El principio de la medicion consiste en el registro de los datos del tiempo de vida
de luminiscencia del indicador inmovilizado mediante la técnica de modulacion de fase
[202,386,409]. Los luminoforos pertenecen al grupo de compuestos de coordinacién de
rutenio (1) con ligandos quelantes poliazaheroaromaticos. Sus ventajas para producir
terminales sensibles para mediciones de luminiscencia por fibra Optica incluyen una
fuerte absorcién en la region azul del espectro electromagnético, emision roja intensa,
largos tiempos de vida de emision (0.2 a 7 microsegundos), considerable fotoestabilidad
(en comparacion con las moléculas indicadoras fluorescentes puramente organicas) v,
sobre todo, la posibilidad de sintonizar finamente sus propiedades fotofisicas y
fotoquimicas a través de la molécula indicadora.

El lumindforo se excitd a 470 nm, y la emision de luz se registré a longitudes de
onda superiores a 570 nm. Tras la excitacion en el dominio de la frecuencia utilizando luz
modulada sinusoidalmente en intensidad, la sefial de luminiscencia registrada se convirtié
en un desplazamiento de fase. Las mediciones se realizaron utilizando una frecuencia de
modulacion (fmod) de 39 kHz. El desplazamiento de fase (¢) puede correlacionarse con el

tiempo de vida de la luminiscencia (t) mediante la Ecuacion 3.13.
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tan
r=—% (Ec 3.13)
2.7 o

Dado que el O atentia dinamicamente la luminiscencia del colorante indicador, el
tiempo de vida de la luminiscencia esta relacionado con la concentracion de Oa. Se aplico
el modelo de Stern-Volmer para describir la dependencia del tiempo de vida con la
concentracion de O, como se muestra en la Ecuacion 3.14, donde o y to son los
desplazamientos de fase y el tiempo de vida para una solucion completamente desprovista

de O2 por reaccion de la GalOx. Ksv es una constante de proporcionalidad.

tt?T(cD; :T—TO =1+ Ksv-[0, ] (Ec 3.14)
La monitorizacién del desplazamiento de fase se llevé a con el equipo
(OPTOSEN®) desarrollado por el Grupo Interlab y el Grupo de Investigacion en
Sensores Quimicos Opticos y Fotoquimica Aplicada (GSOLFA) de la UCM. Para los
experimentos se utiliz6 un vial de vidrio de 7 mL con un volumen de trabajo de 6 mL. Se
aplico agitacion magnética con una barra de 15x4 mm a 250 rpm. El vial se colocé en una
placa calefactora a 30°C vy la fibra Optica se fijé en la superficie del vial de precipitados
con la ayuda de un componente de aluminio personalizado (Figura 3.6B). El sistema se
cubri6 con un pafio negro para eliminar las interferencias causadas por la luz ambiental.
Para la reaccion enzimatica, se suspendieron 4-7 mg-mL? de biocatalizador
coinmovilizado con rutenio en tampdn (NaPi 100 mM, pH 7.0) saturado de aire. La carga
de particulas se ajusté segun fuera necesario para obtener una relacion sefial-ruido util.
Se afiadié una concentracién de glucosa de 100 mM a la solucién con el biocatalizador
inmovilizado, para posteriormente desoxigenar el medio con glucosa oxidasa. Una vez
que la sefial medida se mantuvo estable, se afiadié un volumen de 500 pL de galactosa
(250 mM en solucion) al medio para iniciar la reaccién. EI cambio de desplazamiento de
fase, y por tanto la concentracion de Oz intraparticula, se monitorizé a lo largo del tiempo.
Tras 5 min de reaccion, se desoxigend el medio afiadiendo GOX en exceso. De esta forma,
se llevod a cabo la calibracion del medio libre de oxigeno “in situ”.
En primera instancia estos experimentos se disefiaron para realizarlos con el
FireSting®-PRO y un canal de fibra 6ptica concretamente disefiado para absorber la luz
azul de excitacion del complejo luminiscente. Sin embargo, se necesitaban grandes cargas

de catalizador en la reaccion para obtener una relacion sefial/ruido suficiente, por lo que
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se exploraron otros medios mas precisos de analisis. Finalmente se opto por el uso del
equipo OPTOSEN® para estas medidas por su excelente relacion sefial/ruido, a pesar de
su la limitacion para recoger datos cada 10 s, diez veces menos que con el FireSting®-
PRO.

Se realiz6 una prueba de la medida del consumo de oxigeno con la enzima libre
tanto con el sensor robusto como con el indicador de fase soluble para validar la técnica.
Se comprob6 que ambas sefiales se solapan con un error inferior al 5%.

En estos experimentos se emplearon activadores alternativos al KsFe(CN)e debido
a la interaccion con los complejos de rutenio, que imposibilitaba la precision en las
medidas. La actividad ofrecida al soporte se calculé con el ensayo estdndar con
K3Fe(CN)s como activador, pero la HRP o la hemoglobina se utilizaron como activadores
solubles en cada caso debido a su compatibilidad para medir el oxigeno intraparticula.
También se comprobd que la inmovilizacion de los complejos indicadores de oxigeno en
la concentracion empleada (1.0 mg-gsupp?) afectd menos del 5% a la actividad enzimatica.
El gradiente de oxigeno observado en la particula se calculé como la diferencia méaxima

Entre la concentracidn de oxigeno en el liquido y la particula.

3.3.8. Medida de transferencia de oxigeno en biorreactor

Para la medida de la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR en sus siglas en
inglés) se determinG el coeficiente volumétrico de transferencia de materia (kLa)
mediante el método dinamico de desorcidén con nitrégeno. En ciertas condiciones de
agitacion, se satura de aire el medio y, posteriormente se introduce nitrégeno a un caudal
determinado para retirar el oxigeno de la fase liquida, tomando datos de la concentracion
de oxigeno cada pocos segundos durante unos minutos. El proceso se lleva a cabo a
distintas velocidades de agitacion y de caudales de nitrgeno.

La determinacion experimental del producto kia se basa en la ausencia del
consumo de oxigeno por la enzima/microorganismo, por lo que en el balance de O2 s6lo
se considera el término de transporte, Ecuacion 3.15.

d[O,]
dt

=OTR =k a{[0,] ~[O,]) (Ec 3.15)

A su vez, el kra depende de forma exponencial de la velocidad superficial de
nitrégeno (Vs), la velocidad de agitacion (N) y la viscosidad del fluido (uL) [221,224].
Finalmente, se obtienen los parametros a, B, A y C de la Ecuacion 3.16 para obtener el

kia a distintas condiciones de trabajo.
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k.a=CV"N”y* (Ec 3.16)

3.3.9. Reacciones de oxidacion en biorreactor aireado
Estas reacciones de oxidacion se realizaron con GOX con glucosa como sustrato
y con GalOx con galactosa como sustrato.

Reacciones con GOX

En un reactor de 1 L (Biostat B Plus) de Sartorius AG (Gottingen, Alemania),
mostrado en la Figura 3.4A, se realizaron estudios completos del curso temporal de la
conversion de glucosa. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 500 mL de
volumen total, 100 mM de tampdn NaPi a pH 7.0, 100 mM de glucosa, 80 mg-L™* de
catalasa, 1,5 mg-L™ de GOX, 25 °C, 150 rpm de agitacion y 50% o 25% de saturacion de
aire. A intervalos regulares de tiempo se extrajeron muestras de 500 puL para su analisis,
donde se detuvo la reaccion vertiendo la muestra en un vial con 500 uL de disolucién HCI
3.7%. Posteriormente, las muestras se analizaron por HPLC con un Jasco Plus equipado
con columna de carbohidratos polimérica Benson (BP-800 H*) a 60°C. Como fase movil
se emple6 una mezcla de disolventes de H2O y H2SO4 0.005 M con un caudal de 0.5
mL-mint. Para el analisis de acido gluconico, se siguié la absorbancia a 218 nm en 15
min con un detector Jasco Plus MD-2015 de multiples longitudes de onda. Se obtuvo una

curva patron lineal para el acido glucénico, con un coeficiente de regresion de 0.9994.

Reacciones con GalOx

En el caso de la GalOx, las reacciones se realizaron en ambos reactores de 1y 0.5
L de volumen. En el biorreactor de 1 L, las condiciones de reaccion fueron las siguientes:
500 mL de volumen total de tamp6n NaPi 50 mM a pH 7.0, 20 mM de galactosa, 200
mg-L? de catalasa, 50 mg-L* de KsFe(CN)s, 500 mg-L* de GalOx, 25 °C, 150 rpm de
agitacion y 50% o 20% de saturacion de aire. A intervalos regulares de tiempo se
extrajeron muestras de 500 pL para su analisis, donde se detuvo la reaccion vertiendo la
muestra en un vial con 500 pL de disolucion HCI 3.7%. Posteriormente, las muestras se
analizaron por HPLC con un Jasco Plus equipado con columna de carbohidratos
polimérica Benson (BP-800 H") a 60°C. Como fase movil se empled una mezcla de
disolventes de H20 y H,SO4 0.005 M con un caudal de 0.5 mL-mint. Para el analisis de

galactosa, se sigui6 el indice de refraccion en 15 min con un detector Jasco Plus R1-2031,
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obteniéndose una curva patrén lineal para la galactosa, con un coeficiente de regresion de
0.9954.

En el biorreactor de 0.5 L de volumen, donde se empled la enzima inmovilizada
en dextran sulfato-Ag con una carga enzimatica de 32 pmol-min-*g™ como biocatalizador
y la hemoglobina se coinmovilizd como activador, con una carga de 8 mg-gsupp >, las
condiciones de reaccion fueron las siguientes: volumen de reaccién de 165 mL, control
de temperatura a 30°C y 100 mM NaPi pH 7.0. Galactosa inicial de 25 mM, carga de
GalOx de 25.0 mg-g™, concentracion de biocatalizador de 24.2 mg-mL™, catalasa libre
de 0.61 mg-mL, agitacion de 200 rpm y caudal de aire de 0.2 L-min™. A intervalos
regulares de tiempo, se extrajeron muestras de 400 pL para su andlisis, donde se detuvo
la reaccion vertiendo la muestra en un vial con 100 pL. de una solucién de HCI al 9 %.
Posteriormente, las muestras se analizaron con un HPLC Jasco Plus equipado con una
columna de carbohidratos polimérica Benson (BP-800 H*) a 60 °C. Como fase movil se
emple6 una mezcla de disolventes de H20 y H2SO4 0.005 M con un caudal de 0.5
mL-min, Para el analisis de galactosa se sigui6 el indice de refraccion en 20 min con un
detector RI-2031 Jasco Plus a 55 °C. Se obtuvo una curva patrén lineal para la galactosa,

con un coeficiente de regresion de 0.9993.

3.4. METODOS DE ANALISIS
En este apartado se describe y explica el fundamento de los métodos de analisis

empleados.

3.4.1. Medida de la concentracion de oxigeno con sensor optico

El fundamento de la medida del oxigeno disuelto tanto en el liquido como en la
particula se basa en la técnica de modulacién de fase [386,409,410]. Es un método para
medir el tiempo de decaimiento mediante la excitacion de la muestra usando una fuente
continua de excitacion cuya intensidad se modula a una frecuencia muy alta. La emision
de fluorescencia resultante también se modula a la misma frecuencia. Sin embargo,
debido al tiempo de vida finito de la fluorescencia, la emision se retrasa en el tiempo con
respecto a la excitacion. Este retraso se mide como un desplazamiento de fase (), que
puede utilizarse para calcular el tiempo de decaimiento, denominado vida de fase (t),

dado por la ecuacion:

7, = fog tANQ (Ec 3.17)
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Ademas, el tiempo de vida conduce a una menor profundidad de modulacion de

la emision en relacion con la de la luz de excitacion, como se muestra en la Figura 3.7.
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Figura 3.7. Principio de la medicion del tiempo de vida en el dominio de la frecuencia.

Panel A: El tiempo de vida de la fluorescencia se calcula a partir del desplazamiento de

fase y la demodulacion de la luz emitida (curva gris) con respecto a la luz de excitacion

modulada sinusoidalmente (curva negra). Panel B: Fundamento de la fluorometria de

modulacién de fase en el dominio de la frecuencia. Ambas

[410].

ilustraciones obtenidas de

El grado en que esto ocurre depende del tiempo de decaimiento del fluor6foro y

de la frecuencia de modulacion. El factor de demodulacion, m, viene dado por:

_B/A

M=T1/a

(Ec 3.18)
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donde b/a es la modulacion de la luz de excitacion y B/A, para la luz emitida. EIl tiempo
de vida calculado a partir de la demodulacion se denomina tiempo de vida de modulacién

(tm) Y viene dada por:

1/2
T, L iz—l (Ec 3.19)
1:mod m

En los decaimientos monoexponenciales, los tiempos de vida de la fase y de la
modulacion se corresponden. Una diferencia en los tiempos de vida de fase y modulacion
es indicativa de un decaimiento de fluorescencia multiexponencial o de interacciones de

estado excitado del fluor6foro.

3.4.2. Métodos colorimétricos

Dentro de los métodos colorimétricos se ha empleado principalmente el método
Bradford [411] para la cuantificacion de la cantidad de proteina en nuestra enzima
comercial. Su fundamento se basa en la union no covalente del azul de Coomassie G-250
a las proteinas a través de residuos de arginina y lisina en condiciones 4acidas
proporcionadas por el &cido fosforico. Esto produce un cambio de color hacia el azul que
se mide a una absorbancia de 595 nm. La variabilidad de estos residuos en cada proteina
es su principal desventaja.

En primer lugar, se realiza una recta patron con Albumina de suero bovino (BSA
en sus siglas en inglés) que ser& nuestra proteina de referencia y posteriormente se mide
nuestra muestra enzimatica mezclada con el reactivo Bradford, obteniéndose un valor,

que, interpolado en la recta patron, nos ofrece la cantidad de proteina en la muestra.

3.4.3. Cromatografia liquida de alta resolucion

La HPLC (en sus siglas en inglés) es una técnica muy util y ampliamente utilizada
para la separacion y cuantificacion de distintos componentes conocidos en una muestra.
En la HPLC el compuesto pasa por la columna cromatografica a través de la fase
estacionaria (en nuestro caso una columna de protones) mediante el bombeo de liquido
(fase movil, en nuestro caso agua acida) a alta presion a traves de la columna.

En la cromatografia de intercambio iénico, la retencion se basa en la atraccion
electrostatica entre los iones en solucion y las cargas inmovilizadas a la fase estacionaria.
Los iones de la misma carga son excluidos mientras que los de carga opuesta son retenidos

por la columna. Concretamente, en este caso se empleo una cromatografia de intercambio
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anionico puesto que la columna estaba formada de una resina de copolimeros de
poliestireno-divinilbenceno sulfonados (cation fuerte).

Una vez los compuestos son separados mediante la columna de intercambio
ionico, pasan por los mddulos de deteccion. Tanto la glucosa como la galactosa fueron
cuantificadas mediante el detector de indice de refraccion (RID: Refraction Index
Detector). Este dispositivo mide la desviacién de la luz comparada con una celda de
referencia a partir de la cual se crea la sefial medida en el cromatograma.

Sin embargo, debido al solapamiento ocurrido en los cromatogramas de RID por
parte de la glucosa y el acido gluconico, éste tltimo se decidié medir con el detector de
matriz de diodos (DAD: Diode Array Detector) a una longitud de onda especifica de 219
nm. Los detectores de matriz de diodos utilizan una rejilla para dispersar la luz en una
matriz de fotodiodos una vez que la luz ha atravesado la celda de flujo. Como resultado,
todas las longitudes de onda se absorben simultaneamente, lo que proporciona al analito

un espectro de absorcion completo y a tiempo real.

3.4.4. Caracterizacion de indicadores luminiscentes mediante TCSPC

Para la eleccion del luminoforo mas adecuado en el andlisis de la concentracion
de oxigeno intraparticula, se empled la técnica TCSPC (recuento de fotones individuales
correlacionados en el tiempo). Mediante esta técnica se pueden caracterizar distintos
indicadores luminiscentes mediante su tiempo de decaimiento (tiempo de excitacion del
compuesto) a las condiciones experimentales deseadas (cierta saturacion en aire, distinta
concentracion del indicador, etc.). En nuestro caso lo que buscamos es un indicador con
un tiempo de decaimiento lo méas elevado posible en el rango de 0-21% de [O-], para asi
tener un sensor muy sensible y con una relacién sefial/ruido muy elevada.

En el método del dominio del tiempo, la muestra se excita utilizando un pulso de
excitacion corto, y la intensidad de emisién dependiente del tiempo se mide tras el pulso
de excitacion. La poblacidon del estado excitado decae exponencialmente. En el caso mas
sencillo, el decaimiento es monoexponencial y el tiempo de vida se deduce de la pendiente
del grafico del logaritmo de la intensidad frente al tiempo. Sin embargo, la mayoria de
los fluoroforos presentan decaimientos multicomponentes, y los tiempos de decaimiento
y los factores preexponenciales asociados se determinan ajustando los decaimientos
multiexponenciales a los datos. En general, el tiempo de vida medio de un fluoréforo
puede calcularse promediando el tiempo de estado excitado sobre el decaimiento de
intensidad del fluoroforo [386,409].
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La mayoria de los fluorimetros de dominio temporal se basan en el método de
TCSPC [412]. Este método se basa en el hecho de que la probabilidad de detectar un fotén
en el tiempo t después del pulso de excitacién es proporcional a la intensidad de
fluorescencia en ese momento. La curva de intensidad de fluorescencia se reconstruye
tras cronometrar y registrar los fotones individuales emitidos tras un gran namero de
pulsos de excitacion. Los sistemas TCSPC proporcionan una sensibilidad excepcional,
pero la adquisicion de datos puede llevar bastante tiempo.

Intensity (counts)
2

10

Time (ns)

Figura 3.8. Decaimiento de la fluorescencia de la rodamina 6G obtenido mediante
TCSPC. El tiempo de vida se extrae de un ajuste monoexponencial de los datos
experimentales. La intensidad medida se muestra en puntos de color gris claro en una
escala logaritmica y la funcién de respuesta del instrumento en gris oscuro. Imagen
obtenida de [410].

La Figura 3.8 muestra como ejemplo el decaimiento de la fluorescencia de una
solucion acuosa de rodamina 6G medida por TCSPC. Un ajuste monoexponencial de
estos datos arroja un tiempo de vida de 4.1 ns. Sin embargo, la mayoria de los sistemas
biolbgicos, contienen entornos heterogéneos y multiples especies emisoras, por lo que a

menudo se obtienen tiempos de vida multiexponenciales.

3.4.5. Microscopia de fluorescencia

Esta técnica se empled para conocer la distribucion espacial del indicador
luminiscente inmovilizado en la particula de agarosa. La técnica se realizo en el Centro
de Asistencia a la Investigacion (CAI) de Técnicas Bioldgicas ubicada en el campus de
la UCM y es una Instalacion Cientifico-Técnica Singular (ICTS), siendo una referencia

nacional en esta técnica.
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El equipo empleado fue un microscopio confocal de barrido laser (TCS SP8 de
Leica), Figura 3.9. Microscopio confocal de barrido laser (TCS SP8 de Leica). con
sistema de superresolucion hyvolution y equipado con 4 detectores de fluorescencia y 4
laseres (405, 488, 552 y 638 nm). En esta técnica, se usa un tinte fluorescente (o la propia
fluorescencia de la muestra) para marcar estructuras o moléculas especificas en la
muestra, y estos tintes emiten luz cuando son excitados por ciertas longitudes de onda de
luz. La luz emitida por el tinte puede capturarse con una cAmara y usarse para crear una

imagen del especimen.

Figura 3.9. Microscopio confocal de barrido laser (TCS SP8 de Leica). Imagen obtenida

del CAI de Técnicas Bioldgicas de la UCM.

3.5. RECURSOS INFORMATICOS
Para la realizacion de la tesis, se han empleado distintos recursos informaticos, los

cuales se detallan a continuacion:

e Berkeley Madonna: Es el programa de simulacion que mas se ha empleado y ha
sido de gran ayuda tanto en el disefio de experimentos como en la comprension
de distintos fendmenos fisicoquimicos. Berkeley Madonna es un paquete de
software de modelizacion matematica, desarrollado en la Universidad de
California en Berkeley [413,414]. Resuelve numéricamente ecuaciones
diferenciales ordinarias y ecuaciones en diferencias. Su punto fuerte reside en una
sintaxis relativamente sencilla para definir ecuaciones diferenciales unida a una

interfaz de usuario simple pero potente.
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e Aspen Custom Modeler® V11: Empleado para el ajuste de los modelos cinéticos
a los datos experimentales obtenidos de tipo integral (concentracion vs tiempo).
Permite el disefio del modelo cinético deseado al que ajustar los datos, a la vez
que ofrece interesantes parametros estadisticos. Emplea métodos matematicos de
ajuste no lineal, basados en el algoritmo NL2SOL, combinado con integracion
numérica por el método de Euler. Se ha usado en numerosos estudios cientificos
de simulacion en ingenieria quimica [415,416].

e OriginLab® 2021: Utilizado para la elaboracion de gréficas y figuras, asi como
para realizar ajustes matematicos sencillos de datos experimentales de tipo
diferencial (velocidad vs concentracion) a modelos hiperbolicos.

e PyMOL: Se emple6 para producir imagenes 3D de alta calidad de
macromoléculas bioldgicas, como las enzimas. Gracias a este programa, se facilita
la comprension de la estructura terciaria de la enzima, permitiendo visualizar la
localizacion de su centro activo, los residuos que componen su estructura, etc.

e ChemDraw: Software utilizado principalmente para la ilustracion de los distintos
grupos funcionales involucrados en la inmovilizacion enzimatica. Es un programa
sencillo pero potente para dibujar tanto compuestos quimicos sencillos como

esquemas de reaccion complejos.

3.6. METODOS MATEMATICOS
En este apartado se describen los métodos matematicos empleados tanto para el
tratamiento de datos como para la simulacién de reacciones quimicas acopladas a otros

fendmenos, asi como los parametros estadisticos empleados.

3.6.1. Métodos de célculo

Para el ajuste de los datos experimentales obtenidos a los modelos cinéticos se
pueden utilizar tanto datos diferenciales (velocidad vs concentracién) como datos
integrales (concentracion vs tiempo). Segun el tipo de datos empleado, el método de

calculo sera diferencial o integral.

Meétodo diferencial: En este caso, se ha empleado el método diferencial principalmente
con datos de concentracion de sustrato principal [S] u oxigeno [O2]. Si tenemos datos de
velocidad o actividad (que es velocidad por unidad de masa de enzima o soporte) en

funcién de [S], entonces esta velocidad es una velocidad de reaccion inicial a un valor
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constante de saturacion en aire, normalmente [O.]=0.215 mM. Sin embargo, si lo que se
tiene es la velocidad en funcidn de [O2], esta velocidad se ha obtenido a un valor constante
de [S], y son velocidades a distintos tiempos de reaccion, no sélo al comienzo.

Una vez obtenidos estos datos, se llevan al programa Origin® para ajustarlos.
Normalmente poseen una tendencia hiperbolica o lineal dependiendo de la concentracion

de sustrato empleada y las caracteristicas cinéticas intrinsecas de la enzima estudiada.

Método integral: Los datos integrales comprenden al menos un gréafico del curso
completo de la reaccion que describe como evolucionan las especies (sustrato y producto)
a lo largo del tiempo. Este grafico de reaccion es la forma integrada de la cinética y
muestra cOmo ésta cambia con el tiempo y el progreso de la reaccién (conversion de
sustrato). Estos datos suelen ser mucho méas voluminosos (ya que se empled el monitoreo
en linea del oxigeno) y son Utiles también para detectar la existencia de desactivacion del
catalizador o inhibicion por producto (la inhibicién por sustrato se puede observar
también con el método diferencial).

La manera de ajustar estos datos a un modelo cinético consiste en alimentar al
software empleado (en este caso Berkeley Madonna o Aspen Custom Modeler) con los
datos de concentracidn vs tiempo. En este método, la mayor dificultad esta en escoger un
modelo cinético lo mas sencillo posible que sea capaz de explicar los datos
experimentales. En cuanto al ajuste de los datos integrales estrictamente, se ha empleado
Aspen Custom Modeler por la posibilidad de realizar un ajuste de respuesta multiple a un
mismo modelo, mientras que Berkeley Madonna permite el ajuste de un solo experimento
a la vez. En cuanto a la resolucion por parte de Aspen Custom Modeler, se emple6 la
integracién numeérica de las ecuaciones del modelo empleando el algoritmo de Euler de
intervalo variable acoplado al algoritmo NL2SOL de regresion no lineal, un método
adaptativo de regresion no lineal por minimos cuadrados. La resolucion numeérica
realizada por el software Madonna de Berkeley se bas6 en una combinacion del método
de Runge-Kutta de 4° orden para la integracién con un algoritmo de Levenberg-

Marquardt para la regresion no lineal.

3.6.2. Modelo de reaccion-difusion

Se ha desarrollado un modelo de reaccion-difusidn para simular tanto la cinética
de reaccion de una enzima inmovilizada (Capitulo 5) como el proceso de inmovilizacion
de una enzima en un soporte poroso (Capitulo 7). Posteriormente, con los resultados de

las simulaciones, se formulan hip6tesis que después se comprueban experimentalmente.
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El analisis matematico de la reaccion heterogénea se basa en la realizacion de balances
de materia en la particula. El transporte de materia por difusioén considera que el oxigeno
y el sustrato principal (o la enzima) penetran en el interior de la particula porosa y se
genera el producto de reaccion.

Para aplicar el modelo, primero hay que hacer ciertas suposiciones para poder
expresar matematicamente cada término de la ecuacion [407]. 1) Las particulas se
suponen esféricas. Todas las particulas de la matriz del soporte se consideran esféricas
para un tratamiento matematico mas sencillo. 2) Las particulas son isotermas. Como los
gradientes de temperatura generados por el proceso de reaccion son generalmente
despreciables, suponer una temperatura constante en todas las particulas es razonable y
simplifica enormemente el analisis matemético. 3) La transferencia de materia se
produce Gnicamente por difusion. Supondremos que la particula es impermeable al flujo,
por lo que el transporte convectivo en los poros se considera despreciable. 4) La difusion
puede describirse mediante la ley de Fick. Se ignora la interaccion del sustrato con otros
gradientes de concentracion y los fendbmenos que afectan al transporte de especies
cargadas. La ley de Fick considera la difusividad efectiva del sustrato en el s6lido, De. El
valor de Deff es una funcion compleja de las caracteristicas de difusion molecular del
sustrato, la tortuosidad del camino de difusion dentro del sélido y la fraccion del volumen
de la particula disponible para la difusion [407,417,418]. Se supone que Deft €s constante
y no cambia con la posicién. 5) Las particulas son homogéneas. Se supone que las
enzimas inmovilizadas se distribuyen uniformemente dentro de la particula. 6) El
coeficiente de particion del sustrato es la unidad. Esta afirmacion es valida para la
mayoria de los sustratos y particulas, y garantiza que no hay discontinuidad de
concentracion en la interfase sélido-liquido. 7) Las propiedades fisicas de la particula se
encuentran en estado estacionario. Se considera que pardmetros como la densidad o
porosidad en la particula no varian con el tiempo. 8) La concentracién de sustrato varia
con una Unica variable espacial. Suponemos que la concentracién de sustrato varia s6lo
en la direccion radial, y que el sustrato difunde radialmente a través de la particula desde
la superficie externa hacia el centro.

Con estas suposiciones, se realiza un balance de materia del sustrato alrededor de
la particula considerando los procesos de transferencia de materia y reaccion que ocurren
en el radio r. Ambos sustratos se difunden en la particula en el radio r, y salen en el radio
rn-1, Mientras que en la superficie el producto se genera por reaccion. Por lo tanto, el

interior de la particula se dividié en pequefias capas para la resolucion numérica,
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tipicamente 75, donde el volumen de cada capa se supuso idealmente mezclado. Para cada

capa, el balance de materia para el sustrato viene dado por la siguiente ecuacion,

dCs, 4 , . 4
Tnggﬂ-(rr? - I’n3—1) = €-Jn47Z'I’n2 _g'Jn—147z-rn2—1 - Rgﬂ-(rn3 - I'-ns—l) (EC 320)

Donde ¢ es la porosidad de la particula, n es el nimero de capas y n=1 representa
la capa més interna, Cs es la concentracion de sustrato en la particula, r es la distancia
medida radialmente desde el centro, R es la velocidad de reaccion por unidad de volumen
de particula y t es el tiempo de inmovilizacion. Cada término de la ecuacion de balance
de materia tiene unidades de, por ejemplo, mmol-min™. El flujo molar j, se obtiene

mediante la siguiente ecuacion,

= Deff Csn+1_CSn

Ec3.21
Ar ( )

Donde Der es la difusividad efectiva del sustrato en la particula, siendo 300 um?.s°
! el valor fijado para tanto O, como sustrato principal durante las simulaciones del
comportamiento de las enzimas inmovilizadas, un valor similar al encontrado en
bibliografia [419]. El valor de De para la enzima soluble como sustrato en las
simulaciones del proceso de inmovilizacion se situd en 70 um?-s. El flujo jn-1 Se obtiene
de forma anéloga utilizando ny n-1.

Por otro lado, hay que considerar tanto la cinética de reaccion de la enzima
inmovilizada como del proceso de inmovilizacion de las enzimas libres. Para el primer
caso, se emplea el modelo ping-pong bisustrato mostrado en la Ec 3.6. Mientras que, para
el segundo, se considera una velocidad de reaccion de primer orden respecto a la
concentracion de enzima, mostrado en la Ec 7.1. Estas ecuaciones se incluyen en el
término Rn. Sustituyendo (Ec 3.21) en (Ec 3.20) y simplificando, la ecuacién del balance

de materia alrededor de la particula es la siguiente,

ro(Cs

n+l

dCs, _ 3Dy )[ _Cs, ) _ rnz_l_(CSn —Csn—lﬂ —R, (Ec3.22)

dt Ar(r7-r,
Para la capa mas interna, donde no es posible el flujo a la siguiente capa, Ec 3.22
se simplifica a,

dCs, 3Dy
dt  Ar?

(Cs,—Cs,)-R, (Ec 3.23)
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Por ultimo, hay que considerar la transferencia de materia desde la fase liquida
hasta la superficie de la particula, donde Cso es la concentracion de sustrato en la fase

liquida,

dCs, 3Dy
d  Ar’

(Cs,—Cs,) (Ec 3.24)

Por Gltimo, es importante mencionar que este modelo se puede emplear para
simular dos tipos de casos. En el primero, seleccionando un valor muy bajo de catalizador
por volumen de reactor (0.01%), se simulan las velocidades iniciales de reaccion del
proceso. En estas condiciones, variables como el factor de eficacia o el gradiente de
oxigeno en la particula se encuentran en estado pseudo-estacionario, y, por tanto, son
interesantes de medir.

Para el segundo caso, es decir, la simulacion de los cursos completos de reaccién,
se selecciona una masa de catalizador por volumen de reactor similar a la empleada en
condiciones de experimentacion (5%). Este caso es muy Util para predecir variables como
el tiempo de reaccion, la concentracion inicial de sustrato o la masa de catalizador a

emplear.

3.6.3. Parametros estadisticos

Se utilizan para cuantificar la bondad de ajuste entre los distintos modelos o
pardmetros cinéticos propuestos. Para ello, se han empleado como parametros estadisticos
el error cuadratico medio (RMSE), la suma de residuos al cuadrado (SSR), la F de Fischer
(Fos) vy el criterio de Akaike (AICc).

El error cuadratico medio, RMSE (Root Main Square Error) (Ec 3.25) es un parametro
que minimizar. Su valor representa una medida del error entre los datos experimentales y
los estimados en el modelo obtenido. Este parametro se basa en la suma de residuos al
cuadrado, SSR (Sum of Squared Residuals) (Ec 3.26), teniendo en cuenta el nimero de

grados de libertad que ofrece el modelo (N-K).

SSR

RMSE = (Ec 3.25)
(N -K)
j=K i=N 2
SSR = ; izzll(c"”ex" —Cij catc) (Ec 3.26)
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Siendo N el nimero de datos experimentales y K el nimero de parametros del
modelo. Otro criterio estadistico que se ha utilizado para determinar la validez de los
modelos propuestos esta representado por la F de Fisher (Fgs), Ec 3.27. Es un pardametro
significativo que indica la probabilidad de que el modelo esté representado por una
distribucion de Fisher-Snedecor al 95% de probabilidad. Es un parametro que maximizar,
que debe de estar siempre por encima de un valor critico (tedrico y tabulado). Siendo N
el numero de datos experimentales y K el numero de parametros del modelo.

Fos = T ssR
i=1(N—Kj

Por ultimo, para cuantificar la calidad relativa del modelo empleado, se ha utilizado

(Ec 3.27)

Mz

el criterio de informacion de Akaike (AIC), Ec 3.28. Este criterio maneja un balance entre
la bondad de ajuste del modelo y su complejidad, penalizando la sobreparametrizacion.
Dado un conjunto de modelos candidatos para los datos, el modelo preferido es el que
tiene el valor minimo en el AIC. Cuando el tamafio de la muestra es finito, se utiliza AlCc,
una ecuacion corregida, Ec 3.29.

AIC = N-In (SE—RJQK (Ec 3.28)
2K(K +1)

AlCc=AIC+——~ "~/ (Ec 3.29)
N-K-1

Donde N el nimero de datos experimentales y K el nimero de parametros del modelo.
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4. ANALISIS CINETICO EN FASE HOMOGENEA DE
ENZIMAS OXIDATIVAS DEPENDIENTES DE 0>

Este capitulo corresponde a un articulo cientifico publicado por el autor y el director
de esta tesis doctoral en la revista “Reaction Chemistry and Engineering”, cuya primera

pagina se muestra a continuacion.
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The application of oxygen-dependent enzymes is limited by the low oxygen solubility, a fact that hinders
the full cperational exploitation of the enzyme activity. This oxygen limitation also creates a difficulty for
understanding the intrinsic enzyme kinetics, a critical aspect for the process implementation of oxidative
enzymes. Kinetic analysis of Oy-dependent enzymes is a case of ping-peng bi-substrate reaction kinetics
but with the added feature of a fixed low concentration of oxygen dissolved in the liguid medium. We
propose an analysis framework based on a combination of differential methods (based on initial reaction
rates-concentratiocn plets) to analyze the main substrate dependency, while the subsequent integral
Received 14th June 2021, method (consumption time courses of oxygen dissolved) serves to analyze the oxygen dependency. The
Accepted 2nd August 2021 methodology is applicable by using the oxygen initially dissolved and only working with lqid suspensions.
The analysis was applied to paradigmatic case studies with importance in modern green bicoxidations. The
modeling framework was validated and applied in scale-up reactions in an instrumented aerated stirred
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rsclifreaction-engineering tank reactor.

Aunque se reconoce ampliamente que la actividad observable de una oxidasa esta
afectada por la concentracion de oxigeno y la de sustrato principal en su relacion con la
cinética especifica, su relevancia para la aplicacion préctica del proceso ain no se
comprende completamente [172,208]. Sin embargo, el empleo de los principios clésicos
de la ingenieria de la reaccidén quimica, junto con el desarrollo de nuevas tecnologias
analiticas, brinda una perspectiva renovada sobre este asunto [205,206].

Como se ha mencionado en la introduccion, existe la necesidad de la
caracterizacion cinética de una gran cantidad de oxidasas, que normalmente sélo han sido
estudiadas desde el punto de vista del sustrato principal, pero no desde el Oa.
Tradicionalmente, estos analisis de la limitacién del oxigeno eran mas complejos y se
empleaban costosas instalaciones experimentales para controlar la [O2] inicial en
recipientes herméticos a presion. El desarrollo reciente de sensores optoquimicos
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sensibles al oxigeno permite la monitorizacion y adquisicion de numerosos datos
cinéticos para la elucidacion de la dependencia de oxigeno de estas enzimas. Con estas
nuevas tecnologias, es posible el desarrollo de metodologias de analisis cinético de forma
mas sencilla'y para un publico mas amplio. Es por tanto que en este capitulo se desarrolla
una metodologia robusta para estimar parametros cinéticos de reacciones biocataliticas
en un laboratorio convencional.

Si se establecen condiciones de saturacion de aire en medio acuoso ([O2] = 0.25
mM), la relacion entre la velocidad de reaccion (actividad observable) dada por una
oxidasa en comparacion con su maximo, vy, puede expresarse sélo en funcion de S, Ks y
Koz, Ec 4.1. La Figura 4.1 muestra casos para distintos valores de Ks. En los casos de
enzimas con una constante de afinidad baja para S (Ks < 1mM), existe un amplio rango
de concentracion de sustrato principal para operar a la velocidad aparente méaxima,
Figura 4.1A. Para situaciones en las que la constante de afinidad del sustrato principal
también es alta (por ejemplo, Ks >10mM), Figura 4.1B, esta region de operacién a
velocidad maxima disminuye. La eficacia maxima, y, en caso de que haya [S] en exceso,
solo esta limitada por la constante de afinidad intrinseca para el oxigeno, Koz, de manera
que los valores alcanzados de y son mayores cuando Koz es menor. En las Figura 4.1A-
B se han sombreado las zonas en las que no existe dependencia ni del sustrato principal
ni del oxigeno, en esa zona las enzimas trabajan a maxima velocidad. El area no
sombreada corresponde a la regién donde también hay dependencia por el sustrato
principal. Estos paneles pueden fusionarse en un Unico grafico, Figura 4.1C, donde y se
expresa en funcion de la concentracion normalizada de sustrato (S/Ks) a diferentes Koo,
siguiendo la Ecuacién 4.1:

[SI[C,]
_ Ks'([02]+Koz) EEeN
"TI81, 0] T s+0;
Ks  [O]+K,,

(Ec 4.1)

[G,]

L1+ Ko,

Donde el término expresa la limitacion de O, (O2") y S’ expresa la

concentracion normalizada de sustrato (S/Ks), siendo la expresion y una hipérbola
rectangular con un valor maximo igual a Oy". El valor de la eficacia y depende de la
cinética intrinseca respecto al oxigeno (Ko2), mientras que la ventana de operacién para

la velocidad méaxima depende de la constante de afinidad para el oxigeno y del Ks. La
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maximizacion del uso de la enzima y de la productividad del reactor requiere el calculo
de estos parametros. La Figura 4.1D ilustra las consecuencias de y en un curso de
conversion representativo de una oxidasa. El tiempo de operacion se normaliza con la

razon (Rmax/[S]o) para dar lugar al denominado tiempo adimensional, Ec 4.2.

. . . : R
Tiempo adimensional = tiempo-—2< (Ec 4.2)

A 1.0+ B 1.0

——K02=0.3
—KO2=05
0.8{ ——K02=1 0.8
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Figura 4.1. Eficacia de la enzima (y) en funcion de la cinética intrinseca respecto al
oxigeno y la concentracidn de sustrato principal inicial. Panel A: Relacion entre actividad
observable y actividad maxima, y, en funciéon de la concentracion de sustrato, [S],
variando Koz (mM), Ks=0.5 mM; Panel B: Relacion entre actividad observable y
actividad maxima, vy, en funcion de la concentracion de sustrato, [S], variando Koz (mM),
Ks=10 mM; Panel C: Relacion entre actividad observable y actividad méxima, vy, en
funcién de la concentracion normalizada de sustrato (S/Ks) a diferentes Koo (mM); Panel
D: Conversion del sustrato principal (S) frente al tiempo adimensional para diferentes
valores de vy, So/Ks=20. Condiciones comunes a todos los paneles: [02]=0.25 mM,
[E]=0.1 mg-mL™*, Actmax=5 U-mg™.
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El analisis de los limites de operacion, principalmente del O., muestra la
importancia de la determinacion de las constantes de afinidad en una etapa temprana del
disefio del catalizador. Lo ideal, seria realizar un analisis detallado mediante la variacion
sistematica de [S] a [O2] fijo y de [O2] a [S] fijo. Sin embargo, como se ha comentado, los
enfoques experimentales para la variacion del [O2] inicial requieren equipos sofisticados.
Por tanto, se ha buscado una alternativa mediante la combinacién de un anélisis
diferencial e integral basado en cursos de consumo de oxigeno con el tiempo. Esto se

desarrolla a continuacion.

4.1. ANALISIS DIFERENCIAL PARA DILUCIDAR LA DEPENDENCIA DE LA
ACTIVIDAD CON EL SUSTRATO PRINCIPAL

La actividad de una oxidasa puede cuantificarse midiendo la velocidad de reaccion

2

inicial de consumo de oxigeno o formacion de producto, , segun la Ec 3.5. Bajo

t—0
la condicion de [S]>>[O2], y midiendo la actividad a diferentes [S] iniciales a una
concentracion fija de oxigeno, la Actmaxapp Y 12 Ksapp, ambas incluyendo O:" en su
expresion, pueden calcularse segun las Ecs. 3.8-3.9. La Figura 4.2 muestra la grafica Act-
[S] para diferentes oxidasas. GOX y GalOx (paneles A y B respectivamente) muestran
valores medio-altos de Ksapp mientras que lacasa y tirosinasa (paneles C y D

respectivamente) muestran valores bajos de Ksapp.
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Figura 4.2. Determinacion de actividad frente a [S] para las diferentes enzimas,
mostrando la constante de afinidad aparente respecto al sustrato principal, Ksapp. LOS
experimentos se realizaron a 25°C en tampon fosfato sédico 50 mM pH 7.0. Panel A:

GOX, Panel B: GalOx, Panel C: lacasa, Panel D: tirosinasa.

A partir de los experimentos realizados, seria posible simular el rendimiento de la
reaccion enzimatica a saturacion total de aire, pero no es posible calcular el Koz intrinseco
ni predecir el rendimiento del catalizador a un nivel diferente de saturacion de aire.
También se desconoce el valor intrinseco de Ks y la ventana operacional de las enzimas.
Sin embargo, es posible restringir los valores. Una vez calculado Ksapp, Se puede definir

el lugar geométrico de las combinaciones de Ks y Koz que explican cada valor (Ec 4.3).

KO
+ K 2 (EC 43)

KS =K Sapp O_
2

Sapp

La Figura 4.3 muestra la dependencia proporcional entre Ksapp, Ks ¥y Koz. Sin
embargo, existen infinitos pares de valores posibles de Ks y Koz que satisfacen la
informacion del Ksapp. El panel A muestra el lugar geométrico para GOX y GalOx,

mientras que Panel B lo muestra para lacasa y tirosinasa.
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Figura 4.3. Pares de combinaciones de Ks y Koz que satisfacen los valores de Ksapp
calculados previamente. Panel A: GOX 'y GalOx. Panel B: Lacasa y tirosinasa. [O2]=0.25
mM.

4.2. ANALISIS DIFERENCIAL PARA DILUCIDAR LA DEPENDENCIA DE LA
ACTIVIDAD CON EL OXIGENO

Este estudio solo puede realizarse mediante la observacion de la velocidad
reaccion en funcion del oxigeno. El trabajo a una concentracion de oxigeno controlable
distinta de la saturacion del aire suele requerir configuraciones complicadas de reactor.
Para simplificar y permitir un enfoque general en el que se opere con una saturacion fija
de aire, se emplean nuevas tecnologias de deteccion extendidas, junto con las
caracteristicas fisicoquimicas de las reacciones de oxidacion. Como se ha comentado, la
deteccidn optoquimica ofrece la posibilidad de cuantificar el consumo de oxigeno en una
configuracién convencional de laboratorio con una alta precision y una respuesta de
tiempo muy breve. Bajo la condicion de [S]>>[O2], [S] puede asumirse constante, y la
monitorizacién del curso completo de conversion del oxigeno disuelto es muy Gtil para
analizar la cinética, empleando la Ec 3.10. La Figura 4.4 muestra un conjunto de
ejemplos simulados de cursos de consumo de oxigeno dependientes de la cinética

intrinseca respecto al Oa.
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Figura 4.4. Cursos de consumo de oxigeno simulados a diferentes valores de Koz (mM)
y [S)/Ks. Panel A: Ks =0.1 mM; Panel B: Ks =100 mM; Panel C: Ko2=0.01 mM; Panel
D: Ko2=1 mM. Condiciones comunes a todos los paneles: [So]=100 mM, [E]=0.1 mg-mL"

! Actmax=5 pmol-mint-mg™,

La Figura 4.4 ilustra diferentes escenarios situados en el espacio definido por los
siguientes extremos: (Kozbajo, Ks bajo), (Ko2 bajo, Ks alto), (Ko2alto, Ks bajo), (Ko2alto,
Ks alto). Los paneles A y B muestran lo que cabe esperar en los extremos de S/Ks en
funcion de la cinética intrinseca hacia el O2. A un nivel alto de dependencia del Oz (Ko
alto) las lineas se vuelven mas curvas mostrando la disminucion de la velocidad de
reaccion al progresar la reaccion, mientras que a un nivel bajo de dependencia del Oz (Ko
bajo), las lineas son rectas manifestando el orden de reaccion cero hacia el oxigeno. Los
paneles C y D ofrecen la perspectiva de la variacion sistematica de S para una [E] fija
bajo dos extremos de Koz. En el caso de bajo nivel de dependencia de Oz (Ko2 bajo; Panel
C), todo el conjunto de cursos de reaccion son rectos independientes de la saturacion con
S. Para los casos de alto nivel de dependencia de O; (Koz alto, Panel D), las lineas son
curvas y solo se vuelven rectas cuando el sustrato también es limitante. Por lo tanto, la

identificacion de lineas curvas es una evidencia de la limitacién de O en el rango de
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solubilidad de oxigeno, mientras que las lineas rectas podrian manifestar ausencia de
limitacion de O2 o contradictoriamente, limitaciones de ambos sustratos (Ks alto/Kozapp
bajo segun la Ec 3.11).

Por otro lado, se puede obtener una perspectiva mas esclarecedora de la ecuacion
cinética obteniendo la primera derivada de la curva de concentracion frente al tiempo. Por
diferenciacion gréafica de los datos de la Figura 4.4, se pueden obtener los valores de
actividad frente a O2. Con este grafico es posible calcular Kozapp. Kozapp depende de [S],

Koz ¥ Ks segun la Ec 3.11. En la Figura 4.5 se muestran resultados a modo de ejemplo.

A B
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Figura 4.5. Relacion entre actividad observable y actividad maxima, vy, frente a Oz a
diferentes valores de Koz (mM) y S/Ks. Panel A: Ks=0.1 mM; Panel B: Ks=100 mM;
Panel C: Ko2=0.01 mM; Panel D: Ko2=1 mM. Condiciones comunes a todos los paneles:
[S0]=100 mM, [E]=0.1 mg-mL™, Actmax=5 pmol-mint-mg™.

Los paneles A y B ilustran lo que cabe esperar en situaciones extremas de [S]/Ks
en funcion de la cinética intrinseca respecto al O2. En ambos casos, a niveles altos de
dependencia de O2 (Koz alto) las lineas se tornan més rectas mostrando el control del O

(reaccion de primer orden) y un aumento casi proporcional de la velocidad de reaccion
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con el O2. A bajo nivel de dependencia de O2 (Ko2 bajo), las lineas se curvan mostrando
una clara forma hiperbolica, manifestando el alcance de orden cero de reaccion hacia el
oxigeno a altas [O2]. Los paneles C y D muestran la perspectiva de la variacion
sistematica de S para [E] fija en dos escenarios extremos. En el caso de un bajo nivel de
dependencia de O (Ko2 bajo), todo el conjunto de cursos es hiperbdlico con una velocidad
maxima de reaccion constante alcanzada a cierto nivel de [O2]. Cuanto méas bajo es el
[S1/Ks, més amplia es la zona con dependencia de orden cero, y mas disminuye el Kozapp.
Para los casos de altos niveles de dependencia de Oz (Ko2 alto), las lineas son rectas y
solo se vuelven hiperbédlicas (manifestandose en lineas méas horizontales) cuando el
sustrato principal también es limitante, lo que conlleva una disminucion de Kozapp. Por lo
tanto, la identificacion de lineas rectas es evidencia de limitacion de Oz en el rango de
solubilidad de oxigeno, mientras que la existencia de lineas curvas hiperbdlicas puede
manifestar ausencia de limitacion de Oz o, contradictoriamente, limitacion de ambos
sustratos. EI cambio de curvatura en los paneles C y D estéa relacionado con el cambio de
la Kozapp, que puede calcularse a partir de los gréaficos anteriores mediante la aplicacion
de los métodos de célculo adecuados. Una situacion extrema ocurre cuando la Kozapp €S
igual a la Koz intrinseca, (para [S]/Ks muy altas) y por lo tanto se puede obtener
directamente. Esto so6lo es posible cuando la Ko2 es significativamente menor que la [O2]
inicial. Estos métodos se aplicaron a continuacion para los cuatro casos de estudio.
Segun en este contexto de andlisis, se midieron los cursos de consumo de oxigeno
disuelto con el tiempo al variar la concentracion de sustrato (Figura 11.1-11.5). La
cantidad de enzima, E, se vario de forma adecuada para acceder a un nimero suficiente
de datos tanto a bajo como a alto nivel de saturacion de aire. La Figura 4.6 muestra el
resultado de la diferenciacion grafica de los cursos temporales de oxigeno. Los paneles A
y B muestran el resultado para el GalOx y el GOX, que se asemejan al resultado de la
Figura 4.5D. Los paneles A y B muestran principalmente una tendencia lineal en un
amplio rango de oxigeno, curvandose las lineas paulatinamente a medida que se
disminuye [S]. En ambos casos, pero especialmente en la GOX, se puede observar cOmo
divergen las curvas a alto O, indicando una alta dependencia de oxigeno, pero son un
haz convergente de lineas rectas a bajas [O2], indicando primer orden a bajo O». Los
paneles C y D muestran el resultado de la lacasa y la tirosinasa. El panel C muestra un
caso mas intermedio, en el que las lineas son ligeramente mas curvas, aun asi, fue dificil
capturar la saturacién aparente de oxigeno debido a la dificultad de disminuir S sin

comprometer la limitacion estequiométrica impuesta de oxigeno. El panel D muestra
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gréficas de actividad muy curvadas, que indican la aproximacion a la saturacion con

oxigeno en el rango de solubilidad, bastante similar a la Figura 4.5C.
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Figura 4.6. Datos experimentales de actividad (umol-mint-mg™) frente a concentracion
de oxigeno (UM) a distintas [S]. Panel A: GOX, [E]=0.0015-0.003 mg-mL™; Panel B:
GalOx, [E]=5-10 mg-mL*; Panel C: lacasa, [E]=0.35 mg-mL*; Panel D: tirosinasa,
[E]=0.10-0.16 mg-mL™. [O2] = 0.215 mM en condiciones de saturacion de aire al 100 %,
25 °C y 50 mM de tampén fosfato pH 7.

Una vez analizados cualitativamente todos los datos, se pretende plantear un
modelo cinético adecuado. Los datos se analizan en base a la Ec 3.10, donde puede
calcularse una Kozapp. La Figura 4.7 muestra los resultados para las tres primeras
enzimas, mientras que la Tabla 4.1 muestra los resultados para la tirosinasa. Para GOX,
Kozapp e calcula facilmente para el rango de glucosa 60-5 mM en base a la Ec 3.10,
mientras que un modelo de potencial de primer orden funcionaria mejor para [Glucosa]
> 60 mM, ya que Koz2app aumenta con [S] y la saturacion aparente con [O2] no se alcanza
solo con saturacion de aire. Esto es una indicacion de que la Koz intrinseca se encuentra

por encima del valor de la saturacion del aire. A partir de la dependencia de Kozapp VS
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glucosa, y usando la Ec 3.11, se pueden calcular Koz y Ks, vy, a partir de la dependencia
de Actmaxapp VS glucosa, y usando la Ec 3.12, se pueden calcular Ks y AcCtmax, COMO Se
muestra en la Tabla 4.2. Para GalOx y lacasa, los paneles C y E muestran la dependencia
de Ko2app acercandose a un valor para Koz a altas concentraciones de sustrato que puede
calcularse usando la Ec 3.11, y el valor de Ks puede calcularse segtn la Ec 3.12, como se
muestra en los paneles D y F, respectivamente. La Figura 11.6 muestra el resultado
cuando se utiliza KsFe(CN)s como activador. Para la tirosinasa, dado el bajo valor de Ks,
todos los puntos de Kozapp Se aproximan al valor intrinseco, mostrado en la Tabla 4.1.

Los resultados de la estimacion de la constante intrinseca se muestran en la Tabla 4.2.
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Figura 4.7. Anélisis diferencial de los parametros cinéticos aparentes dependientes del

oxigeno frente al sustrato principal [S] para GOX, GalOx y lacasa. Panel A: Kozapp Vs [S]
para GOX, Panel B: AcCtmax app VS [S] para GOX, [Ecox] = 0.0015 mg-mL™; Panel C:
Kozapp VS [S] para GalOx, Panel D: Actmax app VS [S] para GalOX, [Ecaiox] = 1.0 mg-mL™;

Panel E: Kozapp Vs [S] para lacasa, Panel F: Actmaxapp VS [S] para lacasa, [ELacasa] = 0.8

mg-mL™.
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Tabla 4.1. Valores de Kozapp Y ACtmax app para tirosinasa obtenidos a partir del analisis
diferencial de los parametros cinéticos aparentes dependientes del oxigeno frente al
sustrato principal [S]. [Etirosinasa] = 0.5 mg-mL™.

Tirosina (mM)  Kozapp (LM) Actmax app (pmol-min-mg?)

1.8 11.6 4.07
1.5 13.3 3.32
1.2 19 3.15

Cabe destacar una particularidad en la Figura 4.7C. Se han descartado puntos a
alta concentracién de galactosa por haber sido mal interpretados en el ajuste hiperbolico.
Al realizar la reaccion de GalOx con HRP como activador, se detecta una fase de latencia
al inicio de la reaccion (Figura 11.2), que hace que este primer descenso sea mas gradual
de lo normal, y que el software interpreta como que se ha alcanzado la saturacion de
oxigeno (Kozapp cercana a 250 uM), pero en realidad no es asi. Por otro lado, para la lacasa
en la Figura 4.7E, s6lo se han capturado los puntos de saturacion de la hipérbola, asi
como en la Tabla 4.1 sélo se muestran los valores de saturacion de Kozapp para la
tirosinasa. El problema es que cuando se trabaja a [S] con valores cercanos de saturacién
con aire (200 uM), también empieza a limitar el sustrato principal, la velocidad de
reaccion disminuye mucho y no se consume por completo la concentracién de oxigeno,
por lo que se complica acometer el ajuste a una funcion hiperbolica. Ademas, el manejo
de datos diferenciales requiere la diferenciacion de los cursos temporales de oxigeno, por
lo que aumentan los errores de propagacion. En la siguiente seccion, se muestra como

interpretar y calcular la constante cinética utilizando directamente los datos integrales.
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Tabla 4.2. Pardmetros cinéticos obtenidos a partir del analisis diferencial para cada

enzima, con su analisis estadistico.

GOX GalOx_HRP GalOx_KsFe(CN)s Lacasa Tirosinasa

0.465 + 0.141 +
Ksapp (MM)  225+278  32.9+4.03 37.3+2.74 e o1
Koz (uM) 817 +121 1250 + 238 1202 + 267 264 +£1.15 11.6 £0.58
0.147 +
Ks (mM) 55.4 +14.3 250+ 475 241 £ 535 1.05 + 0.046 0.050
ACtmax 407 +
(gmol-min 895+208 0.294 +0.033 2.33+0.55 2.17 £ 0.045 .
1l 0.010
mg™)
SRC 249 1812 888 3015 615
RMSE 1.44 3.11 2.94 15.7 4.4
F Fischer 32511 3811 4492 53284 63074
AIC 46 281 157 207 357

4.3. ELUCIDACION DE LA CINETICA INTRINSECA DEL O2: ANALISIS
INTEGRAL

En esta seccion se emplean directamente los cursos temporales de oxigeno para el
analisis cinético. La inspeccion cualitativa de los cursos temporales, como se muestra en
la Figura 4.4, es muy util para situar el rango significativo de las constantes cinéticas.
Para la cuantificacion, se realiza a continuacién un analisis integral de simple respuesta
con el software Berkeley Madonna. Cada curso temporal de oxigeno se ajustd de forma
independiente para el calculo de las constantes. Las Figura 11.7-11.12 muestran todos
los ajustes. Cabe mencionar que, cuando se obtienen datos integrales, emplear un método
integral para estimar los parametros conduce a valores mas precisos que utilizando
métodos diferenciales, porque de esta manera se evita el error al diferenciar.

Posteriormente, los cursos temporales de oxigeno se ajustaron al modelo Ping-
Pong propuesto minimizando los residuos al cuadrado. Un ejemplo de los ajustes
realizados se muestra en la Figura 4.8. La Tabla 4.3 muestra los pardmetros obtenidos
del ajuste al modelo cinético, asi como su bondad estadistica. Se utilizaron las

restricciones de la Figura 4.3 para ayudar al ajuste disminuyendo un grado de libertad.
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Los resultados muestran como la aplicacion de un ajuste por simple respuesta alcanzé
valores del mismo orden de magnitud que el analisis previamente realizado, Tabla 4.2.,

pero con valores mejorados de los pardmetros de bondad de ajuste (F, AlCc).
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Figura 4.8. Ejemplo representativo del analisis integral de simple respuesta con BM para
GOX. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel A: 2000 mM; Panel B: 400
mM; Panel C:100 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 10 mM; Panel F: 1 mM. Datos

experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Tabla 4.3. Parametros cinéticos obtenidos del andlisis integral por simple respuesta para

cada enzima, con su analisis estadistico.

GOX GalOx_HRP GalOx_KsFe(CN)s Lacasa  Tirosinasa
348 +
Koz (uM) 785 + 122 1640 + 175 1680 + 184 . 140+ 3.6
122 + 0.149 +
Ks (mM) 105+ 15.8 287 +29.5 323 +41.7
0.18 0.016
ACtmax
) 235+ 412 +
(umol-min° 740 £91.7  0.272+0.103 3.062 £ 0.559
0.49 0.304
'mg™)
SRC 103 89 31 13.1 124
RMSE 0.71 0.70 0.59 0.292 0.48
F Fischer 1.23-10° 9.85-10° 3.08-10° 2.21-10° 4.27-10°
AlCc -202 -180 -84.7 -357 -598

A continuacién, se realizo el analisis integral de multiple respuesta con el software

Aspen Custom Modeler. Se utilizaron simultaneamente todos los cursos temporales de

oxigeno variando la concentracion inicial de sustrato y no se aplico la restriccion de la

Figura 4.3. En este caso, se incluyen dos variables independientes al mismo tiempo en

el ajuste, introduciendo efectos cruzados de estas variables y conduciendo a valores aun

mas precisos de los pardmetros a estimar. Para ello, los datos de oxigeno-tiempo se

ajustan al modelo Ping-Pong propuesto minimizando los residuos al cuadrado. Un

ejemplo de los ajustes realizados se muestra en la Figura 4.9, y el conjunto completo de

ajustes se muestran en los Anexos (Figura 11.13-11.16). La Tabla 4.4 muestra los

pardmetros cinéticos obtenidos del ajuste. Los valores de los parametros de bondad del

ajuste (F, AIC) mejoraron alin mas.
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Figura 4.9. Ejemplo representativo del analisis integral de multiple respuesta con Aspen
para GOX. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel A: 2000 mM; Panel B:
400 mM; Panel C: 100 mM; Panel D: 75 mM; Panel E: 50 mM; Panel F: 25 mM. Datos

experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).

Es interesante observar la falta de ajuste a tiempos finales en algunos casos. Esto

puede deberse a dos factores. El primero, fenomenoldgico, consiste en una tasa de

consumo de oxigeno inferior a la esperada, probablemente debido a las dificultades para

alcanzar niveles de anoxia en reactores no herméticos o a caracteristicas mas profundas

del mecanismo cinético (como cierta reversibilidad en la reaccion). El segundo factor es

168



Capitulo 4. Andlisis cinético en fase soluble

especifico del mecanismo de ajuste. El software tiende a ajustar mejor los datos del
comienzo porque tienen un peso especifico mayor, es decir, los residuos al cuadrado de
los valores a concentraciones mas altas son mayores y, por tanto, el software los minimiza
mas. Por lo tanto, la eleccion de la cantidad de enzima utilizada (y el perfil de tiempo de
O2 obtenido) debe adaptarse en funcion de la region pertinente para que los parametros

cinéticos obtenidos sean significativos.

Tabla 4.4. Parametros cinéticos obtenidos a partir del ajuste por respuesta maltiple del

analisis integral en Aspen para cada enzima.

GOX GalOx Lacasa Tirosinasa
Koz (uM) 741 + 3.0 2070 +18.0 305+9.0 16.0 + 1.47
Ks (mM) 53.3+15 460+ 7.7 1.22+0.18 0.150 +0.002

AcCtmax (ﬂmol-min'
740 £ 91.7 3.06 = 0.56 1.10 £ 0.01 5.43 + 0.064

'mg™)

SRC 0.0702 0.161 0.00599 4.04
RMSE 0.0246 0.0360 0.00582 0.099
F Fischer 15625 151947 1624768 23822269
AlCc 775 -667 -1415 -1878

Una vez calculados los pardmetros del modelo cinético, se pueden comparar con
los pardmetros disponibles en la literatura. Para la GOX, Ringborg y colaboradores [207]
investigaron la oxidacion de la glucosa a 25°C en un reactor de flujo tubular concéntrico,
donde la concentracion de oxigeno se varié de 0.2 a 7 mM, reportando una Ks de 75 + 9.4
mM y una Koz de 520 £ 9.0 uM. Las pequefias diferencias en los valores pueden deberse
al tipo de reactor utilizado y a las mayores concentraciones de oxigeno empleadas en el
reactor tubular concéntrico. Esa compleja configuracion permite elevadas presiones de
gas y un mejor estudio del Ko2 debido al estudio de una mayor region de oxigeno,
mientras que nuestra configuracion es mucho mas sencilla y facil de implementar, pero
requiere nuMerosos experimentos y un minucioso trabajo de calculo. Sin embargo, un
cuidadoso método de célculo por etapas arroja valores similares para ambos parametros.

En cuanto a la GalOx, Kwiatkowski y colaboradores [78] analizaron la oxidacion
de galactosa a 20°C con GalOx de Dactilyum dentroides monitorizando el consumo de
oxigeno a saturacion de aire e informaron de una Ks de 175 mM y una Koz de 3000 uM,

el Gltimo valor informado como incierto porque no se pudo alcanzar la saturacion
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completa de la enzima en las condiciones experimentales. Ademas, los valores se derivan
basandose en el mecanismo bi bi ordenado, una suposicion que posteriormente fue
refutada [75,76]. Una medida méas precisa de Koz fue llevada a cabo por Humphreys y
colaboradores [81] realizando la reacciéon a 10°C y con KsFe(CN)s como activador,
disminuyendo asi la velocidad de reaccion y la concentracion de oxigeno a la que se
observaba la saturacion de la enzima. En estas condiciones, y analizando la concentracion
de oxigeno entre 12-350 uM, se determino una Koz de 440 uM, un valor muy inferior al
reportado previamente e, incluso, inferior al aqui reportado, manifestando su dificultad
de calculo.

En el caso de la lacasa, Gigi y colaboradores [420] analizaron la enzima de
Botritys cinerea y estudiaron una serie de propiedades de la enzima intracelular y las
compararon con las de la enzima extracelular para determinar si se producian cambios
significativos durante la excrecion al medio. Las Koz de la enzima extracelular e
intracelular fueron de 250 y 370 uM, respectivamente, en presencia de aire, siendo estos
valores muy similares a los reportados en este estudio. Ademas, informaron que las
diferencias en la velocidad de oxidacion de numerosos sustratos fendlicos no eran muy
grandes.

Para la tirosinasa fungica, Mufioz-Mufioz y colaboradores [421] estudiaron la
oxidacion de la esculetina por un método cronométrico a 25°C y saturacion de aire. En
algunos casos en los que las o-quinonas generadas por las polifenol oxidasas son
inestables, se ha propuesto el uso de un reductor como el &cido ascorbico, que las reduce
instantdneamente a o-quinonas, para seguir la actividad enzimatica, ya que la
desaparicion del &cido ascorbico puede seguirse espectrofotométricamente. EI método
cronométrico registra la absorbancia debida a la formacion del producto una vez
consumido el acido ascorbico. Analizaron varios parametros cinéticos a diferentes valores
de pHy determinaronel Ko2apH 4.5y 7.0 como 41 + 4.1y 40 + 4.0 uM, respectivamente,

valores ligeramente superiores a los obtenidos en este estudio.

4.4. APLICACION DEL MODELO CINETICO Y ANALISIS DE LOS CURSOS
DE FORMACION DE PRODUCTO CON EL TIEMPO

Una vez realizada la modelizacion cinética y calculadas las constantes, se ha

resumido en la Figura 4.10A la relacion entre la actividad operativa y la actividad

maxima de cada enzima variando la concentracion del sustrato principal, mientras que en
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la Figura 4.10B se muestra un ejemplo de los cursos temporales de reaccion de cada

enzima. Ambas simulaciones se realizaron con los datos de la Tabla 4.4.

>
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Figura 4.10. Andlisis de los limites de operacion y los cursos temporales de conversion
de cada enzima. Panel A: Gamma (y) vs sustrato principal (mM). Panel B: Conversion
(%) frente a tiempo adimensional. [02]=0.25 mM, [So]=100 mM, [E]=0.1 mg-mL?,
Actmax=500 U-mg™.

La Figura 4.10A muestra el valor maximo de y (Act/Actmax) para cada enzima,
que depende de su limitacién por oxigeno (O2"), es decir, a menor Koz, aumenta el limite
operacional de la enzima (y). Por otro lado, la variacion de y con el sustrato principal
depende del Ks de cada enzima, de forma que, a mayor dependencia del sustrato principal,
es decir, a mayor Ks, el limite operacional de la enzima (y) se alcanzard a mayores
concentraciones. En la Figura 4.10B se puede observar como la conversion de cada
enzima varia con el tiempo y que cuanto mayores son las constantes Koz y Ks, mas lento
es el consumo del sustrato a la misma concentracion de enzima. La tirosinasa alcanza la
mayor conversion practicamente en el menor tiempo posible ya que opera casi a su
maxima actividad. La lacasa, al tener un Koz ligeramente superior a la concentracion de
oxigeno de trabajo, empieza a estar limitada por el O2, mientras que tanto la GOX como
la GalOx estan limitadas por ambos sustratos, siendo el Koz de la GOX inferior al de la
GalOx, y, por tanto, alcanzando mayores conversiones al mismo tiempo. El tiempo
adimensional se definié en la Ec 4.2, y corresponde a la relacion entre el tiempo
operacional y el tiempo caracteristico de reaccidn, este Gltimo viene dado por el tiempo
en el que se alcanza la conversion completa si la reaccion ocurre a maxima velocidad

(orden cero de reaccion).
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Para validar el modelo cinético propuesto, se aplico un factor de escala de 1:100,
es decir, los pardmetros cinéticos se obtuvieron en 5 mL, mientras que la validacion del
modelo cinético se llevd a cabo en 500 mL de volumen de reaccion. Ademas, este sistema
de validacion es més adecuado tanto desde el punto de vista industrial (similar a los
tanques operados por lotes en la industria) como en el plano geométrico o fluidodinamico.
La oxidacion de la glucosa por la GOX se implemento en un reactor tipo tanque agitado
de 1.0 L de capacidad con suministro continuo de aire. Como evaluacion preliminar del
proceso, se midio la concentracion de acido gluconico aplicando aireacion superficial en
reactores de 50 mL de volumen y 5 mL de liquido en un agitador rotatorio. La cantidad
de enzima se ajustd para garantizar la saturacion completa de aire mediante aireacion
superficial. Los experimentos preliminares se muestran en la Figura 4.11A. En la
siguiente etapa, las reacciones se realizaron en un reactor tipo tanque agitado
instrumentado. La saturacion de aire se ajusto y control6 a dos niveles: 50% y 25%. La
Figura 4.11B muestra los resultados. Como se puede observar en la Figura 4.11, se
consigue una buena prediccion de los datos experimentales por el modelo cinético,
incluso variando la cantidad de enzimay la [O2], validando asi los parametros del modelo

cinético obtenidos previamente.
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Figura 4.11. Rendimiento de acido glucénico frente a tiempo para GOX. Panel A: con
aireacion superficial variando [E]. [Glucosa]o= 100 mM, [Catalasa]=0.10 mg-mL™,
Panel B: variando la saturacion de aire en reactor instrumentado, [Glucosa]o= 100 mM,
[GOX]= 0.0015 mg-mL?, [Catalasa]=0.15 mg-mL™. Simulacion (lineas discontinuas)
frente a datos experimentales (puntos). El rendimiento de &cido gluconico se define como

la concentracion de AG dividida por [Glucosalo.
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Para continuar con la validacion del modelo, se llevé a cabo el mismo
procedimiento para la galactosa oxidasa. En primer lugar, como experimento preliminar,
se efectud la oxidacion de galactosa con GalOx la mediante aireacion superficial
empleando reactores de 50 mL de volumen en un agitador rotatorio. Con esto se
optimizaron las concentraciones de catalasa y activador. La cantidad de enzima se ajusto
para garantizar la saturacion completa de aire. Luego, se implemento la oxidacién en un
reactor de tanque agitado de 500 mL de volumen con suministro continuo de oxigeno y
K3sFe(CN)s como activador. Estas pruebas preliminares se muestran en la Figura 11.17.
La Figura 4.12 muestra los cursos temporales experimentales y simulados para el reactor
instrumentado. Cabe mencionar que no se logr6 mantener constante el % de saturacion
en aire a valores bajos debido a problemas en el control del caudal de gas, por lo que se
dividié la simulacion en los dos valores en que oscild la saturacion. Finalmente, se
observa una buena prediccion de los datos experimentales mediante el modelo cinético,

validando asi los parametros cinéticos obtenidos previamente para GalOx.
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Figura 4.12. Conversion de galactosa frente a tiempo para GalOx variando la saturacién
de aire. [Galactosa]o= 20 mM, [GalOx]= 0.05 mg-mL™, [KsFe(CN)s]=0.05 mg-mL™,
[Catalasa]=0.2 mg-mL. Simulacion (lineas discontinuas) frente a datos experimentales

(puntos).
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5. ANALISIS CINETICO DE ENZIMAS INMOVILIZADAS
OXIDATIVAS DEPENDIENTES DE O2

En este capitulo, se aplica el andlisis cinético a las enzimas inmovilizadas,
afiadiendo la variable de la carga enzimética en el biocatalizador. Ciertamente, en la
bibliografia existe una ausencia muy clara de este tipo de estudios en enzimas
inmovilizadas. Normalmente, se tiende a reportar Unicamente los valores de las
constantes de afinidad respecto al sustrato principal en su forma libre e inmovilizada
[422-426] y muchas veces no se discute detalladamente el porqué de estos valores.
Mucho menos comun es la existencia de estudios cinéticos analizando las restricciones
difusionales provocadas por la carga enzimatica inmovilizada. Este capitulo profundiza
sobre los efectos de variar la carga de oxidasa en las constantes de afinidad observables,
apoyandonos en simulaciones y finalmente comparandolas con estudios experimentales.

Como soporte solido se utilizé la agarosa 4BCL en todos los casos. En cuanto a
las quimicas de inmovilizacién empleadas, éstas fueron reversibles por adsorcion idnica,
basada en el intercambio anionico sobre polietilenimina (PEI) [301] para GOX, lacasa y
tirosinasa. Mientras que en GalOx se emple6 una inmovilizacion idnica reversible por
intercambio cationico sobre dextran sulfato (DS) [302,334], debido a la mayor densidad
de cargas positivas en la superficie de la enzima.

Ciertamente, la inmovilizacion de la GalOx fue mucho méas problematica que la
de las otras enzimas. En primer lugar, se prob6 la misma estrategia que con las demas, la
inmovilizacion empleando PEI. Sin embargo, los rendimientos de inmovilizacién fueron
muy bajos (~ 20%) por lo que se exploraron otras alternativas. Posteriormente, se explord
la técnica de inmovilizacion irreversible multipuntual usando grupos glioxil. Este método
otorgd rendimientos de inmovilizacion muy elevados (~ 95%), pero en la etapa de
reduccion de los enlaces [275] se reducia considerablemente la actividad recuperada (~
30%). Por tanto, se decidi6 explorar otro método que no contara con este paso de
reduccidn, el cual podria estar reduciendo también el cobre del centro activo. Se opté por
lainmovilizacion irreversible multipuntual con grupos vinil-sulfona. Este método permite
al soporte reaccionar con otros grupos diferentes al amino terminal y las lisinas, por lo
gue podria ser ventajoso [286,287]. Sin embargo, se requiere una etapa de blogueo de los

grupos vinil-sulfona remanentes y a una alta concentracion de nucleéfilo (1 M) lo que

177



Capitulo 5. Andlisis cinético inmovilizacion

disminuia tambien la actividad recuperada del biocatalizador. Finalmente, se decidio
probar una inmovilizacion reversible por intercambio cationico con dextran-sulfato,
aprovechando el elevado PI de esta enzima y la mayor densidad de cargas positivas en su
superficie. Los resultados se muestran mas adelante.

Los resultados en detalle de las inmovilizaciones de la GalOx se veran en el

siguiente capitulo, mientras que este capitulo se centra en el andlisis cinético.

5.1. LA CONCENTRACION DE OXIGENO COMO PRINCIPAL PARAMETRO
DE CONTROL DE LA EXPRESION DE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDASA

Como punto de partida, se han realizado simulaciones para estudiar la importancia
del célculo de las constantes de afinidad intrinsecas en la intensificacion del proceso.
Estas simulaciones se han realizado en estado estacionario utilizando como ejemplos
oxidasas con la misma actividad maxima, pero con diferentes constantes de afinidad de
oxigeno, Ko2. Para aproximarnos a la perspectiva méas realista, no se han considerado
limitaciones cinéticas del sustrato principal, [S]/Ks=10, y la concentracién de oxigeno es
su valor de saturacion en disolucién acuosa a 30°C, [02]=0.23 mM. Por otro lado, se ha
considerado un radio medio de particula de 75 um, y una difusividad del oxigeno en la
particula de 300 um?-s™.

Si una particula de biocatalizador no se ve afectada por limitaciones a la
transferencia de materia, la concentracion de sustrato en el interior de la particula es
constante e igual a la concentracion en la superficie, [O2s]. Pero si existen limitaciones
difusionales, este valor disminuye en funcion del balance de oxigeno correspondiente en
el interior de la particula, que depende de la difusividad, del radio de la particula 'y de la
cinética de la enzima. La relacion entre las dos concentraciones viene definida por el
factor de eficacia, que es, por tanto, una medida de limitacion por transferencia de materia
que posee el catalizador [407].

Por lo tanto, es interesante observar la variacion del factor de eficacia con la carga
enzimatica a diferentes valores de la constante de afinidad para el oxigeno, Koz, Figura
5.1A. Esta figura seria equivalente a la ilustracion tipica mostrada en varios libros de
ingenieria de la reaccion quimica, donde el factor de eficacia disminuye a medida que
aumenta el modulo de Thiele [406,407]. Puesto que el modulo de Thiele engloba la
constante cinética de la reaccion, y esta depende de la carga de enzima, el efecto neto es

similar. A medida que se aumenta la carga de enzima en la particula, se incrementan las
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restricciones difusionales, haciendo que el oxigeno medio al que trabaja la particula sea
inferior al medido en el seno de la disolucion.

Por otro lado, la relacion Actobs/ACtmax, conocida como gamma (y), se analiz6 con
la variacion de la carga enzimatica a diferentes valores de la constante de afinidad del
oxigeno, Figura 5.1B. Este caso, como se trabaja con enzimas inmovilizadas se ha
definido como Actmaximm, pero es la homdloga a la Actmax en enzimas inmovilizadas. y es
una medida del grado de aprovechamiento de la actividad enzimética y est& fuertemente
determinada por la constante de afinidad de oxigeno (Koz). Este parametro, vy, disminuye
con la carga de enzima inmovilizada debido al aumento de las restricciones difusionales
sobre la actividad observable, mientras que la actividad méxima inmovilizada aumenta
proporcionalmente a la carga de enzima inmovilizada. Sin embargo, en este caso son las
enzimas con menor dependencia del oxigeno, menor Koz, las que alcanzan un mayor valor
absoluto de v, ya que la concentracion de oxigeno necesaria para su saturacion es menor.

La Figura 5.1C muestra la variacion del factor de eficacia con la actividad
observada. En primer lugar, se observa una region donde el factor de eficacia se mantiene
constante en su valor maximo, donde la actividad todavia es muy baja, y no existen
restricciones  difusionales. Posteriormente, esos valores van disminuyendo
paulatinamente, comenzando por aquellos de Ko. elevada. Los valores de factor de
eficacia mas altos se obtienen a Koz bajas, puesto que ahora se varia Actobs, Y €sta aumenta
méas de lo que aumenta la actividad ofrecida al disminuir la Koo. Esto puede ser
contraintuitivo, puesto que es el comportamiento contrario a la Figura 5.1A, pero la
diferencia reside en la actividad representada en el eje de abscisas.

La Figura 5.1D se ha disefiado para comprender mejor el comportamiento tanto
del factor de eficacia como de y con la constante de afinidad de oxigeno, ya que puede
resultar algo contraintuitivo. Esta ilustracion muestra actividades enzimaticas
inmovilizadas caracteristicas. En primer lugar, la actividad observable o medida, Actobs;
a continuacioén, la actividad en la fase liquida de la inmovilizacion medida en condiciones
estandar, Actofrecida; Y, POr altimo, la actividad maxima alcanzable de la enzima
inmovilizada, ACtmaximm. La relacion entre Actobs Y Actofrecida €S €l factor de eficacia, que
aumenta a medida que se incrementa Koz, ya que ambas actividades se aproximan al
mismo valor. La relacion entre Actobs Y ACtmaximm €S v, que disminuye al aumentar Koz, ya
que cada vez se necesita mas O, para saturar la enzima. Asi, para una misma carga
enzimatica, el aumento de la constante de afinidad del oxigeno aumenta el valor del factor

de eficacia, pero al mismo tiempo disminuye el valor de gamma.
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Figura 5.1. Ejemplo de una simulacion del factor de eficacia y y con la carga enzimatica
y Koz. Panel A: Variacion del factor de eficacia con la actividad maxima de la enzima
inmovilizada a diferentes valores de Ko (mM); Panel B: Variacion de y con la actividad
maxima de la enzima inmovilizada a diferentes valores de Ko. (mM); Panel C: Variacion
del factor de eficacia con la actividad observada de la enzima inmovilizada a diferentes
valores de Koz (mM); Panel D: Actividad maxima inmovilizada, actividad ofrecida y
actividad observable en funcion de la constante de oxigeno, Koz (mMM), Actmaximm=100
umol-min-tg?, condiciones estandar: [02]=0.23 mM, [S]/Ks =10; Condiciones comunes
a todos los paneles: [02]=0.23 mM, [S]/Ks =10, Actmax=100 pmol-minmgenzima ™, Mcat =

0.1 mg soporte/mL reactor, radio de particula= 75 pum, Deffo;=300 pm?-s™.

5.2. DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA EFICACIA OBSERVABLE
DE LAS OXIDASAS INMOVILIZADAS

A la hora del disefio del biocatalizador, lo ideal es una maxima expresion de

actividad manteniendo una elevada estabilidad, sin embargo, a veces hay que priorizar la

maximizacion de una u otra. Esto puede ocurrir en los casos de inmovilizacion covalente,

ddnde la rigidificacion de la estructura de la enzima es muy positiva para mejorar su

estabilidad, pero en algunos casos esto provoca una disminucién de la actividad expresada
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[219]. Por otro lado, el uso de cargas enzimaticas elevadas dard lugar a una mayor
actividad, pero a costa del aumento de restricciones difusionales. Por tanto, es interesante
encontrar un equilibrio entre la actividad observable y la actividad ofrecida, y estudiar
cada caso para saber en qué region de efectividad catalitica nos encontramos. En la
Figura 5.2 se muestran las ilustraciones de factor de eficacia frente a actividad observada
y ofrecida para cada enzima.

Con esas quimicas superficiales los rendimientos de inmovilizacion alcanzados
fueron superior al 90% excepto en la GalOx, que fue menor, los detalles se encuentran en

las Tabla 11.1-11.4.
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Figura5.2. Valores experimentales y simulados del factor de eficacia frente a la actividad
ofrecida. Panel A: GOX en PEI-Ag, Actsandars=100 pumol-min-mgenzima?, [S]/Ks=0.95;
Panel B: GalOx en DS-Ag, Actsandarg=1.3 pmol-minmgenzima?, [S]/Ks=0.87; Panel C:
lacasa en PEI-Ag, Actstandara=0.05 pmol-min"*mgenzima X, [S]/Ks=4.59; Panel D: tirosinasa
en PEI-Ag, Actstandara=2.3 pmol-min~mgenzimal, [S]/Ks=6.67. Los rendimientos de
inmovilizacion se muestran en las Tabla 11.1-11.4. Todos los experimentos se realizaron
a 30°C en 100 mM de fosfato sodico a pH 7, excepto para la lacasa, que se realiz6 en 100

mM de acetato sodico a pH 5. El radio de particula de la agarosa era de 50-150 pm.
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Condiciones para las simulaciones: [02]=0.23 mM, carga enzimatica=0.1 mg-gsupp™,
Mca=0.1 mg soporte-mL* reactor, radio de particula=75 pum, Deffo;=900 pum 2-s™. Los
valores de Ks y Koz para la simulacion de cada enzima se obtuvieron de [208]).

La Figura 5.2A, para GOX, muestra un grafico muy tipico del factor de eficacia,
comenzando casi en la unidad y disminuyendo gradualmente a medida que aumenta la
carga enzimética. Muy interesante es, que la curva de factor de eficacia experimental se
sitla significativamente por encima de la simulada, indicando un Deffoz superior
(seguramente) al empleado en la simulacion, ademas de la ausencia practicamente de
efectos de inmovilizacion (modificacion de la estructura terciaria de laenzima) [174,269].

Para la GalOx, Figura 5.2B, se observan unos valores de factor de eficacia
bastante elevados, lo que indica una buena conservacion estructural de la enzima,
posiblemente debido a la naturaleza suave de la inmovilizacion reversible. Ademas, se
observa una tendencia a la saturacion de la cantidad inmovilizada dentro de la matriz
polimérica, como demuestra la disminucion del rendimiento de inmovilizacion (Tabla
11.2). En consecuencia, el factor de eficacia presenta una tendencia decreciente mas suave
en comparacién con la GOX, mostrando una menor dependencia de la actividad
enzimatica ofrecida. Este comportamiento puede atribuirse a la menor actividad
volumeétrica dentro del soporte y/o al menor impacto de las restricciones difusionales en
esta quimica de inmovilizacién, que se estudiara mas adelante. El tamafio relativamente
grande del polimero de sulfato de dextrano podria impedir que la enzima se distribuyera
homogéneamente dentro de la particula y/o permitiendo un mejor acceso del oxigeno al
interior, contribuyendo a estas observaciones [203,427].

Para lacasa y tirosinasa, Figura 5.2C-D respectivamente, se observa que a cargas
enzimaticas muy bajas el factor de eficacia no alcanza la unidad, indicando la existencia
de efectos de inmovilizacién y/o impedimentos de accesibilidad del oxigeno (sobre todo
en lacasa). Esto puede deberse a modificacion estructural como el desplegamiento de la
proteina o, dado que esta inmovilizacion no es muy invasiva, es mas probable que se deba
a una falta de accesibilidad al centro activo por parte del sustrato debido a que la capa
polimérica podria actuar como barrera. Asimismo, en ambos casos se puede observar que
la tendencia al aumento de la carga enzimatica ofrecida es una disminucion exponencial
del factor de eficacia, aunque de forma mas lineal quizas para la tirosinasa.

Estos resultados muestran la importancia de tener en cuenta tanto la carga

enzimatica como las variables que influyen en las limitaciones difusionales (soporte,
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tamafio de particula, tamafio de poro...) a la hora del disefio del biocatalizador. Estos
aspectos también son fundamentales en la elucidacion de los pardmetros del modelo

cinético y una posterior prediccion de cursos de reaccion.

5.3. SIMULACION DE LAS CONSTANTES DE AFINIDAD EN FUNCION DE LA
CARGA ENZIMATICA EN ENZIMAS INMOVILIZADAS

Por lo tanto, para establecer el modelo cinético de una enzima inmovilizada, habra
que tener en cuenta su efectividad catalitica, ya que ésta no operara al méximo de su
actividad como enzima soluble. Para ello, habria que incluir en el modelo el factor de
eficacia o la actividad maxima de la enzima inmovilizada (con lo que el factor de eficacia
no partiria de la unidad), asi como el célculo de las constantes cinéticas observables a las
diferentes cargas de enzima.

Midiendo la actividad de la enzima a diferentes concentraciones de oxigeno o de
sustrato principal, pueden obtenerse las constantes de afinidad aparentes, segun las Ec 3.7
y 3.10. Estos parametros informan de la concentracion de sustrato necesaria para alcanzar
la mitad de la actividad m&xima de una enzima cuando la concentracion del otro sustrato
es constante. Pero en enzimas inmovilizadas estos parametros pueden variar en funcién
de la carga enzimatica del catalizador. Esto se debe al efecto de las restricciones
difusionales, que disminuyen la concentracion de oxigeno en el interior de la particula y,
por tanto, se trabaja a [O2] distintas en cada caso. Para una mejor aclaracién de los
términos se ha desarrollado la Tabla 5.1 donde se muestra la nomenclatura de las
constantes de afinidad en funcion de los términos que varian. Las constantes aparentes se
calculan variando [S] a [O2] inicial (0.23 mM), hacen referencia a la enzima libre, por lo
que no dependen de la carga enziméatica. Mientras que, en las constantes observables,
ademas se introduce la variable de la carga enzimatica a un valor fijo, por lo que habra

una constante observable para cada carga enzimatica estudiada.
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Tabla 5.1. Nomenclatura de las constantes de afinidad en funcién de la variacién del

sustrato principal, el oxigeno y la carga enzimatica.

Carga
5] [©] enzimatica Modelo
. .. Ping-Pong bi-
Ksapp Variable Fijo sustrato
K Sobs Variable Fijo Fijo Ping-Pong bi-
sustrato
.. . Ping-Pong bi-
K F \% I -
0O2app ijo ariable sustrato
Kozobs Fijo Variable Fijo Ping-Pong bi-
sustrato
. .. Ping-Pong
Kmapp Variable Fijo B
K Mobs Variable Fijo Fijo Ping-Pong
simplificado

Posteriormente, se simulé el comportamiento de las constantes de afinidad
aparentes a diferentes concentraciones tanto de oxigeno como de sustrato principal para
estudiar la influencia de la carga enzimatica en enzimas con diferentes constantes de
afinidad intrinsecas respecto al oxigeno, Koz, como se muestra en la Figura 5.3. Ademas,
se ha incorporado el factor de eficacia en las graficas para tener en cuenta el rendimiento

de inmovilizacién experimental, ya que la actividad ofrecida no lo hace.

184



Capitulo 5. Andlisis cinético inmovilizacién

— K02=0.01 —K02=0.01
A 10 4 — K02=0.1 B 10 4 —K02=0.1
= KO02=1 — K 02=1
Q -
s =
E E 1.
~ 0
%" ! -¥ ‘g
(%] ]
X X
¥ 0.1
0.1 T T T T T T T T T T !
0 20 40 60 80 100 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Act (umol-min’g™) Factor de eficacia

maximm

10 _/’—"__ \
E 1] E
0n 1]
Q2 =1
o o
—K02=0.01 ’
X 04 e K02=0.1 E R - K02=0.01
——KO2=1 —K02=0.1
s KO 2=5 — K02=1
— K02=5
0.01 . . , . ‘ 0.01 ‘ . . . ‘
0 20 40 60 80 100 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Act,.imm (Lmol-min-'g™) Factor de eficacia

Figura 5.3. Variacion de las constantes observables del modelo cinético en funcién de la
actividad maxima inmovilizada (umol-ming™) y del factor de eficacia a diferentes
valores del Koz intrinseco (mM). Panel A: Ksobs Vs actividad ofrecida, Ks=10 mM; Panel
B: Ksobs Vs factor de eficacia; Panel C: Kozobs Vs actividad ofrecida, Ks=10 mM; Panel D:
Kozobs VS factor de eficacia, Ks=10 mM. Condiciones para las simulaciones: [02]0=0.23
mM, [S]/Ks=10; ACtmax=100 pmol-min"*mgenzyme™, Mear= 0.1 mg soporte/mL reactor,

radio de particula= 75 pm, Deffoz= 300 um2-s™.

Las Figura 5.3A-B muestran un descenso de los valores de Ksops cudndo aumenta
la actividad méxima inmovilizada (o cuando disminuye el de factor de eficacia). Este
descenso ademés es méas pronunciado cuanto més alta es la dependencia de oxigeno (Ko2
altas). Esto significa que, si se realiza un experimento para calcular la dependencia del
sustrato principal de una enzima inmovilizada, tedricamente se vera como ésta disminuye
con la carga de enzima. Esto se puede entender mucho mejor observando la Ec 3.8. A
medida que aumenta la carga enzimatica, disminuye la [O-] en la particula, y, esta
disminucion afecta més a la Ksobs cudndo la Koz tiene valores mas bajos. Es interesante

resaltar, que, en las condiciones de la simulacion, para enzimas con muy baja dependencia
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de O3, la Ksons de una enzima inmovilizada con muy alta carga puede ser hasta 100 menor
que el Ksapp de la enzima soluble. Esto, por otro lado, se puede confundir con un aumento
de afinidad del sustrato por la enzima inmovilizada, como se menciona en algunos
estudios [425,426,428].

El comportamiento de la Ko2obs frente la actividad maxima inmovilizada y el factor
de eficacia se muestra en las Figura 5.3C-D. En este caso la tendencia es la contraria a
la que ocurre con la Ksons. Se observa un incremento de la Koz2obs cuando aumenta la carga
enzimatica, que es mas pronunciada cuanto menor es la dependencia de oxigeno (Koz
bajas). Esto cobra sentido si se considera que un aumento de carga enzimatica conlleva a
un descenso de la concentracion de oxigeno dentro de la particula en estado estacionario,
a causa de las limitaciones difusionales, y, por tanto, se requiere una mayor concentracion
de oxigeno en el liquido para saturar la particula. Para un mejor entendimiento, se ha
desarrollado la Figura 11.20, en la que se muestra la variacion de y (Act/Actmax) con el
oxigeno a distintos valores de Koz, carga enzimatica y [S]/Ks (limitacion del sustrato

principal); y, cuanto més curva es la tendencia, menor es la Kozobs.

5.4. SIMPLIFICACION DEL MODELO CINETICO PARA LOS CASOS DE
ALTA DEPENDENCIA DEL OXIGENO

En los casos en los que se tiene una elevada dependencia de oxigeno,
Ko2>>>0.215 mM (concentracion de oxigeno en medio acuoso a 100 mM de tampo6n
fosfato) el modelo cinético Ping-Pong bi-sustrato puede simplificarse para ser de orden 1
respecto al oxigeno, Ec 4.7, ya que nuestro montaje experimental no permite alcanzar
valores mas altos de [O2]. Ademas, esta simplificacion es interesante cuando se trabaja
con aire en medio acuoso. La Figura 5.4 muestra que, en nuestra ventana de operacion,
la concentracion de oxigeno sigue una tendencia lineal. Esto ocurre en los casos de GOX
y GalOx, basandonos en los valores de Ko calculados previamente para la enzima libre
[208].

_—dS _-dO, _ Act,[E]-[S]-[O,]
Codt dt K, +[S]

R (Ec 5.1)

Esta simplificacion se realiza para facilitar el calculo de las constantes del modelo
cinético, ya que, en estos casos, las graficas actividad frente [O-] siguen una tendencia
lineal y falta informacion experimental a mayores [O2] para determinar el valor de Koz y

Ks con precision. De este modo, simplificamos el modelo cinético para tener una sola
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constante de afinidad, Km. Esta constante solo se puede obtener variando la concentracion
de sustrato principal a [O2] fijas, ya que la tendencia respecto al oxigeno es siempre lineal
(excepto si limita el sustrato principal, S<<<Ks).

A B

0.204 —~ 0.8
s o
£ 0.15 £ 06-
g £ —_— K02=0.01
g -— — K02=0.1
o 0.10 o 0.4 —_—KO2=1
~? S_ - - - Ajuste lineal
= -
O 0.5 % 02 -
"6 Ecuacion y=a+bx |
0.00 < R-Square (COD) 0.993
) T T T T T 0.0-— T T T T
0 2 4 6 8 10 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Tiempo (min) Oxigeno (mM)

Figura 5.4. Justificacion de la simplificacion del modelo cinético para los casos de alta
Koz (GOX y GalOx). Panel A: Cursos de oxigeno-tiempo para diferentes Koz. Panel B:
Perfil de actividad observable frente al oxigeno, a diferentes Koy. El perfil Ko2=1 se ajusto
a una linea recta, obteniéndose un coeficiente R? elevado. Condiciones de simulacion:
[O2]initiar=0.215 mM, Ks=100 mM, [S]initia=100 MM Actmax=10 pmol-(min-mgenzyme)™,
Carga enzimatica=0.1 mg-gsupp™*, Mcar= 10 Mg soporte-MLreactor 2, radio de particula= 75

um, Deffor= 300 um2.s.

5.5.EVALUACION DE LAS CONSTANTES EXPERIMENTALES DE
AFINIDAD OBSERVABLES EN FUNCION LA CARGA ENZIMATICA

A continuacion, se investiga lo que ocurre con las constantes experimentales de
afinidad observables desde el punto de vista del sustrato principal y del Oz, cuando se
varia la carga enzimética, Figura 5.5, para corroborar las hipdtesis obtenidas de las
simulaciones realizadas en el apartado 5.3. Para el estudio de Ksops S€ preparan
biocatalizadores a varias cargas de enzimay se mide la tasa inicial de consumo de oxigeno
a distintas [S]. Después, se realiza el ajuste hiperbdlico de tipo Michaelis-Menten para
obtener las constantes de afinidad, Figura 11.21-11.24.

Para el estudio de la Ko2obs, Se preparan biocatalizadores a varias cargas de enzima
(como anteriormente) y se mide el curso completo de consumo de oxigeno a distintas [S].
Después, se correlacionan las Kozapp Obtenidas a varias [S] mediante la Ec 3.11. En este
paso es importante modular la carga de catalizador en la reaccidon para obtener un
consumo completo del oxigeno, sino el ajuste perdera precision. Después, se realiza el

ajuste hiperbdlico de tipo Michaelis-Menten para obtener las constantes de afinidad. En
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la Figura 5.6 se muestra el analisis diferencial para la GOX a modo de ejemplo, el resto
se muestran en los Anexos (Figura 11.25-11.27). Como se dice anteriormente, para los
casos de alta Koz (GOX y GalOx) se realiza el ajuste al modelo simplificado para obtener
solo Kmobs cOmo constante de afinidad. Esto se realiz6 mediante el analisis integral de los
cursos de oxigeno a distintas [S] y cargas enzimaticas.

La Figura 5.6 muestra la dependencia de la actividad de GOX del oxigeno para
distintas cargas de enzima inmovilizada. Debido al tiempo de respuesta del sensor de O>
robusto utilizado, que es bajo, pero no despreciable, se observa cierta curvatura en la
tendencia de la [O2] cerca de la saturacion con aire. Por tanto, se intento usar un sensor
con un tiempo de respuesta inferior, pero la respuesta fue demasiado inestable, con
demasiado ruido. A simple vista no se aprecian diferencias significativas entre los
paneles, lo cual es normal puesto que la ventana de operacion de oxigeno es muy reducida
(0-200 puM) para esta enzima (Ko2=0.8 mM). Sin embargo, observando mas en detalle,
se aprecian lineas mas divergentes y curvas a bajas cargas de enzima, mientras que mas
convergentes y rectas a altas cargas, similar a lo que ocurre en la Figura 11.28. Este
cambio a veces es bastante sutil y en la simulacién se observa bien, pero
experimentalmente es mucho mas complicado, ya que requiere una modificacién
considerable de la actividad observada (y de la carga de enzima inmovilizada) y, ademas,
a cargas de enzimas bajas es necesario aumentar considerablemente la carga de
catalizador en la reaccion. Por ello, posteriormente se aplica un analisis mas detallado, el

analisis integral.
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Figura 5.5. Valores experimentales de las constantes cinéticas en funcion del factor de

eficacia. Ksobs Calculada a partir de un ajuste hiperbdlico de la actividad frente a la

concentracion de sustrato, y tanto Kozons cCOmo Kmobs Obtenidas a partir del andlisis integral

de cada carga enzimatica. Panel A: Ksobs, Kmobs VS factor de eficacia para GOX en PEI-

Ag; Panel B: Ksons, Kmobs Vs factor de eficacia para GalOx en VS-Ag. Panel C: Ksops,

Kozobs Vs factor de eficacia para la lacasa en PEI-Ag; Panel D: Ksobs, Kozobs VS factor de

eficacia para tirosinasa en PEI-Ag.
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20 U-g%; Panel B: 40 U-g%; Panel C: 100 U-g%; Panel D: 200 U-g%; Panel D: 500 U-g"

1

Las Figura 5.5A-B muestran la disminucion de Ksops con la reduccion del factor

de eficacia (aumento de la carga enzimatica inmovilizada) a excepcion de los valores de

la enzima libre (factor de eficacia 1.0). Este resultado es coherente con las simulaciones
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realizadas (Figura 5.3A-B) ya que, segun la Ec 3.8, la Ksapp depende directamente de la
[O2], y ésta disminuye en la particula a medida que aumenta la carga de enzima. Ademas,
la Kmobs Sigue la misma tendencia puesto que el modelo simplificado es homologo a la Ec
3.7, con la salvedad de la dependencia lineal del oxigeno. En ambos casos se observa una
disminucion de las constantes aparentes de hasta un 25% del valor de la enzima libre. La
singularidad del incremento puntual de la Ksobs de la enzima inmovilizada responde a una
disminucion de la accesibilidad al centro activo por parte del sustrato principal, algo muy
comun en inmovilizacion enzimatica.

En el caso de las Figura 5.5C-D se observa también una disminucion de Ksobs (a
excepcion de los valores de la enzima libre), pero un aumento de la Ko2ons cOn la bajada
del factor de eficacia 0 aumento de la carga enzimética inmovilizada. Esta Kozobs Seria la
constante a introducir en el modelo cinético sin tener en cuenta las restricciones
difusionales en dicho modelo. Ademas, la Kozobs S€ Ve mas afectada cuanto menor es la
Koz (aumento de 6 veces en la tirosinasa por unas 3 veces en la lacasa). En este caso
también ocurre que al inmovilizar se aprecia una reduccion de la accesibilidad al centro
activo, manifestado en un aumento puntual de la Ksops.

Una vez presentados los resultados, se considera necesario discutirlos con trabajos
similares en la literatura. No obstante, no hay mucha variedad en los estudios cinéticos
encontrados sobre oxidasas inmovilizadas ya que casi todos son relativos a la GOX, y no
estudian la cinética desde el punto de vista del sustrato limitante, el oxigeno. En muchos
de ellos comparan la Ksapp de la enzima inmovilizada y libre frente la glucosa por métodos
colorimétricos midiendo el incremento inicial de la absorbancia. Ademas, calculan la
Ksapp S€gUn la ecuacion de Lineweaver-Burk, en lugar de ajustar directamente los datos a
una hipérbola como se hizo en este estudio, lo que confiere menos error. Sin embargo, se
van a comentar los mas relevantes.

Zhou et al [429] inmovilizaron la GOX en nanoparticulas de oxido de grafeno
mediante adsorcion fisica. Posteriormente evaluaron la cinética de la enzima, obteniendo
valores de Ksapp de 45.7 y 22.6 para la enzima inmovilizada y libre, respectivamente.
Estos resultados indicaban que la inmovilizacion dificultaba el acceso de la glucosa al
centro activo. Resultados muy similares fueron obtenidos por Altun et al [430] al
inmovilizar la GOX sobre nanoparticulas de hierro por adsorcion fisica y atribuir este
efecto a fuerzas repulsivas que disminuyen la concentracion de la glucosa en las
proximidades del centro activo de la enzima. El estudio mas similar al nuestro fue

realizado por Morshed et al [423] inmovilizando GOX sobre poliéster con PEI.
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Obtuvieron una Ksapp de la enzima inmovilizada 1.2 veces superior a la de la enzima libre,
atribuyéndolo a problemas de difusion. Goldhahn et al [422] inmovilizaron lacasa sobre
particulas de madera-oro, obteniendo incrementos en el Ksapp de la enzima inmovilizada
de 3-6 veces respecto a la enzima libre, posiblemente debido a cambios estructurales en
la enzima o a problemas de difusion. Estos estudios hacen alusion a aumentos de la Ksapp
de la enzima inmovilizada frente a la enzima libre, pero también se han encontrado
resultados opuestos.

En el estudio de Begum et al. [425] se inmoviliz6 la GOX mediante encapsulacion
en microesferas. En este caso la Ksapp de la enzima inmovilizada fue de 2 a 3 veces menor
que la de la enzima libre, argumentando una mejora en la afinidad enzima-sustrato debido
a efectos de particion o cambios en el microentorno. En este caso, debido al estudio
realizado, podemos plantear que esta disminucion del valor aparente puede deberse
también a restricciones difusionales. El oxigeno tendria dificultades para penetrar en la
matriz encapsulada, suponiendo una Defio2 baja, y por tanto se reflejaria en el Ksops.
Ademaés, cabe destacar que, en los estudios comentados anteriormente, se obtuvo el
mismo valor de Ksapp para GOX libre, lo que indica alta fiabilidad en los métodos de
andlisis empleados. En el trabajo de Gao et al. [426] también se obtienen Ksapp menores
a la calculada para la enzima libre, aludiendo a una mejora en la afinidad hacia el sustrato,

pero sin contemplar la posibilidad de las limitaciones difusionales.

5.6. ELUCIDACION DE LA CINETICA INTRINSECA DE LA ENZIMA
INMOVILIZADA MEDIANTE ANALISIS INTEGRAL

El empleo directo de cursos temporales de oxigeno, datos integrales, también es
uatil para llevar a cabo un andlisis cinético. La inspeccion cualitativa de los cursos
temporales es muy 0til para situar el rango significativo de las constantes cinéticas [208].
Para la cuantificacion, se emplea el analisis integral de multiple respuesta con el software
Aspen Custom Modeler. Con este programa, todos los cursos temporales de oxigeno
pueden ajustarse simultaneamente modificando los pardmetros iniciales de cada
experimento (como la concentracion de catalizador o sustrato principal). En este caso, se
incluyen dos o tres variables independientes al mismo tiempo en el ajuste, Ks, Koz (0 Km)
y Actmax, introduciendo efectos cruzados de estas variables y conduciendo a valores mas
precisos de los parametros a estimar. En estos ajustes se ha incluido también el tiempo de
respuesta del sensor (a diferencia de los ajustes para la enzima libre), fijado en 6 segundos

(segun nuestros calculos experimentales). Sin incluir el tiempo de respuesta del sensor se
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complica el ajuste de los datos al comienzo del experimento. Los datos de oxigeno-tiempo
se ajustan al modelo Ping-Pong propuesto minimizando los residuos al cuadrado. Un
ejemplo de los ajustes realizados se muestra en la Figura 5.7, el conjunto completo de

ajustes se muestra en las Figura 11.29-11.44.
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Figura 5.7. Ajuste de los datos integrales mediante multiple respuesta en Aspen para la
GOX. En cada fila se muestran distintas actividades ofrecidas (U-g™). Panel A: 20 U-g™,
100 mM glucosa; Panel B: 20 U-g%, 5 mM glucosa; Panel C: 100 U-g, 100 mM glucosa;
Panel D: 100 U-g, 5 mM glucosa; Panel E: 500 U-g*, 100 mM glucosa; Panel F: 500
U-g, 5 mM glucosa.
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Es interesante remarcar la falta de ajuste a [O2] muy bajas en algunos casos. Esto
puede deberse a dos razones. La primera, fenomenoldgica, consiste en una tasa de
consumo de oxigeno inferior a la esperada, probablemente debido a las dificultades para
alcanzar niveles de anoxia en reactores no herméticos o a caracteristicas mas profundas
del mecanismo cinético. El segundo factor es especifico del mecanismo de ajuste. El
programa tiende a ajustar mejor los datos del comienzo porque poseen un peso especifico
mas alto, es decir, los residuos al cuadrado de los valores a concentraciones mas altas son
mas altos y, por lo tanto, el software los minimiza mas. Por lo tanto, la eleccion de la
cantidad de enzima utilizada debe adaptarse en funcién de la regién relevante para la
significacion de las constantes intrinsecas.

En los cursos de oxigeno-tiempo es dificil de apreciar a simple vista el orden de
reaccion respecto al oxigeno excepto para la tirosinasa, donde se observa una tendencia
lineal muy clara hasta concentraciones muy bajas de oxigeno donde exhibe una leve
curvatura. En los casos de GOX y GalOx se observa una gran curvatura desde el
comienzo, mientras que en la lacasa se observa una curvatura menos pronunciada. Por
otro lado, generalmente se observa un mejor ajuste a concentraciones elevadas de sustrato
principal en GOX y GalOx. Esto se debe a que el modelo Ping-Pong simplificado se
adapta mejor a concentraciones elevadas de S, donde se observan tendencias lineales en
las gréficas actividad vs [O2].

En los Anexos (Tabla 11.5-11.8) muestran los valores de los pardmetros cinéticos
y estadisticos obtenidos en el ajuste integral de respuesta multiple realizado en Aspen. En
el caso de los parametros estadisticos, se han calculado por separado para cada
concentracion de sustrato principal, y luego se han promediado para obtener los
parametros de cada actividad ofrecida. Ademas, se ha incluido el factor de eficacia
determinado experimentalmente para contextualizar la tendencia observada en los

pardmetros cinéticos.

5.7. OPORTUNIDADES DE INTENSIFICACION DE PROCESOS

La Figura 5.8 muestra las perspectivas de mejora de las enzimas inmovilizadas
con dependencia de oxigeno. En la Figura 5.8A, las enzimas que muestran una
dependencia pronunciada del oxigeno presentan un factor de eficacia absoluto mas
elevado. Por el contrario, las enzimas con baja dependencia del oxigeno experimentan un
aumento notablemente mayor del factor de eficacia cuando se eleva la concentracion

inicial de oxigeno. Por lo tanto, cuando se busca mejorar un proceso limitado por la
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difusion, existird una mayor mejora en las enzimas con mayor afinidad al O (es decir,
Ko2 més bajo).

Esto puede ser bastante contraintuitivo si se piensa en la dependencia de oxigeno
de las enzimas. Lo normal es pensar que un aumento de la [O2] beneficiara mas a las
enzimas con mayor dependencia de Oz, (Ko2 mas altas). Sin embargo, cuando el
biocatalizador esta afectado por restricciones difusionales esto es un poco distinto. En
este caso hay que poner el foco en el gradiente de oxigeno. Este gradiente es mayor cuanto
mas rapida es la reaccion, y este es el caso de Koz bajas. Por tanto, un aumento en la [O2]
disminuye mas el gradiente de oxigeno en esto casos, y, consecuentemente, hay un mayor
aumento en el factor de eficacia.

Para analizar el grado de eficiencia de las enzimas, es decir, el cociente entre
actividad observada y actividad méxima alcanzable (y), se graficado la relacion entre ésta
y la concentracion de oxigeno en el liquido en condiciones estacionarias, considerando
diversos valores de Koz (como se representa en la Figura 5.8B). Cabe destacar que, si
bien el valor absoluto de gamma es mayor para las enzimas con menor dependencia del
oxigeno (Ko2 mas bajo), el aumento de gamma es mas pronunciado para las enzimas con
valores de Koz més altos. En este escenario, dado que la actividad méxima de la oxidasa
es intrinseca a su naturaleza, el inico medio de mejorar y seria elevando la concentracion
de oxigeno.

Ademas de aumentar la concentracion de oxigeno disuelto para mejorar el factor
de eficacia, pueden implantarse otras alternativas como el empleo de menores tamafos
de particula o poros de menor didmetro. Esto se trata de ilustrar en las Figura 5.8C-D,
donde se muestra la variacion del factor de eficacia con el radio de particula y la
difusividad efectiva del oxigeno. En estos casos, al contrario que al variar la [O2], enzimas
con distintas dependencias de oxigeno muestran un comportamiento y tendencias muy
similares. Como es logico, el factor de eficacia se maximiza en particulas de menor
tamarfio, ya que la distancia que recorre el sustrato por difusion es menor; y también en
sistemas donde la difusividad efectiva del oxigeno es mayor. Es principalmente se debe
al tamafio de poro, aunque otros parametros como la tortuosidad o la naturaleza del tipo

de material soportado pueden tener un peso importante [431,432].
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Figura 5.8. Oportunidades de intensificacion para enzimas inmovilizadas dependientes
de oxigeno. Panel A: Factor de eficacia vs [O-] a diferentes valores de Koz (mM); Panel
B: Gamma (y) vs [O] a diferentes valores de Ko, (mM); Panel C: Factor de eficacia vs
radio de particula a diferentes valores de Koz (mM); Panel D: Factor de eficacia vs
difusividad del O a diferentes valores de Koz (mM). Condiciones para las simulaciones:
[S1/Ks=10, Actmax =100 pmol-min-mgenzima?, ACtmaximm=500 pmol-min?g?, mea= 0.1
Msoporte MLreactor 1, radio de particula= 75 pm, Deffoo= 300 um2-sL.

El aumento del oxigeno disponible en la particula puede lograrse por varios
métodos [208]. Mientras que el aumento de la capacidad de transferencia de oxigeno
puede mejorarse mediante el disefio del reactor [247,248,433], la velocidad de
transferencia de oxigeno (OTR) también depende de la fuerza impulsora, escalando en
proporcion al Oz disponible y estando, por tanto, ligada a la cinética enzimética [205—
207]. El burbujeo de aire en un reactor de tanque agitado es la forma mas comdn de
suministro de oxigeno, pero no la unica [205]. Otras alternativas relacionadas con la
ingenieria de reactores son el reactor tubular de flujo segmentado [258], el microrreactor
continuo de pelicula descendente [254,259] o la configuracién tubo-en-tubo en la que la

fase acuosa y la fase gaseosa estan separadas fisicamente por una membrana [247,256].
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También se ha intentado aprovechar el peroxido de hidrogeno generado por muchas
oxidasas para la generacion in situ de oxigeno mediante catalasa [434]. Otra opcion
interesante es el incremento de la solubilidad del oxigeno, por ejemplo, seleccionando el
disolvente o cosolvente adecuado o aumentando la presion del sistema
[205,238,242,435]. Todas estas opciones tienen la misma finalidad, pero la seleccién de
la més adecuada depende del estudio cuidadoso del sistema de reaccion, la técnica de

inmovilizacion y el disefio del reactor.
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6. ESTUDIO Y APLICACION DE LA GALACTOSA
OXIDASA INMOVILIZADA

6.1. MECANISMO DE ACTIVACION DE LA GALACTOSA OXIDASA

Dado que la galactosa oxidasa es la enzima que mas se ha estudiado en esta tesis
debido a su novedosa aplicacion en biorrefinerias [93,102], es de gran interés dedicarle
una seccién a su mecanismo y necesidad de activacion, asi como a la busqueda de nuevos

activadores, ya que es un factor clave en su desempefio como catalizador inmovilizado.

6.1.1. Estudio de la actividad enzimatica con distintos activadores

Debido a al elevado coste que genera el empleo de la peroxidasa de rdbano picante
(HRP) como activador de la GalOx [79,82,84], junto con las cantidades estequiométricas
requeridas del KsFe(CN)sy su potencial toxicidad [78,79,83], se decidi6 evaluar otros
compuestos activadores.

Como se comento anteriormente, las proteinas que contienen grupos hemo, como
la hemoglobina o la mioglobina poseen un gran potencial en este papel, por lo que se las
incluyo en el estudio. También se evaluaron porfirinas férricas de origen animal, como la
hemina o la hematina y porfirinas inorgéanicas de hierro y manganeso, buscando obtener
resultados tan excelentes como los encontrados en este estudio [82]. Por ultimo, investigd
un compuesto inorganico que imita el mecanismo de la HRP, el ferrocianuro de hierro
(111), también conocido como azul de Prusia. Este compuesto también es barato,
facilmente disponible y ha sido estudiado en la literatura [436].

En primer lugar, se ha realizado un ensayo con diferentes activadores a distintas
concentraciones para evaluar la velocidad de reaccion especifica de la enzima. El objetivo
es elegir el que mejor responda a criterios como disponibilidad, precio, factor de
activacion o posibilidad de integracion en el biocatalizador, para posteriormente
estudiarlo en mayor detalle. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.1y se

han recopilado, junto con parametros adicionales, en la Tabla 6.1.
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Figura 6.1. Velocidad de reaccion inicial de GalOx variando las concentraciones de los
distintos activadores. Las reacciones se llevaron a cabo en viales tipo tanque agitado de 7
mL, con un volumen de reaccion variable de 5.1-5.5 mL. Condiciones de reaccion: 250
mM de galactosa, 30°C de temperatura, agitacion magnética a 250 rpm, 0.06 mg-mL™ de
GalOx soluble.

201



Capitulo 6. Galactosa oxidasa

Tabla 6.1. Caracterizacion de los activadores utilizados para evaluar las velocidades

iniciales de consumo de oxigeno con GalOx.

[Activador] Actividad Km Factor de
A standard . S
. Optima Activador Factor de activacion
Activador ] GalOx ) e ]
(mgact mg (umol min‘t (mgact mg activacion por mg de
LGalox)[@l i LGalox)[P] activadorld]
mg-)
103
KsFe(CN)s 0.34 1.47 £ 0.035 8'5 77_11%_4i 11.5 22.5
HRP 3.40 1.24+0.12 0.664 £0.223 9.69 1.90
Hemoglobina 3.57 1.14+0.10 0.311+0.130 8.91 1.66
Mioglobina 2.55 1.10+£0.075 0.440+£0.113 7.43 1.94
Hemina 4.57 0.517+0.09 0.471+0.334 4.66 5.83
Hematina 5.48 0.665 = 0.15 - 5.19 541
/;Z“' ik 32.3 168+0.15 162 +3.40 9.28 1.64
russia

0.128 (umol'min*'mg?) fue la actividad de GalOx sin activador. [a]. La [activador] 6ptima es la
concentracion en la que el aumento de la actividad es despreciable. [b]. La Km del activador se ha obtenido
ajustando las curvas de la Figura 6.1 a una hipérbola. [c]. El factor de activacién es el aumento de la
actividad enzimatica (actividad maxima de GalOx) en comparacién a su actividad sin activador. [d]. El
factor de activacion por mg de activador es el factor de activacion dividido por los mg de activador en su
concentracion optima. No se ha tenido en cuenta la cantidad de proteina del preparado comercial. No se

han incluido las porfirinas de Mn y Fe debido a su escaso rendimiento.

En los resultados se observa un comportamiento casi hiperbdlico para casi todos
los activadores, excepto para las porfirinas de Mn y Fe, que presentan resultados muy
desfavorables. Cabe sefialar que en algunos casos (hemina y hematina) no se alcanza la
region de saturacion, porque los tiempos de reaccion ya eran demasiado largos. En los
Anexos (Figura 11.18) pueden verse los cursos completos de oxigeno frente a tiempo.

Esta claro que el activador mas eficiente en términos de velocidad de reaccién
inicial es el KsFe(CN)s . Pero su toxicidad, junto con los problemas de regeneracion con
H20- no lo hacen a priori tan atractivo a tiempos de reaccion elevados. Las siguientes
opciones en términos de eficiencia son la HRP, la hemoglobina y la mioglobina, que se
comportan de forma muy similar. Sin embargo, en términos econémicos, la hemoglobina
es mucho mas rentable que las otras dos, por lo que seria mas interesante trabajar con ella

a gran escala. En cuanto a la hemina y la hematina, ademas de su menor eficacia, tienen
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tiempos de activacion bastante largos, como se observa en los Anexos (Figura 11.18E-
F), y son compuestos relativamente caros. Por ultimo, el PB requiere grandes dosis de

compuesto para conseguir una activacion suficiente, por lo que no es tan atractivo.

Al tratar de comparar estos resultados con la bibliografia disponible, se han
encontrado otros métodos para obtener la eficacia del compuesto activador. En el estudio
de Johnson et al [82] utilizaron la experimentacion de alto rendimiento (en placas de 96
pocillos) para evaluar numerosos activadores oxidantes de un solo electron. Emplearon
una variante de GalOx para oxidar selectivamente a un aldehido deseado, utilizando HRP
como control positivo y la enzima sin activador como control negativo. Por tanto, la
medicion se basé en el grado de oxidacion de este compuesto, obteniendo un maximo del
60% con HRP. No se utilizaron los mismos activadores que en nuestro estudio, pero
ninguno de ellos iguald la eficacia de la HRP, como es el caso de nuestro estudio.

En el estudio de Chen et al [84] analizaron la conversion de 5-HMF utilizando la
variante M35 GalOx encapsulada con un compuesto nanoactivador inorganico de Cu(ll)
y Zr(IV). Los resultados obtenidos son excelentes, obteniéndose una conversion casi
completa a las 10 horas. Sin embargo, estos resultados no se comparan con otros
activadores clasicos como la HRP, ni con ninguno de los utilizados en nuestro estudio,

por lo que no se pueden extraer demasiadas conclusiones.

6.1.2. Influencia del perdxido de hidrégeno en la activacion de GalOx

Ademas de que el activador sea eficaz (que aumente la velocidad de reaccion con
la menor concentracién posible), también necesitamos que esta activacion se prolongue
en el tiempo, ya que anteriormente s6lo hemos medido las velocidades de reaccion
iniciales. Esta regeneracion del activador es mas importante que la velocidad méaxima
inicial alcanzada por la enzima, ya que de lo contrario esta velocidad decaeréa al reducirse
el compuesto. Esta regeneracion tiene lugar debido al poder oxidante del peroxido de
hidrogeno (o mas especificamente de los radicales hidroxilo), basado en la quimica de la

reaccion de Fenton [5].

Fe** +H,0, — Fe* +OH ™ +0H (Ec 6.1)
Fe* +H,0, - Fe* + H* +«O0H (Ec 6.2)
2:H,0, - H,0 +OH +00H (Ec 6.3)
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La Ec 6.3 representa la reaccion neta de la reaccion Fenton, en la que se forman
dos tipos diferentes de radicales hidroxilo. Por lo tanto, la dependencia del perdxido de
hidrégeno en la activacion a velocidades de reaccion iniciales puede ser un buen indicador
de que el activador posee la capacidad de reoxidar y regenerar la forma activa del Cu?*
con el radical (Cys-Tyr) [75,84]. Con esta informacion, ademas se pudo proponer un
modelo cinetico sencillo que simula el mecanismo de activacion de la galactosa oxidasa.
En el trabajo publicado por Parodi et al [83], se propone un modelo cinético en el que se
discute la importancia de mantener una concentracion optima de peréxido de hidrégeno
para no desactivar la enzima pero suficiente para regenerar la capacidad activadora.

Con estos planteamientos en mente, se llevaron a cabo experimentos a distintas
condiciones. En primer lugar, se afiadié perdxido de hidrogeno al comienzo de la reaccion
a diferentes concentraciones, que no fueron demasiado altas para minimizar la
descomposicion espontanea en oxigeno. Posteriormente, se afiadieron diferentes
concentraciones de catalasa al comienzo de la reaccion, esperando que la reaccion se
ralentizara para aquellos activadores dependientes de cierta concentracion de H20: al
principio. Finalmente, en algunos casos, se inicid la reaccion con la enzima sin activador
y se esper0 un cierto tiempo a que se generara H2O2 (que seria igual al consumo
estequiométrico de oxigeno en ese tiempo), y después se afiadio el activador.

La Figura 6.2 muestra los cursos de oxigeno-tiempo con los distintos activadores.
La Figura 6.3 muestra la velocidad de reaccion especifica con el tiempo, dilucidando asi
tanto la variacion de la velocidad de activacion (antes de que la velocidad alcance su

maximo) como la velocidad méxima que se alcanza.
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Figura 6.2. Cursos temporales de oxigeno para diferentes compuestos activadores junto

con la adicion de catalasa o peroxido de hidrégeno. Las reacciones se llevaron a cabo en
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viales de tanque agitado de 7 mL, con un volumen de reaccion variable de 5.1-5.5 mL.
Condiciones de reaccion: 250 mM de galactosa, 30°C de temperatura, agitacion
magnética de 250 rpm, 0.030-0.035 mg-mL? de GalOx soluble, dependiendo del
volumen de H20> o catalasa afiadido. La reaccion sin activador (control) se muestra con
lineas negras. La reaccién solo con activador se muestra con lineas azul oscuro. Las
reacciones con adicion de H20- se muestran con lineas en gama de color céalido, mientras
que la adicion de catalasa se muestra en gama de color verde. Las reacciones en las que
el activador se afiade después de un cierto tiempo se muestran con lineas cian. Panel A:
K3Fe(CN)e. Panel B: HRP. Panel C: Hemoglobina. Panel D: Mioglobina. Panel E:
Hemina. Panel F: Hematina. Panel G: Azul de Prusia.

Los resultados obtenidos permiten mostrar qué compuestos activadores dependen
del perdxido de hidrégeno y en qué medida éste afecta a la activacion. En cuanto al
K3sFe(CN)g, se observa en la Figura 6.3A que la velocidad maxima se alcanza con solo
afiadir activador, y que al incluir tanto H.O> como catalasa no hay variaciones
significativas en la misma. Ademas, la velocidad de activacion (o tiempo de latencia) no
varia con la adicion de estos compuestos, siendo bastante evidente que este compuesto
no depende del peroxido de hidrogeno, y, por tanto, no es posible su regeneracion durante
la reaccion.

El otro activador clasico estudiado, la HRP, se muestra en la Figura 6.3B. En este
caso, la velocidad méaxima se ve claramente favorecida a bajas concentraciones de H.Oz,
mientras que la velocidad de activacion apenas varia. Esto puede deberse a que en la HRP
el hierro ya se encuentra en su estado oxidado (Fe*) preparado para generar el radical en
Cu?*, y por tanto sélo aumenta la velocidad maxima de reaccion con la ayuda de H20z, y
no la velocidad de activacion. También es evidente como la adicion de catalasa afecta

negativamente a la reaccion.
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de reaccion especifica en funcion del tiempo para diferentes

compuestos activadores junto con la adicion de catalasa o peroxido de hidrégeno. Las

reacciones se llevaron a cabo en viales de tanque agitado de 7 mL, con un volumen de
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reaccion de 5.1 mL. Condiciones de reaccion: 250 mM de galactosa, 30°C de temperatura,
agitacion magnética de 250 rpm, 0.030-0.035 mg-mL™* de GalOx soluble, dependiendo
del volumen de H20- o catalasa afiadido. La reaccion sin activador (control) se muestra
con lineas negras. La reaccion sélo con activador se muestra con lineas azul oscuro. Las
reacciones con adicion de H20. se muestran con lineas en gama de color calido, mientras
que la adicion de catalasa se muestra en gama de color verde. Las reacciones en las que
el activador se afiade después de un cierto tiempo se muestran con lineas cian. Panel A:
K3Fe(CN)e. Panel B: HRP. Panel C: Hemoglobina. Panel D: Mioglobina. Panel E:

Hemina. Panel F: Hematina. Panel G: Azul de Prusia.

Las Figura 6.3C-G muestran hemoglobina, mioglobina, hemina, hematina y PB,
respectivamente. Se han agrupado porque parecen responder de forma muy similar tanto
a la adicion de H20. como de catalasa. Se observa un aumento considerable de la
velocidad de activacion y, en algunos casos, de la velocidad maxima con diferentes
concentraciones de perdxido de hidrégeno a una concentracion fija de activador. Mientras
que se observa una disminucion progresiva de la velocidad méxima y en algunos casos
de la velocidad de activacion al aumentar la concentracion de catalasa. En algunos casos,
la influencia del H20. es mayor, como en el caso de la hemoglobina. Este compuesto, que
contiene un grupo hemo, con Fe?*, requiere primero la oxidacion del hierro a Fe** para la
posterior formacion del radical cobre. Esta puede ser una de las explicaciones del

incremento de la velocidad de activacion en este caso.

6.1.3. Estudio de activadores y condiciones de reaccion a media escala

En vista de que la galactosa oxidasa requiere un compuesto activador (oxidante
de un solo electron), pero también necesita la adicion de catalasa en la mezcla de reaccién
para eliminar el peroxido de hidrégeno producido, se llevé a cabo una etapa preliminar
de cribado para determinar las mejores condiciones de reaccion.

Esta etapa se ha dividido en otras subetapas. En primer lugar, se estudio qué
compuesto activador se iba a utilizar. Posteriormente, se estudid la concentracion de este
compuesto activador y, por Gltimo, se estudid la concentracién éptima de catalasa. Esto
ultimo es muy importante ya que se estima que a pequefias cantidades de peroxido de
hidrogeno la enzima puede sufrir una inactivacion suicida. Pero al mismo tiempo, una
pequefia cantidad de perdxido de hidrogeno es necesaria en el mecanismo de activacion

de la enzima. Por lo tanto, es fundamental mantener una concentracion optima de H2Ox.
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Sin embargo, esto es complicado de conseguir sin analizar este compuesto. Lo que es

seguro, es que se requiere una adicion de catalasa en varias etapas.
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Figura 6.4. Reacciones de cribado para seleccionar las mejores condiciones de reaccion
para la oxidacion de galactosa. Las reacciones se realizaron en reactores tanque agitado
tipo falcon de diferente volumen, con agitacion por inversion a 25 rpm, a temperatura
ambiente y 100 mM de NaPi pH 7. Panel A: Cribado de activadores utilizando dos
quimicas de inmovilizacion, VS-Ag y DS-Ag. Condiciones de reaccion: 15 mL de
volumen de reactor, 11 mL de volumen de reaccion, galactosa 100 mM, 33.3 Mgcalox-Jsop™
1 18 mgsop-mL* y catalasa 0.01 mg-mL* se utilizd en todos los experimentos excepto en
dos. La concentracion de activadores fue: KsFeCNg 0.1 mg-mL*, HRP 0.1 mg-mL* y
hemoglobina 0.2 mg-mL™. En un experimento se coinmovilizdé Hb 3.5 mg-gsop™* €n DS-
Ag. Panel B: Cribado de la concentracion de activador utilizando dos quimicas de
inmovilizacion, VS-Ag y DS-Ag. Condiciones de reaccion: 50 mL de volumen de reactor,
11 mL de volumen de reaccion, galactosa 50 mM, 16.7 mgcaiox-Gsop ™, 18 Mgsop-mL? y
catalasa de 0.36 mg-mL™ en todos los experimentos excepto en uno. La concentracion de
activadores se especifica en la figura. Panel C: Cribado de la concentracion de catalasa

utilizando DS-Ag. Condiciones de reaccion: 50 mL de volumen de reactor, 12 mL de
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volumen de reaccion, galactosa 50 mM, 40 Mgcaox-Gsop’, Hb 0.5 mg-mL?t y 23
mgsop-mL™ en todos los experimentos. La catalasa se coinmovilizé en dos experimentos,
en los que se ofrecieron 16.7 y 33.3 mg-g™. Panel D: La reaccion se realizé utilizando
DS-Ag, catalasa y Hb como activador. Condiciones de reaccion: 50 mL de volumen de
reactor, 12 mL de volumen de reaccion, galactosa 50 mM, 40 mgaaiox-Gsop~, Hb 0.5

mg-mL*ty 16.7 mgsop-mL™.

Como se muestra en la Figura 6.4A, la conversion de galactosa cuando se utiliza
K3sFe(CN)s como activador es bastante menor que en los otros casos. Este compuesto,
aunque no tiene fase de latencia y ofrece la mayor tasa de consumo inicial de oxigeno, no
se regenera con perdxido de hidrégeno a medida que avanza la reaccion, como ocurre en
el caso de la HRP o la hemoglobina, por lo que se descarta para reacciones en las que se
busque una alta conversion del sustrato principal. Tanto con la HRP como con la Hb se
obtienen buenos resultados en VS-Ag, pero como se ha comentado, se prefiere usar la Hb
por su significativo menor coste (alrededor de 200 veces menos).

En la Figura 6.4B se evalua la concentracion de hemoglobina 6ptima, tanto para
VS-Ag como para DS-Ag. Se observan resultados similares en el rango de 0.2-2.0
mg-mL™, por lo que se escoge una concentracion intermedia de 0.5 mg-mL™ para
experimentos sucesivos. Por otro lado, se observan los mejores resultados con DS-Ag, a
pesar de lo observado en el experimento anterior, por lo que se continla estudiando este
derivado. Ademas, en este caso la conversion alcanzada con Hb supera claramente a la
alcanzada con HRP. Por Gltimo, se contintan observando resultados muy pobres cuando
no se emplea catalasa en el medio de reaccion, afirmando la necesidad de descomposicion
de H20.. En el siguiente experimento se trata de identificar una concentracién 6ptima,
aunque, como se ha mencionado, lo ideal seria afiadirla de forma semicontinua.

En la Figura 6.4C se evalua la concentracion de catalasa 6ptima, empleando DS-
Ag como quimica de inmovilizacion y una concentracion fija de Hb (0.5 mg-mL™). Se
observan resultados similares de conversion en el rango de 0.1-1 mg-mL* de [catalasa],
aunque ligeramente mejores a valores bajos de concentracion, indicando que existe una
concentracion Optima. Por otro lado, se utiliz6 también catalasa coinmovilizada como
prueba preliminar. Aunque el rendimiento de inmovilizacion de ésta fue bajo (= 10%), la
elevada actividad de la catalasa, junto con la proximidad de ambas enzimas esperaba
mejorar la capacidad de eliminacion de H202. Sin embargo, debido a la necesidad de una

[H202] dptima, los resultados con la catalasa coinmovilizada fueron similares a los
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obtenidos con catalasa soluble, por lo que se continu6 empleando ésta en fase liquida.
Finalmente, se escogio una [catalasa] de 0.25 mg-mL™ para el siguiente experimento.
Finalmente, en la Figura 6.4D se observa la conversion de galactosa con las
condiciones de reaccidon previamente estudiadas, y tomando muestras a tiempos mas
tempranos para obtener el perfil de conversion completo. Se alcanza una conversién
maxima cercana al 70%. Es posible que una manera de aumentar esta conversion sea el
suplemento de un caudal de aire continuo a la reaccion, en vez de usar aireacion
superficial por inversion, y asi aumentar la [O2] en estado estacionario, reduciendo
también el tiempo de reaccion. Otra opcion que puede limitar la conversion es la
desactivacion de la catalasa. La naturaleza tetramérica de esta enzima provoca su rapida
inactivacion en condiciones diluidas debido a la disociacion de las subunidades, un hecho
que puede descartar su uso industrial, y cuya inmovilizacion ha sido ampliamente
estudiada en el grupo de J.M. Guisan [437-439]. Puede ser, por tanto, que el empleo de
catalasa soluble, alin a altas concentraciones, se vea afectada por la prolongada agitacion
por inversién, causando su desactivacion, y la consecuente inactivacion de la GalOx por
H>0>. Sin embargo, esta cuestién merece un estudio mucho mas profundo y detallado que

no se ha acometido en este trabajo.
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6.2. DISENO DE UN BIOCATALIZADOR AUTOSUFICIENTE DE
GALACTOSA OXIDASA

Esta parte del capitulo 6 corresponde a un articulo cientifico publicado por el autor y
el director de esta tesis doctoral en la revista “ChemBioChem”, cuya primera pagina se

muestra a continuacion.
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Overcoming Biochemical Limitations of Galactose Oxidase
through the Design of a Solid-Supported Self-Sufficient

Biocatalyst

Alvaro Lorente-Arevalo,” Guillermo Orellana,™

Galactose Owidase (GalOx) has gained significant Interest in
blocatalysis due to Its ability for selective oxidation beyond the
natural o=idation of galactose, enabling the production of
valuable derivatives. However, the practical application of GalCux
has been hindered by the limited avallability of active and
stable biocatalysts, as well as the imherent blochemical
lrmitations such as ceygen () dependency and the need for
activation. In this study, we addressed these challenges by
immobilizing GalOx Into agarose-based and Purolite supports
to enhance its activity and stability. Additionally, we Identified
and quantified the oxygen supply limitation into solid catalysts
by Intraparticle oxygen sensing showing a trade-off betwesn
the amount of protein loaded onto the solld support and the

Introduction

Enzymes, as oxidative blocatalysts, have revolutionized varlous
fizlds by enabling selective and efficlent transformations of
target substrates” Among these enzymes, galactose owdase
(Gallx) stands out as a prominent example, garmering signifi-
cant attention for Its ability to oxidize a broad range of primary
and secondary alcohols to thelr comesponding products.™™
Fecent applications of GalOx hawve showcased its potential in
diverse contexts ™™ The exploitation of the benefits offered by
blooxidations necessitates a concerted effort in optimal catalyst
design, reaction engineering, and process intensification™ "
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Miguel Ladero,” and Juan M. Balivar*™

catalytic effectiveness of the immaobilized enzyme. Furthermare,
we coimmobilized a heme-containing protein along with the
enzyme to function as an activator. To evaluate the practical
application of the Immoblized Galdw, we conducted the
oxbdation of galactose in an instrumented aerated reactor. The
results showcased the efficient performance of the immobdlized
enzyme In the 8 h reaction cycle. Motably, the GalOx immobl-
lized into dextran sulfate-activated agarose exhibited improved
stability, overcoming the need for a soluble activator supply,
and demonstrated exceptional performance in galactose oxida-
tion. These findings offer promising prospects for the utilization
of GalOx in technical blocatalytic applications.

This entalls enhancing the kinetics of the catalyst to Improve its
productivity, optimizing space-time yleld at the reactor lewel,
and ensuring process stability.

However, the practical utilization of GalOx is often hindered
by Inherent blochemical lmitations. One primary Imitatbon is its
dependency on oeygen (0y), which may restrict its effectiveness
under specific operational conditions.™'™ The availability of
oxygen plays a crucial role In achieving productive reactions
catalyzed by GalOx, necessitating efficlent and rapld oxygen
supply.""'"® Furthermore, to utilize GalOx as a blocatalyst,
continuous [rejactivation of the enzyme Is required™'*1"7
This imvolees the regeneration of its radical state in the active
site through single-electron oxidants. This reactivation can be
achieved through the action of sacrificial substrates or by
employing radical formation catalysts in parallel reactivation
reactions."*"™'® Finally, to enable prolonged and reliable
utilization of GalOx as a blocatalyst, enzyme stability must be
ensured across a broad range of operational conditions.™ "
This encompasses malntaining the enzyme structural integrity
and activity ower an extended period, even under varying
temperaturas, solvent concentrations, and substrate conditions.
By addressing these challenges assoclated with oxygen depend-
ency, continuous reactivation, amd enzyme stability, the
practical utilization of GalOx as a blocatalyst can be dramatically
improved "™ This, In turn, will enhance the efficiency and
effectiveness of the blooxidation processes, leading to their
successful implementation.

Fortunately, recent advances in protein engineerng, en-
zyme immobilization, analytical sensing, and process engineer-
ing have provided valuable tools to evercome the lmitations of
galactose oxidase. These advancements have opened new

@ 123 The Authors ChamBioCham publichad by Wiley-WCH G
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En esta seccion, el objetivo principal fue desarrollar un biocatalizador activo y estable
de GalOx en un soporte sélido. Se ha utilizado una preparacién comercial de la galactosa
oxidasa ampliamente estudiada en ejemplos recientes [102,440,441]. Para lograrlo, se
realizd un cribado exhaustivo de diversos materiales y quimicas de inmovilizacion para
identificar la combinacidn déptima que exhibiera tanto una alta actividad como estabilidad.
Para abordar el reto de la activacion enzimatica sin depender de reactivos externos, se
adoptd un enfoque innovador incorporando la hemoglobina al catalizador. Finalmente,
para evaluar el rendimiento del catalizador autosuficiente, se realizaron experimentos de

oxidacion utilizando galactosa como sustrato y con un suministro continuo de oxigeno.

6.2.1. Evaluacion de la actividad enzimatica y la eficacia de la inmovilizacion

En primer lugar, se estudié la inmovilizacion de GalOx en dos materiales de
soporte porosos de uso comun, a saber, particulas porosas de agarosa entrecruzada (Ag)
y particulas porosas de polimetacrilato epoxido (Purolite). Estos materiales se han
utilizado ampliamente en biocatélisis debido a sus propiedades deseables para la
inmovilizacion de enzimas [195,354,442,443]. Las caracteristicas técnicas especificas de
los materiales de soporte utilizados se pueden encontrar en la Tabla 3.1.

Para conseguir una inmovilizacion eficaz de GalOx, se exploraron diferentes
estrategias basadas en procedimientos de inmovilizacion anteriores que habian tenido
éxito [440]. La primera estrategia estudiada fue la union covalente a través de grupos
glioxil. Este proceso se lleva a cabo a un pH ligeramente superior a 10 y esta dirigido a
la unién con zonas de alta densidad de grupos amino [275,442]. Sin embargo, en el
proceso de la posterior reduccion del enlace C=N con NaBHj4, se observo una disminucion
significativa de la actividad (posiblemente por la reduccion de Cu®* a Cul* en el centro
activo), por lo que se exploraron otras rutas.

La siguiente estrategia consistio en la union covalente de la enzima a superficies
del soporte activadas con vinil-sulfona (VS). Este enfoque aprovecha los grupos reactivos
presentes en el material del soporte, lo que permite la formacion de enlaces covalentes
fuertes y estables entre la enzima y el soporte [286,287,444]. Otra estrategia empleada en
este estudio fue la adsorcidn idnica por intercambio cationico en superficies activadas con
dextran-sulfato. En este ultimo enfoque, las interacciones (reversibles) entre la enzimay

los grupos sulfato del material portador impulsan el proceso de inmovilizacion [445]. La
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Figura 6.5 resume los procesos de inmovilizacion, ilustrando las diferentes estrategias

empleadas para la inmovilizacion de GalOx en los materiales portadores porosos.

0
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i I
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Figura 6.5. Estrategias empleadas para inmovilizar galactosa oxidasa (GalOx) en
soportes activados. Panel A: Fijacidn covalente de GalOx al soporte mediante sus grupos
glioxilo. La reaccion se produce entre los grupos aldehido y los grupos amino de la
enzima, principalmente residuos de lisina, dando lugar a una unidén covalente
multipuntual. Panel B: Reaccién del soporte activado, que contiene grupos vinil sulfona,
con varios aminodcidos de GalOx, incluido el amino terminal primario. La
inmovilizacion se facilita en condiciones alcalinas (pH elevado), lo que favorece una
unién mas rapida. Panel C: Intercambio ionico del soporte activado, con grupos dextran-
sulfato, con aminoacidos de GalOx cargados positivamente. Este proceso implica el

intercambio de cationes entre el soporte y la enzima, lo que conduce a la inmovilizacién.

Se realiz6 una primera evaluaciéon del procedimiento de inmovilizacion para
determinar el tiempo de inmovilizacion y la conservacion de la actividad enzimatica
durante el proceso. Por lo general, la inmovilizacion se extendié durante 2-3 h (los
resultados se muestran en los Anexos (Figura 11.45-11.50). Para comparar los
procedimientos de inmovilizacion, se estableci6 una carga enzimatica inicial de 100 U de

GalOx (equivalente a 7.14 mg de enzima en forma de polvo comercial) por gramo de
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material sélido. Los resultados del proceso de inmovilizacion se resumen en la Tabla 6.2.
La inmovilizacion covalente de GalOx en ambos soportes porosos mostro altos
rendimientos de inmovilizacion, lo que indica una unidon eficiente de la enzima a sus
superficies. Sin embargo, el método de inmovilizacion reversible dio lugar a una
inmovilizacion incompleta de la enzima en los soportes. La actividad catalitica observada
de la GalOx inmovilizada varié en funcion del método de inmovilizacion empleado. La
fijacion covalente mostr6 una menor actividad catalitica en comparacion con el enfoque
electrostatico, que demostro un rendimiento superior.

Para evaluar cuantitativamente la eficacia de los sistemas enzimaticos
inmovilizados, se calculo el factor de eficacia. El biocatalizador obtenido mediante
inmovilizacion reversible mostré un factor de eficacia significativamente mayor en
comparaciéon con la técnica de fijacion covalente. Esto sugiere que el método de
inmovilizacion reversible dio lugar a una utilizacion mas eficiente de la enzima
inmovilizada, mejorando su rendimiento catalitico. En esta primera evaluacién, los
resultados indican que la inmovilizacion reversible de GalOx mostré resultados
prometedores en términos de actividad y factor de eficacia. Esto sugiere que el enfoque
de inmovilizacion reversible puede ser un método preferible para obtener biocatalizadores
de soporte solido altamente activos y eficientes utilizando GalOx, aungue cierta cantidad

de enzima no quede inmovilizada durante el procedimiento.

Tabla 6.2. Resumen de los resultados de la inmovilizacion de GalOx en diferentes

soportes solidos activados.

Actividad . ..
Quimica- ofrecida Rendlmll_entq ,de ABCt'V'd?jd Factor de
soporte (umol min inmovitizacion observada eficacia (%)
1) (%) (nmol min-'g™)
Glioxil-
100 99.3+1.6 36.9+22 372+22
Agarosa
VS-Agarosa 100 98.7 +0.44 322+15 32715
DS-Agarosa 100 69.8 + 3.3 54.1+6.6 775+95
Aldehido-
) 100 99.0+1.4 38.7+1.8 39.1+19
Purolite
V/S-Purolite 100 99.9+0.33 329+25 33.0+25
DS-Purolite 100 82.8+22 56.2+15 67.8+1.8
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Comparando con los datos de la bibliografia sobre la inmovilizacion de GalOx, se
encontraron resultados interesantes. Mattey et al. lograron un rendimiento de
inmovilizacion del 80% [197], pero no se ofrecieron valores de eficiencia catalitica o de
factor de eficacia, por lo que no se pueden extraer mas conclusiones. En el prometedor
trabajo de Wu et al [441], se inmovilizaron conjuntamente GalOx, HRP y catalasa, y se
obtuvieron rendimientos de inmovilizacion extraordinarios (96%) en nanoflores de Cu.
Ademaés, se obtuvieron rendimientos del 96% para DFF (2,5-diformilfurano) con las
enzimas co-inmovilizadas, muy superiores al 53% obtenido con enzimas solubles sin co-
inmovilizacion. En el estudio de Medina-Castillo et al. [440], los rendimientos de
inmovilizacion fueron moderados (40-70%) tanto por union covalente como por
adsorcion ionica; sin embargo, los factores de eficacia fueron significativamente bajos (1-
10%), mostrando la dificultad de inmovilizar con éxito esta enzima sobre soportes
activados.

A continuacion, se investiga el efecto de la carga enzimética sobre la
inmovilizacion de la enzima. Se midieron el rendimiento de inmovilizacion, la actividad

observada y el factor de eficacia (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Caracterizacion de las preparaciones inmovilizadas de GalOx al variar la

actividad ofrecida sobre soporte sélido. Las reacciones se realizaron en viales tipo tanque

agitado con un volumen de reaccién de 5 mL, 30 °C de temperatura, 250 rpm de agitacion,

250 mM de galactosa, KsFe(CN)s 0.1 mg-mL™ como activador, y 2-4 mgsoporte-mL™ de

biocatalizador (GalOx inmovilizado) en el medio de reaccion. Todas las mediciones se

realizaron por duplicado. Panel A: GalOx en glioxil-agarosa; Panel B: GalOx en vinil

sulfona-agarosa; Panel C: GalOx en dextran sulfato-agarosa; Panel D: GalOx en

aldehido-Purolita; Panel E: GalOx en vinil sulfona-Purolita; Panel F: GalOx en dextran

sulfato-Purolita.
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Las Figura 6.6A-D, que muestran los resultados de GalOx inmovilizada
covalentemente, muestran tendencias similares. Los rendimientos de inmovilizacidn son
consistentemente altos, superando el 95%, lo que indica una fuerte afinidad entre la
enzimay el material de soporte activado. Sin embargo, el factor de eficacia, que mide la
eficiencia de la enzima inmovilizada en comparacion con su forma libre, es
significativamente inferior al 100% a bajas cargas de enzima. Esto sugiere que pueden
haberse producido modificaciones estructurales durante el proceso de inmovilizacion,
dando lugar a una disminucion de la actividad enzimatica [173,185,196,202]. Ademas, a
medida que aumenta la actividad enzimatica ofrecida, se produce una clara disminucion
del factor de eficacia, lo que sugiere la presencia de restricciones difusionales dentro del
sistema [408,446]. Estas restricciones parecen ser ligeramente mas pronunciadas en los
soportes de Purolita.

En las Figura 6.6E-F, que corresponden a una inmovilizacion reversible por
intercambio catidnico, se observa una tendencia a la saturacion de la cantidad
inmovilizada dentro de la matriz polimérica, evidenciada por la disminucion del
rendimiento de inmovilizacion. En consecuencia, el factor de eficacia presenta una
tendencia decreciente mas suave en comparacién con los casos anteriores, mostrando una
menor dependencia de la actividad enzimatica ofrecida. Este comportamiento puede
atribuirse a la menor actividad volumétrica dentro del soporte y/o al menor impacto de
las restricciones difusionales en esta quimica de inmovilizacion, que se estudiara mas
adelante. El tamafio relativamente grande del polimero de dextrano sulfato podria impedir
que la enzima se distribuyera homogéneamente dentro de la particula, contribuyendo a
estas observaciones. Cabe destacar que, en comparacion con la inmovilizacion covalente,
se observan factores de eficacia mas elevados con cargas bajas, lo que indica que se
minimiza la modificacién estructural de la enzima, ya que se sabe que este tipo de método

de inmovilizacion es mas suave por naturaleza [173,196,201,203].

6.2.2. Estudio de la estabilidad enzimética

La estabilidad de las preparaciones enzimaticas inmovilizadas se investigo
mediante una serie de experimentos destinados a analizar su estabilidad en condiciones
de reposo. Para evaluar la estabilidad, los biocatalizadores se incubaron en diversas
condiciones y se extrajeron alicuotas para medir la actividad evaluando el consumo inicial
de oxigeno en reactores tipo tanque agitado (Figura 3.3) en condiciones estandar. La

estabilidad de la enzima se caracteriz6 cuantificando la vida media (t12) y la actividad
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retenida a un determinado tiempo de incubacion. La actividad retenida se refiere al
porcentaje de actividad de la enzima en relacion con su actividad inicial. La vida media
(tu2) representa el tiempo necesario para que la enzima pierda el 50% de su actividad
inicial. El primer aspecto que se analizo fue el efecto de la temperatura sobre la estabilidad
de la enzima. Las preparaciones enzimaticas con soporte sélido se sometieron a
condiciones de incubacion a temperatura ambiente y a 40°C, y los resultados se presentan
en la Tabla 6.3. En la Figura 11.51 se muestran de los cursos de inactivacién mas en
detalle.

Tabla 6.3. Estabilidad de la galactosa oxidasa soluble e inmovilizada a temperatura
ambiente y en condiciones de inactivacion térmica (40 °C). La actividad ofrecida en todas

las preparaciones fue de 50 pmol-min-g™.

GalOx
soluble, 3 Gly-Ag VS-Ag DS-Ag
mg-mL?
tu2 ()@ 166 209 481 >300
Actividad
RT )
retenida a 28% 44% 73% 65%
234 h
t12 ()@ 57.8 110 165 78.4
Actividad
40 °C _
retenida a 16% 51% 66% 26%
142 h

[a] Para obtener el tiempo de vida medio (ti2), los datos se ajustaron a una funcion de decaimiento

exponencial y se extrapolaron en caso necesario.

Para investigar el impacto de los medios no acuosos en la estabilidad del
biocatalizador, se incub6 la enzima inmovilizada en presencia de diferentes cosolventes.
Se eligieron el etanol y la acetona por su alta disponibilidad, bajo coste y respeto al medio
ambiente. En la Tabla 6.3 se presenta un resumen de los resultados, mientras que en la
Figura 11.52 se ofrece un andlisis detallado de los cursos de inactivacion. Los resultados
revelan una mejora significativa en la estabilidad del derivado inmovilizado a base de
dextran-sulfato en comparacion con la enzima soluble. Este hallazgo es particularmente

interesante para la aplicacion préctica teniendo en cuenta que la solubilidad del oxigeno
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en estos cosolventes es considerablemente mayor que en el agua [26,27]. Publicaciones
recientes han destacado las ventajas de trabajar con medios no convencionales
[102,205,242], lo cual es especialmente relevante cuando la enzima de interés muestra
una fuerte dependencia de la concentracion de oxigeno. Curiosamente, el derivado
inmovilizado a base de vinil sulfona exhibe una estabilidad similar e inesperadamente
menor en comparacion con la enzima libre en acetona. La estabilidad de los derivados en
etanol es notablemente baja, por lo que resulta dificil extraer conclusiones fiables sobre
el rendimiento de los distintos derivados. Futuras investigaciones deberian considerar la
monitorizacién de los resultados en etanol a tiempos de incubacién mas bajos para una

comprension mas completa.

Tabla 6.4. Estabilidad de la galactosa oxidasa soluble e inmovilizada a temperatura
ambiente y variando el medio de incubacion. La actividad ofrecida fue de 54 pmol-min

g1 en ambos casos.

GalOx
soluble, 2 VS-Ag DS-Ag
mg-mL*
tuz (h)E 94.4 >168 239
NaPi 10  Actividad
mM retenida a 27% 53% 73%
168 h
50%(v/v) ty2 (h)E 16.2 11.2 18.5
EtOHen  Actividad
10 mM retenida a 35% 14% 45%
NaPi 24 h
50%(v/v) ty2 (h)E 33.0 17.5 75.9
acetonaen Actividad
10 mM retenida a 64% 43% 76%
NaPi 24 h

(2 Para obtener el tiempo de vida medio (t12), los datos se ajustaron a una funcién de decaimiento

exponencial y se extrapolaron en caso necesario.

Basandose en los resultados obtenidos, puede concluirse que la GalOx

inmovilizada en soportes activados con vinil sulfona y dextran sulfato muestran un
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rendimiento significativamente superior al de la enzima libre. Ademas, el derivado
basado en dextran sulfato muestra resultados particularmente prometedores, exhibiendo
una mayor estabilidad y actividad a temperatura ambiente, asi como en presencia de
disolventes. Esto hace que el biocatalizador basado en dextran sulfato sea un candidato
favorable para su futura aplicacion en un biorreactor de oxidacion de galactosa, ya que
ofrece un mejor rendimiento y fiabilidad durante periodos prolongados. La capacidad de
la enzima inmovilizada a base de dextréan sulfato para mantener su actividad a temperatura
ambiente y en presencia de disolventes destaca ain mas su potencial para aplicaciones
practicas en las que se utilicen tales condiciones. Sin embargo, los resultados bajo
condiciones de inactivacion térmica son favorables al material de vinil sulfona,
seguramente debido a su carécter covalente con una mayor fuerza de enlace.

Revisando los estudios de estabilidad con GalOx inmovilizada encontramos de
nuevo el relevante trabajo de Mattey et al. [197]. Se estudio la estabilidad de GalOx
inmovilizada sobre soportes epoxy-Purolita para la oxidacion de lactosa a 25 °C durante
3h y se repitié hasta 20 dias, obteniéndose una actividad retenida de casi el 100%.
También se realizaron estudios de estabilidad en condiciones de inactivacion térmica,
obteniéndose resultados significativamente mejores con la enzima inmovilizada. En este
caso, se ha complementado su estudio con diferentes quimicas de inmovilizacion y

mayores tiempos de inactivacion térmica.

6.2.3. Investigacion y caracterizacion de los factores que limitan la actividad

Como se ha comentado, una de las principales limitaciones de las enzimas
inmovilizadas en materiales porosos es la existencia de restricciones difusionales. Estas
ademas varian segun el tipo de material de inmovilizacion, el tamafio de poro, el radio de
particula o la carga enzimatica. En la bibliografia, existen algunos estudios de las
restricciones difusionales en oxidasas inmovilizadas, aunque hasta ahora esta
cuantificacion solo se ha realizado en soportes hidrofobos [202,381], donde la
inmovilizacion del indicador luminiscente es directa. Sin embargo, esta cuantificacion no
se ha realizado en materiales hidrofilicos como la agarosa, a pesar de ser un material
ampliamente utilizado en inmovilizacién de enzimas.

El objetivo de esta seccidn es la identificacion y analisis del gradiente de oxigeno
de la GalOx en particulas porosas de agarosa y Purolite. Para ello, en primer lugar, se
realiza la caracterizacion de indicadores luminiscentes y se escoge el mas adecuado para

su co-inmovilizacién con la enzima. Posteriormente, se analizan los gradientes de
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oxigeno variando la carga enzimatica y se investiga la relacion entre el gradiente obtenido
y eficiencia catalitica midiendo la limitacion de la accesibilidad restringida del sustrato a
la GalOx inmovilizada.

Caracterizacion de indicadores luminiscentes mediante TCSPC

El objetivo de la caracterizacion del complejo luminiscente es la seleccion del
indicador méas adecuado segln su sensibilidad en nuestra ventana de operacién (0-21%
O>). Se analizaron los tiempos de vida medios (t) de dos complejos de rutenio distintos,
Naz[Ru(bpds)2(Fisap)] y Nas[Ru(pbbs)s], en disolucién e inmovilizados en PEI-agarosa
a cierta concentracion. La concentracion empleada fue la misma de ambos compuestos,
aungue este pardmetro no influye en el valor del tiempo de vida. Ademas, se analizaron
a distintos valores de saturacién en oxigeno (en presencia de argon al 0%, 21% en
saturacion con aire y al 100% de O> con suplemento externo) para la obtencion del rango
dinamico de cada indicador. Es interesante mencionar que los tiempos de vida de los
indicadores en disolucién obedecian a un decaimiento monoexponencial, mientras que al
introducir el polimero de PEI en el microambiente de los indicadores el decaimiento de
los tiempos de vida se ajusté mejor a una funcion biexponencial. Esto indica la existencia
de dos grupos o poblaciones del indicador cuando hay presencia de PEI.

Una vez adquiridos los tiempos de vida de los indicadores en los distintos medios
y condiciones de saturacion de Oz, aquellos que se ajustaron a un decaimiento
biexponencial poseen dos tiempos de vida que caracterizan la funcion (11 y t2). Estos se
transforman en uno sélo (tm) Yy Se referencia frente a su tiempo de vida en nula presencia
de oxigeno (tmo). En la Figura 6.7 se muestra el tiempo de vida normalizado (tmo/tm)-1
frente al % de oxigeno en gque se midio el indicador para cuantificar el rango dinamico de
medida de ambos compuestos. En las Tabla 11.9-11.11 se muestra la caracterizacion
completa por TCSPC de los indicadores luminiscentes y las condiciones de medida.
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Figura 6.7. Rango dindmico de medida del [Ru(bpds).] y [Ru(pbbs)z] en distintas
condiciones de % oxigeno e incubados tanto en disolucion como inmovilizados en PEI-

Ag. Panel A: [Ru(bpds)2]; Panel B: [Ru(pbbs)s].

En la Figura 6.7 se observa claramente que el compuesto [Ru(pbbs)s] posee un
rango dinamico bastante superior al [Ru(bpds)2], también en la ventana de operacion de
interés (0-21% O2). Muy llamativo es descenso del rango dinamico cuéndo el indicador
esta en presencia de la PEI. Esto disminuye significativamente la relacion sefial/ruido de
nuestro indicador, pero es la forma escogida de inmovilizacién del compuesto
luminiscente. Quizas en otros estudios es interesante profundizar en la investigacion de

otro método de inmovilizacién del indicador en vista de los resultados obtenidos.

Gradientes de oxigeno para demostrar restricciones difusionales

Se ha analizado el impacto de la carga de biocatalizador en las restricciones
difusionales dentro del sistema, manifestadas por los gradientes de concentracion de
oxigeno entre la fase liquida y las particulas de biocatalizador. La magnitud de estos
gradientes depende de factores tales como el tamafio de particula, el tamafio de poro y la
distribucion de proteina dentro de la particula [201-203,396]. En primer lugar, se muestra
la inmovilizaciéon de galactosa oxidasa (GalOx) sobre vinil sulfona-Ag. Mediante el
andlisis de la interaccion de la carga enzimatica, los gradientes de oxigeno y las
limitaciones difusionales, pretendemos mejorar nuestra comprension de la optimizacion
del acceso al sustrato en sistemas biocatalizadores porosos.

En primer lugar, se comprobé que el indicador luminiscente respondia
correctamente en fase liquida. Esto se realizo desoxigenando un medio con galactosa
mediante GalOx soluble. Se midi6 la concentracion de oxigeno tanto con el sensor de

oxigeno comercial de Pyroscience como con el complejo de Rutenio en el equipo
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OPTOSEN. Los resultados se muestran en los Anexos (Figura 11.53), donde se muestra
un solapamiento de ambos cursos de oxigeno, siendo el tiempo de respuesta del equipo
comercial ligeramente superior. Por tanto, es posible medir los gradientes de O> si los
hubiera.

Posteriormente, se analizo la distribucion espacial del indicador luminiscente en
la particula mediante microscopia de fluorescencia, para asegurar que éste se localizaba
de forma homogénea en la particula, Anexos (Figura 11.54). Es cierto que observando el
gradiente de oxigeno producido podiamos intuir que la inmovilizacion del indicador se
realizaba de forma homogénea, si no, se observaria un curso de oxigeno muy similar al
medido en la fase liquida, pero igualmente se observd facilmente con esta técnica
aprovechando la fluorescencia intrinseca del complejo de rutenio.

Las Figura 6.8-6.10 muestran el consumo de oxigeno en reactores tipo tanque
agitado (Figura 3.3), tanto en el liquido como en la particula a diferentes cargas de
enzima. El ultimo panel de estas figuras ilustra el gradiente de oxigeno medido en funcion
del factor de eficacia. Concretamente, la Figura 6.8 representa la influencia de la carga
creciente de GalOx en el gradiente de oxigeno dentro del soporte de VS-Ag. El gradiente
muestra una curva ligeramente descendente, partiendo de valores relativamente bajos.
Los paneles A-D proceden de experimentos en los que se utilizo6 HRP como activador,
que es un metodo tradicional de activacion enzimatica. Sin embargo, la HRP es cara 'y
dificil de inmovilizar en el biocatalizador. Para explorar métodos de activacion
alternativos, investigamos proteinas con grupos hemo como posibles activadores. Se
realiz6 un cribado preliminar de compuestos activadores, cuyos resultados se resumen en
la Tabla 6.1. Result6 alentador que la hemoglobina (Hb) mostrara un poder de activacion
comparable al de la HRP, al tiempo que resultaba mas econdmica, lo que la convertia en
un sustituto prometedor. En el experimento con Hb como activador (Figura 6.8E), se
observa un comportamiento muy similar al obtenido con HRP. Ademas, no se observaron
interferencias en la deteccion analitica del oxigeno debido al apagado del indicador
luminiscente por el activador. Por lo tanto, se decidié emplear Hb como activador en los
siguientes experimentos. En el panel F se recogen los valores de los gradientes de oxigeno
maximos (o iniciales) y se grafican frente a los factores de eficacia, para observar su
influencia. Es muy interesante advertir la pequefia variacion del factor de eficacia ante la
notable diferencia en los gradientes de oxigeno. Esto se puede deber a que el factor de
eficacia ya se encuentra bastante limitado por modificaciones estructurales de la enzima,

comenzando en un valor ~40%, y por tanto su sensibilidad al gradiente de O. se ve
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bastante reducida. Pero se puede concluir que en este caso el factor de eficacia no esta tan

afectado por las restricciones difusionales respecto al oxigeno.
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Figura 6.8. Cursos de consumo de oxigeno tanto en el liquido como en la particula para
diferentes actividades ofrecidas de GalOx sobre VS-agarosa. Las reacciones se llevaron
a cabo con 250 mM de galactosa a 30°C en 6 mL de volumen de reaccion. Se utiliz6 HRP
(0.03 mg-mL™) en la reaccion para activar la GalOx en los paneles A-D. El indicador de
oxigeno [Ru(pbbs)s]* se inmovilizd a 1.0 mg-Qsoporte® €n todos los casos. La
concentracion de biocatalizador en la reaccion fue de 4.3 mgsoporte:mL™ en los paneles A-
D. Todas las mediciones se realizaron por duplicado. En cada panel se muestra una
actividad ofrecida distinta. Panel A: 10 U-g%; Panel B: 19 U-g!; Panel C: 38 U-g%; Panel
D: 78 U-g%; Panel E: 10 U-g%, 0.4 mg-mL™* de Hb como activador, concentracion del
biocatalizador 17 mgseporte-mLt. Panel F: Gradiente de oxigeno frente a factor de eficacia

para los paneles A-D.
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La Figura 6.9 ilustra el andlisis de los biocatalizadores GalOx con vinil sulfona-
Purolite. Como se puede observar, los gradientes de oxigeno son relativamente elevados
incluso a bajas cargas de enzima. En este caso, se esperaban gradientes de O superiores
en los materiales de Purolite frente a agarosa debido a su mayor tamafio de particula,
concretamente el doble. No se conoce con exactitud el tamafio de poro de la agarosa, sélo
su grado de entrecruzamiento, pero segun Benitez-Mateos y Contente [342] la porosidad
de ambos materiales es similar. Dado que el tamafio de particula y el tamafio de poro
tienen un efecto opuesto en la limitacion difusional, es lI6gico observar mayores
gradientes en el material de metacrilato. Enfocandonos ahora en el panel E, en este caso
el factor de eficacia es bastante méas dependiente del gradiente de O. que en el caso
anterior de VS-Ag. Estos resultados ponen de manifiesto que la Purolite es un material
méas afectado por restricciones difusionales que la agarosa 4BCL empleada,

principalmente por su mayor radio de particula.
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Figura 6.9. Cursos de consumo de oxigeno tanto en el liquido como en la particula para
diferentes actividades ofrecidas de GalOx sobre VVS-Purolite. La reaccion se llevo a cabo

con 250 mM de galactosa a 30°C en 6 mL de volumen de reaccién. Se utiliz6 hemoglobina
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libre 0.06 mg-mL™ en la reaccion para activar la GalOx. Se inmovilizé 1.0 mg-gsoporte™
de indicador de oxigeno Ru(dpp)s en todos los casos. La concentracion de biocatalizador
en la reaccion fue de 4.3 mgsopore-mL™? en todos los casos. Todas las mediciones se
realizaron por duplicado. En cada panel se muestra una actividad ofrecida distinta. Panel
A: 25 U-g%; Panel B: 50 U-g; Panel C: 100 U-g*; Panel D: 200 U-g*; Panel E:

Gradiente de oxigeno frente a factor de eficacia.

La Figura 6.10 muestra los resultados obtenidos con la GalOx soportada mediante
quimica de inmovilizacion reversible en dextran-sulfato. Al igual que en las
observaciones anteriores, se observa un aumento del gradiente de oxigeno con la carga
de enzima. Sin embargo, se observa una disminucién significativa del valor absoluto del
gradiente en comparacion a la inmovilizacion en VS (Figura 6.9). Dado que el material
soportado permanece inalterado, este fendmeno puede atribuirse a la quimica de
inmovilizacion especifica empleada. El uso de dextran sulfato puede contribuir a reducir
las limitaciones difusionales y a mejorar la eficiencia de utilizacion del sustrato, como
demuestra también el mayor factor de eficacia observado con este polimero (Figura 6.6).
La hipdtesis en este caso es que el dextran-sulfato, al ser un polimero relativamente
grande, se podria adsorber en las capas mas externas de la Purolita. Esto ocasionaria una
localizacion heterogénea de la enzima inmovilizada, situandose en las capas mas
externas, generando asi menores problemas de difusion [203,204,427]. Ademas, es
interesante observar que en este caso el gradiente de O> maximo parece que se mantiene
durante mas tiempo, a diferencia de los casos anteriores. Centrandonos en el panel F, se
puede observar una menor incidencia del gradiente de O en el factor de eficacia que en
el caso anterior (Figura 6.9E), pero ain asi mayor que en el caso de la inmovilizacién

sobre agarosa (Figura 6.8F).
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Figura 6.10. Cursos de consumo de oxigeno tanto en el liquido como en la particula para
diferentes actividades ofrecidas de GalOx sobre dextran sulfato-Purolita. La reaccion se
Ilevd a cabo con 250 mM de galactosa a 30°C en 6 mL de volumen de reaccién. Se utilizé
hemoglobina libre 0.06 mg-mL™ en la reaccion para activar el GalOx. Se inmovilizé 1.0
Mg-gsoporte © de indicador de oxigeno Ru(dpp)s en todos los casos. La concentracion de
biocatalizador en la reaccion fue de 5.1 M@soporte-mL™ en todos los casos. Todas las
mediciones se realizaron por duplicado. En cada panel se muestra una actividad ofrecida
distinta. Panel A: 10 U-gX. Panel B: 20 U-g. Panel C: 40 U-g*. Panel D: 75 U-g™. Panel

E: 100 U-g. Panel F: Gradiente de oxigeno frente a factor de eficacia.

Lamentablemente, en el caso del biocatalizador de dextran sulfato-Ag, no se
consigui6 inmovilizar el indicador de oxigeno y aplicar la técnica de modulacion de fase.
Los requisitos especificos del complejo indicador de oxigeno para la adsorcion iénica 'y
la combinacion de polimeros (PEI y DS) no dieron lugar a una sefial estable del
compuesto luminiscente. No obstante, es probable que el biocatalizador inmovilizado

sobre dextran sufato-Ag muestre la mayor eficiencia con respecto a las limitaciones
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difusionales, en base a los buenos resultados de factor de eficacia mostrados en la Figura

6.6C, similar al caso del DS-Purolite.

6.2.4. Caracterizacion de la coinmovilizacién del activador

Puesto que se ha propuesto el disefio de un biocatalizador inmovilizado y estable,
pero esta enzima tiene la particularidad de que necesita un compuesto auxiliar como
activador, se ha estudiado su integracién en el soporte para que el biocatalizador sea lo
mas autosuficiente posible.

Paraello, se caracteriz6 su inmovilizacién mediante la obtencion de sobrenadantes
y el andlisis de su concentracion por espectrofotometria. Los resultados se muestran en la
Tabla 6.5. El calibrado de hemoglobina en el espectrofotometro se muestra en los Anexos
(Figura 11.19). En resumen, se ofrecié una concentracion de hemoglobina de 5 mg-mL-
1 en 100 mg de soporte, obteniendo un rendimiento de inmovilizacion del 20% y una

carga proteica maxima en el soporte de 8.3 mg-mL* de soporte.

Tabla 6.5. Caracterizacion de la inmovilizacién de hemoglobina en DS-Ag. Se ofrecieron

5 mg-mL* de hemoglobina a 100 mg de DS-Ag.

N° Sobrenadante Absorbancia  Conc (mg-mL™?)

1 0.1224 2.13

2 0.0528 0.91

3 0.0274 0.46

4 0.0188 0.31

5 0.0096 0.15

Total 3.96

mg Hb-gsupp™?
Rdto inmovilizacién= 20.8% 8.30

Por ultimo, la Tabla 6.6 muestra una comparacion de los resultados de la actividad

de GalOx inmovilizada utilizando hemoglobina soluble y coinmovilizada.
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Tabla 6.6. Comparacion de los resultados de actividad de GalOx inmovilizada con

hemoglobina soluble y coinmovilizada.

Hemoglobina Hemoglobina
soluble coinmovilizada
Hemoglobina (mg-mL™?) = 0.6 -
Hemoglobina (mg-gsupp ) = 104 8.3
Act DS-Ag (pmol-min-g?) = 24.5 11.8
Act DS-Pur (umol-min-g?) = 17.5 15.4
Act recuperada, DS-Ag = 76.6% 37.0%
Act recuperada, DS-Pur = 54.6% 48.0%

Se ofrecieron 32 umol-min‘g?* de GalOx. La actividad se midié a 250 mM de galactosa, 30°C, 100 mM de
NaPi pH 7 y 250 rpm de agitacion magnética.

Observando la Tabla 6.6 es Ilamativa la diferencia que existe entre la actividad
del biocatalizador de agarosa y Purolite. Parece que el derivado de DS-Pur se beneficia
mucho mas de la coinmovilizacién que el de DS-Ag. En el derivado de DS-Ag se observa
una reduccion aproximadamente del 50% de la actividad cuando se emplea la Hb
coinmovilizada, siendo la concentracion de ésta unas 10 veces menor que la empleada en
la Hb soluble. Esta reduccidn parece ser bastante baja, pero es bastante similar a la que
se observa en la Figura 6.1, por lo que este derivado no se veria muy beneficiado de las
ventajas de la coinmovilizacién. Esto no ocurre con el derivado de DS-Pur, el cual ve
minimamente reducida su actividad con la coinmovilizacion de Hb, y, por tanto, se ve
mucho mas beneficiado de esta técnica. Esto seguramente se deba a la localizacion de la
Hb cuando se realiza la coinmovilizacién. A pesar de emplearse la misma quimica de
inmovilizacion (dextran-sulfato), es posible que este polimero penetre mejor en el
material de Purolite debido a su mayor tamafio de poro y de particula, viéndose asi mucho
mas beneficiado de la proximidad de la Hb. Sin embargo, la suposicion con la DS-Ag es
que tanto el DS como la Hb queden coinmovilizados de forma més superficial, y, por
tanto, sigan tan restringidos difusionalmente como la Hb soluble. Hubiese sido muy
interesante indagar en este fendmeno y comprobar estas suposiciones, mediante, por
ejemplo, microscopia de fluorescencia, como se hace méas adelante en otro estudio. Pero
tanto los recursos como el tiempo son limitados, asi que estas suposiciones no se pudieron

comprobar.
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6.2.5. Aplicacion de un biocatalizador solido autosuficiente para la oxidacion de
galactosa en reactor aireado

En el contexto de la oxidacion de galactosa como aplicacion biocatalitica, se
empled la coinmovilizacion de hemoglobina y GalOx sobre soporte de DS-Ag. La
eleccion del dextran sulfato-Ag como material activado se baso en evidencias previas que
destacaban sus caracteristicas favorables, incluyendo una alta actividad recuperada y
restricciones difusionales reducidas (comentado en el apartado anterior). Ademas, se
demostrd una inmovilizacion sencilla de la hemoglobina en el mismo soporte (Tabla 6.5).
Ademas, la coinmovilizacion de hemoglobina ofrece notables ventajas al eliminar
eficazmente la necesidad de un suministro externo de activador integrandolo al soporte.
No se observa lixiviacion de GalOx ni de hemoglobina. Nuestra hip6tesis consiste en que
la coinmovilizacién electrostatica de GalOx y hemoglobina sobre el dextran sulfato
polimérico en los materiales porosos conduce al confinamiento de las dos proteinas en
los poros del portador, pero la ausencia de union irreversible a la superficie permite el
acceso sin restricciones de la hemoglobina como activador. Un enfoque similar se ha
aplicado ultimamente a la retencion de cofactores de nicotinamida en catalizadores
porosos en la catalisis de deshidrogenasas y al disefio de biocatalizadores heterogéneos
autosuficientes [447,448]. No obstante, es esencial reconocer que existe un limite practico
de cantidad de hemoglobina que puede unirse al soporte activado. Esta limitacion puede
causar una reduccién de la actividad maxima exhibida por el biocatalizador, siendo el
grado de reduccion dependiente de la concentracion de hemoglobina empleada. En la
Tabla 6.6 se ofrecen mas detalles al respecto.

Para evaluar el rendimiento del biocatalizador disefiado a mayor escala, se
realizaron experimentos empleando un reactor aireado de 500 mL. El objetivo era
alcanzar una alta conversion de galactosa mediante un suministro externo de aire,
promoviendo asi una cinética de reaccion eficiente. Obsérvese que se utilizé catalasa libre
para mantener una concentracién de peréxido de hidrogeno suficientemente baja. En estos
experimentos, se empled deliberadamente una carga enzimatica baja de aproximadamente
32 umol-ming™ de actividad ofrecida, teniendo en cuenta la reduccion del rendimiento
de inmovilizacion observado con cargas enzimaticas mas altas. La decisién de elegir una
carga baja de enzima fue impulsada por el objetivo de mejorar la velocidad de reaccion
especifica mediante el ajuste de la concentracion del biocatalizador en el volumen de

reaccion (gsoporte-MLreaccion), €N lugar de aumentar la carga de enzima en la particula
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(Mgacatox-Ysoporte +). Este enfoque estratégico se eligio para minimizar el impacto de las
restricciones difusionales, que han sido reconocidas por su capacidad para disminuir el
factor de eficacia del biocatalizador. Al adoptar esta metodologia, se busca un equilibrio
entre la carga enzimatica y la cinética de reaccion, con el objetivo ultimo de alcanzar
valores de conversion elevados y mitigar al mismo tiempo los efectos adversos causados
por las limitaciones difusionales. La carga de biocatalizador sélido se fijé para obtener
una velocidad de reaccion en torno a 0.24 mM-min, sin tener en cuenta el posible efecto
negativo de la catalasa sobre la velocidad de reaccion. Bajo las condiciones de aireacion
elegidas, se midio un kia (coeficiente volumétrico de transferencia de materia) de 0.27
min't. Esta velocidad de transferencia de oxigeno (OTR), unida al oxigeno producido por
la catalasa en la reaccion, nos llevo a estimar un caudal volumétrico de oxigeno de unos
0.19 mM-min. Estos calculos indican que el proceso estaba tedricamente limitado en
parte por la transferencia de oxigeno.

La Figura 6.11 muestra la evolucion de la conversion de galactosa y de la
concentracion de oxigeno. Ademas, se analiz6 la velocidad de consumo de oxigeno en
determinados puntos para evaluar la actividad in situ del biocatalizador, que puede
apreciarse en la repentina caida instantanea de la concentracion de oxigeno en
condiciones de anulacion de la OTR. Los resultados de la actividad observada a diferentes
tiempos se muestran en los Anexos (Tabla 11.12), donde se demuestra la gran

conservacion de actividad durante la reaccion.
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Figura 6.11. Reaccion de oxidacion de galactosa en biorreactor con
biocatalizador/activador coinmovilizado. La reaccion se llevd a cabo en un biorreactor

tipo tanque agitado de 500 ml con suministro de aire, control de temperatura a 30°C y
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tampon 100 mM NaPi pH 7.0. Como biocatalizador se empled dextran sulfato-Ag con
una carga enzimatica de 32 pumol-min?g™. La hemoglobina se coinmovilizé a 8 mg-
Osoporte - cOMO activador. Condiciones de reaccion: volumen de reaccion de 165 mL,
galactosa inicial de 25 mM, carga de GalOx de 25.0 mg-g?, concentracion de
biocatalizador de 24.2 mgsoporte-mL ™2, catalasa libre de 0.61 mg-mL™, agitacion a 200 rpm

y velocidad de flujo de aire de 0.2 L-min™.

En la Figura 6.11, se observa una rapida conversién progresiva de galactosa que
se aproxima al 80% al cabo de 3 h, lo que corresponde a una velocidad de reaccion media
de 0.110 mM-min™ en este intervalo de tiempo. La conversion maxima de reaccion
alcanza un satisfactorio 90% al cabo de unas 8 horas. Es posible apreciar que, en el
periodo de reaccion inicial, la tasa de conversion observada es mas elevada mientras que
la concentracion de oxigeno disminuye debido al control OTR de la reaccion. A medida
que la tasa de conversion disminuye, la concentracion de oxigeno aumenta mostrando la
transicion a un control total de la reaccidn. Debe tenerse en cuenta que el oxigeno también
se genera por la reaccion de la catalasa con el peroxido de hidrégeno, lo que daria lugar
a una subestimacion de la actividad observada mediante el consumo de oxigeno.

Tras realizar los célculos, se obtuvo un numero de recambio total (TTN) de
4.43-10° (MOlproducto/MOlGaiox utilizado) Y UNa frecuencia de recambio (TOF) de 41 s enel
primer intervalo de 3 h, considerando la concentracion de proteina en la preparacion
comercial. Por ultimo, conviene destacar el notable rendimiento del biocatalizador en el
intervalo de 9 h de reaccidn. Durante este periodo, a pesar de la considerable disminucion
de la concentracién de galactosa, el biocatalizador mostré una actividad sostenida a la
mitad de la velocidad de reaccion observada a las 3 horas. Este hallazgo confirma la
notable estabilidad operativa y la actividad duradera de nuestro biocatalizador durante
todo el proceso de reaccidn. Sin embargo, para confirmar la estabilidad operacional del
biocatalizador, deberian realizarse experimentos de reutilizacion en varios ciclos o de
adicién de galactosa adicional a determinados tiempos de reaccion. Ademas, emplear el
biocatalizador en un reactor de flujo continuo afadiria mas interés, ya que permitiria un
funcionamiento continuo a elevadas concentraciones de galactosa aumentando la
productividad [254,449,450].
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7. CONTROL Y PREDICCION DE LA DISTRIBUCION DE
PROTEINA EN BIOCATALIZADORES SOLIDOS
POROSOS

En el campo de la ingenieria de la reaccion quimica, se reconoce ampliamente que la
distribucion del catalizador en una particula tiene un impacto significativo en las
propiedades finales del catalizador. La actividad catalitica y la estabilidad operativa se
ven muy influidas por la localizacién de la enzima, principalmente de forma heterogénea
(en la superficie) u homogénea. En las reacciones con un solo catalizador, las ventajas e
inconvenientes se derivan del control de las restricciones difusionales y la modulacién de
la estabilidad operativa del catalizador. Sin embargo, en las reacciones multienzimaticas,
la localizacién de los catalizadores desempefia un papel fundamental para lograr un
rendimiento optimo. Por ejemplo, en las cascadas ortogonales, la colocalizacion de las
enzimas es crucial para una catélisis eficaz. En las reacciones consecutivas, la distribucion
de los catalizadores en la particula puede manipularse para modular el perfil de formacion
de productos [399,451-453].

Los investigadores han desarrollado mdltiples estrategias para ejercer un control
preciso sobre la quimica de la inmovilizacién, permitiendo actuar en mayor detalle sobre
la quimica de las reacciones superficiales [203,204,454]. En esta seccion, se revisan los
conceptos de las reacciones dentro de particulas porosas para modelizar el proceso de
inmovilizacion y estudiarlo en mayor profundidad. El objetivo es proporcionar una rapida
cuantificacion y comprension de la distribucion de proteinas basada Unicamente en

parametros de inmovilizacion facilmente accesibles.

7.1. EL PROCESO DE INMOVILIZACION: TRANSFERENCIA DE MATERIA
Y PERFILES DE CONCENTRACION DE PROTEINAS

En la preparacion de biocatalizadores en soporte solido mediante la
inmovilizacion enzimatica, el procedimiento experimental implica la incubacion de
soluciones proteicas en particulas activadas con grupos funcionales reactivos. Este
proceso implica la transferencia de materia de las moléculas de proteina en la superficie
de la particula, seguido en paralelo de su difusion a través de los poros y las reacciones
entre la proteina y el soporte. Para describir la distribucion de la concentracion de proteina
dentro de la particula, se emplea la Ec 3.22 (pero siendo el sustrato dicha proteina), que
237
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relaciona el perfil local de concentracion de proteina con la posicion a lo largo del radio
y el tiempo. Ademas, se considera que la velocidad de inmovilizacién es proporcional a

la concentracion de proteina,
Re =k - C¢ (Ec7.1)

Donde Re es la velocidad de inmovilizacion de la enzima en mg-ml™t-min, k es
la constante cinética de primer orden en min™ y Cg es la concentracion de enzima en
mg-mL™,

La Ec 3.24 describe el perfil de concentracion de proteina en el seno del liquido
con el tiempo. Estas ecuaciones permiten comprender la dinamica y el comportamiento
de la inmovilizacion de proteinas en particulas esféricas porosas.

El método experimental consiste en el estudio de la inmovilizacion de proteinas
midiendo la actividad enzimatica en el sobrenadante y calculando el rendimiento de la
inmovilizacion como un balance de materia. Para evaluar el proceso, se seleccionan
particulas de agarosa entrecruzadas de 75 um de radio como modelo, un soporte
comuUnmente utilizado para la inmovilizacion de enzimas. Esta particula, a su vez, se
divide en 100 capas de 0.75 um, correspondiendo la capa de infiltracion 1 a la mas
superficial, Figura 7.1A. Utilizando estos datos y un sistema proteina-particula definido,
se observa que la velocidad de inmovilizacién viene determinada principalmente por la

constante cinética de la reaccion superficial de primer orden (k).
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Figura 7.1. Esquema de la nomenclatura de la distribucion de proteina en la particula.
Panel A: La capa de infiltracion 1 es la mas externa y 100 la mas interna. Panel B: P;
representa la concentracion local de proteina en la capa i en comparacion con la
concentracion maxima (la mas superficial, Cg,1). Panel C: Rj representa el porcentaje de
proteina acumulada desde la capa i hasta la capa mas superficial. Panel D: Representacion
gréafica de la relacion entre el volumen de soporte (s6lido) y volumen de reaccién (liquido)

en la inmovilizacion.

El proceso de inmovilizacion puede estar controlado bien por la reaccion quimica
de la enzima con el soporte o bien por la difusién de la enzima en el soporte. Si la
velocidad de reaccion quimica es limitante (méas lenta) la enzima podra difundirse por
toda la particula, alcanzando las capas més internas y dando lugar a una distribucién
homogénea. Si por el contrario es la difusion la etapa controlante, la enzima reaccionara
rapidamente con el soporte, quedandose localizada en las capas mas externas, dando lugar
a una distribucion mas heterogénea.

La Figura 7.2 ilustra simulaciones de diferentes experimentos de preparacion de
catalizadores, considerando varias quimicas intrinsecas de superficie. En este caso se ha
variado la velocidad de reaccién entre enzima-soporte en vez de la difusividad efectiva
en la particula, aproximandonos al caso mas realista de explorar distintas quimicas de

inmovilizacion de una enzima en cierto soporte. La figura muestra el impacto de las
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constantes cinéticas intrinsecas caracteristicas en el proceso de inmovilizacion. El panel
A muestra la progresion del rendimiento de inmovilizacion a lo largo del tiempo,
destacando las variaciones observadas con diferentes constantes cinéticas. El panel B
presenta el perfil de distribucidn de la concentracion de proteina inmovilizada a lo largo
del radio de la particula, y proporcionando informacion sobre los patrones de distribucion
espacial. Por Gltimo, el panel C muestra la concentracion de proteina en la capa externa
de la particula una vez que la inmovilizacion se ha completado. Estas simulaciones
contribuyen a comprender la relacion entre las constantes cinéticas intrinsecas y los
resultados del proceso de inmovilizacion.

Volviendo a la figura, las velocidades de inmovilizacion lentas (~0.1 mint), que
corresponden a tiempos de inmovilizacion de varias horas, dan lugar a distribuciones
uniformes del catalizador, mientras que las velocidades de inmovilizacion rapidas (>10
mint, que completan la inmovilizacion en cuestion de minutos) dan lugar a distribuciones
no uniformes. Ademas, la velocidad de inmovilizacion influye en la concentracion de
proteina en la capa externa del soporte (Figura 7.2C), lo que demuestra su influencia en
las caracteristicas del catalizador. Para explorar en mayor profundidad los efectos de la
difusion impedida, se realizan simulaciones con un coeficiente de difusion de 710! m?
s, como se muestra en los Anexos (Figura 11.55). Estos resultados ayudan a entender
el papel de la velocidad de inmovilizacién y las limitaciones difusionales en la

determinacion de la distribucion del catalizador.
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Figura 7.2. Simulacién de cursos de inmovilizacion a diferentes constantes cinéticas
intrinsecas. Panel A: Curso temporal del rendimiento de inmovilizacién. Panel B: Perfil
de concentracion de proteina inmovilizada en las capas de la particula. Panel C:
Concentracion final en la capa externa de la particula una vez completada la

inmovilizacion.

La fenomenologia de la inmovilizacién de proteinas en el interior de soportes
porosos puede asemejarse a una reaccion sélido-liquido en la que el sustrato liquido es la
proteina y el sustrato sélido son los grupos reactivos en la superficie del soporte. Este
proceso es posible evaluarlo cuantitativamente utilizando parametros clasicos de la
ingenieria de reacciones quimicas, como el factor de eficacia o el médulo de Thiele. En
Anexos (Figura 11.56) se muestra que el factor de eficacia se mantiene préximo a la
unidad para una distribucion uniforme de proteinas (k bajo), pero disminuye
significativamente para distribuciones no uniformes (k alto). EI moédulo de Thiele, que
esta relacionado con el factor de eficacia y la uniformidad de la distribucién, proporciona
informacién adicional sobre el proceso de inmovilizacion. Sin embargo, sigue abierta la

cuestion de la cuantificacion de la magnitud del gradiente en la distribucién de proteinas

241



Capitulo 7. Distribucién de proteina

y su correlacion con parametros experimentales facilmente accesibles. Es necesario
seguir investigando para establecer una conexidn entre estas mediciones del gradiente y

los parametros experimentales pertinentes.

7.2. VELOCIDAD APARENTE DE INMOVILIZACION COMO PARAMETRO
PREDICTIVO DE LA DISTRIBUCION DEL CATALIZADOR EN LA
PARTICULA
Mientras que el radio de la particula y la difusividad efectiva (Deff) pueden medirse

facilmente en montajes experimentales, la velocidad intrinseca de inmovilizacion suele

ser dificil de determinar directamente. Para establecer una correlacion entre el gradiente
de distribucion de proteina y un parametro facilmente accesible, nos enfocamos en la
velocidad aparente de inmovilizacion, que depende de su constante cinética (Kiapp)

definidaen la Ec 7.2.

In(l lemo )

= 100" 1+ solid) - 10 (Ec 7.2)

P time

[ CE,O,lnl j_
. E,0
R0 =T 100

(Ec 7.3)

E,O,ini

Donde Rimmo €S el rendimiento de inmovilizacion real (que considera la
disminucion de concentracion de proteina en el liquido cuando se afiade el volumen de
soporte), time es el tiempo de inmovilizacién en minutos, solid es el tanto por 1 de
volumen del soporte en el total de volumen de la reaccion de inmovilizacion (Figura
7.1D), el factor de 10 se refiere a la relacion entre volumen de liquido/sélido en la reaccion
(manteniéndose constante en las simulaciones). Ceoes la concentracion de proteina en la
fase liquida y Cg,,ini €S la concentracion de proteina en la fase liquida inicial, en mg-mL"
! Por tanto, el Rimmo S¢ puede calcular midiendo la actividad del sobrenadante al principio
y al final de la inmovilizacion.

Para estudiar este parametro, se realizan simulaciones con varias velocidades
intrinsecas de inmovilizacion y se representa la constante cinética aparente frente a la
velocidad intrinseca, asi como el tiempo de inmovilizacion caracteristico frente al
aparente. Los resultados de estas simulaciones se presentan en la Figura 7.3, con las

regiones sin sentido fisico sombreadas. En ambos paneles la regién blanca representa las
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zonas de control difusional, y a medida que se aproxima a la region sombreada este
control va disminuyendo. La recta que separa ambas regiones representa la ausencia de

control difusional.
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Figura 7.3. Relacion entre las constantes de inmovilizacion intrinseca y aparente
obtenidas a partir de simulaciones de varios procesos de inmovilizacién con diferentes
difusividades efectivas de proteina. Panel A: Inmovilizacion cuantificada en términos de
la constante cinética, que representa la velocidad de inmovilizacion. Panel B:
Cuantificacion de la inmovilizacion en términos del tiempo necesario para que la enzima

alcance el 50% de inmovilizacion.

Justo en la interfase de la region sombreada es donde se obtiene una
inmovilizacion totalmente homogénea. Puede observarse que la transicion de la
distribucién no uniforme a uniforme se produce en un intervalo mas amplio de constantes
cinéticas aparentes en comparacion con las constantes cinéticas intrinsecas observables.
Para las particulas de agarosa estandar, el tiempo critico se sitia en aproximadamente 60
minutos (tiempo en el que se produce una desviacion apreciable de ambas regiones,
X=Y). Para caracterizar cuantitativamente la distribucion, se han definido dos nimeros
caracteristicos, Pi y Ri. Pj representa la concentracion local de proteina en la capa i en
comparacion con la concentracion maxima (Ec 7.4), mientras que R; es un balance
acumulativo de proteina definido por la Ecuacion 7.5 como la fraccién de proteina
presente desde la capa i hasta la capa méas externa. En la Figura 7.1 paneles By C se
muestran esquemas explicativos de estos parametros que ayudan a entender su definicion.

P= Cen 100 (Ec 7.4)
CE,l
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Ri= 2(Ceini - v)

Z(CE,1—> 100 Vi) (Ec 7.5)

Donde Ce,nes la concentracion de proteina en la capa ny Cg 1 es la concentracion

de proteina en la capa més externa. £Cg,1—i es el sumatorio de concentracion de proteina
desde la capa méas externa (1) hasta la capa interna i. XCg1-100 €S €l sumatorio de
concentracion de proteina en todas las capas de la particula.

Estos resultados se muestran en la Figura 7.4. Cuando el tiempo de
inmovilizacion es suficientemente largo y la difusion interna no es limitante (Kiapp bajas),
los valores de R; alcanzan una meseta correspondiente a la distribucion de masa
acumulativa en una esfera, que depende del radio. Sin embargo, cuando la difusion interna
controla el proceso (kiapp altas), el valor de Ri aumenta y se aproxima a 1, lo que indica la
fraccion de capas externas en las que la proteina esta totalmente localizada. Se puede
percibir que la distribucion comienza a ser no uniforme a partir de valores de Kiapp €n torno
a3 min. Se observa una tendencia similar para P;: para tiempos de inmovilizacion largos
(kiapp bajas), los valores de P; alcanzan una meseta en la unidad, lo que indica una
homogeneidad completa. Por el contrario, cuando la difusion interna controla el proceso
(kiapp altas), los valores de P;j disminuyen y las diferentes lineas divergen, indicando una
gran dependencia de P; de la posicion radial. Cada linea vertical representa el gradiente
de concentracién de proteina a lo largo del radio, proporcionando una representacion

visual de la transicién de homogeneidad completa a distribuciones méas heterogéneas.
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Figura 7.4. Parametrizacion del gradiente de proteinas en cursos de inmovilizacion.
Panel A: Concentracion de proteina a lo largo de la particula, Pi. Se muestra la
cuantificacion de la concentracion de proteina a lo largo del radio de particula, revelando

la presencia de distribuciones uniformes o en gradiente. Panel B: Fraccién de proteina
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acumulada, Ri. Se muestra la cuantificacion de proteina acumulada, que indica el grado

de distribucion de las proteinas en el soporte poroso.

7.3. INFLUENCIA DEL TAMANO DE PARTICULA Y LA DIFUSIVIDAD
EFECTIVA EN LA DISTRIBUCION DEL BIOCATALIZADOR EN LA
PARTICULA

A continuacion, se analizo la influencia del radio de particula y la difusividad en
la distribucion de proteina. Se realizaron simulaciones en las que la cinética intrinseca se
mantuvo constante en una region intermedia (k=0.5 min), y se variaron Det y el radio de
particula. La Figura 7.5 muestra la influencia de Deft para una particula estandar

(radio=75 um). La disminucion de Des origina un control por parte de la transferencia de

materia (Anexos, Figura 11.57 y 11.58), provocando que la reaccion quimica ocurra en

las capas mas superficiales y conduciendo a una distribucion heterogénea de particula. En
los paneles By C se puede apreciar que a valores de Deis =1-107* m2-s? las distribuciones
de proteina comienzan a ser no uniformes. Este analisis es especialmente significativo,
ya que los valores de Der de las proteinas en materiales porosos pueden variar
ampliamente y constituyen un pardmetro crucial. Teniendo en cuenta la cinética intrinseca
y el radio de particula conocido, este analisis permite predecir la influencia del disefio del

material en el proceso de inmovilizacion.
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Figura 7.5. Influencia de la difusividad efectiva en la distribucién de proteina en la
particula. Panel A: Perfil de la concentracion de proteina inmovilizada en la particula a
diferentes Derr. Panel B: Parametrizacion del gradiente de proteina resultante de la
simulacion de diferentes cursos de inmovilizacion a diferentes Desr.  Panel C:
Cuantificacion en términos de fraccion de proteina acumulada, Ri, de diferentes cursos de

inmovilizacion a diferentes Deg:.

La Figura 7.6 muestra la influencia del radio para la region de sensibilidad
cinética (k=0.5 min™) y un Dess intermedio (Derr =7-101%). En estas condiciones, para
radios inferiores a 100 micras, la proteina se distribuye principalmente de forma
uniforme, y, cuando el radio aumenta, se produce una distribucién mas heterogénea. Los
paneles B y C son utiles para visualizar el radio critico para obtener una distribucion
uniforme a unas condiciones de inmovilizacion dadas. El aumento del radio acaba
controlando la transferencia de materia, aumentando el tiempo de aplicacién y

provocando distribuciones menos uniformes y, finalmente, muy superficiales.
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Figura 7.6. Influencia del tamafio de particula en la distribucién de proteina en la
particula. Panel A: Influencia del radio de particula en la distribucion de proteinas para
una constante cinética intrinseca y una difusion impedida. Los paneles B y C muestran la
parametrizacion del gradiente de proteina resultante segin el radio de particula. Se
visualiza el radio critico para lograr una distribucion uniforme y, a medida que aumenta

el radio, las distribuciones no uniformes y heterogéneas se vuelven predominantes.

7.4. MODULO DE INMOVILIZACION OBSERVABLE COMO MAGNITUD
UTIL PARA PREDECIR LA DISTRIBUCION DEL BIOCATALIZADOR

EN LA PARTICULA
Una vez analizados los parametros clave, se han tratado de unificar en un Unico
namero mas accesible, dado que la constante intrinseca de inmovilizacion, k, no es
facilmente calculable. Se confeccion6 un modulo adimensional (Immoss) homdlogo al
maodulo de Thiele observable [407], que engloba el radio de particula (R), Deft y el tiempo
de inmovilizacion observable (expresado en kiapp), EC 7.6, y se compard con un modulo
de inmovilizacion teorico (Immreo) dependiente de las mismas variables y el tiempo de

inmovilizacion tedrico (expresado en la constante intrinseca, k).
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2
Imm.,, :(%) -kDiapp (Ec 7.6)
eff
RY k
|mmTeo= E D— (Ec7.7)
eff

Para analizar la utilidad del mddulo de inmovilizacion observable (Immops) para
describir y, en ultima instancia, predecir la distribucion del catalizador, se realiz6
secuencialmente un lote de 1000 simulaciones variando el radio de particula, Deft y Kk, ¥
los resultados se representaron graficamente. Estos se muestran en la Figura 7.7. La
distribucion del catalizador se parametrizé utilizando P; y Ri. En el panel A, se muestra
el perfil de la proteina en distintas capas de la particula para varios modulos de
inmovilizacion, coloreando el cambio notable de la zona de transicion hacia una
distribucion no uniforme. Se han marcado ademas dos lineas base horizontales a 50 y
90% de concentracion local de proteina inmovilizada para ayudar a comprender el
gradiente de distribucion en dos concentraciones criticas. EIl panel B muestra el gradiente
de acumulacion de proteinas dentro de la particula, lo que permite una apreciacion mas
detallada de la zona de distribucion uniforme (zona verde). Se puede observar como varia
el gradiente de concentraciones a medida que cambia el Immoys. Se observa una primera
region de distribucion bastante uniforme hasta 0.2 de Immops, posteriormente, una region
de transicion hasta 1.5 aproximadamente, donde comienzan a existir gradientes de
distribucion, mientras que a partir de 1.5 el gradiente de proteina se hace muy heterogéneo

y superficial a medida que aumenta el Immops.
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Figura 7.7. Parametrizacion del gradiente de proteina resultante de la simulacion de

diferentes cursos de inmovilizacion variando parametros clave. Panel A: Cuantificacién
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en términos de concentracion de proteina a lo largo de la particula, Pi. Panel B:
Cuantificacion en términos de fraccion de proteina acumulada a lo largo de la particula,
Ri.

Por tanto, queda demostrado que el médulo de inmovilizacion observable es un
parametro suficiente para para caracterizar la localizacion de proteina en un proceso de
inmovilizacion.

Para analizar la utilidad préctica del modelado, se analizaron diferentes
distribuciones de enzimas experimentales (ver apartado 3.1.4) cuya velocidad de
inmovilizacion se modifico mediante la adicion de un agente retardante como el imidazol.
En primer lugar, se ajustaron los perfiles de concentracion de proteina (intensidad vs
distancia de infiltracion) para obtener la constante cinética (k) que mejor los explica. Los
resultados de los ajustes se muestran en las Figura 7.8-7.9, dénde se observa una
tendencia muy similar del gradiente de proteina experimental y simulado. Por tanto, el
modelo cinético exponencial de primer orden respecto a la concentracion de enzima es
un modelo cinético muy sencillo capaz de explicar las inmovilizaciones en este caso.

Posteriormente se obtuvo la kiapp, con el tiempo y el rendimiento de
inmovilizacion, segun la Ec 7.2 Los mddulos de inmovilizacion se calcularon de acuerdo
con la informacion disponible en la literatura (en apartado 3.1.4, el tiempo de
inmovilizacion y radio de particula), un Der=7e! m2.s? y las constantes cinéticas, k y
kiapp Obtenidas segun el ajuste a los datos experimentales. En las figuras también se
incluye una imagen de la fluorescencia de la proteina en la particula segin la microscopia
confocal de barrido laser. En consecuencia, los modulos de inmovilizacion observables
permiten predecir la distribucion de la proteina y la profundidad del gradiente segun la
Figura 7.7.

Finalmente, en la Figura 7.10 se representan todos los médulos de inmovilizacion
tedricos y observables, correspondiendo a gradientes uniformes a aquellos situados en la
diagonal, y, a medida que la desviacion de la diagonal aumenta es mayor su grado de

heterogeneidad.
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Figura 7.8. Perfil de concentracién de la proteina GlyDH en la particula. Los paneles A
y B muestran el perfil de concentracion en dos particulas diferentes sin utilizar imidazol.
Los paneles C y D muestran el perfil de concentracion en dos particulas diferentes
utilizando 200 mM de imidazol como retardante de la inmovilizaciéon. Los datos

experimentales se muestran con cuadrados negros unidos, la simulacién con linea roja
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Figura 7.9. Perfil de concentracion de la proteina GFP en la particula. Los paneles Ay B

muestran el perfil de concentracion en dos particulas diferentes sin utilizar imidazol.
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Panel C: imidazol 5 mM; Panel D: imidazol 10 mM; Panel E: imidazol 20 mM; Panel
F: imidazol 40 mM; Panel G: imidazol 100 mM; Panel H: imidazol 150 mM. Los datos
experimentales se muestran con cuadrados negros unidos, la simulacion con linea roja

continua.
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Modulo de inmovilizacion
tedrico

Figura 7.10. Parametrizacion de la distribucién de las proteinas GlyDH y GFP en la

particula utilizando los médulos de inmovilizacion tedrico y observable.

Una vez comprobada la utilidad del modelo de reaccion-difusion, y su capacidad
para predecir el gradiente de proteina en la particula, es interesante aplicarlo en un mayor
namero de inmovilizaciones enzimaticas para asi poder validarlo de forma méas general.
Para ello, se ajustaron los perfiles de concentracion de proteinas de ciertas publicaciones
[399-401,455] modulando la velocidad de inmovilizacion mediante imidazol. Los
resultados se muestran en la Tabla 7.1. En los Anexos (Figura 11.59-11.63) se muestran
los resultados de los ajustes de los perfiles de proteina, y en la Figura 7.11 se ilustran los
maodulos de inmovilizacion tedricos y observables. En las figuras también se incluye una
imagen de la fluorescencia de la proteina en la particula segin la microscopia confocal
de barrido laser. Los modelos muestran una buena prediccién en la mayoria de los casos,
especialmente en las capas externas. Los Unicos datos experimentales que no pudieron
explicarse fueron la meseta de concentracion de catalizador encontrada en las figuras de
los Anexos (Figura 11.59, Figura 11.60A, Figura 11.61A, Figura 11.62ABC, Figura
11.63). Para explicar este resultado, se penso en la fenomenologia de la inmovilizacion.
En esos casos, la inmovilizacion de la enzima consiste en un primer paso de adsorcion
fisica reversible seguido de una escision covalente irreversible. En tales casos, se especula

gue se produce un salto molecular de las enzimas traducido en una migracion en la
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direccion del gradiente. Para modelizar y cuantificar ese fendmeno, incluimos en el
término de migracion del producto un flujo de difusion superficial, ajustando los datos
simulados a la variacion de Des, los perfiles podrian explicarse como se muestra en las

lineas continuas azules de los Anexos (Figura 11.59-11.63).

Tabla 7.1. Parametrizacion del proceso de inmovilizacion de diversas proteinas mediante
sus madulos de inmovilizacion (Immreo, Immons). El soporte de inmovilizacion utilizado
fue agarosa 4BCL en todos los casos excepto en los dos ultimos, que se empled una
agarosa comercial al 6% (Sepharose) activada con grupos epoxido. La quimica de
inmovilizacion empleada fue con grupos gioxil para las TtADH, EGFP y NOX_1, mientras

que para el resto se usé grupos de quelatos metélicos. En la Gltima columna se describe

cualitativamente el grado de distribucion de la proteina.

Velocidad Carda
. inmov -arga Radio  Distribucion

Enzima 1. enzimatica  Immre  ImMobs .

(mg-g*h (Mmg-g) (um) proteina
1) g-9

TtADH_1% 0.017 0.31 10.3 492 43 claiie
gradiente

Cierto

[a]

TtADH 2 0.017 0.31 571 3.23 60 gradiente

: [a] Muy

His-GIluDH_1 6.52 1.63 414 10.1 59 o
superficial

His-GIUDH 21 652 1.63 325 218 64 Cierto
gradiente

Fab_1[ 7.63 ; 926 158 54 Sy
superficial
Fab_2[I 3.23 - 1.07 0.908 58 Uniforme

1gG_1 2 2 681 358 65 0y
superficial

1gG_20l 08 2 8.22 411 45 Clerto
gradiente

1gG_3 ; 2 612 150 62 0y
superficial
1gG_4 0.0875 2 0.619 0.560 72 Uniforme

EGFP_1 40 1 109 497 55 Sy
superficial

EGFP_2l 40 5 9.02 4.47 33 Muy
superficial

NOX_1P! 0.8 1 360 963 45 oy
superficial

NOX_2[I 0.3 0.9 0.0835 0.0823 32 Muy uniforme

Transaminasal® 0.25 1 31.0 8.85 88 oy

superficial

Datos de velocidad de inmovilizacion, carga enzimatica, radio, material y quimica obtenidos de [399] para
[a], [400] para [b], [401] para [c] y ain no publicados para [d].
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Figura 7.11. Parametrizacion de la distribucion de diversas proteinas en la particula

utilizando los modulos de inmovilizacion tedrico y observable.

Estos resultados indican que el médulo de inmovilizacion observable (Immops),
que depende de pardmetros intrinsecos de la particula como R, un pardmetro mas
complejo que mide la facilidad de transporte del sustrato a traves de la particula como
Deft (que también depende de la quimica de inmovilizacion, el tamafio de poro...) y la
velocidad de inmovilizacién del proceso, cuantificado como la constante de velocidad de
primer orden k, es un buen predictor de la distribucidn del catalizador en la particula.
Ademas, a partir del valor critico de 1 para el Immops, la distribucion comienza a tornarse
no uniforme, pudiéndose cuantificar el gradiente de proteina y su concentracion
acumulada mediante la Figura 7.7.

Si se trata de modular la distribucién de proteina con un agente retardante, como
se ha realizado en muchos de los experimentos mostrados, y se mantienen constantes el
resto de los parametros, tanto el radio de particula (R), como el tipo de soporte, la quimica
de inmovilizacion y el tamafio de poro (englobados en De) el tipo de distribucién sélo
dependeréa del tiempo y del rendimiento de esa inmovilizacion. Este método de control de
la distribucidn de proteina puede tener un gran potencial en el campo de la inmovilizacion
de oxidasas y ha sido notablemente estudiado por el grupo de Fernando Lopez-Gallego.
En 2021 se publicd un articulo que demostraba la influencia de la distribucion de la
enzima y el cofactor en la particula en sus constantes cinéticas observables, asi como su
variacion con el radio de particula [204]. En otro interesante articulo de 2023 estudid el

efecto de la distribuciébn de enzimas en una cascada multienzimatica para la
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deracemizacion de eteres alquilglicerilicos, donde se probaban distintas configuraciones
espaciales de las enzimas coinmovilizadas y analizando su desempefio [454]. Por tanto,
existe un gran potencial, principalmente en sistemas multienzimaticos, para analizar
distintas configuraciones espaciales, y, gracias al analisis realizado en este capitulo, estas

distribuciones se podrian predecir.
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8. APLICACION DE ENZIMAS INMOVILIZADAS
OXIDATIVAS DEPENDIENTES DE O2 EN REACTORES
AIREADOS

En el caso de las reacciones catalizadas por oxidasas inmovilizadas, dada la limitada
solubilidad del oxigeno en medio acuoso es imprescindible un aporte de éste de forma
continua si se pretende alcanzar una elevada conversion del sustrato principal. Sin
embargo, en la gran mayoria de los casos, esta etapa de transferencia del oxigeno desde
la fase gaseosa a la fase liquida es mas lenta que la propia reaccion de consumo de
oxigeno, limitando la velocidad global del proceso. Por tanto, como se ha comentado en
la introduccion, la ingenieria de reactores busca aumentar esta velocidad de transferencia
de O> mediante distintas estrategias como la maximizacion de la superficie de contacto
entre fases o la generacién de O “in situ” (Figura 1.17). De las distintas configuraciones
posibles de reactor, en este capitulo se empled la configuracion de tipo tanque agitado,
probablemente la mas empleada por su simplicidad de operacién y control.

En el presente apartado se realizan reacciones de oxidacion con las carbohidrato
oxidasas (GOX y GalOx) en distintos volumenes de reaccion y variando tanto las
condiciones de agitacion y burbujeo (velocidad de transferencia de oxigeno, OTR) como
la carga de biocatalizador en la reaccién (velocidad de consumo de oxigeno, OUR). El
objetivo es observar y explicar el efecto que producen estos parametros en el desempefio

de la reaccién, cuantificando la velocidad de la reaccion entre otras variables.

8.1. PRUEBA DE CONCEPTO EN REACTORES NO INSTRUMENTADOS DE
BAJO VOLUMEN

En primer lugar, se realizan pruebas de concepto para comprobar la viabilidad de
la reaccién de oxidacion de la glucosa mediante la GOX. Esta primera etapa es muy
importante para la puesta a punto de la técnica de andlisis (HPLC), el proceso de toma de
muestras y la constatacion de que se puede observar el curso completo de conversion y/o
producto de interés en el tiempo deseado. En primer lugar, se realizaron reacciones en
recipientes tipo falcon de 15 mL de volumen total y 11.2 mL de volumen de reaccion. Se
empled una agitacion y aireacion por inversion en agitador rotatorio a 25 rpm sin control

de temperatura (a T2 de laboratorio = 22°C). El catalizador empleado fue agarosa activada

259



Capitulo 8. Suministro de O»

con grupos PEI, una inmovilizacién ionica reversible que obtiene unos rendimientos de
inmovilizacion muy elevados y un factor de eficacia considerable para la GOX (Tabla
11.1). Los cursos temporales de producto se muestran en la Figura 8.1.
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Figura 8.1. Cursos temporales de rendimiento a acido gluconico (AG) en reacciones en
el agitador rotativo. Panel A: 73 mM de glucosa inicial, 17.8 mgsoporte:mL™, 0.45 mg-mL"
! de catalasa soluble; Panel B: 84 mM de glucosa inicial, 18.1 mgsoporte:mL™, 50 mg-g*
de catalasa coinmovilizada. Condiciones comunes a ambos paneles: 11.2 mL de volumen
de reaccion, 100 U-g* de actividad ofrecida de GOX, 25 rpm de agitacion por inversion.

temperatura ambiente (~25°C) y 100 mM de NaPi pH 7 como tampon.

La diferencia entre ambos paneles radica en el empleo de catalasa soluble (Figura
8.1A) y catalasa coinmovilizada (Figura 8.1B), pero en ambos casos se alcanzan
rendimientos a &cido gluconico (AG) bastante satisfactorios. Ademas, las velocidades
iniciales de produccion de AG en ambos casos son muy parecidas (~0.23 mM-min™). En
esta configuracion de reaccion no se midio la [O-], pero, debido a la gran diferencia entre
la velocidad tedrica alcanzable (1.25 mM-min™) y la experimental, se puede deducir que
se trabajo con bastante limitacion por OTR. Aunque la aireacion por inversion suele ser
un método bastante efectivo de transferencia de oxigeno, puesto que ambas fases estan
en contacto continuamente, la velocidad de consumo de O en este caso es mucho mayor.
Ademas, considerando que la velocidad de produccién de AG es igual a la de consumo
de O2 por estequiometria de la reaccion, y suponiendo que la velocidad del proceso global
estd controlada por la OTR, es decir, OUR=0TR, se puede concluir que este sistema
oper6 con un ka= 1 min™,

A continuacidn, se realizaron experimentos en el siguiente nivel de escalado, en

un reactor aireado tipo Erlenmeyer de 100 mL de volumen total. Este tampoco es un
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reactor instrumentado, pero si se controld la temperatura, se emple6 una agitacion
magnética, junto con la adicion de distintos caudales de aire y se midi6 la [O-] en la fase
liquida. Ademas, se utilizé catalasa coinmovilizada en todos los casos. Los resultados se
muestran en la Figura 8.2.
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Figura 8.2. Cursos temporales de rendimiento a acido gluconico (AG) y [O2] en
reacciones en reactor no instrumentado de 100 mL con GOX en PEI-Ag. Panel A: 101
mM de glucosa inicial, 18.9 mgsoporte'mL™, 120 rpom y 0.2 L-mint de caudal de aire; Panel
B: 118 mM de glucosa inicial, 18.9 Mgsoporte-mL™, 240 rpm y 0.8 L-min de caudal de
aire; Panel C: 120 mM de glucosa inicial, 5.7 mgsoporte-mL™, 240 rom y 0.8 L-min de
caudal de aire. Condiciones comunes a todos los paneles: 53 mL de volumen de reaccion,
100 U-g? de actividad ofrecida de GOX, 50 mg-g* de catalasa coinmovilizada,

temperatura constante a 30°C y 100 mM de NaPi pH 7 como tampon.

En los cursos de reaccion se pueden observar dos regiones bien definidas en este
caso. La primera, una region lineal de produccion de AG que se ve acompafiada de una
[O2] constante en lo que se podria llamar un estado pseudo-estacionario. Posteriormente,

se observa el cambio brusco a la segunda regién, dénde se supone esta casi agotada la
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glucosa, se termina la produccion de AG, lo cual se ve reflejado en un aumento de la [O2]
a valores de saturacion donde no hay consumo de O2. En todos los casos se obtienen
elevados rendimientos a &cido gluconico (sobre 90%) y se pueden observar diferencias
en el valor de [O:] en estado pseudo-estacionario (valor constante de Oz en la primera
region). Sin embargo, para facilitar la discusion, se recoge en la Tabla 8.1 un resumen de

los experimentos con sus variables més significativas.

Tabla 8.1. Resumen de las reacciones de oxidacion de glucosa con GOX en reactor no

instrumentado.

Exp A B C

N (rpm) 120 240 240

Q (L-mint) 0.2 0.8 0.8

O:2 en estado pseudo-estacionario (LM) ~4 ~ 25 ~50
Velocidad tesrica @ (MM-min-) 1.33 1.33 0.412
Velocidad exp 1 (mM-min-1) 0.197 0482  0.342
Eficiencia catalitica ] 0.148 0.362 0.830

a: Velocidad calculada segun el consumo de oxigeno inicial en condiciones estandar sin considerar
el factor de eficacia del catalizador.

b: Velocidad inicial de produccion de acido gluconico.
c: Calculada como el cociente de la velocidad experimental y teérica

En la Tabla 8.1 se observan las consecuencias de emplear distintas agitaciones y
caudales de aire, asi como concentracién de catalizador. Se puede ver un aumento gradual
de la[O2] en estado pseudo-estacionario que es proporcional a la eficiencia del catalizador
(relacion entre velocidad experimental y tedrica). EI Exp A estéa claramente muy limitado
por la baja OTR del sistema, mientras que el Exp B, al aumentarse el OTR, se observa un
aumento considerable de la velocidad experimental, todavia limitado por OTR. En el Exp
C se redujo la demanda de oxigeno (OUR) pero no se varié OTR, por lo que la velocidad
experimental se aproxima mas a la teorica, a pesar de que [Oz] en estado estacionario no
aumento todo lo esperado.

A continuacion, se aplica esta metodologia en reactores instrumentados de mayor
volumen, ya que en este tipo de recipiente se observaron problemas de evaporacion al no

poseer condensador el sistema. Ademas, se puede hacer un estudio mas detallado
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englobando tanto la agitacion como el caudal de aire en el coeficiente de volumétrico de

transferencia de materia (kLa).

8.2. REACCIONES DE OXIDACION EN REACTORES INSTRUMENTADOS

DE MEDIA ESCALA

Una vez puesto a punto el método de analisis y observado cualitativamente que hay
un efecto de la agitacion y el caudal de aire en la productividad del catalizador, este efecto
se estudia mas en detalle en reactores instrumentados. En primer lugar, se emplea el
reactor my-Control MiniBio de 500 mL de volumen total, mostrado en la Figura 3.4B.
Se realizan reacciones de oxidacion de glucosa con GOX en PEI-Aga variando velocidad
de agitacion y el caudal de aire, junto con la concentracion de biocatalizador en el medio.
De esta manera se obtendran distintos valores de productividad y [O:] en estado
estacionario. Los resultados se muestran en la Figura 8.3. Como complemento y para una
mejor discusion de resultados, en la Tabla 8.2 se muestra un resumen de los principales

parametros de cada reaccion.
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Figura 8.3. Cursos temporales de rendimiento a acido gluconico (AG) y [O2] en
reacciones en biorreactor de 500 mL con GOX en PEI-Ag. Panel A: 110 mM de glucosa
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inicial, 4.92 mgsoporte-mL™?, 136 U-g* de GOX ofrecida, 400 rom y 2.0 L-min’! de caudal
de aire; Panel B: 102 mM de glucosa inicial, 4.93 mgsoporte:mL™:, 104 U-g* de GOX
ofrecida, 400 rpm y 3.0 L-min de caudal de aire; Panel C: 97 mM de glucosa inicial,
3.92 Mgsoporte'mL%, 100 U-g* de GOX ofrecida, 400 rpm y 0.3 L-min de caudal de aire;
Panel D: 90 mM de glucosa inicial, 2.45 mgsoporte:mL ™, 101 U-g™* de GOX ofrecida, 600
romy 1.0 L-min de caudal de aire. Condiciones comunes a todos los paneles: 203 mL
de volumen de reaccion, 50 mg-g* de catalasa coinmovilizada, temperatura constante a
30°C y 100 mM de NaPi pH 7.0 como tampon.

Tabla 8.2. Resumen de las reacciones de oxidacion de glucosa con GOX en PEI-Ag con

biorreactor de 500 mL.

Exp A B C D
N (rpm) 240 400 400 600

Q (L-mint) 2 3 0.3 1
O:2 estado pseudo-estacionario (M) ~70 ~100 ~100 ~ 160
Velocidad tesrica [ (MM-min-?) 0.670 0.513 0.392 0.247
Velocidad exp 1 (mMM-min1) 0.395 0.316 0.180 0.251
Eficiencia catalitica ] 0.590 0.612  0.460 1.02
kiLa (min) 1975 261 0536 157
OTR maxima (mM-min-1) [ 0760 0.818 0311 0.461

a: Velocidad calculada segun el consumo de oxigeno inicial en condiciones estandar sin considerar el
factor de eficacia del catalizador.

b: Velocidad inicial de produccion de acido gluconico
¢: Calculada como el cociente de la velocidad experimental y teérica
d: OTR méx= kia-[Oz]iniciat + 1/2-Velocidad tedrica (O, producido por la catalasa)

En la Figura 8.3 se puede observar que los rendimientos a AG son muy cercanos al
90% a las 7 h de reaccion en todos los casos. Esto manifiesta una conversion casi completa
del sustrato y una elevada irreversibilidad de la reaccién. Por otro lado, observando la
Tabla 8.2, existe cierta correlacion entre la [O2] en estado estacionario y la eficiencia
catalitica, exceptuando el experimento C. El experimento C es el Unico que esta limitado
por OTR segln la OTR maxima (menor a la velocidad tedrica) sin embargo, su [O2] en
estado pseudo-estacionario es mas elevada de lo esperado. Esto indica que no esta tan
limitado por la OTR como parecia de forma tedrica, aunque se produce una disminucion
I6gica de eficiencia catalitica. Por Gltimo, el panel D emplea la mitad de concentracion

de catalizador que los paneles A y B (por tanto, obteniendo la mitad de la velocidad
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teorica), pero su velocidad experimental es muy similar a la teorica, indicando una
efectividad catalitica del 100%. Ademas, su [O2] en estado estacionario es bastante
elevada, justificando esta gran eficiencia. Dado que la velocidad experimental es
ligeramente superior a la tedrica, esto advierte de una subestimacion de la velocidad
teorica calculada (en condiciones no operacionales).

A continuacion, se realiza el mismo tipo de estudio, pero en el biorreactor de 1.0 L de
volumen total, el equipo BIOSTAT® B plus mostrado en la Figura 3.4A. Se ha tratado
de disenar los experimentos de forma que se den casos paradigmaticos, elevada limitacion
del oxigeno, sin limitacion por oxigeno y un caso intermedio. Los resultados se muestran
en la Figura 8.4. Para una mejor discusion de resultados, en la Tabla 8.3 se muestra un

resumen de los principales parametros de cada reaccion.
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Figura 8.4. Cursos temporales de rendimiento a acido glucénico (AG) y [O2] en
reacciones en biorreactor de 1.0 L con GOX en PEI-Ag. Panel A: 95 mM de glucosa
inicial, 4.69 mgsoporte:mL™, 100 U-g* de GOX ofrecida, 500 rom y 0.4 L-min! de caudal
de aire; Panel B: 99 mM de glucosa inicial, 6.83 mgsoporte:mL™, 100 U-g* de GOX
ofrecida, 500 rpm y 0.2 L-min? de caudal de aire; Panel C: 102 mM de glucosa inicial,
3.92 mgsoporte-mL2, 85 U-g* de GOX ofrecida, 650 rpm y 1.5 L-min™t de caudal de aire.

Condiciones comunes a todos los paneles: 511 mL de volumen de reaccion, 50 mg-g™* de
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catalasa coinmovilizada, temperatura constante a 30°C y 100 mM de NaPi pH 7.0 como

tampon.

Tabla 8.3. Resumen de las reacciones de oxidacion de glucosa con GOX en PEI-Ag en
biorreactor de 1.0 L.

Panel A B C

N (rpm) 500 500 650

Q (L-min™) 0.4 0.2 15
O:2 en estado pseudo-estacionario (UM)  ~ 120 ~45 ~ 150
Velocidad tesrica [ (MM-min-?) 0469  0.687 0.334
Velocidad exp 1 (mMM-min-1) 0.504  0.468  0.307
Eficiencia catalitica [ 1.07 0.681  0.920

kia (min?) 0882 0489  2.38
OTR maxima (mM-min-1) [ 0425  0.449  0.707

a: Velocidad calculada segun el consumo de oxigeno inicial en condiciones estandar sin considerar
el factor de eficacia del catalizador.

b: Velocidad inicial de produccion de &cido glucénico.
c: Calculada como el cociente de la velocidad experimental y tedrica
d: OTR méx= kia:[Oz]inicia + 1/2-Velocidad tedrica (O, producido por la catalasa)

De nuevo, en la Figura 8.4 se observa que los rendimientos a AG se encuentran
entre 80-90% a las 6 h de reaccion, manifestando una conversion casi completa del
sustrato. Observando la Tabla 8.3, en el experimento A se obtiene una velocidad
experimental superior tanto a la velocidad teérica como a la OTR méaxima, indicando una
subestimacion tanto de la actividad tedrica del catalizador como del ka. Por otro lado, se
obtiene una reaccion no tan limitada por O> como indica el valor de OTR méxima
comparada con la velocidad tedrica calculada. En el panel B se encuentra el caso mas
limitado por oxigeno, en el que la velocidad experimental supera incluso a la OTR
maxima (advirtiendo de subestimacion del kia y/o actividad tedrica del catalizador). Sin
embargo, aqui si se observa también una baja [O2] en estado pseudo-estacionario,
provocando la disminucion de la velocidad de produccion de AG. Por dltimo, se muestra
el experimento menos limitado por OTR, panel C, con un kia considerablemente elevado
y una velocidad experimental bastante cercana a la teérica calculada. Esto ademas se
justifica también por el valor de [O-] en estado pseudo-estacionario.

Tambien se realizo el estudio con GalOx inmovilizada en DS-Ag en el biorreactor

de 500 mL. En este caso, el sistema varia un poco. Se coinmoviliz6 la Hb junto a la GalOx
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en vez de la catalasa. Debido a la dependencia de la enzima de una baja [H202] en la
activacion, se opto por la catalasa soluble en vez de la coinmovilizada. De esta forma el
H>O> formado continuamente en la reaccion puede ser utilizado por la Hb debido a su
mayor proximidad, en vez de agotado completamente por la catalasa. Este sistema, como
se ha mencionado es un poco mas complejo y requiere de un estudio mas profundo de,
por ejemplo, la concentracion de H202 Optima en estado pseudo-estacionario o de la
posible desactivacion de la GalOx a elevadas condiciones de agitacion y/o burbujeo. Sin
embargo, en esta primera aproximacion, se han obtenido conversiones satisfactorias (~
80%) a relativamente bajos tiempos de reaccion, Figura 8.5. El Panel A muestra la
reaccion con Hb soluble y se afiadi6 toda la catalasa al comienzo de la reaccion, mientras
que en los demaés paneles se empled Hb coinmovilizada y se afiadié la catalasa a partes
iguales en el comienzo y a las 3 h de reaccion. En la Tabla 8.4 se muestra un resumen de
los experimentos con sus condiciones de operacion y pardmetros mas importantes. En
este caso no se muestra la [O2] en estado pseudo-estacionario ya que esta region no esta
bien definida a simple vista.
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Figura 8.5. Cursos temporales de conversion de galactosa y [O2] en reacciones en
biorreactor de 500 mL con GalOx en DS-Ag. Panel A: 10 mM de galactosa inicial, 0.5
mg-mL* de Hb soluble, 25.0 mgsoporte-mL2, 35 U-g™ de GalOx ofrecida, 600 rpmy 1.0
L-min? de caudal de aire; Panel B: 25 mM de glucosa inicial, 0.18 mg-mL™ de Hb
coinmovilizada, 22.4 mgsoporte-mL™, 25 U-g* de GalOx ofrecida, 600 rpm y 1.0 L-min™*
de caudal de aire; Panel C: 25 mM de glucosa inicial, 0.19 mg-mL? de Hb
coinmovilizada, 24.2 mgsoporte-mL™2, 25 U-g* de GalOx ofrecida, 200 rpm y 0.2 L-min’*
de caudal de aire. Panel D: 25 mM de galactosa inicial, 0.17 mg-mL™* de Hb
coinmovilizada, 21.2 mgsopore-mL™?, 25.7 U-g* de GalOx ofrecida, 400 rpm y 0.6 L-min’
! de caudal de aire. Condiciones comunes a todos los paneles: 165 mL de volumen de
reaccion, 0.60 mg-mL™ de catalasa soluble, temperatura constante a 30°C y 100 mM de
NaPi pH 7.0 como tampon.
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Tabla 8.4. Resumen de las reacciones de oxidacion de galactosa con GalOx en biorreactor
de 500 mL.

Panel A B C D

N (rpm) 600 600 200 400

Q (L-min?) 1.0 1.0 0.2 0.6
Velocidad tesrical® (mM-mint) 0.292 0.336 0.363 0.327
Velocidad exp P! (mM-min-t) 0.0632 0.150 0.260 0.205
Velocidad exp ! (mM-min-t) - 0.080 0.040 0.042
Velocidad exp finall™ (mMM-min-1) - 0.0043 0.0195 0.0135
kLa (min?) 1.57 1.57 0.266 0.863
OTR maximal®l (mM-min?) 0.483 0.506 0.239 0.349

a: Velocidad calculada segln el consumo de oxigeno inicial a 10 o 25 mM de galactosa.
b: Velocidad inicial de consumo de galactosa.

¢: Velocidad inicial de consumo de oxigeno, suprimiendo el OTR del biorreactor.

d: Velocidad final de consumo de oxigeno, suprimiendo el OTR del biorreactor.

e: OTR max= Kia*[O2]inicial + 1/2-Velocidad tedrica (O, producido por la catalasa)

Al revisar los resultados obtenidos, cabe destacar varios aspectos. En primer lugar,
en lo que respecta a la aplicacion del compuesto activador, puede deducirse que su
coinmovilizaciéon presenta un rendimiento notable, ya que la velocidad inicial del
experimento B es considerablemente mayor al del A, considerando sus velocidades
tedricas. Ademas, la co-inmovilizacion facilita la integracion directa del activador en la
matriz del biocatalizador, lo que puede reducir en diez veces la cantidad de activador
necesaria y mitigar las restricciones difusionales.

En segundo lugar, el aspecto crucial de la discusion gira en torno a las variaciones de
OTR influidas por la agitaciéon y el caudal de aire a lo largo de los experimentos (sin
olvidar el efecto de la catalasa). Se estima que la constante de afinidad para el O2 como
sustrato limitante de la reaccion supera los 2 mM (Tabla 4.4). Dado que este valor supera
con creces la solubilidad del O en soluciones acuosas en condiciones ambientales,
pequefias fluctuaciones en la [O-] afectan significativamente a la velocidad de conversion
de la reaccidn. Esta limitacion se hace méas pronunciada a altas cargas de sustrato
principal, donde las concentraciones de éste y oxigeno pueden diferir hasta en un factor
de 100 [235]. Para abordar este problema, a pesar de los hallazgos previos que indican
una actividad enziméatica maxima a concentraciones de galactosa en torno a 250 mM, el

uso intencionado de una cantidad inicial de galactosa inferior tiene como objetivo lograr
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una elevada conversién en un intervalo de tiempo razonable. Sin embargo, esta estrategia
da lugar a un sistema que impide que la enzima funcione a su maximo rendimiento.

Teniendo en cuenta la gran dependencia de la GalOx del oxigeno, cabria esperar
diferencias sustanciales al variar la OTR en el reactor. Contrariamente a lo previsto, los
resultados arrojan un resultado inesperado: los experimentos con una menor OTR
aplicada alcanzan una tasa de conversion mas alta en menos tiempo (y unas mayores
velocidades experimentales inicial y final). Varias explicaciones podrian justificar esta
observacién. La primera es que la enzima podria desactivarse en condiciones de gran
agitacion y flujo de aire. Sin embargo, esta hipdtesis parece poco probable, dada la alta
estabilidad operativa prevista de la enzima inmovilizada en la matriz de agarosa. Una
explicacion mas plausible gira en torno a la desactivacion de la catalasa, bien debido a las
condiciones de agitacion intensa y burbujeo de aire o por exceso de H202 como producto
de reaccion.

La catalasa, al ser una enzima tetramérica, presenta una menor estabilidad en
condiciones de funcionamiento agresivas, por eso es que existen numerosos trabajos
dedicados a su inmovilizacion [437,438,456]. Adicionalmente, hay estudios que han
observado que esta desactivacion se debe a una exposicion prolongada a ciertas
concentraciones de H20., aunque éstas varian en funcién de la fuente de obtencion de la
catalasa [457-461]. En consecuencia, el aumento de la concentracion de perdxido de
hidrogeno debido a la ausencia de actividad de catalasa puede provocar una rapida
desactivacion de la GalOx, como esta ampliamente reportado [79,82,214,462]. Y este
efecto se hace mas pronunciado en tiempos de reaccion prolongados.

El estudio de cada sistema biocatalitico en profundidad se torna muy necesario. Lo
que a priori puede ser una variable que maximizar, como era en este caso el OTR se
convierte en un parametro a optimizar. Sin embargo, este sistema es especialmente
interesante porque requiere de un equilibrio entre la [O2] y [H202] en estado estacionario,
asi como de cierto conocimiento acerca de las cinéticas y concentraciones de

desactivacion de ambas enzimas con el peroxido de hidrégeno, ain trabajo por explorar.

8.3.SIMULACION Y APLICACION DEL MODELO CINETICO A
REACCIONES CON SUMINISTRO DE Oz
Una vez expuestos los resultados experimentales en reactores instrumentados

variando la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR), en esta seccion se aplica un
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modelo cinético para dilucidar como afectan las variables clave de la reaccion y observar
capacidad de prediccion de los resultados experimentales.

Como las oxidasas estudiadas en la seccion previa fueron GOX y GalOx, y se ha
visto que poseen una elevada dependencia del oxigeno, se puede emplear el modelo
cinético doble hiperbolico simplificado (Figura 5.4) para predecir sus cursos de reaccion.
En este caso, los pardmetros obtenidos del resultado del andlisis cinético de las enzimas
inmovilizadas serian (Km Yy Actmax), mostrados en las Tabla 11.5-11.6.

8.3.1. Presentacion del modelo cinético doble hiperbolico simplificado con
suministro de Oz
El modelo cinético aplicado describe el curso de reaccion de la oxidasa inmovilizada
en cuestion (sistema biféasico solido-liquido) de la reaccion de dos sustratos:

S +02 Oxidasa s P+%H202 (EC 81)

Y la posterior conversion del peréxido de hidrégeno por la catalasa para generar mas Oo:

H202 Catalasa HZO +%OZ (EC 82)

Por tanto, la velocidad de reaccion de cada compuesto se puede expresar como:

%:—Ri +%R2+OTR (Ec 8.3)
%?Fﬁ (Ec 8.4)
%Z R, (Ec 8.5)

Donde R1 es la ecuacion cinética del modelo doble hiperbolico simplificado (Ec
5.1), Rz es la velocidad de consumo de H202 por la catalasa y OTR es la velocidad de
transferencia de oxigeno determinada por las Ecuaciones 3.16-3.17. Se ha considerado R>
una ecuacion cinética lineal respecto al H.O2 dadas las bajas concentraciones de trabajo
del H202, [460].

RZ = [E]catalasa'ACtmaxf[HZOZ] (EC 8-7)
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Aplicando este modelo cinético se puede observar el efecto de las variables mas

importantes y simular los cursos de sustrato principal y oxigeno con el tiempo.

8.3.2. Simulacion de cursos de reaccién y analisis de sensibilidad

Mediante la simulacion de los cursos de reaccion y examinando el
comportamiento del modelo ante la variacion de ciertos parametros criticos como kia o
Kwm se puede comprobar su funcionamiento. Para ello, se han desarrollado las Figura 8.6
y 8.7 donde se muestra la evolucion del sustrato principal, el oxigeno y el peréxido de
hidrogeno con el tiempo, variando el coeficiente volumétrico de transferencia de materia
(kLa) y la constante de afinidad (Kwm) respectivamente. Ciertamente, hay muchas otras
variables que se pueden interrogar, como la cantidad de catalizador en la reaccion (mcat)
o la concentracion de catalasa, pero su efecto es més intuitivo. Cabe recordar que el valor
de la constante de afinidad, Km en este caso, o su afinidad por el oxigeno, es intrinseco a

la enzima en cuestion; mientras que el kia es un pardmetro fundamental de control en
reacciones oxidativas.
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Figura 8.6. Simulacion de los cursos de reaccion con el tiempo empleando el modelo
cinético doble hiperbdlico simplificado con suministro de oxigeno y variando ki a. Panel

A: Cursos de reaccion del sustrato principal, oxigeno y peroxido de hidrégeno, ki a=1.0
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min!; Panel B: Curso de reaccion del sustrato principal a distintos k.a; Panel C: Curso
de reaccion del oxigeno a distintos kLa; Panel D: Curso de reaccion del H2O> a distintos
kia. Condiciones comunes a todos los paneles: 200 mL de volumen de reaccion, 100 mM
inicial de sustrato principal, 1.0 mg-g* de carga enzimatica, 5.0 Mgsopore-mL™? de
concentracion de biocatalizador, 0.10 mg-mL™ de catalasa libre, 5.35 cm de radio de
biorreactor, Actmaxa=800 mol-mg*min?, Actmax=100 mol-mg™*min?, Ku=20 mM, [O2]o
=0.215 mM.

>
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Figura 8.7. Simulacién de los cursos de reaccion con el tiempo empleando el modelo
cinético doble hiperbdlico simplificado con suministro de oxigeno y variando Ku. Panel
A: Curso de reaccion del sustrato principal a distintas Km; Panel B: Cursos de reaccién
del oxigeno y H20> a distintos kia. Condiciones comunes a todos los paneles: 200 mL de
volumen de reaccion, 100 mM inicial de sustrato principal, 1.0 mg-g* de carga
enzimatica, 5.0 mgsoporte'mL™ de concentracion de biocatalizador, 0.10 mg-mL™? de
catalasa libre, kLa=1.0 min', 5.35 cm de radio de biorreactor, Actmax1=800 mol-mg*min-
! ACtmax2=100 mol-mg*mint, [O2]o =0.215 mM.

En la Figura 8.6 se puede observar la crucial importancia del k.a o la velocidad
de transferencia de oxigeno (OTR) en el curso de reaccion de una oxidasa con elevada
dependencia de oxigeno. En el Panel A se muestra la simulacion con los dos sustratos y
el H20> en la misma gréfica, con un tiempo de reaccidn cercano a las 10 h. Se observa un
consumo lineal del sustrato durante la reaccion hasta que se empieza a desacelerar a
concentraciones bajas, y una [O2] casi constante en estado estacionario. El panel B
muestra el cambio en la velocidad de consumo del sustrato principal, disminuyendo el
tiempo de reaccidn a la mitad con un incremento de k.a de 0.63 a 2.0 min™. El panel C

muestra la razon del cambio de velocidad observado en el panel B, que es la [O2] durante
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la reaccion, el parametro mas limitante de la reaccion. El panel D muestra la [H20-]
durante la reaccién a una concentracion fija de catalasa. Esto es muy interesante puesto
que el H202 es uno de los potenciales inhibidores de la reaccion. Y se observa que el
incremento del ki a y su consecuente aumento de la velocidad de reaccion tiene un efecto
considerable en la [H20.]. Esto se puede controlar con la adicion sucesiva de catalasa.
Pero igualmente, es importante sefialar que el riego de inhibicion de la enzima aumenta

en ciertos casos.

En la Figura 8.7 se muestra la variacion de los cursos de reaccion con el cambio
en la constante de afinidad Kwm. En esencia, una enzima con mayor afinidad (menor Kw)
mostrard un curso de consumo de sustrato principal mas lineal, mientras que su [O2] en
estado estacionario serd mas constante. Esto no ocurre cuando la afinidad es més baja, la
[O2] durante la reaccion se incrementa de forma mas paulatina a tiempos finales,

coincidiendo con la curvatura mas temprana del curso de consumo de sustrato principal.

A partir de este analisis se pueden extraer dos conclusiones importantes. La
primera es que, si la enzima no sufre desactivacion por estrés hidrodindmico o por
perdxido de hidrégeno es siempre conveniente trabajar al mayor kia posible, ya que esto
proporcionara una mayor [O2] en la reaccion, y, por tanto, se aumenta la velocidad de
reaccion. Sin embargo, raramente se da este caso tan ideal. Cuando se trabaja con oxidasas
es comun que éstas se desactiven facilmente por la acumulacién de H.O», cuya
concentracion critica depende de la oxidasa en concreto, e incluso la catalasa puede sufrir
esta desactivacion a ciertas concentraciones de H>O> [459,460]. Ademas, la tension
hidrodindmica que se produce durante la agitacion y/o burbujeo de gas también puede
modificar la estructura de una enzima, y, por tanto, desactivarla. Se han realizado ciertos
estudios sobre esta tematica [463-465], pero dada su complejidad, es necesario evaluar
esta desactivacion para cada caso concreto. Es cierto que la inmovilizacién enzimatica
ayudaria a paliar este efecto, sin embargo, dado que la inmovilizacién empleada ha sido
reversible por intercambio iénico, podria no ser tan efectiva como otros tipo
inmovilizacion mas enfocadas en la estabilizacion estructural.

Por tanto, teniendo en cuenta estas consideraciones, y, por ejemplo, la Figura
8.6D, ddnde la [H202] aumenta notablemente a medida que aumenta el kia, en algunos
casos lo optimo no serd trabajar a la maxima velocidad de transferencia de oxigeno
(maximizando kia) sino escoger un valor mas intermedio para controlar tanto la [H2O2]

como la tension hidrodindmica. Esta discusion esta provocada principalmente por los
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resultados obtenidos en la Figura 8.5. En esta figura, donde se muestran cursos de
reaccion de galactosa y oxigeno con GalOx inmovilizada, se obtienen unos valores
mayores de velocidad de consumo de galactosa a menores coeficientes volumétricos de
transferencia de materia (k.a), lo cual fueron resultados inesperados para nosotros.

Seria muy interesante en los siguientes pasos de la investigacion estudiar este
fendmeno de forma meticulosa y en profundidad, dada su importancia en la fase de

integracion de la enzima inmovilizada en el reactor.
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9. CONCLUSIONES

En este capitulo se muestran las principales conclusiones obtenidas en esta Tesis

Doctoral.

9.1. ANALISIS CINETICO EN FASE HOMOGENEA DE ENZIMAS
OXIDATIVAS DEPENDIENTES DE O2

Se ha desarrollado una metodologia para calcular los pardmetros de enzimas
dependientes de O que siguen un modelo cinético doble hiperbdlico mediante la
combinacion de datos diferenciales e integrales.

Este marco de analisis también es aplicable a otros sistemas enzimaticos limitados
por un sustrato si se adquieren suficientes datos diferenciales y/o integrales.

Se ha demostrado que no es necesario el uso de complejas instalaciones
experimentales para la estimacion de estos pardmetros, aunque si lo es la
adquisicion de numerosos datos en distintas condiciones y un cuidadoso trabajo
de procesamiento de datos.

Gracias al céalculo de los parametros cinéticos se pudieron identificar
oportunidades de intensificacion y limitaciones operacionales de las enzimas.

Se validaron los resultados del modelo cinético mediante la prediccion de cursos
de oxidacion de glucosa y galactosa con GOX y GalOx.

9.2. ANALISIS CINETICO DE ENZIMAS INMOVILIZADAS OXIDATIVAS
DEPENDIENTES DE O2

Se consigui6é inmovilizar la GOX, lacasa y tirosinasa en soportes porosos de
agarosa mediante intercambio aniénico con PEI, obteniendo rendimientos de
inmovilizacion muy elevados y factores de eficacia intermedios.

Se consiguié inmovilizar la GalOx en soporte poroso de agarosa mediante
intercambio cationico con DS y por enlace covalente con grupos Gly y VS,
obteniendo rendimientos de inmovilizacion elevados y factores de eficacia
intermedios.

Se desarroll6 un modelo matematico integrando los fendmenos de reaccion-
difusion para explicar el gradiente de oxigeno en la particula y su efecto en el

factor de eficacia.
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Se ha demostrado que la ecuacion doble hiperbdlica que siguen las enzimas
oxidativas estudiadas se puede simplificar para los casos de elevada dependencia
de oxigeno.

Existe una variacion considerable de las constantes de afinidad observables con
el incremento de la carga enzimatica inmovilizada, disminuyendo la Ksobs Y
aumentando la Ko2obs @ medida que disminuye el factor de eficacia.

Gracias al andlisis cinético, se han mostrado las oportunidades de intensificacion

de las enzimas inmovilizadas en funcion de su dependencia de oxigeno.

9.3. MECANISMO DE ACTIVACION DE LA GALACTOSA OXIDASA

Se realizo un cribado de varios compuestos activadores de la GalOx, concluyendo
que la hemoglobina es el mas interesante segun criterios de activacion, precio y
capacidad de regeneracion.

Se demostrd la influencia del peroxido de hidrdégeno en el mecanismo de
activacion, requiriendose una [H202] 6ptima de operacion considerando también
la posible desactivacion de la enzima.

Mediante un estudio de diversas [catalasa] y [Hb] se consiguié optimizar la

reaccion de oxidacion de galactosa con GalOx inmovilizada en DS-Ag.

9.4.DISENO DE UN BIOCATALIZADOR AUTOSUFICIENTE DE
GALACTOSA OXIDASA

280

Segun criterios de actividad expresada y estabilidad en condiciones no reactivas
se concluy6 que biocatalizador que mejor se adaptaba las condiciones de reaccion
era el inmovilizado en dextran-sulfato.

Se consiguieron cuantificar las restricciones difusionales en varios
biocatalizadores porosos mediante la incorporacion de un indicador luminiscente
sensible a la concentracion de oxigeno dentro de la particula.

Se demostro que las variaciones en la carga enzimatica y el factor de eficacia estan
directamente relacionadas con la disponibilidad de Oz en el interior de la particula.
Se disefid un biocatalizador de GalOx con el activador co-inmovilizado
demostrando un gran desempefio en la oxidacién de galactosa en un reactor

aireado.
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9.5. CONTROL Y PREDICCION DE LA DISTRIBUCION DE PROTEINA EN
BIOCATALIZADORES SOLIDOS POROSOS

Se desarroll6 un modelo matemético de reaccion-difusion para explicar la
localizacion de proteina en la particula y su efecto en la eficacia del catalizador.
Se estudio la influencia tanto del radio de particula como de la difusividad efectiva
(Detr) en el perfil de distribucion de proteina en la particula.

Se defini6 un modulo aparente de inmovilizacion para la identificacion de
regimenes de distribucién de proteina segun parametros como radio de particula,
difusividad efectiva y tiempo de inmovilizacion.

Se valido el modelo mateméatico mediante la prediccion de la distribucién de
proteina en varias inmovilizaciones enziméticas donde se modificé la velocidad
de inmovilizacion.

Es posible cuantificar el gradiente de distribucion de proteina en una particula
porosa sabiendo pardametros como tiempo y rendimiento de inmovilizacion, radio

de particula y difusividad efectiva.

9.6. APLICACION DE BIOCATALIZADORES ENZIMATICOS EN
REACTORES CON SUMINISTRO DE O2

Se logré un gran desempefio de los biocatalizadores oxidativos inmovilizados en
los reactores con suministro de aire, con elevados valores de conversion y/o
rendimiento a producto.

Se demostrd que la eficiencia catalitica esta directamente relacionada con la
disponibilidad de O en la reaccion, obteniéndose mayores eficiencias cuanto
mayor es la [O2] en estado pseudo-estacionario en la reaccion.

Se propuso un modelo cinético para simular los cursos de reacciones con
suministro de aire, realizdndose un analisis de sensibilidad de las variables mas
importantes.

Del anélisis de sensibilidad se puede concluir que elevados valores de OTR
originan velocidades de reaccién mas elevadas, pero también [H202] mas altas,
aumentando la posible desactivacion enzimatica. Por tanto, es necesario un

estudio mas profundo de la desactivacion por H2O> para cada enzima.
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11. ANEXOS

11.3. TABLAS

Tabla 11.1. Caracterizacion de la inmovilizaciéon de GOX sobre PEI-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de fosfato sodico a pH 7. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado, y el valor mostrado es la media de estos

experimentos junto con su error estandar.

Act ofrecida  Act observada Rendimiento Eactor de Act
(umol-min- (umol-mint.g . NN o recuperada
] inmovilizacion % eficacia %
1_g 1) 1) %
10 8.6 +£0.12 96.1 88.4+2.4 85.8+25
20 15.2 £ 0.59 99.3 76.5+3.0 76.0+3.0
40 259+1.23 99.9 64.7 £ 3.2 64.6 £ 3.2
100 54.3 +2.85 98.7 55.1+2.8 54.3+2.8
200 949 +5.74 97.9 485+ 2.9 475+3.0
500 193+19.4 99.7 38.7+3.9 38.6 +3.9

Tabla 11.2. Caracterizacion de la inmovilizacion de GalOx sobre DS-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de fosfato sodico a pH 7. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado, y el valor mostrado es la media de estos

experimentos junto con su error estandar.

Act ofrecida  Actobservada Rendimiento Act
S . e, Factor de
(umol-min-*-g= (umol-min?.g~ inmovilizacion oficacia % recuperada
) ) % o %
5 3.17 £0.39 93.0 68.2 + 6.1 63.4 +3.2
10 7.17 £ 0.54 94.8 75.6+5.4 71.7+4.0
25 17.1+£1.0 84.8 80.8+5.5 68.5+5.2
50 284 +3.2 79.4 714+7.1 56.7+ 3.1
100 32621 47.5 68.6 £ 4.9 32627
200 36.9+35 31.2 59.1+5.3 185+1.1
348 46.9+ 2.8 27.4 49.2+3.0 13.5+0.74
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Tabla 11.3. Caracterizacion de la inmovilizacion de lacasa sobre PEI-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de acetato sodico a pH 5. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado, y el valor mostrado es la media de estos

experimentos junto con su error estandar.

Act ofrecida  Actobservada  Rendimiento Act
L R R Factor de
(wmol-min*t-g= (umol-min-*t-g- inmovilizacion oficacia % recuperada
) 1) % 0 %
3.15 1.86 +0.13 100.0 50.0+4.2 59.0+4.2
6.25 3.36 £ 0.08 99.5 54014 53.7+14
12.5 6.58 + 0.17 99.3 53014 52614
18.8 8.73+£0.52 98.8 470+2.8 464+ 2.8
25 10.18 + 0.00 99.3 41.0+0 40.7+0
50 19.13 £ 0.00 98.1 39.0+0 3830
200 49.78 + 4.10 86.3 255+21 220+1.38

Tabla 11.4. Caracterizacion de la inmovilizacion de tirosinasa sobre PEI-Ag. Todos los
experimentos se realizaron a 30°C en 100 mM de fosfato sédico a pH 7. Las medidas de
actividad observadas se realizaron por duplicado (excepto las dos Ultimas), y el valor

mostrado es la media de estos experimentos junto con su error estandar.

Act ofre_cida Act obse_rvada _Rendi_mien_tp Eactor de Act
(umol-min?t-g-  (umol-mint-g- inmovilizacion oficacia % recuperada
l) 1) % %

13.9 10.14 + 0.00 100 73.0+2.6 73.0+2.6
27.8 18.83 £ 1.55 100 67.7+3.4 67.7+3.4
55.6 33.69 + 4.25 94.2 64.3+3.2 60.6 £ 3.0
83.4 4723 +7.4 90.2 62.8+4.1 56.6 + 3.7
111 51.85+0.86 90.6 51.5+3.6 46.7
222 59.78 +1.73 72.8 37.0+4.8 26.9
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Tabla 11.5. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del andlisis integral de

multiple respuesta para la GOX inmovilizada en PEI-Ag.

Act ofrecida

. 20 40 100 200 500
(umol-min.g?t)
Km (MM) 20.4 £0.3 11.5+0.1 9.71+0.19 558+0.10 7.74+0.15
AcCtmax (L-min’ 0.678 + 0.422 + 0.513 +
0.741 +£0.007 0.611 £ 0.003
191 0.005 0.004 0.006
Factor de 0.606 + 0.368 + 0.501 +
] ) 0.824+0.025 0.633 +0.031
eficacia 0.024 0.030 0.027
Meat (9-L %) 16.67 9.10 6.54 3.85 1.96
SRC 5.72-10°% 2.92.10°% 2.96-10°2 5.18-10° 4.36-10°
RMSE 6.29-10° 5.69-10° 7.17-10°3 8.48-10° 9.60-103
F Fischer 38790 23994 12579 9019 4791
AIC -1788 -1731 -886 -925 -761

Tabla 11.6. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del andlisis integral de

maultiple respuesta para la GalOx inmovilizada en DS-Ag.

Act ofrecida

(umol-min-i-g) 10 25 50 100
Kwm (MmM) 51.1+0.9 40.1+0.6 38.9 + 0.66 24.68 + 0.89
Actmax (L-minlg.  1.28:102+  6.32:10%+ 5.90-103 + 4.71-10% +
D) 1.41-10* 5.94-10° 5.94-10° 8.84-10°
Factor de
o 0.829 £ 0.022 0.758 + 0.017 0.702 £ 0.037 0.555 +£0.012
eficacia
Meat (9-L0) 39.4 22.0 13.6 5.45
SRC 3.18-10°% 3.96-10° 4.65-10°° 2.19-10°%
RMSE 7.33-10°% 7.28-10°3 8.27-10°% 1.74-10°
F Fischer 12721 15913 12551 2901
AIC -1087 -1283 -1235 -1116
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Tabla 11.7. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del analisis integral de

multiple respuesta para la lacasa inmovilizada en PEI-Ag.

Act ofrecida

_ 50 100 200
(umol-min-g?t)
Koz (MM) 0.465 + 0.085 0.729 +0.13 0.830+0.15 0.896 + 0.17
Ks (mM) 1.94 +0.29 3.0+ 0.47 3.0+0.49 3.69+0.64
AcCtmax (pmol-min
1) 0.330+0.022 0.634+0.031 0.721+0.044 0.966 + 0.061
"
Factor de
] ] 0.431+0.015 0.363+0.011 0.308 + 0.09 0.240 + 0.05
eficacia
Mear (9- L2 13.0 8.80 5.66 4.40
SRC 7.61-10° 7.08-103 3.32-10° 4.21-103
RMSE 0.81-10° 1.06-10°° 8.45-1073 8.28-103
F Fischer 103527 28687 50928 45241
AlIC -1799 -1650 -1319 -1391

Tabla 11.8. Pardmetros cinéticos y estadisticos obtenidos a partir del andlisis integral de

multiple respuesta para la tirosinasa inmovilizada en PEI-Ag.

Act ofrecida

(umol-min-i-g) 10 33 60
Koz (MM) 0.0321 £ 0.002 0.065 = 0.003 0.029 £ 0.001
Ks (mM) 0.601 + 0.012 1.26 +0.025 0.23 +0.003
Factor de eficacia 0.309 + 0.023 0.274 £ 0.018 0.347 £ 0.015
Meat (g-LY) 23.2 7.90 4.76
ACtmax (nmol-ming?) 1.58 +0.05 2.48 +0.08 1.35+0.03
SRC 1.30-10 6.24-103 3.03-10°3
RMSE 1.29-107? 7.13-10°3 6.90-103
F Fischer 30531 61830 51500
AIC -2634 -3067 -2057

326



Capitulo 11. Anexos

Tabla 11.9. Tiempos de vida media del indicador luminiscente Ru(bpds). en disolucion
(con NaPi 50 mM pH 7) en disolucion con PEI (50% vol) e inmovilizado en PEI-Ag, en

distintas condiciones de saturacion con oxigeno.

Concentracion (mg-mi?) = 0.07

[Oz]% T1 (ns) (T|v|o/T|v|)-l

En 0% 514 0.00
disolucion 5100 416 0.24
100% 249 1.06
Concentracion (mg-ml?) = 0.035
En [O2]% 71 (NS) T2 (NS) %t Y%t ™ (Tmo/Tm)-1
disolucion 0% 114 253 11% 89% 222 0.00
+ PEI 21% 87 209 6% 94% 193 0.15
(50% vol) 100% 82 175 10%  90% 157 041
Carga (mg-g?1) =5
[O2]% 71 (NS) T2 (NS) %11 %1 ™ (T™mo/Tim)-1
Sobre 0% 158 330 21% 79% 268 0.00
PEIAS 5196 131 299 14% 86% 251 0.06
100% 119 238 21% 79% 197 0.36
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Tabla 11.10. Tiempos de vida media del indicador luminiscente Ru(pbbs)sz en disolucién

(con NaPi 50 mM pH 7) e inmovilizado en PEI-Ag, en distintas condiciones de saturacion

con oxigeno.
Concentraciéon (mg-ml?) =0.1
[Oz]% T1 (ns) (Tmo/‘rm)-l
= 0% 1945 0.00
disolucién 21% 785 148
100% 234 7.30
Carga (mg-g1) =5
[02%  T1(ns) T2(ns) %t %t ™ (Tmo/Tm)-1
S 0% 532 4400 1%  99% 4021 0.00
PEI-AG 5106 6453 3781 2% 98% 3381 0.19
100% 7895 2432  11% 89% 1977 1.03

Tabla 11.11. Condiciones de medida del equipo TCSPC empleadas en los ensayos.

Condiciones de medida

KHz 80
Aemision (NM) 635

Rango tiempo (us) 10
Canales 1024
Cuentas de pico 5000
AL 1.2-2
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Tabla 11.12. Velocidad de reaccion analizada a distintos tiempos en la oxidacion de

galactosa en biorreactor aireado referente a la Figura 6.11.

Actividad observada (umol-min-g?)

Alas 2.5
hcl
10.73 1.36 1.60 0.804

[a] Velocidad inicial de consumo de galactosa.

Iniciall@l Iniciallf] Finalldl

[b] Velocidad inicial de consumo de oxigeno suprimiendo OTR.
[c] Velocidad de consumo de oxigeno a las 2.5 h suprimiendo OTR.

[d] Velocidad final de consumo de oxigeno suprimiendo OTR.
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11.4. FIGURAS
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Figura 11.1. Conjunto representativo de cursos temporales de oxigeno a distintas
[glucosa)o para GOX. Panel A: Curso temporal de saturacion en aire; Panel B: Curso
temporal de velocidad de reaccion especifica (actividad enzimatica). Los datos de B se
obtienen mediante diferenciacion por incrementos finitos de los datos del panel A. La
concentracion de enzima, [E], se ajusto para tener un numero adecuado de puntos de datos
(E se increment6 en actividades bajas y E se redujo en actividades altas; [E]=0.0015-
0.003 mg-mL™). [O;] = 0.215 mM en condiciones de saturacion en aire al 100 %, 25 °C
y 50 mM de tampodn fosfato pH 7.

A Bo.
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Figura 11.2. Conjunto representativo de cursos temporales de oxigeno a distintas
[galactosa]o para GalOx con HRP como activador. Panel A: Curso temporal de saturacion
en aire; Panel B: Curso temporal de velocidad de reaccién especifica (actividad
enzimatica). Los datos de B se obtienen mediante diferenciacion por incrementos finitos
de los datos del panel A. La concentracion de enzima, [E], se ajustd para tener un numero

adecuado de puntos de datos (E se increment6 en actividades bajas y E se redujo en
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actividades altas; [E]=5-10 mg-mL™1). [O2] = 0.215 mM en condiciones de saturacion de
aire al 100 %, 25 °C y 50 mM de tampon fosfato pH 7.

A B 0.25
100, = u. . 200mM
> . 200mm 20204 TR - 175mM
= 80 75mM £ DR + 150 mM
© 7 3 -+ 100 mM
150mM S gq5] AN
3 601 100 mM g oRE Y 75 mM
c 75mM = A ol
= 50 mM 2 0.10 > 25 mM
= 40 E k.
Q 25 mM 5 s Q\,;.\
L = @
‘E 20 E 0.05 &,
n : -
0 : : : : 0.004%2 B, =S8
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 11.3. Conjunto representativo de cursos temporales de oxigeno a distintas
[galactosa]o para GalOx con KsFe(CN)s como activador. Panel A: Curso temporal de
saturacion en aire; Panel B: Curso temporal de velocidad de reaccion especifica (actividad
enzimatica). Los datos de B se obtienen mediante diferenciacion por incrementos finitos
de los datos del panel A. La concentracion de enzima, [E], se ajustd para tener un nimero
adecuado de puntos de datos (E se incrementd en actividades bajas y E se redujo en
actividades altas; [E]=0.50-0.75 mg-mL?). [O2] = 0.215 mM en condiciones de
saturacion de aire al 100 %, 25 °C y 50 mM de tampon fosfato pH 7.

100 ) -~ %8
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Figura 11.4. Conjunto representativo de cursos temporales de oxigeno a distintas
[catecol]o para lacasa. Panel A: Curso temporal de saturacion en aire; Panel B: Curso
temporal de velocidad de reaccion especifica (actividad enzimatica). Los datos de B se
obtienen mediante diferenciacion por incrementos finitos de los datos del panel A.
[E]=0.35 mg-mL™). [0;] = 0.215 mM en condiciones de saturacion de aire al 100 %, 25
°C y 50 mM de tampon acetato pH 5.
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Figura 11.5. Conjunto representativo de cursos temporales de oxigeno a distintas
[tirosina]o para tirosinasa. Panel A: Curso temporal de saturacion en aire; Panel B: Curso
temporal de velocidad de reaccion especifica (actividad enzimatica). Los datos de B se
obtienen mediante diferenciacion por incrementos finitos de los datos del panel A. La
concentracion de enzima, [E], se ajustd para tener un numero adecuado de puntos de datos
(E se increment0 en actividades bajas y E se redujo en actividades altas; [E]=0.10-0.16
mg-mL™Y). [O2] = 0.215 mM en condiciones de saturacion de aire al 100 %, 25 °C y 50
mM de tampon fosfato pH 7.
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Figura 11.6. Grafico del analisis diferencial respecto al O, para GalOx con KzFe(CN)e
como activador, constante cinética aparente para el oxigeno (Kozapp) Vvariando la

concentracion de galactosa. E=1.6 mg-mL™.
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Figura 11.7. Analisis integral de simple respuesta con BM para GOX con glucosa 2000-

50 mM. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel A: 2000 mM; Panel B: 400
mM; Panel C: 200 mM; Panel D: 100 mM; Panel E: 90 mM; Panel F: 80 mM; Panel G:

60 mM; Panel H: 50 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados

(linea roja).
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Figura 11.8. Andlisis integral de simple respuesta con BM para GOX con glucosa 40-1

mM. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel A: 40 mM; Panel B: 30 mM;
Panel C: 20 mM; Panel D: 10 mM; Panel E: 5 mM; Panel F: 1 mM. Datos experimentales

(puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Figura 11.9. Analisis integral de simple respuesta con BM para GalOx con HRP como

activador y con galactosa 2000-50 mM. Cada panel corresponde a distintas [galactosa].
Panel A: 2000 mM; Panel B: 1000 mM; Panel C: 500 mM; Panel D: 300 mM; Panel E:
200 mM; Panel F: 150 mM; Panel G: 100 mM; Panel H: 50 mM. Datos experimentales

(puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Figura 11.10. Analisis integral de simple respuesta con BM para GalOx con KzFe(CN)e

como activador y con galactosa 2000-25 mM. Cada panel corresponde a distintas
[galactosa]. Panel A: 200 mM; Panel B: 175 mM; Panel C: 150 mM; Panel D: 100 mM,;

Panel E: 75 mM; Panel F: 25 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos

simulados (linea roja).
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Figura 11.11. Analisis integral de simple respuesta con BM para lacasa con catecol 5.0-

0.6 mM. Cada panel corresponde a distintas [catecol]. Panel A: 5.0 mM; Panel B: 3.0

mM; Panel C: 1.0 mM; Panel D: 0.6 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados),

datos simulados (linea roja).
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Figura 11.12. Analisis integral de simple respuesta con BM para tirosinasa con tirosina
1.8-0.9 mM. Cada panel corresponde a distintas [tirosina]. Panel A: 1.8 mM; Panel B:
1.5 mM; Panel C: 1.2 mM; Panel D: 0.9 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados),
datos simulados (linea roja).
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Figura 11.13. Anélisis integral de multiple respuesta con Aspen para GOX con glucosa
2000-25 mM. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel A: 2000 mM; Panel B:
400 mM; Panel C: 100 mM; Panel D: 75 mM; Panel E: 50 mM; Panel F: 25 mM. Datos

experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Figura 11.14. Analisis integral de multiple respuesta con Aspen para GalOx con
K3Fe(CN)s como activador y con galactosa 175-25 mM. Cada panel corresponde a
distintas [galactosa]. Panel A: 175 mM; Panel B: 150 mM; Panel C: 100 mM; Panel D:
25 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Figura 11.15. Analisis integral de mdltiple respuesta con Aspen para lacasa con catecol
5.0-0.6 mM. Cada panel corresponde a distintas [catecol]. Panel A: 5.0 mM; Panel B: 3.0
mM; Panel C: 1.0 mM; Panel D: 0.6 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados),
datos simulados (linea roja).
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Figura 11.16. Andlisis integral de multiple respuesta con Aspen para tirosinasa con
tirosina 1.8-0.9 mM. Cada panel corresponde a distintas [tirosina]. Panel A: 1.8 mM,;
Panel B: 1.5 mM; Panel C: 1.2 mM; Panel D: 0.9 mM. Datos experimentales (puntos
cuadrados), datos simulados (linea roja).
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—e—Exp1

Conversion (%)

Tiempo (h)

Figura 11.17. Experimentos de conversion de galactosa frente a tiempo para GalOx en
reactores no instrumentados de 50 mL de volumen con aireacion superficial. Condiciones
de cada experimento: Expl: 4.6 mg-mL™ de enzima, 0.09 mg-mL™ de HRP, sin catalasa.
Exp2: 4.6 mg-mL™ de enzima, 0.18 mg-mL™* de HRP, 0.09 mg-mL™* de catalasa. Exp3:
4.2 mg-mL* de enzima, 0.17 mg-mL* de HRP, 0.84 mg-mL™ de catalasa. Exp4: 4.5
mg-mL* de enzima, 0.18 mg-mL™ de KsFe(CN)s, sin catalasa. Exp5: 4.5 mg-mL* de
enzima, 0.18 mg-mL* de KsFe(CN)s, 0.09 mg-mL™ de catalasa. Exp6: 2.5 mg-mL™ de
enzima, 0.17 mg-mL™ de KsFe(CN)s, 0.17 mg-mL de catalasa.
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Figura 11.18. Perfiles de consumo de oxigeno de GalOx con diferentes activadores. Las

reacciones se llevaron a cabo en viales de tanque agitado de 7 mL, con un volumen de
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reaccion variable de 5.1-5.6 mL. Condiciones de reaccion: 250 mM de galactosa, 30°C

de temperatura, agitacion magnética de 250 rpm. Panel A: KsFe(CN)s; Panel B: HRP;
Panel C: Hemoglobina; Panel D: Mioglobina; Panel E: Hemina; Panel F: Hematina;

Panel G: Azul de Prusia (PB); Panel H: Porfina de Mn.
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Figura 11.19. Recta de calibrado para la hemoglobina analizada en el espectrofotometro

a una longitud de onda de 580 nm.
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Figura 11.20. Relacién entre la actividad observable y la actividad méxima (gamma),

frente a la concentracion de oxigeno (mM) a distintas condiciones. Panel A: Variando
Koz (MM), AcCtmaximm=10 umol-min?-g?, [S]/Ks=10; Panel B: Variando Actmaximm
(umol-mint.g1), Koz=0.01 mM, [S]/Ks=10; Panel C: Variando [S]/Ks, Ko2=0.01,
ACtmaximm=10 umol-mint.g!; Panel D: Variando [S]/Ks, Ko2=1.0, AcCtmaximm=10

umol-mint-gt. Condiciones de la simulacion: [Oz]inicia=0.23 MM, Actmax=100

umol-min"t'mgenzyme ™, Mear= 0.1 mg soporte/mL reactor, radio de particula= 75 pm,

Deffor= 300 pm 2-s2.
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Figura 11.21. Analisis diferencial de la actividad de GOX inmovilizada (umol-min*.g-
1y variando la concentracion de glucosa (mM) a distintas actividades ofrecidas en cada
panel. Panel A: enzima libre; Panel B: 6.7 U-g*; Panel C: 25 U-g*; Panel D: 40 U-g*;
Panel E: 100 U-g*; Panel F: 500 U-g™.
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Figura 11.22. Analisis diferencial de la actividad de GalOx inmovilizada (umol-min.g-

1y variando la concentracion de galactosa (mM) a distintas actividades ofrecidas en cada
panel. Panel A: enzima libre; Panel B: 10 U-g*; Panel C: 25 U-g%; Panel D: 50 U-g%;

Panel F: 100 U-gt.
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Figura 11.23. Analisis diferencial de la actividad de lacasa inmovilizada (umol-min.g-
1y variando la concentracion de catecol (mM) a distintas actividades ofrecidas en cada
panel. Panel A: enzima libre; Panel B: 12.5 U-g; Panel C: 25 U-g%; Panel D: 50 U-g%;
Panel E: 100 U-g*; Panel F: 200 U-g.
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Figura 11.24. Analisis diferencial de la actividad de tirosinasa inmovilizada (umol-min

L.g1) variando la concentracion de tirosina (mM) a distintas actividades ofrecidas en cada
panel. Panel A: enzima libre; Panel B: 5 U-g*; Panel C: 33 U-g%, Panel D: 60 U-g.
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Figura 11.25. Analisis diferencial de la actividad de GalOx inmovilizada (umol-min-g-

1y frente a la concentracion de oxigeno (mM) a varias [galactosa] y distintas actividades
ofrecidas en cada panel. Panel A: 10 U-g; Panel B: 25 U-g%; Panel C: 50 U-g, Panel

D: 100 U-g™.
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Figura 11.26. Analisis diferencial de la actividad de lacasa inmovilizada (umol-min?.g-
1) frente a la concentracion de oxigeno (mM) a varias [catecol] y distintas actividades
ofrecidas en cada panel. Panel A: 12.5 U-g*; Panel B: 25 U-g*; Panel C: 50 U-g*; Panel
D: 100 U-g’*; Panel E: 200 U-g.
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Figura 11.27. Analisis diferencial de la actividad de tirosinasa inmovilizada (umol-min

1.g1) frente a la concentracion de oxigeno (mM) a varias [tirosina] y distintas actividades
ofrecidas en cada panel. Panel A: 10 U-g’; Panel B: 33 U-g’*; Panel C: 60 U-gL.
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Figura 11.28. Relacion entre la actividad observable y la actividad maxima (y), frente a
concentracion de oxigeno (mM) a distintas [S]o. Panel A: Ko2=0.01 mM, AcCtmaximm=1
umol-min?.g; Panel B: Koz=0.01 mM, Actmaximm=20 umol-min=.g*; Panel C: Ko2=1.0
MM, ACtmaamm=1 pmol-min*.g?; Panel D: Koz=1.0 mM, Actmaximm=5 pmol-min?t-g*.
Condiciones de la simulacion: [Oz]inicia=0.23 MM, ACtmax=100 umol-min"t'mgenzyme™,

Ks=100 mM, radio de particula= 75 pum, Deffo,= 300 pm2-s2.
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Figura 11.29. Analisis integral de multiple respuesta con Aspen para GOX inmovilizada
con 20 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel
A: 200 mM; Panel B: 100 mM; Panel C: 75 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 25 mM;
Panel F: 10 mM; Panel G: 5 mM; Panel H: 2.5 mM. Datos experimentales (puntos

cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Figura 11.30. Analisis integral de multiple respuesta con Aspen para GOX inmovilizada

con 40 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel
A: 200 mM; Panel B: 100 mM; Panel C: 75 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 25 mM;

Panel F: 10 mM; Panel G: 5 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos

simulados (linea roja).
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Figura 11.31. Analisis integral de multiple respuesta con Aspen para GOX inmovilizada

con 100 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel
A: 200 mM; Panel B: 100 mM; Panel C: 75 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 25 mM;

Panel F: 10 mM; Panel G: 5 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos

simulados (linea roja).
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F: 5 mM; Panel G: 2.5 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados

(linea roja).
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Figura 11.33. Analisis integral de multiple respuesta con Aspen para GOX inmovilizada

con 500 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [glucosa]. Panel
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A: 200 mM; Panel B: 100 mM; Panel C: 75 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 25 mM;

Panel F: 10 mM; Panel G: 5 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos
simulados (linea roja).
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Figura 11.34. Analisis integral de multiple respuesta con Aspen para GalOx inmovilizada
con 10 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [galactosa]. Panel
A: 250 mM; Panel B: 100 mM; Panel C: 75 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 25 mM;

Panel F: 10 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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A: 250 mM; Panel B: 100 mM; Panel C: 75 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 25 mM,;

Panel F: 10 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Figura 11.36. Andlisis integral de maltiple respuesta con Aspen para GalOx inmovilizada
con 50 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [galactosa]. Panel
A: 250 mM; Panel B: 100 mM; Panel C: 75 mM; Panel D: 50 mM; Panel E: 25 mM,;

Panel F: 10 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea roja).
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Figura 11.38. Anélisis integral de maltiple respuesta con Aspen para lacasa inmovilizada

con 25 U-g? de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [catecol]. Panel
A: 2.5 mM; Panel B: 2.0 mM; Panel C: 1.5 mM; Panel D: 1.0 mM; Panel E: 0.75 mM,;

Panel F: 0.50 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea
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Figura 11.39. Anélisis integral de maltiple respuesta con Aspen para lacasa inmovilizada

con 50 U-g? de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [catecol]. Panel
A: 2.5 mM; Panel B: 2.0 mM; Panel C: 1.5 mM; Panel D: 1.0 mM; Panel E: 0.75 mM,;

Panel F: 0.50 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea

roja).
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Figura 11.40. Anélisis integral de maltiple respuesta con Aspen para lacasa inmovilizada
con 100 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [catecol]. Panel
A: 2.5 mM; Panel B: 2.0 mM; Panel C: 1.5 mM; Panel D: 1.0 mM; Panel E: 0.75 mM,;

Panel F: 0.50 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea
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Figura 11.41. Anélisis integral de maltiple respuesta con Aspen para lacasa inmovilizada

con 200 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas [catecol]. Panel
A: 2.5 mM; Panel B: 2.0 mM; Panel C: 1.5 mM; Panel D: 1.0 mM; Panel E: 0.75 mM,;

Panel F: 0.50 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea

roja).
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Figura 11.42. Andlisis integral de multiple respuesta con Aspen para tirosinasa
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simulados (linea roja).
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Figura 11.43. Anadlisis integral de multiple respuesta con Aspen para tirosinasa
inmovilizada con 33 U-g* de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas
[tirosina]. Panel A: 2.0 mM; Panel B: 1.5 mM; Panel C: 1.0 mM; Panel D: 0.75 mM,;

Panel E: 0.50 mM; Panel F: 0.25 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos
simulados (linea roja).
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Figura 11.44. Andlisis integral de multiple respuesta con Aspen para tirosinasa
inmovilizada con 60 U-g? de actividad ofrecida. Cada panel corresponde a distintas

[tirosina]. Panel A: 2.0 mM; Panel B: 1.5 mM; Panel C: 1.0 mM; Panel D: 0.75 mM,;

Panel E: 0.50 mM. Datos experimentales (puntos cuadrados), datos simulados (linea

roja).
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Figura 11.45. Seguimiento de la inmovilizaciéon de la GalOx sobre Gly-Ag. Se toma
como referencia la actividad enzimatica (libre e inmovilizada) a tiempo 0, y se mide la
actividad tanto del sobrenadante como de la suspension a lo largo del tiempo. La actividad
recuperada en suspension disminuye ain mas después de la etapa de reduccion. Cada
panel muestra una actividad ofrecida diferente (umol-min™g™). Panel A: 44.3; Panel B:
40.2; Panel C: 38.6; Panel D: 43.4; Panel E: 49.5; Panel F: 60.0.
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Figura 11.46. Seguimiento de lainmovilizacion de la GalOx sobre VS-Ag. Se toma como
referencia la actividad enzimatica (libre e inmovilizada) a tiempo 0, y se mide la actividad
tanto del sobrenadante como de la suspensién a lo largo del tiempo. La actividad
recuperada en suspension disminuye aun mas después de la etapa de reduccion. Cada

panel muestra una actividad ofrecida diferente (umol-min-g?). Panel A: 66.4; Panel B:
54.0.
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Figura 11.47. Seguimiento de lainmovilizacion de la GalOx sobre DS-Ag. Se toma como
referencia la actividad enzimatica (libre e inmovilizada) a tiempo 0, y se mide la actividad
tanto del sobrenadante como de la suspension a lo largo del tiempo. La actividad
recuperada en suspension disminuye aun mas después de la etapa de reduccion. Cada

panel muestra una actividad ofrecida diferente (umol-min-g™). Panel A: 76.5; Panel B:
40.0.
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Figura 11.48. Seguimiento de la inmovilizacion de la GalOx sobre aldehido-Purolita. Se
toma como referencia la actividad enzimatica (libre e inmovilizada) a tiempo 0, y se mide
la actividad tanto del sobrenadante como de la suspension a lo largo del tiempo. La
actividad recuperada en suspension disminuye ain mas despues de la etapa de reduccion.
Cada panel muestra una actividad ofrecida diferente (umol-ming™). Panel A: 44.3;
Panel B: 53.4.
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Figura 11.49. Seguimiento de la inmovilizacion de la GalOx sobre VVS-Purolita. Se toma
como referencia la actividad enzimatica (libre e inmovilizada) a tiempo 0, y se mide la
actividad tanto del sobrenadante como de la suspension a lo largo del tiempo. La actividad
recuperada en suspension disminuye aun mas después de la etapa de reduccion. Ambos
paneles muestran la misma actividad ofrecida, 64 pmol-min“g?. Panel A: Purolita
funcionalizada con vinilsulfona directamente sobre grupos epdxido; Panel B: Purolita

funcionalizada con vinilsulfona sobre grupos hidroxilo, tras hidrolizar los grupos
epoxido.
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Figura 11.50. Seguimiento de la inmovilizacion de la GalOx sobre DS-Purolita. Se toma
como referencia la actividad enzimética (libre e inmovilizada) en el tiempo 0, y se mide
la actividad tanto del sobrenadante como de la suspension a lo largo del tiempo. 67
umol-min-g? de actividad ofrecida.

>

—u—Free enzyme, 3 mg/mL B

—e— Aga-Glyoxyl, 50 U/g —=— Free enzyme, 3 mg/mL

120 A —a— Aga-Vs, 50 Ulg 120- —e— Aga—GIyozcyl, §O Ulg
Y VWG It N e
R 100+ ® . A A 52100 ___‘\\’\A —a—Aga-D3, 9
- - A \ = l\‘/ 4
O 804 -\ AN 9 804 * \o\ ,
B '\ :* YAS o SN,
o 601 —a @ 60- \
£ ,:.’.\.__. £ '\.\' * ‘:‘
S 40 - W 8 401 \
&J &J .\.. A

20 20 — e

"'--.-!'-...
0 T T T r r T ' 0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200
Time (h) Time (h)

Figura 11.51. Estabilidad de la GalOx soluble e inmovilizada. La actividad retenida se
refiere al porcentaje de actividad medido con respecto al tiempo 0 h, que corresponde al
100% de actividad retenida. Panel A: A temperatura ambiente; Panel B: en condiciones
de inactivacion térmica (40 °C).
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Figura 11.52. Estabilidad de la GalOx soluble e inmovilizada en condiciones de reposo
y variando los medios de incubacion. Panel A: NaPi 10 mM; Panel B: 50% (v/v) EtOH
96% en NaPi 10 mM; Panel C: 50% (v/v) acetona en NaPi 10 mM.
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Figura 11.53. Cursos de consumo de oxigeno del sensor comercial de Pyroscience y el

indicador luminiscente Ru(pbbs)s en fase liquida comprobar el solapamiento de la

medida. Desoxigenacién de un medio de galactosa con GalOx soluble.

Figura 11.54. Imagen de varias particulas de PEI-Ag inmovilizadas con 1 mg-g™

[Ru(pbbs)s] observadas mediante microscopia de fluorescencia.
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Figura 11.55. Simulacién de cursos de inmovilizacion a diferentes constantes cinéticas

intrinsecas. Der=7e1* m2st. Panel A: Curso temporal del rendimiento de inmovilizacion.

Panel B: Perfil de la concentracion de proteina inmovilizada en la particula.
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Figura 11.56. Simulacion de la eficacia de la inmovilizacion a diferentes velocidades del

proceso. Panel A: Variacion del mddulo de Thiele a Der=7¢* m?s*. Panel B: Variacion

de la constante cinética de la velocidad de inmovilizacion.
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Figura 11.57. Influencia de la difusividad efectiva en el proceso de inmovilizacion. Panel
A: Simulacion de los cursos de inmovilizacion a diferentes difusividades efectivas de la
proteina. Panel B: Concentracion final en la capa externa de la particula una vez

completada la inmovilizacion.
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Figura 11.58. Influencia de la difusividad efectiva en el proceso de transferencia de
materia. Panel A: Eficacia de la inmovilizacion en funcion de la difusividad efectiva de
la proteina, k=0.5 mint. A medida que aumentan las limitaciones difusionales, la tasa de
inmovilizacion aparente tiende al maximo alcanzable. Panel B: Constante de
inmovilizacion aparente en funcién de la difusividad efectiva de la proteina. Panel C:
Eficacia de la inmovilizacion en funcion del modulo de Thiele, cuando se varia Desr. k=0.5
min?. Cuando el proceso estd controlado por la velocidad de difusion, la eficacia de

inmovilizacion disminuye.
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Figura 11.59. Perfil de concentracion de la proteina TtADH en la particula. Tambiéen se
adjunta una imagen de la proteina inmovilizada con microscopia de fluorescencia. Los
paneles A y B muestran el perfil de concentracion en dos particulas diferentes (43 y 60
KM respectivamente) sin utilizar imidazol y en glioxil-agarosa. Los datos experimentales
se muestran con cuadrados negros unidos, la simulacién normal con linea roja continua y

la simulacion considerando la migracion de proteina con linea azul continua.
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Figura 11.60. Perfil de concentracion de la proteina His-GIuDH en la particula. También
se adjunta una imagen de la proteina inmovilizada con microscopia de fluorescencia.
Enlaces de coordinacion His-Ni. Panel A: Inmovilizacién sin imidazol, 59 um de radio;
Panel B: 200 mM de imidazol, 64 um de radio. Los datos experimentales se muestran
con cuadrados negros unidos, la simulacion normal con linea roja continua y la

simulacion considerando la migracion de proteina con linea azul continua.
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Figura 11.61. Perfil de concentracion de la proteina Fab en la particula. También se
adjunta una imagen de la proteina inmovilizada con microscopia de fluorescencia.
Enlaces de coordinacion His-Cu. Panel A: Inmovilizacién sin imidazol, 54 yum de radio;

Panel B: 10 mM de imidazol, 58 um de radio. Los datos experimentales se muestran con
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cuadrados negros unidos, la simulacion normal con linea roja continua y la simulacién

considerando la migracién de proteina con linea azul continua.
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Figura 11.62. Perfil de concentracion de la proteina IgG en la particula. También se

adjunta una imagen de la proteina inmovilizada con microscopia de fluorescencia. Panel

A: Inmovilizacion sin imidazol, 65 pm de radio y enlaces de coordinacion His-Cu; Panel

B: Inmovilizacion sin imidazol, 45 um de radio y enlaces de coordinacién His-Zn; Panel

C: Inmovilizacién sin imidazol, 62 pum de radio y enlaces de coordinacion His-Zn; Panel

D: 50 mM de imidazol, 72 um de radio y enlaces de coordinacion His-Cu. Los datos

experimentales se muestran con cuadrados negros unidos, la simulacion normal con linea

roja continua y la simulacién considerando la migracién de proteina con linea azul
continua.
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Figura 11.63. Perfil de concentracion de la proteina EGFP en la particula. También se

adjunta una imagen de la proteina inmovilizada con microscopia de fluorescencia. Los

paneles A 'y B muestran el perfil de concentracion en dos particulas diferentes (55 y 34

pm respectivamente) sin utilizar imidazol y en glioxil-agarosa. Los datos experimentales

se muestran con cuadrados negros unidos, la simulacién normal con linea roja continua y

la simulacion considerando la migracion de proteina con linea azul continua.
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Figura 11.64. Perfil de concentracion de la proteina NOX en la particula. También se

adjunta una imagen de la proteina inmovilizada con microscopia de fluorescencia. Panel

A: Inmovilizacién sin imidazol, 45 um de radio y en glioxil-agarosa; Panel B: 10 mM de

hidroxilamina, 32 pm de radio y enlaces de coordinacion His-Cu. Los datos

experimentales se muestran con cuadrados negros unidos y la simulacién con linea roja
continua.
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Figura 11.65. Perfil de concentracion de la proteina transaminasa en la particula.
También se adjunta una imagen de la proteina inmovilizada con microscopia de
fluorescencia. Inmovilizacion sin imidazol, 88 um de radio y enlaces de coordinacion

His-Cu. Los datos experimentales se muestran con cuadrados negros unidos y la
simulacion con linea roja continua.
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