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RESUMEN

En la actualidad existe un creciente interés en el desarrollo de procesos
industriales biocataliticos eficientes desde el punto de vista econdémico y
medioambiental. Uno de los procesos mas prometedores para la industria es la
biocatalisis de la formacién de enlaces C-C para la produccién de compuestos de
estereoquimica definida, de aplicaciéon en diversos campos y, en especial, en la
industria farmacéutica.

El presente trabajo de Tesis Doctoral es una aportacién al desarrollo de un
bioproceso catalitico empleando ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante como
biocatalizador para la produccion estereoselectiva de un compuesto precursor de
inhibidores de glicosidasas de accién terapéutica mediante adicién alddlica de
dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal.

En primer lugar, se ha procedido a la obtencién de un modelo cinético de la
reaccion catalizada por la enzima soluble en un medio acuoso con dimetilformamida
como cosolvente para permitir la disolucién simultanea de ambos reactivos. Este
modelo cinético incluye la reacciéon secundaria de degradacién enzimdtica de
dihidroxiacetona fosfato que tiene lugar paralelamente a la reaccién de sintesis.

En segundo lugar, y con el fin de aumentar la estabilidad de la enzima y
mejorar la operacién en biorreactor, se estudié la inmovilizacién de la enzima en dos
tipos de soportes: soportes de afinidad metdlica y nanoparticulas de oro. El primer
soporte permite realizar la purificacién e inmovilizacién en un solo paso de la
enzima, con el consiguiente ahorro de etapas y aumento del rendimiento global del
proceso. El segundo tipo de soporte permite reducir las limitaciones difusionales que

aparecen con frecuencia en los soportes porosos convencionales y obtener elevadas

iii



Avances en el desarrollo de bioprocesos: adicion alddlica catalizada por RhuA recombinante

cargas enzimaticas especificas. Los biocatalizadores inmovilizados por ambas técnicas
se emplearon en la catalisis de la adicion alddlica de interés en un medio acuoso con
dimetilformamida como cosolvente, evaluando su estabilidad en el medio.

Por ultimo, se estudiaron otras estrategias de reaccién para mejorar la
solubilidad simultdnea de los reactivos de la reaccién. Por un lado se analiz6 el
empleo de novedosos medios de reaccién, los liquidos iénicos, como alternativa al
empleo de cosolventes organicos en la biocatalisis de interés. Por otro lado, se evalud
la aplicacién de un biorreactor de membrana empleando un medio bifasico

acuoso/organico en el mismo sistema biocatalitico.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

1.1. Enzimas en la industria

Las enzimas son proteinas que se encuentran en las células de los organismos
vivos y cuya funcién es catalizar las reacciones que tienen lugar en el metabolismo
celular. Por esto también reciben el nombre de biocatalizadores. Como cualquier otro
catalizador quimico, son capaces de aumentar la velocidad de reaccién en un factor
de 10°-10'? respecto de la reaccidn sin catalizar, son eficaces en una concentraciéon
muy baja y no resultan alteradas tras la catdlisis. Dado que su medio natural es el
interior de los organismos, las enzimas catalizan habitualmente reacciones en medios
acuosos, a presion atmosférica y en condiciones suaves de temperatura (20-40°C) y
pH (5-8). Por otro lado, presentan con frecuencia una elevada selectividad respecto
de la reaccién que catalizan, una gran especificidad por el sustrato de la reaccién y un
alto grado de regio- y/o estereoselectividad. Estas caracteristicas les permiten
catalizar una reaccién concreta para obtener un producto determinado dentro del
gran numero de reacciones que tienen lugar en el metabolismo celular y que

involucran un nimero muy elevado de sustratos diferentes (Mathews y Van Holde,

1990).

El gran potencial de las enzimas en procesos industriales radica
principalmente en que son eficaces catalizadores de reacciones que resultan
excesivamente costosas en cuanto a consumo de recursos, energia o que generan un
elevado impacto ambiental si se realizan mediante procesos quimicos convencionales

(Beilen y Li, 2002). La elevada especificidad y selectividad que presentan permite, en
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muchos casos, reducir el nimero de etapas del proceso y el nimero de reacciones
secundarias, lo que facilita la purificacién del producto. Estas ventajas, junto con la
posibilidad de operar en medios acuosos y condiciones suaves de presidn,
temperatura y pH, contribuyen al ahorro en agua, energia y materias primas y a la
reduccion de los costes de operacién y de tratamiento de residuos (Schmid y col.,
2002; Buchholz y Seibel, 2008). En los tltimos afios se estdn llevando a cabo en
Europa diversas iniciativas para potenciar el desarrollo de procesos industriales
sostenibles a través de la incorporacién de la biocatélisis en sus procesos (Lorenz y
Eck, 2005). Por un lado, el Séptimo Programa Marco de Investigaciéon y Desarrollo
Tecnoldgico de la Unién Europea ha considerado a la biotecnologia como una valiosa
herramienta en la produccién sostenible de compuestos quimicos, energéticos,
ambientales y de alto valor afiadido (Attp:/cordis.europa.eu/fp7). Por otro lado, la
Comisién Europea y EuropaBio han creado la Plataforma Tecnolégica Europea de
Quimica Sostenible para dar un empuje a la industria quimica en Europa
contribuyendo al desarrollo de tecnologias sostenibles (www.suschem.org). Dentro
de esta Plataforma, la biotecnologia aplicada a procesos industriales representa uno
de sus tres pilares basicos junto con la tecnologia de materiales y la ingenieria de
procesos. El empleo de enzimas como un componente importante del desarrollo
industrial sostenible también ha sido reconocido en un estudio de la Organizacién
para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OECD) realizado en 2001, segun el
cual el empleo de bioprocesos enzimaticos contribuyd a la reduccidén de energia,
materias primas y costes de operaciéon entre un 9-90% en los quince procesos

estudiados (Beilen y Li, 2002).

El auge del empleo de enzimas y microorganismos en procesos industriales ha
llevado al desarrollo de un nuevo campo dentro de la biotecnologia moderna
denominado biotecnologia industrial o biotecnologia blanca (industrial or white

biotechnology). Este término fue acufiado en 2003 por la Asociacién Europea de
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Bioindustrias (EuropaBio) (www.europabio.org)y se basa en la aplicacion de enzimas
libres o microorganismos en la produccién de bienes y servicios en bioprocesos a gran
escala, competitivos y sostenibles (Beilen y Li, 2002; Lorenz y Eck, 2005). Sin
embargo, las enzimas se han empleado desde la antigiiedad en la elaboracion de
alimentos como quesos, yogures, cerveza, vino y vinagre asi como en el curtido de
cueros y en la fabricacién de tejidos como el lino (Kirk y col., 2002). Tras la
Revoluciéon Industrial en el siglo XIX y el nacimiento de las Ciencias Aplicadas, se
descubrié el elevado potencial de las enzimas como biocatalizadores pero también
quedé patente la necesidad de alcanzar un conocimiento detallado de su
comportamiento a lo largo de la reacciéon que catalizan (Wohlgemuth, 2009). Desde
entonces, se han realizado enormes progresos en el conocimiento de las enzimas y en
el desarrollo de procesos industriales que explotan las ventajas que ofrecen respecto

Otros procesos alternativos.

La produccién mundial de enzimas para su empleo en aplicaciones industriales
en 1998 movid en torno a 1,5 billones de délares (Beilen y Li, 2002), aumentando
hasta los 2,3 billones de délares en 2003 (Lorenz y Eck, 2005) y se prevé que continte
su crecimiento en los préximos afios (www.freedoniagroup.com) (figura 1.1). El
sector que genera un mayor volumen de negocio es la industria de detergentes, que
incorpora proteasas y lipasas en sus productos para mejorar su eficacia en la
eliminaciéon de manchas. A continuacién se encuentra la industria alimentaria, de
bebidas y panadera que emplean lipasas, proteasas, amilasas y pectinasas en el
desarrollo de aromas y mejora de la textura de los alimentos. Diversas amilasas e
isomerasas, principalmente glucosa isomerasa, se emplean en la industria del almidén
para la produccién de aztcares. En el campo de la alimentacién animal, fitasas y
xilanasas se utilizan en piensos para mejorar la digestibilidad y la absorcién de

fésforo. Otras industrias, como la textil, curtidos y papelera emplean celulasas,
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amilasas y proteasas para degradar las fibras y mejorar el acabado superficial del

producto (tabla 1.1).

Papel, cuero,
farmacéutica
10%

Textil
10% Detergentes
35%

Piensos
17%

Alimentacion
28%

Figura 1.1. Volumen de ventas de enzimas industriales por sectores en 2003 en el mundo, siendo el
volumen de ventas global 2,3 billones de ddlares (extraido de Lorenz y Eck, 2005).

El consumo de enzimas en estos campos industriales ha experimentado un
elevado ritmo de crecimiento durante los tltimos afios, alcanzando en la actualidad la
madurez de mercado, por lo que se estiman unas tasas de crecimiento moderadas en
los préximos afios en estos sectores (www.freedoniagroup.com). Sin embargo, se
prevé un gran auge del empleo de enzimas en otros campos industriales potenciado
principalmente por la creciente presién por parte de las autoridades y consumidores
para reducir el impacto medioambiental y el consumo de recursos. Por un lado, la
necesidad de encontrar fuentes de energia renovables que permitan sustituir a los
combustibles fésiles ha llevado al desarrollo de tecnologias que emplean enzimas
(celulasas, amilasas y lipasas) para la produccién de biocombustibles (bioetanol y
biodiésel) y también para la obtencién de productos de alto valor afiadido empleando
biomasa como materia prima. Por otro lado, se prevé un gran crecimiento en la
industria farmacéutica y de quimica fina debido al endurecimiento de la legislacién

en aspectos medioambientales para reducir la elevada cantidad de residuos que estas
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industrias generan. Por ultimo, se esta implantando el uso de enzimas en nuevos

campos como en la fabricacién de polimeros, en el tratamiento de aguas residuales,

en el desarrollo de conservantes, colorantes y aromas alimentarios y en el de la

higiene personal, en el que se emplean las propiedades antimicrobianas de las

peroxidasas en la elaboraciéon de pastas dentifricas (tabla 1.1) (Beilen y Li, 2002; Kirk

y col., 2002; Aehle, 2004).

Tabla 1.1. Enzimas de uso industrial (adaptacion de Aehle, 2004, Kirk, 2002).

Tipo de enzima

Uso industrial

Oxidorreductasas

Glucosa oxidasa
Lacasas
Peroxidasas

Transferasas

Transglutaminasa
Dextransucrasa
Ciclodextrin-glicosil
transferasas

Hidrolasas

Liasas

o- y p-amilasas
Endopeptidasas
Proteasas

Lipasas y fosfolipasas
Fitasas

Celulasas

Acilasas

a-acetolactato descarboxilasa
Pectato liasa
Pectina liasa

Isomerasas

Xilosa isomerasa
Glucosa isomerasa

Industria panadera, cervecera, textil y cosmética

Industria alimentaria, cervecera y biocombustibles

Industria alimentaria, panadera, cervecera,
detergentes, bebidas, textil, papelera, alimentacién
animal, cuero, biocombustibles y sintesis organica

Industria alimentaria, cervecera y textil

Industria alimentaria y biocombustibles
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La biocatalisis aplicada en sintesis organica de compuestos para la industria
quimica y farmacéutica se ha considerado desde hace décadas como una prometedora
alternativa a los procesos quimicos tradicionales. Esto se debe principalmente a la
elevada especificidad por sustrato y a la regio- y estereoselectividad que normalmente
presentan los biocatalizadores, lo que permite reducir en gran medida el numero de
etapas sintéticas y el uso de grupos protectores, pudiéndose llevar a cabo el proceso
en condiciones suaves de presion, temperatura y pH (Tao y Xu, 2009). Estas
caracteristicas son particularmente utiles en la produccién de compuestos
enantioméricamente puros es decir, la produccion aislada de uno solo de los posibles
isémeros de compuestos quimicos empleados como medicamentos (Beilen y Li, 2002).
El interés por estos compuestos surgié cuando se descubrié que los enantiémeros de
ciertos medicamentos pueden presentar diferentes actividades bioldgicas a raiz de la
comercializacion de la talidomida en los afios 60, cuyo enantiémero R poseia efectos
sedantes mientras que el S provocaba deformaciones importantes en los fetos cuando
se administraba a mujeres embarazadas. Debido al incremento de las restricciones
legislativas relativas a la seguridad de los medicamentos se prevé un creciente
aumento del mercado de estos compuestos en los proximos afios (Beilen y Li, 2002).

A pesar del gran potencial que la biocatdlisis ofrece en este sector, la
incorporacion de la catalisis enzimatica a sus procesos se ha realizado a un ritmo
inferior al esperado (Beilen y Li, 2002). Esto es debido principalmente al excesivo
coste en tiempo e inversion que requiere el desarrollo de un proceso de base
biotecnoldgica. Estos dos factores son cruciales debido a la limitada vida de las
patentes y la gran inversidn en investigacion y pruebas clinicas necesaria para la
salida al mercado de un nuevo medicamento. No obstante, diversas aplicaciones de la
biocatdlisis se han implementado en la industria satisfactoriamente llegindose a
obtener productividades del orden de toneladas anuales. Este es el caso de la

produccion de (S)-3,5-bistrifluorometilfenil etanol mediante catalisis con alcohol
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deshidrogenasa de Rhodocococus erythropolisllevada a cabo por Merck and Co. con
una productividad de 10 ton/afio. Otras aplicaciones disponibles actualmente a escala
comercial son la produccién de alcoholes, amidas, acidos carboxilicos y novedosas
penicilinas semisintéticas enantioméricamente puros mediante catalisis con lipasas,
nitrilasas y acilasas llevadas a cabo por BASF, Chimotech y Degussa alcanzando una
produccién de 100-1000 ton/afio (Schmid y col., 2002).

En un futuro se prevé un auge de estas tecnologias ya que la presién hacia el
desarrollo de procesos sostenibles afecta principalmente a esta industria. Esto es
debido a que el nivel de residuos generados por los procesos tradicionales de sintesis
organica para la industria farmacéutica, normalmente cuantificados por el llamado
factor E (relacién entre los residuos generados y la cantidad de producto obtenida), es
uno de los mas elevados dentro de las industrias quimicas (Woodley, 2008). Las
enzimas pueden contribuir a disminuir este factor debido principalmente a la
reduccion del nimero de etapas y del empleo de disolventes orgdnicos u otros
compuestos téxicos y, por otro lado, el operar en condiciones suaves de pH también
contribuye a la reduccién del volumen de residuos a tratar. Es por esto que cada vez
se estd considerando mas la incorporacién de procesos biocataliticos en este tipo de
industrias (Lorenz y Eck, 2005; Woodley, 2008; Tao y Xu, 2009).

El empleo de enzimas a nivel industrial estd condicionado principalmente a
disponer de elevadas cantidades y bajo coste de un biocatalizador que presente la
funcionalidad adecuada y con una elevada actividad y estabilidad en las condiciones
de operacion (Lorenz y Eck, 2005; Woodley, 2008). También se requiere la
integracién de las etapas de up- y down-stream, la reduccién de los tiempos de
desarrollo y tener en cuenta aspectos medioambientales para que un proceso
biocatalitico pueda ser econémicamente viable (Woodley, 2008; Wohlgemuth, 2009).

Se han realizado numerosos avances en los tltimos tiempos para la obtenciéon

de enzimas comerciales con la adecuada funcionalidad y a bajo coste. Por un lado, los
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avances en el desarrollo de enzimas mediante ingenieria de proteinas y evolucién
dirigida han permitido obtener biocatalizadores con nuevas funcionalidades, cambios
de estereoquimica y la supresion de inhibiciones por producto o sustrato. Mediante
estas técnicas también se ha conseguido incrementar la actividad y estabilidad en las
condiciones de operacién. Todos estos avances han permitido la mejora de
biocatalizadores ya existentes y la obtencidén de nuevos biocatalizadores que pueden
ser empleados en campos en los que anteriormente no era factible su aplicacién (Kirk
y col., 2002; Schmid y col., 2002; Lorenz y Eck, 2005; Wohlgemuth, 2009). Por otro
lado, las técnicas de produccién de enzimas recombinantes han permitido la
obtencidn de elevadas productividades y, por lo tanto, disponer de enzimas en mayor
cantidad y a un menor coste (Kirk y col., 2002).

Respecto a la integracion de procesos, actualmente se esta trabajando en la
realizacién de reacciones en cascada, empleando varias enzimas simultdneamente por
separado o formando complejos enzimaticos como pueden ser enzimas de fusiéon
(Torres-Pazmifio y col., 2008) o megasintasas (Bernhardt y O'Connor, 2009). Estas
reacciones permiten reducir el nimero de etapas y también las etapas de purificacién
de los compuestos intermedios, andlogamente a lo que ocurre en las rutas metabdlicas
(Wohlgemuth, 2009). También se han desarrollado diversas estrategias para realizar
la recuperacién del producto in situ obteniéndose resultados prometedores (Buque-
Taboada y col., 2004; Hilker y col., 2006; Woodley y col., 2008). Por ultimo, recientes
trabajos se han centrado en el desarrollo de tecnologias para acelerar el tiempo de

desarrollo de los bioprocesos (Baganz y col., 2007).
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1.2. Obtencion de biocatalizadores recombinantes

La obtencién de biocatalizadores mediante tecnologia recombinante ha
permitido obtener elevadas productividades en un mismo cultivo y asi contribuir a la
reduccién del precio final de la enzima comercial (Kirk y col., 2002). En un primer
lugar, es mnecesario desarrollar una cepa superproductora que permitan
productividades enzimdticas muy superiores a las obtenidas con las cepas salvajes.
Esto puede obtenerse mediante seleccién (screening) de los microorganismos
productores de la enzima para escoger aquel de mayor productividad enzimética o
bien modificando estos microorganismos mediante ingenieria genética (Powell y col.,
2001; Burton y col., 2002). La modificacién genética de estas cepas se realiza
normalmente partiendo de microorganismos de facil cultivo (células huésped) en los
que se introduce un plasmido que contiene el gen que codifica para la enzima que se
desea producir y ciertas secuencias de nucleétidos que permiten controlar la
expresion de dicha enzima y de este modo poder inducir su sobreexpresiéon. Las
enzimas que se empleen en consumo humano deben haber sido producidas por
microorganismos huésped admitidos como GRAS (generally recognized as secure),
siendo los mas empleados Bacillus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nigery A.
oryzaey lactobacillusy streptococos lacticos.

A la hora de emplear un biocatalizador en un proceso industrial, es necesario
en muchos casos disponer de la enzima pura para evitar la interferencia con otras
enzimas celulares. Se necesitan, por tanto, una serie de procesos de purificacién
posteriores para recuperar la enzima a partir de la biomasa presente en el caldo de
cultivo y deben realizarse a un bajo coste para asegurar la viabilidad econémica del
proceso ya que, en la mayoria de los casos, los costes de purificacién representan el
porcentaje mayor dentro de los costes totales de la produccién de enzimas (Bonner,

2007). Por otro lado, la estructura de las moléculas de enzima es bastante sensible a
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cambios de pH, temperatura y composiciéon del medio de reaccién y, con mucha
frecuencia, estos cambios estructurales provocan la pérdida de su actividad catalitica.
La inmovilizacién enzimdtica permite mejorar la estabilidad de las enzimas y hace
posible la reutilizacion de los derivados cataliticos en varios ciclos productivos al
facilitar su separacién del medio de reaccidn, lo que implica una reduccién de costes
importante (Cao, 2005). El proceso de inmovilizaciéon debe ser optimizado para
obtener biocatalizadores con una elevada actividad enzimatica y una gran estabilidad
durante la operacién en el biorreactor. En la figura 1.2 se presenta el esquema general
del proceso global, desde la obtencién de enzimas recombinantes hasta su empleo

como biocatalizadores inmovilizados.

Cepa productora — Cultivos de alta — Purificacién
densidad celular enzimdtica
Seleccién Modificacién ﬂ
genética
Inmovilizacién

J

Biorreactor

Figura 1.2. Esquema general de la obtencién y aplicacién de catalizadores enzimaticos inmovilizados.

1.3. Purificacion enzimatica

En la seleccién del proceso de purificacién influye no sélo el tipo de enzima a
purificar sino también la fuente de produccién y la aplicacién a la que esté destinada.
Aunque en algunos casos se pueden emplear las células con un minimo tratamiento
posterior (extracto de levadura para la industria de fabricaciéon de pan), normalmente

se deben obtener elevados grados de pureza para su empleo como biocatalizador o
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como agente terapéutico. Para la utilizacién de enzimas en biocatdlisis, es necesario
separar la enzima del resto de proteinas celulares para evitar la posible interferencia
de sus actividades cataliticas en la reacciéon de interés, produciéndose reacciones
secundarias no deseadas. En el caso del empleo de enzimas como agentes
terapéuticos, los requisitos de pureza necesarios son mucho mads estrictos y estan

regulados por los organismos competentes de cada pais (Bonner, 2007).

En el proceso de purificacién de enzimas producidas a partir de cultivos de
alta densidad celular de microorganismos y expresadas como proteinas intracelulares
(figura 1.3), el primer paso es separar la biomasa, en la que se encuentra la enzima de
interés soluble o en forma de particulas insolubles llamadas cuerpos de inclusion, del
caldo de cultivo de la fermentacién. Esto se suele llevar a cabo por centrifugacidn,
empleada normalmente a nivel de laboratorio, o por filtracién tangencial, técnica mas
empleada en usos industriales ya que permite la operacién en continuo y un mejor
control del proceso. Esta tltima técnica permite el lavado simultdneo con tampdn
(diafiltracién) lo que permite mantener el pH y la fuerza idénica en los valores
necesarios para evitar la lisis celular y la consecuente pérdida de enzima (Bonner,
2007).

A continuacién se procede a la rotura o lisis celular para liberar las proteinas
intracelulares al medio. Esta lisis se realiza normalmente por disrupcién mecanica a
elevada presién aunque también se puede llevar a cabo por ultrasonidos o por
métodos no mecanicos como la lisis quimica (mediante la acciéon de detergentes),
fisica (choque osmotico, congelacién) o enzimatica (lisozima). Tras la disrupcién se
obtiene una mezcla de los componentes solubles e insolubles de la biomasa. Esta
mezcla se puede clarificar mediante filtracién a presién, a vacio o tangencial donde se
han de ajustar cuidadosamente los pardmetros de operacidn para evitar el paso de los
pequeiios organulos celulares al permeado. Otro método para eliminar los restos

celulares del lisado es la centrifugacion en diversos equipos desarrollados en funcién
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del tamafio de particula que sea necesario separar (Seetharam y Sharma, 1991; Roe,
2001).

La mezcla de proteinas obtenida se somete a diferentes procesos de
purificacién en funcién de la pureza requerida. Estos procesos pueden ser ultra- y
nanofiltracion, cristalizacion, electroforesis y cromatografia, siendo esta ultima la
técnica mas utilizada. Los métodos cromdtograficos para la purificacién de enzimas
pueden ser de diferentes tipos, en funcién del tipo de unién que se produzca entre la
fase movil y la matriz de la columna cromatografica: adsorcion, intercambio idnico,
gel filtracién, afinidad o interacciones hidrofébicas. Normalmente una sola etapa de
purificacién no es suficiente para alcanzar la pureza requerida y se necesitan asociar
en serie varias etapas para poder obtener la enzima con el grado de pureza que se
desea. Esto implica unos mayores costes de purificaciéon y una menor eficacia global

del proceso (Roe, 2001; Bonner, 2007).

Caldo de cultivo
Cultivos de alta /

densidad celular
\ Biomasa

J

Restos celulares
Disrupcién
celular
\ Lisado celular
Purificacién

Figura 1.3. Esquema general del proceso de obtencién de enzimas intracelulares producidas mediante
cultivos microbianos.

Para facilitar la purificaciéon enzimdtica se ha desarrollado una técnica
denominada cromatografia de afinidad a metales inmovilizados, IMAC (immobilized

metal affinity chromatography) (Hage, 2006). Esta técnica permite la separacién de la
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enzima de una manera totalmente selectiva, pudiéndose reducir el nimero de etapas
de purificacién y obtener, en algunos casos, la purificacién en una sola etapa (Garcia-
Junceda y col., 1995).

La técnica IMAC estd basada en la interaccidén por coordinacién entre los
iones metdlicos divalentes que se encuentran inmovilizados en la superficie del
soporte de la columna cromatografica con los residuos quelantes de ciertos
aminodcidos, principalmente con el anillo imidazol de la histidina. Para una correcta
coordinacion hace falta la presencia de varios residuos de este tipo adyacentes en la
superficie de la enzima y accesibles al soporte. Esto se consigue normalmente
mediante ingenieria genética, introduciendo en el vector de expresién de la enzima
los nucledtidos necesarios para expresar en uno de los extremos de la cadena de
aminodcidos un cierto numero de residuos de histidina (normalmente seis). De esta
manera, estas enzimas recombinantes de fusiéon a una cola de poli-histidinas
quedaran retenidas en la columna cromatografica ya que presentan una afinidad por
el metal inmovilizado mucho mayor que la del resto de proteinas intracelulares, por
lo que se puede realizar una separaciéon altamente selectiva en una sola etapa
cromatografica. Debido a que la unién de las histidinas de la enzima recombinante
con el metal inmovilizado es reversible, la recuperacion de ésta se hace facilmente
mediante elucién con una disolucién de imidazol de concentracién suficiente para

competir con las histidinas por las posiciones de coordinacién del metal (Hage, 2006).

1.4. Inmovilizacion enzimatica

La actividad catalitica de las enzimas estd altamente condicionada por sus
estructuras terciaria y cuaternaria ya que, en muchos casos, los residuos de

aminodcidos que forman parte del centro activo se encuentran muy alejados dentro
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de la cadena polipeptidica pero muy cercanos debido al plegamiento propio de la
proteina. Sin embargo, la estructura molecular de las enzimas en solucién puede
sufrir modificaciones bajo ciertas condiciones como alta temperatura, valores
extremos de pH o presencia de disolventes orgdnicos, que pueden provocar la
inactivacion irreversible de la enzima. Otro problema del uso de la enzima soluble
como biocatalizador es la dificil recuperacion de la enzima que permanece activa tras
el proceso biocatalitico para su reutilizacién (Cao, 2005).

La inmovilizacién enzimdtica en particulas insolubles puede solucionar en
gran medida estos problemas ya que, en muchos casos, estabiliza la estructura de la
enzima y facilita la separacién de la enzima del medio de reaccién. Desde el punto de
vista de la economia del proceso biocatalitico, la inmovilizacién enzimatica también
presenta ventajas respecto del uso de la enzima en solucién. La posibilidad de
recuperar mediante procesos sencillos el biocatalizador activo hace que la cantidad de
actividad enzimatica que hay que reponer por cada kilogramo de producto tras cada
ciclo productivo (nimero de consumo de catalizador) sea mucho menor y los costes
se reduzcan de una manera importante. Actualmente, los biocatalizadores
inmovilizados se estdn empleando en numerosas aplicaciones entre las que se
encuentran la produccién de compuestos ttiles por conversidén estereo- y regio-
selectiva, produccién de energia mediante procesos bioldgicos, tratamiento selectivo
de ciertos contaminantes, andlisis en continuo y terapia enzimdtica (De Vos y col.,

2000; Cao, 2005).

1.4.1. Tipos de inmovilizacion

El método de inmovilizacién se debe seleccionar teniendo en cuenta el tipo de
biocatalizador, el tipo de reaccién que se desea catalizar y el tipo de biorreactor en el

que se va a llevar a cabo la biocatalisis. Otro aspecto a tener en cuenta es que los

14



Introduccion

biocatalizadores inmovilizados deben tener la suficiente resistencia mecanica y
estabilidad fisica, quimica y biolégica para la operacién en el biorreactor durante
largos periodos de tiempo y no ser téxico. No existe de momento ninguna
metodologia sistemdtica para la eleccién del mejor proceso de inmovilizacién por lo
que es necesario realizar la optimizacién de este proceso para cada caso en particular.
El analisis econdmico de las diferentes alternativas serd el que determine el método

de inmovilizacién que se emplee en cada caso (De Vos y col., 2000; Cao, 2005).

Se han desarrollado diferentes técnicas de inmovilizacién de biocatalizadores
que se pueden agrupar en cuatro grandes grupos: inmovilizacién sobre soportes
insolubles preexistentes (enlace covalente, enlace idnico y adsorcién),
entrecruzamiento o cross-/inking, atrapamiento, inclusién en geles y técnicas mixtas.
La inmovilizacién sobre soportes insolubles se emplea normalmente en el caso de
enzimas, mientras que la inmovilizacién por atrapamiento es la mas empleada para
células viables. La inmovilizacién por entrecruzamiento y las técnicas mixtas pueden
emplearse tanto para enzimas o para células no viables (De Vos y col., 2000; Cao,
2005).

a) Enlace covalente: Los grupos funcionales de la superficie del soporte

reaccionan covalentemente con algunos residuos de aminoacidos de la superficie de
la enzima que no intervengan en la catdlisis. Debido a este enlace fuerte entre el
soporte y la enzima, se evitan posibles pérdidas de biocatalizador durante la
operacién y, en la mayoria de los casos, se mejora notablemente la estabilidad
enzimatica. Sin embargo, bajo las condiciones de inmovilizacién por enlace covalente
ciertos aminoacidos esenciales para la catdlisis pueden verse modificados, asi como la
estructura global de la proteina, lo que provoca pérdidas irreversibles de actividad.

b) Enlace iénico: La unién entre la enzima y el soporte de intercambio iénico
se realiza por interacciones de cardcter reversible, lo que permite revertir el

equilibrio de inmovilizacién variando, por ejemplo, la fuerza idnica o el pH del
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medio. Esto permite la desorcién de la enzima inactiva tras un cierto periodo de
operacion, pudiéndose emplear este soporte en una nueva inmovilizacién, con la
consecuente reduccién de costes. Como inconveniente de este método figura el
requerimiento de un control preciso de las condiciones de pH, fuerza idmica y
temperatura durante la operacidn en el biorreactor para evitar la desorcién de la
enzima activa durante la biocatdlisis.

c¢) Adsorcidn fisica: En este caso, la enzima se une a la superficie del soporte

mediante interacciones reversibles de tipo puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der
Waals, interacciones hidrofébicas o una combinacién de las mismas. Una vez mas, es
necesario operar en el biorreactor en las condiciones adecuadas que minimicen la
desorcion enzimatica.

d) Entrecruzamiento o cross-linking:. Mediante la adicién de reactivos bi- o
multifuncionales, que reaccionan con los residuos de aminodcidos de moléculas de
enzima diferentes por varios puntos, se consigue el entrecruzamiento de las
moléculas enzimaticas en forma de agregados conocidos como CLEAS (cross-linked
protein aggregates). El agente entrecruzante mas conocido es el glutaraldehido
aunque también pueden emplearse di-isocianato de tolueno o hexametileno. La
actividad enzimadtica retenida mediante esta técnica es normalmente menor que la
obtenida mediante otras técnicas de inmovilizaciéon. Ademas, mediante este método
es dificil controlar el tamafio de particula final y la textura del sélido dificulta en gran
medida su manejo.

e) Atrapamiento: En este tipo de inmovilizacién, el biocatalizador se retiene
en el interior de particulas s6lidas o membranas, separandolo asi del medio por una
barrera fisica semipermeable a los sustratos o productos de la reaccién catalitica, lo
que provoca que la catalisis sea generalmente mas lenta que en las otras técnicas de

inmovilizacién. Esta técnica es la mas empleada para inmovilizar células viables.
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Segun la técnica que se emplee para retener el biocatalizador, se pueden
distinguir distintos tipos de inmovilizacidn por atrapamiento.
* Microencapsulacién mediante polimeros sintéticos semipermeables o
membranas de fosfolipidos.
* Retencién del biocatalizador en el interior de fibras huecas.
= Separacién mediante membranas de ultrafiltracion.

f) Inclusiéon en geles: En este caso, el biocatalizador se incorpora en una matriz

tridimensional porosa, siendo las mas empleadas los polimeros naturales como
alginatos y carragenatos o polimeros sintéticos como la acrilamida.

g) Técnicas mixtas: Consisten en una combinacién de las técnicas de
inmovilizacién mencionadas. En el caso de enzimas, las técnicas mixtas normalmente
combinan la inmovilizacién en un soporte insoluble por adsorcién y posterior enlace
covalente con el soporte (Mateo y col., 2001) o bien inmovilizacién por enlace
covalente y posterior entrecruzamiento, esta técnica generalmente empleada en
enzimas oligoméricas (Balcdo y col., 2001; Ferndndez-Lafuente y col., 2001; Betancor

y col., 2003; Pessela y col., 2004).

Actualmente se estan desarrollando novedosas técnicas de inmovilizacién en
nanoparticulas y nanoestructuras. Las reducidas dimensiones de estos soportes
(menos de 100 nm) les confieren unas propiedades muy interesantes en el desarrollo
de biocatalizadores inmovilizados, biosensores y aplicaciones terapéuticas. Entre estas
propiedades se encuentran la eliminacién de las limitaciones difusionales que suelen
presentar los derivados inmovilizados convencionales y que las nanoparticulas en
suspension en un liquido presentan movimiento Browniano debido a la agitaciéon
térmica de las moléculas del fluido, por lo que se podrian reducir las necesidades de
agitacion en el biorreactor (Jia y col., 2003; Kim y col., 2006a). Los biocatalizadores
inmovilizados en nanoparticulas se pueden emplear también en microrreactores para

el desarrollo acelerado de bioprocesos (Liu y col., 2007).
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1.4.2. Limitaciones difusionales en particulas porosas

La cinética de la reaccién catalizada por un biocatalizador inmovilizado en el
interior de una particula porosa viene condicionada no sélo por la reaccién que se
lleva a cabo, sino también por los procesos fisicos de transporte de reactivos y

productos a través del medio liquido y del interior de la particula (figura 1.4).
- e (1) Difusion de sustratos en €l
Medio liquido Y ~~ Capaestacionaria ™. medio liquido

(2) Difusion de sustratosen la
capa estacionaria

( 3) Difusion de sustratosen la
particula

(4) Reaccion biocatalitica

(5),(6),(7)Difusondelos
productos de reaccién

Figura 1.4. Esquema de las distintas etapas de difusién y reaccién que se producen en el interior de una
particula catalitica.

En sistemas con suficiente agitacién externa, la transferencia de materia entre
el medio liquido y la superficie de la particula (etapas 1, 2, 6 y 7) se puede considerar
que no ejerce ninguna limitacién sobre la velocidad de conversién de sustratos. Esta
velocidad vendra determinada, por tanto, por el transporte de materia en el interior
de la particula (etapas 3 y 5) y la propia reaccién biocatalitica (4). En funcién de la
velocidad de estos dos procesos, se establecen diferentes gradientes de concentracion
de sustratos y productos en el interior de la particula (figura 1.5). Si la velocidad de
transferencia de materia es lo suficientemente rdpida como para compensar el
consumo de sustratos debido a la reaccién catalitica, toda la particula se encontrara a
la misma concentracién de reactivos que en el seno del fluido por lo que se dice que

la particula no presenta limitaciones difusionales. Por el contrario, si la velocidad de
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la reaccion es suficientemente rapida respecto la velocidad de transporte de reactivos,
se establece un gradiente de concentracion en el interior de la particula. En este caso,
no todo el biocatalizador inmovilizado estd en contacto con la concentracién de
sustrato del exterior por lo que se dice que la particula presenta limitaciones

difusionales (Levenspiel, 1998).

(a) 'f__‘{.-: Paelicula (b) ——
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Figura 1.5. Perfil de temperatura y concentracién de reactivos en el interior de una particula catalitica
porosa para una reaccién isotérmica y sin limitaciones a la transferencia de materia en la pelicula
externa: (a) Sin limitaciones difusionales a la transferencia interna de materia y (b) con fuertes
limitaciones difusionales (extraido de Levenspiel, 1998).

La velocidad global de reaccién es decir, la velocidad de consumo de sustratos
y aparicién de producto calculada a partir de la variacién de la concentracién en el
seno del liquido, depende, por tanto, de la influencia relativa entre la velocidad de la
reaccion catalitica y la de transporte de reactivos. Estas dos velocidades estdn
interrelacionas ya que la velocidad de transporte depende del gradiente de
concentracion, siendo mayor cuanto mayor sea la diferencia de concentracién entre
la superficie y el interior de la particula. Por otro lado, la velocidad de la reaccién
catalitica depende de la concentracién de sustrato de manera que a menor
concentracion de sustrato, menor velocidad de reaccién. Por lo tanto, la aparicién de
un gradiente de concentracién en el interior de la particula favorece el incremento
de la velocidad de difusién y ralentiza la velocidad de la reaccién catalitica. La

velocidad global de reaccion vendra dada por el equilibrio final que se establezca

entre estos dos procesos.
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Debido a la dificultad de obtener una ecuacién matemadtica que describa la
aparicién de limitaciones difusionales en particulas cataliticas porosas dada la
complejidad de los procesos involucrados, normalmente se suele recurrir al empleo
de parametros y correlaciones empiricas que describan el sistema. Un parametro
ampliamente utilizado es el factor de eficacia 7, definido como la relacién entre la
velocidad de la reaccién observada y la velocidad de la reaccién que se obtendria en
ausencia de limitaciones por difusién (concentracién de reactivos y productos
uniformes en toda la particula e iguales a las de la superficie externa). Otro parametro
que se emplea con frecuencia en el estudio de procesos con transferencia de materia
por difusién y reacciéon quimica, es el nimero adimensional llamado moédulo de
Thiele (®) que representa el cociente entre la velocidad de reacciéon y la velocidad de
difusién. La expresion de este mdédulo para una cinética de tipo Michaelis-Menten se
muestra en la ecuacién 1.1.

2
®2 :L(Ej 1.1)

Donde rm es la velocidad maxima de reaccién (mol/L:s); Ku, la constante de Michaelis-Menten (mol/L);
Ds, la difusividad efectiva del sustrato en la particula (cm?/s) y R, el radio de la particula (cm).

El factor de eficacia y el médulo de Thiele pueden relacionarse de manera
empirica resultando un comportamiento similar para distintas cinéticas de reaccién
(figura 1.6). Para valores bajos del niimero de Thiele, el factor de eficacia es la unidad
lo que implica que la velocidad de reaccién observada coincide con la velocidad de
reaccion en ausencia de limitaciones por difusiéon. De la definicion de moédulo de
Thiele se puede deducir que un valor bajo de este pardmetro se obtiene cuando la
velocidad de difusién de reactivos es bastante mayor a la de la reaccién catalitica. Al

aumentar el valor del médulo de Thiele, aparece un cierto valor umbral a partir del
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cual el factor de eficacia disminuye indicando la aparicién de limitaciones

difusionales en la velocidad de reaccién global.

L | N 1 1 L i

ol
L 1 L)

Figura 1.6. Variacién del factor de eficacia en funcién del nimero de Thiele para cinéticas de distinto
orden de reaccién (extraido de Godia y Lépez-Santin, 1998).

Desde el punto de vista de la optimizacion del proceso de inmovilizacién y
operacién en biorreactor, interesa la obtencién de biocatalizadores inmovilizados con
la maxima carga que sea posible pero en ausencia de limitaciones difusionales es
decir, proximos al valor umbral de aparicién de limitaciones por difusiéon. De la
definicién del médulo de Thiele (ecuacién 1.1) se desprende que, para modificar su
valor en una reaccién biocatalitica definida, los unicos parametros que se pueden
variar son la velocidad maxima de reaccién (carga de biocatalizador) y el tamafio de
la particula. Estos dos parametros se deben evaluar experimentalmente en cada caso
concreto para encontrar las mejores condiciones de inmovilizacién que den lugar al
biocatalizador inmovilizado &éptimo para el proceso catalitico y el biorreactor

seleccionado.
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1.5. Aldolasas en sintesis estereoselectiva

Las aldolasas forman parte del grupo de enzimas denominado liasas que
catalizan la formacidn o lisis selectiva de enlaces carbono-carbono, carbono-oxigeno
o carbono-nitrégeno. Las aldolasas, en particular, catalizan la formacién de enlaces
carbono-carbono mediante reacciones de adicién alddlica (figura 1.7) en las que el
carbono o desprotonado de un aldehido o cetona donador ataca al grupo carbonilo de
otro aldehido o cetona aceptor, generando un p-hidroxialdehido o wuna

B-hidroxicetona (Machajewski y Wong, 2000).

o R4 O OH R4 O
/ . |« |, |l

Rl—C\ + R5—C|I—C—R3 R2-(|3—(|3—C—R3
R2 H R1 R5

Figura 1.7. Esquema general de una reaccién de adicién aldoélica.

La formacién de enlaces C-C y la generacién de compuestos con dos centros
estereogénicos contiguos de una forma altamente estereoselectiva y en condiciones
suaves de pH, temperatura y presion hace que estas enzimas tengan un gran potencial
industrial en la sintesis organica de compuestos con actividad terapéutica y en
especial, en la producciéon de compuestos enantioméricamente puros (Breuer y

Hauer, 2003; Garcia-Junceda y col., 2004).

1.5.1. Clasificacion de las aldolasas

Existen mas de 30 aldolasas identificadas hasta la fecha. Las aldolasas pueden
clasificarse en dos grandes grupos segin el mecanismo empleado en la catdlisis:

aldolasas de tipo I y de tipolI (Boyer, 1972; Takayama y col., 1997).
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- Aldolasas de tipo I.

El mecanismo de catdlisis de este tipo de aldolasas se basa en la formacién de
un compuesto intermedio (base de Schiff) entre el sustrato donador y un residuo
lisina del centro activo de la enzima, afiadiéndose después al aceptor (figura 1.8). Este

tipo de aldolasas son las que predominan en animales superiores y plantas.

- Aldolasas de tipo II.

Este tipo de aldolasas necesitan como cofactor un catién divalente
(generalmente Zn*?) que actua como acido de Lewis en la catalisis para facilitar la
desprotonacion del sustrato (figura 1.8). Este tipo de aldolasas se encuentran

principalmente en procariotas, levaduras, algas y hongos.
T -

Sergr "1. / T Zn**-<Hig
(6\*: 5, o R i ("O"- H
\ NG

H-0=
o]
_— = _ |
H OPO,™ HN—1§s,,7 H,j\“l/\[»-:'F"'::‘a=
O OH

Typa | Alkdclass Type il Aldolase

Figura 1.8. Clasificacién de aldolasas segtin su mecanismo catalitico (extraido de Takayama y col.,
1997).

Por otro lado, las aldolasas que han sido investigadas por su potencial en
sintesis asimétrica se clasifican normalmente atendiendo a la naturaleza del sustrato
donador, obteniéndose cuatro grupos principales:

- Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato (DHAP): Este tipo de
aldolasas presentan una elevada especificidad por el sustrato donador, DHAP,
pudiendo admitir una amplia variedad de aldehidos como sustratos aceptores para
formar cetosas-1-fosfato (Wong y Whitesides, 1994; Fessner y Helaine, 2001). En este
grupo se conocen cuatro aldolasas: D-fructosa-1,6-bifosfato aldolasa, D-tagatosa-1,6-

bifosfato aldolasa, L-fuculosa-1-fosfato aldolasa, L-ramnulosa-1-fosfato aldolasa.
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- Aldolasas dependientes de acetaldehido: Este grupo incluye tinicamente la

2-desoxiribosa-5-fosfato aldolasa (DERA) que emplea acetaldehido como sustrato
donador y otros aldehidos como aceptores para producir 2-desoxialdehidos. Es la
unica aldolasa conocida que cataliza la adicién aldélica reversible de dos aldehidos y
no requiere sustratos fosforilados como la mayoria de las demads aldolasas.

- Aldolasas dependientes de glicina: Este grupo de aldolasas catalizan la

adicién alddlica reversible de glicina, como sustrato donador, con varios tipos de
aldehidos para formar B-hidroxi-a-aminoacidos. Dentro de este grupo, las enzimas
mads estudiadas son las treoninas aldolasas.

- Aldolasas dependientes de piruvato o fosfoenolpiruvato (PEP): Estas

aldolasas utilizan piruvato o PEP como sustrato donador y varios aldehidos como
aceptores para formar 3-desoxi-2-cetodcidos. Dentro de este grupo se encuentra la
N-acetilneuraminato aldolasa, también conocida como acido sialico aldolasa, que

depende de piruvato como sustrato donador.

Las aldolasas han sido ampliamente estudiadas por su elevado potencial
sintético, dando lugar a numerosas revisiones en los ultimos afios (Fessner y Walter,

1997; Machajewski y Wong, 2000; Sukumaran y Hanefeld, 2005).

1.5.2. Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato

Las cuatro aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) que se
conocen hasta el momento catalizan 7in vivo la adicién reversible de DHAP con
D-gliceraldehido-3-fosfato o L-lactaldehido para formar cetosas-1-fosfato cuya
estereoquimica en los carbonos C-3 y C-4 resulta complementaria (figura 1.9). Estas
cuatro aldolasas son D-tagatosa-1,6-bifosfato aldolasa (TDPA), D-fructosa-1,6-
bifosfato aldolasa (FDPA), L-fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) y L-ramnulosa-1-
fosfato aldolasa (RhuA).
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dihidroxiacetona fosfato (DHAP).
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por aldolasas dependientes de

El potencial sintético de las aldolasas ha sido investigado ampliamente en los

ultimos afios. Sin embargo, la principal limitacién del uso de estas enzimas a gran
escala radica en el elevado precio de la DHAP. Diversos autores estdn desarrollando
procesos de sintesis enzimdtica basados en estrategias one-pot para la generacién de
DHAP in-situ (Schoevaart y col., 2000; van Herk y col., 2006). Otras investigaciones
se centran en eliminar la dependencia de DHAP mediante estrategias de evolucién
dirigida modificando la especificidad por sustrato de la enzima para que pueda

admitir dihidroxiacetona (DHA) en vez de DHAP (Sugiyama y col., 2007).
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1.5.3. Ramnulosa-1-fosfato aldolasa y fuculosa-1-fosfato aldolasa

Las enzimas ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) (EC 4.1.2.19) y fuculosa-1-
fosfato aldolasa (FucA) (EC 4.1.2.17) de Escherichia coli son dos enzimas de tipo II
que pertenecen al grupo de aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato y
catalizan la adicién alddlica entre este compuesto y diferentes aldehidos para dar
lugar a dos diastereoisémeros que difieren tUnicamente en la estereoquimica del
carbono en posicion 4 (figura 1.9). Ademas de la elevada similitud de la reaccién que
catalizan y del producto obtenido, ambas enzimas poseen una estructura, disposicién
del centro catalitico y mecanismo de reaccién muy similar (Kroemer y Schulz, 2002).
Sin embargo, la homologia de sus secuencias se reduce inicamente a 43 residuos de
aminodcidos de los 274 residuos que presenta RhuA y los 215 residuos de FucA, entre
los que se incluyen los residuos que forman parte del centro catalitico de estas
enzimas (Joerger y col., 2000).

La ramnulosa-1-fosfato aldolasa y la fuculosa-1-fosfato aldolasa son
homotetrameros cuyas subunidades (30 kDa en el caso de RhuA y 24 kDa en FucA)
estan dispuestas hacia los vértices de un cuadrado en una simetria de tipo Cs (figura
1.10) (Dreyer y Schulz, 1996b; Kroemer y Schulz, 2002). Esta disposiciéon no es muy
frecuente en enzimas multiméricas y es el inico caso dentro de este tipo de enzimas.
Ambas enzimas presentan cuatro centros activos por molécula de enzima situados en
las zonas de contacto entre subunidades contiguas y que contienen un catién Zn*?
unido a tres histidinas y un glutamato en una esfera de coordinacién practicamente
tetraédrica. La principal diferencia entre ambas enzimas es que en el caso de FucA el
extremo C-terminal se encuentra desordenado y apunta hacia el centro activo de la
subunidad adyacente participando en la catdlisis (Dreyer y Schulz, 1996a). En el caso
de RhuA, el extremo C-terminal es fijo y se encuentra lejos del centro activo por lo

que no participa en la catalisis (Kroemer y Schulz, 2002; Kroemer y col., 2003). Sin
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embargo, el dominio N-terminal de cada subunidad de RhuA es mévil y se encuentra
dispuesto hacia el exterior de la molécula en forma de antena. El movimiento de este
dominio resulta esencial para la catdlisis (Grueninger y Schulz, 2008). Otra diferencia
entre estas dos enzimas es la naturaleza de un quinto ligando del dtomo de Zn*?
perteneciente a la subunidad adyacente y que participa en la catalisis. En el caso de

FucA este residuo es tirosina y en el caso de RhuA, treonina (Kroemer y Schulz,

2002).

El mecanismo de reaccién de fuculosa-1-fosfato aldolasa consiste en primer
lugar en la unién de DHAP al residuo Glu73 del dominio C-terminal, la
desprotonacion del carbono C3 y la estabilizacién por parte del dtomo de Zn*? del
intermedio enediolato formado. Seguidamente se enlaza el aldehido en su cara s7al
residuo Tyr113’ de la subunidad adyacente y se forma el enlace C-C con la DHAP. A
continuacion, se vuelve a protonar el residuo Tyrll3’ y se disocia el producto
volviendo Glu73 a su estado inicial en el centro activo (Dreyer y Schulz, 1996a;
Joerger y col., 2000). El mecanismo de reaccién de la ramnulosa-1-fosfato aldolasa es
muy similar y comienza por la unién y desprotonacién de la DHAP por el residuo
Glull7 que en este caso se encuentra en el dominio N-terminal. Este dominio se
mueve hacia el 4tomo de Zn*? que se encuentra coordinado por tres histidinas del
dominio C-terminal. Por tltimo, la DHAP ataca la cara re del aldehido formédndose el
enlace C-C, el producto se disocia y los residuos vuelven a su posicién inicial

(Kroemer y col., 2003; Grueninger y Schulz, 2008).
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(a) (b)

Figura 1.10. Estructura tridimensional de dos aldolasas dependientes de DHAP de £. col: (a) fuculosa-
1-fosfato aldolasa (Dreyer y Schulz, 1996) y (b) ramnulosa-1-fosfato aldolasa (Kroemer y Schulz,
2002).

1.6. Reacciones de adicion alddlica catalizadas por aldolasas

La posibilidad de catalizar estereoselectivamente la uniéon C-C en condiciones
suaves de temperatura y pH hace que las aldolasas sean de gran interés para la sintesis
organica de compuestos, especialmente para la industria de la quimica fina,
farmacéutica o agroquimica.

Una de las reacciones de sintesis catalizadas por aldolasas que presenta un gran
atractivo desde el punto de vista industrial es la sintesis estereoselectiva de
aminopolioles a partir de aminoaldehidos N-protegidos y dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) (Espelt y col., 2003; Espelt y col., 2005). A partir de aminopolioles se pueden
sintetizar iminociclitoles mediante tratamiento con fosfatasa acida y una posterior
hidrogenacién (figura 1.11). Los iminociclitoles son compuestos miméticos de
azucares que pueden actuar como inhibidores de glicosidasas y glicotransferasas por

lo que presentan una potencial aplicaciéon como antibidticos, farmacos
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antimetastdsicos, antihiperglucémicos o inmunoestimuladores y también son
intermedios de gran versatilidad en la sintesis quiral de otras moléculas de interés

(Liang y col., 2006; Caines y col., 2007).

OH H
H o 2-  Aldolasa H T z R1 N CHZOH
z~ \%o+ Ho._J_opo, z—N . OPO; __ w
RL OH OH OH

R1

N-Cbz-aminoaldehido DHAP ) ) S
N-Cbz-aminopoliol Iminociclitol

Figura 1.11. Sintesis enzimdtica de N-Cbz-aminopolioles lineales y posterior sintesis del
correspondiente iminociclitol.

Como reaccién modelo de la sintesis de N-Cbz-aminopolioles en esta tesis se
ha seleccionado la adicién aldélica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal catalizada por las
enzimas fuculosa-1-fosfato aldolasa y ramnulosa-1-fosfato aldolasa debido a las
prometedoras propiedades terapéuticas del iminociclitol correspondiente a los
productos sintetizados y a la elevada diastereoselectividad, préxima al 100%, que

ambas reacciones presentan (figuras 1.12 y 1.13) (Espelt y col., 2003; Espelt y col.,

2005).
O  CH, O  CH, OH
Bt A Sy G S
H O H OH O
comamind e e St

Figura 1.12. Reaccién de adicién alddlica entre (S)-Cbz-alaninal y dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
catalizada por fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA)
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. (3R,4S,5S)-5-(benciloxicarbonilamino)-
(S)-Cbz-alaninal DHAP -5,6-dideoxi-1-O-fosfonohex-2-ulosa

Figura 1.13. Reaccién de adicién alddlica entre (S)-Cbz-alaninal y dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA)
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La adicion alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal presenta
dos reacciones secundarias debido a la degradacién quimica y enzimdtica de la
DHAP. Por un lado, la DHAP se degrada quimicamente a través de un intermedio
enediolato para dar lugar irreversiblemente a metilglioxal y fosfato inorganico (figura
1.14) (Fessner y Walter, 1997). En trabajos anteriores dentro del grupo de
investigacién se descubrié que las aldolasas de tipo II también podian catalizar esta
reaccion de degradacién a través de la formacién del mismo intermedio enediolato al
unirse la DHAP al Zn*? del centro activo y ser desprotonado por el residuo de acido

glutamico préximo (figura 1.15) (Suau y col., 2006).

CH,OH
C=0
|
CH,0PO, 2
H/t e
C
| enediolate
C intermediate

o H o _H
s, o .
e e
PO+ | ;
e H~G —oH
HO CH CH,OPO.>

methylglyoxal

D-glyceraldehyde phosphate

Figura 1.14. Mecanismo de isomerizacién y descomposiciéon de dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
(extraido de Fessner y Walter, 1996).

o Aldolasa oH
2 tipo Il o] .
Ho N __oro, —— = X + PO;
H CH,
DHAP Metilglioxal Fosfato

Figura 1.15. Reaccién de degradacién enzimatica de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) catalizada por
aldolasas de tipo II.
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1.7. Ingenieria del medio de reaccion

Para obtener una elevada eficiencia de la reacciéon biocatalitica, se ha de
seleccionar un medio de reacciéon que permita una elevada solubilidad de los
reactivos, elevada actividad y estabilidad del biocatalizador y favorecer la separaciéon
del producto de reaccién. Cuando en el medio se encuentran productos de diferente
hidrofobicidad, entre las posibles estrategias se encuentran el empleo de medios
acuosos con un disolvente organico como cosolvente, el uso de medios bifasicos fase
organica/fase acuosa o el uso de liquidos iénicos (Illanes, 2008).

El empleo de medios acuosos con disolventes orgdnicos como cosolventes en
biocatdlisis permite una mayor solubilidad de compuestos hidrofébicos respecto de
los medios acuosos sin que la enzima se vea afectada en gran medida. Para ello, la
concentracion de cosolvente en el medio debe encontrarse entre 10-20% para evitar
la desactivacién de la enzima que suele producirse a concentraciones mas elevadas
(Budde y Khmelnitsky, 1999). Los disolventes mds empleados como cosolventes en
biocatalisis son dimetilsulféxido, dimetilformamida, tetrahidrofurano, dioxano,
acetona o metanol (Cabral y col., 1994; Faber, 2004).

Los sistemas bifasicos se emplean para separar en diferentes fases la enzima,
que normalmente se encuentra disuelta en la fase acuosa, del compuesto hidrofébico
disuelto en la fase organica. Otra ventaja de este sistema es que, en caso de que el
producto de la reaccién sea hidrofébico, el equilibrio de reaccién en la fase acuosa se
vera desplazado hacia la formacién de producto, obteniéndose unos mayores
rendimientos de reaccién. En estos sistemas es necesaria una adecuada transferencia
de materia entre fases que se ve favorecida por una elevada superficie de interfase.
Sin embargo, la presencia de interfases provoca, en la mayoria de las enzimas a
excepcion de las lipasas, que la enzima se inactive. Una posible solucién es el empleo

de reactores de membrana que permiten separar las dos fases mediante una barrera
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permeable. En este caso, la transferencia de materia a través de la membrana vuelve a
ser un parametro crucial en la obtencién de elevadas productividades en estos
sistemas (Cabral y col., 1994; Faber, 2004).

Por ultimo, los liquidos i6nicos son sales con un punto de fusidn inferior a
100°C que poseen interesantes propiedades como medios de reacciéon debido a que
presentan una volatilidad extremadamente baja, son capaces de disolver compuestos
organicos, inorganicos y poliméricos tanto polares como no polares y presentan una
gran versatilidad de comportamiento en agua y disolventes organicos, desde
practicamente inmiscibles a totalmente miscibles. Por estos motivos, estos nuevos
medios ofrecen un elevado potencial para ser empleados en reacciones biocataliticas

(Rogers y col., 2001; Lee y Lee, 2005; Ou y Huang, 2006; Roosen y col., 2008).

1.8. Cinética enzimatica

A la hora de diseflar un biorreactor enzimatico es indispensable conocer la
ecuacion cinética que rige la reaccion catalitica de interés. Por un lado, el estudio
cinético permite conocer el comportamiento de la enzima y descubrir posibles
inhibiciones por sustrato o producto que puedan influir en la conversiéon de la
reaccién. Por otro lado, la ecuacién cinética puede incorporarse en programas
informaticos de simulacién y optimizacién para obtener las condiciones éptimas de

operacidn en el biorreactor enzimatico.

La primera ecuacién cinética para una reacciéon enzimadtica de un solo sustrato
y producto (figura 1.16) fue propuesta por Henri en 1903. Posteriormente, Michaelis
y Menten confirmaron experimentalmente las teorias de Henri y plantearon en 1913
la conocida ecuacién de Michaelis-Menten (ecuacién 1.2). Esta ecuacién se basa en

que la enzima (E) y el sustrato (S) reaccionan rapidamente para formar un complejo
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enzima-sustrato (ES) que se rompe para dar lugar al producto (P) y enzima libre de
nuevo. Se considera que la concentracién de sustrato no se ve alterada por la
formacién del complejo ES debido a que la concentracién de enzima es muy inferior
a la concentracion de sustrato y que la velocidad de reaccion global estd limitada por
la rotura del complejo ES. Otra de las suposiciones que se asumen es que la enzima, el
sustrato y el complejo ES se encuentran en equilibrio durante el progreso de la
reaccion. Esta ultima suposicidn se denomina aproximacién de rapido equilibrio o de

quasi-equilibrio (Segel, 1993).

E+S ES E+P

Figura 1.16. Esquema general de una reaccién enzimdtica con un sustrato.

dS 1, S kyEgS

=——= = (1.2)
dt Ky+S Ky+S
k, E-S
Ky=—t=—" 13
MUk, ES 3
Y .
k, =k, ="2% 14
2 cat EO ( )

Donde r es la velocidad de reacciéon (mM-h1); S, la concentracion de sustrato (mM); rmax, la velocidad
maxima de reaccién (mM-h'); Eo, la concentracién inicial de enzima (mM); k2 la constante cinética de
disociacién a producto y Ku, la constante de Michaelis (mM) definida como la constante de equilibrio
entre la concentracién de la enzima libre (E), sustrato (S) y complejo enzima-sustrato (ES). La
constante cinética k2 también se denomina turnover number o ke y representa velocidad maxima de
generacién de producto por mol de enzima o mol de centros activos.

En 1925 Briggs y Haldane propusieron que no era necesario que el complejo
enzima-sustrato estuviese en equilibrio con el enzima libre y el sustrato pero que, en
un tiempo corto de reaccién, se alcanza un estado quasi-estacionario en el que la

velocidad de formacién del complejo ES iguala a la velocidad a la que se rompe,

siendo la concentracién del complejo practicamente constante en el tiempo. Esta
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suposicion se denomina aproximacion de estado estacionario. La expresion resultante
es exactamente la misma que la deducida por Michaelis-Menten (ecuacion 1.2)
aunque en este caso la constante Km relaciona las concentraciones de enzima libre,
sustrato y complejo enzima-sustrato en el estado estacionario, que pueden no
coincidir con las concentraciones en equilibrio consideradas previamente (ecuaciéon
1.3). Es, por tanto, una constante dindmica o de pseudoequilibrio y su definicién

relaciona las constantes cinéticas de las tres etapas (ecuacion 1.5).

_k1+k2

K
M K

(1.5)

En el caso de reacciones enzimadticas que involucran mas de un sustrato o
producto se puede realizar el mismo tratamiento que en el caso de un solo sustrato,
pudiendo aplicar tanto la aproximacién de rdpido equilibrio como de estado
estacionario. En el caso concreto de reacciones con dos sustratos se debe tener en
cuenta la formacién de complejos binarios enzima sustrato (EA, EB) y un complejo
ternario entre la enzima y los dos sustratos (EAB). También es importante tener en
cuenta el orden de formacién de estos complejos. A veces el complejo ternario sélo se
forma a partir de uno de los dos complejos binarios y no del otro, en este caso el
mecanismo se llama ordenado. Alternativamente, si el complejo EAB se puede formar
a partir de cualquiera de los complejos binarios, el mecanismo se llama random. En
otros mecanismos, el complejo binario EA da un producto X y se forma un complejo
binario EA’ que después reacciona con el sustrato B para dar un segundo producto Y.

Este es el mecanismo ping-pong.

La velocidad de reaccién puede verse afectada también por la presencia de
algunas sustancias que se denominan activadores, si hacen que la velocidad de
reaccion aumente; inhibidores, si la disminuyen y moderadores, que puede actuar

tanto como activadores como inhibidores. Estos mecanismos permiten la regulacién
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de la velocidad de reacciéon de las rutas metabdlicas en el interior de las células.
Respecto a los mecanismos de inhibicién, las enzimas se ven afectadas con mucha
frecuencia por la presencia del sustrato, producto u otros compuestos presentes en el
medio, siendo los tipos de inhibiciéon mads frecuentes la inhibicién competitiva, no
competitiva y anticompetitiva. El efecto de la inhibicién se refleja en la ecuacion
cinética mediante la incorporacién en el denominador de un término adicional

correspondiente al tipo de inhibicién que ocurra (Segel, 1993).

1.8.1. Inhibicion enzimatica

La velocidad de reaccién puede verse reducida por la presencia de diversos
compuestos que se denominan inhibidores. Estos compuestos se unen a la enzima
libre o al complejo enzima-sustrato de forma reversible o irreversible interfiriendo en
la unién de la enzima al sustrato, la formacién de producto o su disociacién. En los
casos mas sencillos, el complejo enzima-inhibidor es inactivo y no progresa a
producto. En otros tipos de inhibiciones, este complejo puede dar también producto
de reaccidn, siendo la inhibicién de tipo parcial. La inhibicién también puede ser
mixta, cooperativa o sinérgica cuando los inhibidores son no exclusivos, es decir, hay

mas de un lugar de unidn del inhibidor con la enzima (Segel, 1993).

Los tres casos mas sencillos de inhibicién son la inhibicién competitiva, no

competitiva y anticompetitiva.
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- Inhibicién competitiva: La unién del inhibidor a la enzima impide la unién

del sustrato por lo que se dice que inhibidor y sustrato son mutuamente excluyentes

(figura 1.17 y ecuacién 1.6 en tabla 1.2).

Ky K,
E+S =—=— ES —= E+P

+ Ka
I

(N

El

Figura 1.17. Esquema general de inhibicién competitiva en una reaccién enzimatica con un sustrato.

- Inhibicién no competitiva: En este caso, el inhibidor no afecta a la unién del
sustrato con la enzima. Ocurre normalmente cuando sustrato e inhibidor tienen
diferentes puntos de unidén en la estructura de la enzima por lo que el inhibidor se
puede unir indistintamente a la enzima libre (E) o al complejo enzima-sustrato (ES) y
la unién de un ligando no tiene efecto en la unién o disociacién del otro. Sin
embargo, la formacién del complejo ESI es inactivo y no progresa a producto (figura

1.18 y ecuacion 1.7 en tabla 1.2).

Ky Ks
E+S ES —= E+P
+ K +
I I
(R

K1
El+S ESI

K

Figura 1.18. Esquema general de inhibicién no competitiva en una reacciéon enzimdtica con un
sustrato.
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- Inhibicién anticompetitiva: El inhibidor en este caso se une tinicamente al

complejo enzima-sustrato dando lugar a un complejo ternario ESI que no progresa a

producto (figura 1.19 y ecuacién 1.8 en tabla 1.2).

Figura 1.19. Esquema general de inhibicién anticompetitiva en una reaccién enzimatica con un

sustrato.

La ecuacion cinética resultante en estos tres tipos de inhibicién incorpora un

término adicional en el denominador que incluye la constante de disociacién del

complejo enzima-inhibidor (EI) o constante de inhibicién, Ki. También se emplea

con frecuencia la inversa de esta constante que se denomina constante de asociacién

del complejo EI ki.

Tabla 1.2. Ecuaciones cinéticas de los distintos tipos de inhibicién en una reaccién enzimdtica con un

sustrato.

Inhibicion

FEcuacion cinética

Competitiva

No competiva

Anticompetitiva

r=—— S ()
Ky -[1+IJ+S
KI
r= i S 1.7)
(K, +s)-(1+j
I
.S
p=— w2 (1.8)
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Capitulo 2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Avanzar en el desarrollo de un bioproceso catalitico rentable y sostenible
empleando ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante (RhuA) como biocatalizador
para la produccion estereoselectiva de un compuesto precursor de inhibidores de
glicosidasas de accién terapéutica mediante adicién alddlica de dihidroxiacetona

fosfato y (S)-Cbz-alaninal.

2.2. Objetivos especificos

- Obtener un modelo cinético de la adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y
(S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa soluble en medio acuoso

con dimetilformamida como cosolvente.

- Desarrollar un proceso de purificacién e inmovilizacién en un solo paso para
aldolasas recombinantes en soportes de afinidad metdlica, empleando ramnulosa-1-
fosfato aldolasa y fuculosa-1-fosfato aldolasa. Emplear los derivados inmovilizados asi
producidos en la biocatdlisis de la adicién alddlica de interés en medio acuoso con
dimetilformamida como cosolvente y optimizar la carga enzimitica evitando la

presencia de limitaciones difusionales.
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- Inmovilizar la enzima ramnulosa-1-fosfato aldolasa en nanoparticulas de oro y
emplear el biocatalizador inmovilizado obtenido en la biocatalisis de la adicién

aldélica de interés en medio acuoso con dimetilformamida como cosolvente.

- Estudiar el empleo de un novedoso medio de reaccién, el liquido idnico
[BMIM][BF:], como cosolvente en la biocatdlisis con ramnulosa-1-fosfato aldolasa

recombinante de la adicién alddlica de interés.

- Evaluar la aplicacién de un reactor de membrana para biotransformaciones
empleando un medio bifdsico acuoso/organico en la adicién aldélica de interés

catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante.
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Capitulo 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Las enzimas ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante (RhuA) y fuculosa-1-
fosfato aldolasa recombinante (FucA) han sido producidas en nuestro grupo de
investigacién mediante cultivos de alta densidad de £. coli. RhuA ha sido purificada
mediante cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC) empleando una
columna Co-IDA. FucA ha sido purificada mediante cromatografia IMAC empleando
una columna Ni-IDA y posterior incubacién en disoluciéon de ZnSOs, salvo que se
indique expresamente lo contrario. Los sustratos naturales de ambas enzimas
empleados en la determinacién de su actividad enzimdtica (L-ramnulosa-1-fosfato y
L-fuculosa-1-fosfato) han sido sintetizados a partir de L-lactaldehido vy
dihidroxiacetona fosfato. El L-lactaldehido ha sido sintetizado mediante reaccién
entre D-treonina y ninhidrina. El aldehido de la reaccién de adicién alddlica,
(S)-Cbz-alaninal, ha sido producido mediante sintesis organica salvo que se indique
expresamente lo contrario. Los soportes de afinidad NTA han sido suministrados por
Qiagen y los soportes de afinidad IDA han sido suministrados por GE Healthcare o
cedidos amablemente por Hispanagar, segun se indique. El agua empleada fue mili-Q
con una resistividad de 18,2 MQ. El resto de los compuestos quimicos, salvo otra

indicacidn, han sido proporcionados por Sigma-Aldrich.
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3.2. Sintesis de sustratos enzimaticos

3.2.1. Sintesis de L-ramnulosa-1-fosfato y L-fuculosa-1-fosfato

Tanto L-ramnulosa-1-fosfato como L-fuculosa-1-fosfato se sintetizan como

sales de ciclohexilamina mediante la adicién alddlica de dihidroxiacetona fosfato

(DHAP) y L-lactaldehido catalizada enzimdticamente por ramnulosa-1-fosfato

aldolasa (RhuA) y fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) respectivamente (figura 3.1), y

posterior neutralizaciéon con ciclohexilamina. Este procedimiento se basa en el

desarrollado por (Fessner y col., 1993) y ha sido adaptado por (Durany, 2000).
o

o
2-
HJ\/OP% !

(=DH (o] 5
RhuA \‘/f\)l\/opo3
+
OH OH 3R4S OH OH
L-ramnulosa-1-fosfato
DHAP L-lactaldehido
OH O .
FucA WJ\/OPC%
‘ 3
3R,4R H

OH OH

L-fuculosa-1-fosfato

y fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA).

Figura 3.1. Sintesis enzimdtica de L-ramnulosa-1-fosfato y de L-fuculosa-1-fosfato a partir de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y L-lactaldehido catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA)

En un balén se disuelven 10 mmoles de DHAP (Fluka, 37440) y de
L-lactaldehido previamente sintetizado en 250 mL de agua mili-Q y se ajusta a pH 7,5

con KOH. Posteriormente, se afiaden 10 UA de la aldolasa correspondiente y se deja
reaccionar a 35°C y agitacién magnética suave. Se toman muestras a intervalos
regulares de tiempo que se introducen durante un minuto en un bafio a 100°C para

desnaturalizar la enzima y detener la reaccidén enzimadtica y se analiza el contenido de

DHAP, L-lactaldehido y del aztcar sintetizado (L-ramnulosa-1-fosfato o L-fuculosa-
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1-fosfato en cada caso). La reaccién se detiene introduciendo la mezcla de reaccién
en un bafio de agua a 100°C una vez que se han consumido los reactivos.

La purificacién de L-ramnulosa-1-fosfato y L-fuculosa-1-fosfato se realiza en
ambos casos por cromatografia de intercambio iénico. En primer lugar, la mezcla de
reaccion se filtra a través de carbdn activo para retener las posibles impurezas
organicas que pudiera contener y se carga en una columna cromatografica que
contiene 140 mL de resina de intercambio aniénico Dowex 1x8 en forma HCOs,
lavando con 2 volumenes de agua mili-Q tras la carga. Se recogen fracciones de entre
50 y 100 mL del liquido eluido y se analiza el contenido de L-lactaldehido y del
azucar correspondiente mediante HPLC. Posteriormente, el aztcar retenido en la
columna se eluye con una disolucién de NaHCOs 0,2 M. Se recogen fracciones de
elucién de entre 50 y 100 mL y se determina su contenido en L-ramnulosa-1-fosfato
o bien L-fuculosa-1-fosfato segun sea el caso. La columna se lava con una disolucién
0,7 M NaHCOs para asegurarse de haber recuperado todo el aztcar retenido en la
columna y las fracciones que contienen el producto de interés se liofilizan. El sélido
liofilizado se disuelve en 100 mL de agua mili-Q y se realiza un tratamiento con
resina catidnica Dowex 50x8 en forma H* bajo agitacién magnética fuerte para
eliminar los restos de bicarbonato. Una vez que ya no se observa desprendimiento de
COg, la solucién se filtra a vacio en un embudo filtrante (10-16 um) para separar la
resina, se neutraliza con ciclohexilamina y se liofiliza de nuevo. Las sales de
ciclohexilamina de L-ramnulosa-1-fosfato y de L-fuculosa-1-fosfato se conservan a

-20°C bajo atmdsfera inerte.

El L-lactaldehido se sintetizd por descarboxilaciéon oxidativa de D-treonina
mediante ninhidrina siguiendo la modificaciéon del método de Zagalak y col. (1966)

propuesto por Durany (2000) (figura 3.2).
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COOH 0
. OH
e OH H
OH OH
‘ o)
D-treonina Ninhidrina L-lactaldehido

Figura 3.2. Sintesis de L-lactaldehido a partir de D-treonina y ninhidrina.

La reaccién se realiza disolviendo 25 mmol de D-treonina y 51,1 mmol de
ninhidrina en 400 mL de tampén 0,05 M citrato sédico, pH 5,4, dejandolo reaccionar
en un bafio de glicerol a 100°C bajo agitacién magnética fuerte y acoplado a un
condensador de gases para retener el NHs que se desprende. Tras 2 horas de reaccion,
la mezcla se deja enfriar y se filtra a vacio en un embudo filtrante (10-16 um). Dado
que la ninhidrina también reacciona con el NH3 que se forma dando un producto

secundario de color purpura (figura 3.3), la mezcla de reaccion se debe purificar

O 0
OH
o + NH, ——— C=N—CH
0 ¢

Ninhidrina Producto secundario
(Color purpura)

posteriormente.

o

Figura 3.3. Reaccién secundaria de la sintesis de L-lactaldehido.

La purificacién de L-lactaldehido se realiza mediante tratamiento con resinas
de intercambio catiénico y aniénico. En primer lugar se afiade la cantidad de resina
aniénica Dowex 1x8 HCOs necesaria para obtener pH 6,5 aproximadamente y se
mantiene bajo agitaciéon vigorosa durante aproximadamente 3 horas. Tras este
tiempo, se separa la resina por filtraciéon y se realiza el tratamiento con la resina
catidonica Dowex 50x8 H*, que consiste en afiadir al filtrado la cantidad de resina

catidnica necesaria para obtener pH 4,0 aproximadamente. Se mantiene bajo
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agitacion fuerte durante 1 hora y se filtra. A continuacién la disolucién de
L-lactaldehido se concentra al vacio hasta un volumen entre 50 y 100 mL. Se repite el
tratamiento con las resinas de intercambio idnico tantas veces como sea necesario
hasta que la disolucién sea incolora. Finalmente, se concentra al vacio la disoluciéon
de L-lactaldehido hasta un volumen de 25 mL aproximadamente y se conserva a 4°C,
pH 4,0 y bajo atmésfera inerte. El L-lactaldehido obtenido se cuantifica de manera
indirecta mediante reduccién con borohidruro potasico (KBHs4) y posterior

cuantificacién del 1,2-propanodiol formado mediante analisis en HPLC.

3.2.2. Sintesis de (S)-Cbz-alaninal

El (S)-Cbz-alaninal se sintetiza por oxidacidn de su correspondiente alcohol
protegido, el (S)-Cbz -alaninol, con el oxidante IBX (dcido o-iodoxibenzoico) (Espelt

y col., 2003). La reaccidn se lleva a cabo en dimetilsulf6xido (DMSO) anhidro (figura

3.4).
(6]
O CH, W ,OH O CH
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Ot Qlp == Oy
|
H
o H (0]
(S)-Cbz-alaninol IBX (S)-Cbz-alaninal

Figura 3.4. Sintesis de (S)-Cbz-alaninal a partir de la oxidacién de (S)-Cbz-alaninol con 4dcido o-
iodoxibenzoico (IBX) en dimetilsulféxido anhidro (DMSO).

Para la sintesis tedrica de 5 g de (S)-Cbz-alaninal se disuelven 5 g de (S)-Cbz-
alaninol previamente sintetizado en 65 mL de DMSO anhidro. Se afiaden 16,73 g de
oxidante IBX y se deja reaccionar a temperatura ambiente y bajo agitacién magnética
durante 2 horas. La concentracién inicial de reactivos, por tanto, es de 0,37 M para el

(S)-Cbz-alaninol y 0,92 M para el IBX. La reaccién se detiene afiadiendo 850 mL de
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agua mili-Q. El contenido del (S)-Cbz-alaninal formado se determina mediante
analisis en HPLC.

El primer paso de purificaciéon consiste en separar el IBX de la mezcla de
reacciéon mediante filtracién a vacio en embudo Biichner (20-25 pm). Se realizan dos
lavados de 50 mL de acetato de etilo y se afladen las aguas de lavado al filtrado inicial.
A continuacién se realizan 5 extracciones empleando 80 mL de acetato de etilo cada
una, conservando la fase orgdnica extraida en cada etapa. El siguiente paso de
extraccion consiste en la eliminacién de compuestos solubles en fase acuosa presentes
en la fase orgdnica. Para ello se realizan 5 extracciones con 80 mL de NaHCO:s al
5% w/v cada una y a continuacién otras 5 extracciones con 80 mL de Na(l saturado
cada una. Finalmente se elimina todo el contenido de agua afiadiendo Na2SOs
anhidro hasta que el sélido queda en suspension sin aglomerarse. El sélido se separa
por filtracién (2,5 pm) y el filtrado se rotavapora a 30°C y vacio para eliminar el
disolvente. Para caracterizar el (S)-Cbz-alaninal obtenido se realiza un espectro de
'H-RMN vy un espectro de C-RMN vy también se cuantifica mediante andlisis en

HPLC. El (S)-Cbz-alaninal sintetizado se conserva a -20°C y en atmosfera inerte.

Para llevar a cabo la sintesis de (S)-Cbz-alaninal por oxidacién del alcohol
correspondiente, el (S)-Cbz-alaninol, hace falta que éste se encuentre N-protegido
para evitar que también se oxide el grupo amino presente en esta molécula. Se eligié
el grupo Cbz como grupo protector ya que posee un anillo aromatico que emite una
sefial en el espectro UV, lo que permite su deteccién y cuantificacién mediante
analisis de HPLC. La proteccién del (S)-alaninol con el grupo Cbz se lleva a cabo por
medio de una reaccién con N-(benciloxicarboniloxi) succinimida (Cbz-O-su) (figura

3.5).
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Figura 3.5. Reaccién de proteccién del grupo amino de (S)-alaninol con el grupo Cbz.

En un balén se disuelven 5 g de (S)-alaninol en 75 mL de una disolucién 4:1
de dioxano en agua mili-Q. Por otro lado se disuelven 15,8 g de Cbz-O-su en 75 mL
de la misma disolucién dioxano-agua 4:1. Mediante un embudo de adicién se anade
gota a gota la disoluciéon de Cbz-O-su al (S)-alaninol, bajo agitacién magnética suave
y se deja reaccionar hasta el dia siguiente.

El primer paso de purificacién es la eliminaciéon del dioxano mediante
rotavaporacién a 30°C y vacio. El residuo obtenido se disuelve en 75 mL de acetato de
etilo y se trasvasa a un embudo de decantacion. Se realizan 3 lavados de 50 mL de
acido citrico al 5% w/v, 3 lavados de 50 mL de NaHCO:s al 5% w/v y 3 lavados de
50 mL de NaCl saturado. Se elimina el agua presente mediante adicién de NaSOs
anhidro hasta que el s6lido deje de aglomerarse dentro de la disolucién. El sé6lido se
separa por filtracién (2,5 um) y, finalmente, el filtrado se rotavapora a 30°C y vacio
para eliminar el acetato de etilo. El (S)-Cbz-alaninol obtenido se guarda a 4°C hasta
su utilizacién. Para caracterizar el compuesto sintetizado se realiza un espectro de

'H-RMN y un espectro de *C-RMN.

El agente oxidante, dcido o-iodoxibenzoico o IBX, empleado en la sintesis del
(S)-Cbz-alaninal, se obtiene mediante reaccién de acido 2-iodobenzoico con un

compuesto comercial, el Oxone® (peroximonosulfato de potasio) (figura 3.6).
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Figura 3.6. Sintesis del oxidante IBX (4dcido o-iodoxibenzoico)

En primer lugar se disuelven 280,2 g de Oxone® en 1,5 mL de agua mili-Q y
se mantiene a 70°C bajo agitacién magnética. Se afladen 40,2 g de &cido-2-
iodobenzoico y se tapa con papel de aluminio. Se deja reaccionar durante 3 horas a
70-74°C. Transcurrido ese tiempo se detiene la agitacién y la calefaccién y se deja
enfriar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente. Posteriormente, se filtra a
vacio a través de un embudo filtrante (10-16 um) realizando dos lavados con acetona.
El sélido filtrado se seca por liofilizacién durante un minimo de 2 horas y se guarda a
4°C. Para determinar la pureza del compuesto sintetizado se realiza un espectro de

'H-RMN.

3.3. Obtencion de aldolasas recombinantes

3.3.1. Produccidn en cultivos de alta densidad

Tanto la ramnulosa 1-fosfato aldolasa (RhuA) como la fuculosa-1-fosfato
aldolasa (FucA) recombinantes se expresan en £. coli como proteinas de fusién a una
cola de 6 histidinas en el extremo N-terminal. La cepa empleada en la sobreexpresion
de FucA ha sido la £ coli XL1 Blue MRF’/pTrcfuc que ha sido cedida por el

Dr. Garcia-Junceda. El vector de clonacién empleado ha sido pTrcHis C de
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Invitrogen (figura 3.7-a) al que se le ha incorporado el gen fic que codifica para FucA
(figura 3.7-b) (Garcia-Junceda y col., 1995). La proteina se expresa bajo control del
promotor fuerte trc inducible por IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido). En la
sobreexpresion de RhuA se ha empleado la cepa £ coli M15AglyA/pQEafrham
auxotroéfica para glicina desarrollada con anterioridad en el grupo (Vidal y col., 2008).
Se ha empleado el vector de clonacién comercial pQE40 de Qiagen (figura 3.8-a) que
contiene el promotor fuerte T5 inducible por IPTG al que se le ha incorporado el gen
rham que codifica para RhuA y el gen g/yA que codifica para la SHMT bajo control
del promotor suave constitutivo P3 (figura 3.8-b). La expresion constitutiva de la
enzima SHMT (serina hidroximetil transferasa), que es una enzima involucrada en la
sintesis celular de glicina, permite el crecimiento de las células recombinantes en un
medio definido en ausencia de glicina, evitando el empleo de antibidticos como
presién selectiva. Esta cepa contiene un segundo plasmido, el pREP4 de Qiagen
(figura 3.8-c) que contiene el gen /ac/ que codifica para la proteina represora del

operdn /ac para evitar la expresién de RhuA en ausencia de inductor.

La produccién de fuculosa-1-fosfato aldolasa y ramnulosa-1-fosfato aldolasa se
ha realizado en un fermentador BiostatB (Braun Biotech Inst.) mediante operacion en
discontinuo alimentado y implementando una estrategia de adicién exponencial pre-
programada para mantener constante la velocidad especifica de crecimiento. Una vez
alcanzada una elevada densidad celular, se indujo la expresiéon de la proteina

mediante [PTG (Durany y col., 2005; Pinsach y col., 2006).
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Figura 3.7. Sistema de expresién de fuculosa-1-fosfato aldolasa en la cepa E. coli XL1 Blue
MRF’/pTrcfuc: (a) plasmido comercial pTrcHis (Invitrogen) y (b) plasmido pTrcfuc (extraido de
Garcia-Junceda y col., 1995).
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Figura 3.8. Sistema de expresién de ramnulosa-1-fosfato aldolasa en la cepa £ coli
M15AglyA/pQEafrham: (a) pldsmido comercial pQE-40 (Qiagen); (b) plasmido pQEafrham (extraido
de Vidal y col., 2008) y (c) plasmido comercial pREP-4 (Qiagen).
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3.3.2. Purificacion mediante cromatografia IMAC

El motivo por el que estas aldolasas se expresan como proteina de fusién a una
cola de 6 histidinas es para facilitar su purificacion posterior por cromatografia IMAC
(immobilized metal affinity chromatography). Esta técnica de purificacién de
enzimas se basa en la capacidad del anillo de imidazol de los residuos de histidina de
asociarse a la esfera de coordinacién de ciertos dtomos metalicos que se encuentran
inmovilizados en la matriz de la columna cromatografica. La recuperacion de la

enzima recombinante se realiza mediante elucidn a alta concentracién de imidazol.

El caldo de cultivo se centrifuga (Beckman J2-21, 17700xg, 35 minutos, 4°C),
se descarta el sobrenadante obtenido y la masa celular se resuspende en tampon de
lisis (50 mM Na:HPOs/NaH:POs, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0). A
continuacion, se lleva a cabo la disrupcion celular por ultrasonicacién en 25 ciclos de
15 segundos cada uno, con 15 segundos de espera entre ciclos para evitar un
calentamiento excesivo de la muestra y una posible desnaturalizacion de la enzima.
Los restos celulares se separan del lisado mediante centrifugacién (Beckman J2-21,
17700xg, 35 minutos, 4°C) y el sobrenadante se carga en una columna cromatografica
(Amersham Biosciences XK 50/20) que contiene 200 mL de resina de afinidad
metalica IDA (GE Healthcare, 17-0575-02) cargada con niquel, en el caso de
purificacién de FucA y con cobalto en el caso de RhuA. La carga se realiza mediante
un sistema FPLC (fast protein liqguid chromatography) que consiste en bombas
peristalticas (Pharmacia LKB.Pump P-500), detector UV a 280 nm (Pharmacia
Monitor UV-M) y colector de fracciones (Amersham Biosciences Frac-200). La
columna posee una camisa refrigerante que permite realizar la cromatografia a 4°C.
Tras la carga del lisado celular se realizan varios lavados con tampdn de lisis para
eliminar los restos de otras proteinas y se procede a la eluciéon de la aldolasa

recombinante mediante tampon de elucién (50 mM Na:HPOs/NaH:POs4, 300 mM
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NaCl, 300 mM imidazol, pH 8,0). Se juntan las fracciones de elucién que contengan la
proteina. En el caso de FucA, estas fracciones se incuban durante 30 minutos en una
disolucién 10 mM ZnSOs para recuperar parte de la actividad enzimdtica que se
pierde en el paso por la columna. En el caso de RhuA, no se realiza este paso de
incubacién ya que se ha visto que no produce un aumento significativo de la
actividad. A continuacién, se afladen 0,4 g de (NH4)2SOs por mL de solucién
enzimatica para provocar la precipitaciéon de la enzima, se centrifuga (Beckman
J2-21, 17700xg, 35 minutos, 4°C), se descarta el sobrenadante y se resuspende el
precipitado enzimatico en una disolucién 400 g/L de sulfato amodnico. La suspensiéon

de enzima precipitada se conserva a 4°C.

Dado que el soporte de afinidad empleado en la purificacién es suministrado
comercialmente exento de metal, se debe cargar con el metal de interés. La columna
cargada con el soporte se lava con 3 volumenes de agua mili-Q y se hacen pasar
3 volumenes de una disolucién 0,2M NiSOs pH 6-7, en el caso de carga con niquel, o
bien una disolucién 0,2M CoCl: pH 4,7 para la carga con cobalto empleando un flujo
de 1 mL/min. A continuacién, la columna se lava con 5 volimenes de agua mili-Q y
se equilibra con una disolucién 20% v/v de etanol para su conservacién. El flujo

empleado es 1 mL/min.

3.4. Inmovilizacidn de aldolasas recombinantes

La enzima ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante se ha inmovilizado en
soportes de afinidad a metales y nanoparticulas de oro. Sobre soportes de afinidad a
metales también se ha inmovilizado la enzima fuculosa-1-fosfato aldolasa

recombinante.
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En la figura 3.9 se muestra el perfil tipico del transcurso de una
inmovilizacidn, en la que se representa la evolucién de la actividad del sobrenadante,
de la suspensién y del blanco. La suspensién se refiere a una alicuota homogénea del
sistema y comprende la actividad inmovilizada en el soporte y la actividad del
sobrenadante mientras que el blanco corresponde a una disoluciéon de enzima en
ausencia de soporte e incubada en las mismas condiciones de inmovilizacién. La
actividad enzimatica residual esta expresada como porcentaje de la actividad ofrecida
inicialmente. La diferencia entre la actividad del blanco y la actividad del
sobrenadante representa la actividad que ha desaparecido de la disolucién enzimatica
y, por tanto, la enzima que se encuentra inmovilizada en el soporte. Esta diferencia se
denomina rendimiento de inmovilizacién (ecuacién 3.1). La diferencia entre la
actividad de la suspensidn (sobrenadante y soporte) y la actividad del sobrenadante
corresponde, por tanto, a la actividad retenida en el soporte (ecuacién 3.2). Si no
existieran pérdidas de actividad durante la inmovilizacién, toda la actividad ofrecida
(100%) se repartiria entre el soporte y el sobrenadante y los perfiles de actividad del
blanco y la suspension serian equivalentes. En caso contrario, la diferencia entre la
actividad del blanco y la de la suspensién representa las pérdidas de actividad

derivadas del proceso de inmovilizacién.

Rdto. inmov. (%) = M -100 = % Blanco — % Sn (3.1)
Act. inic
. Susp - Sn
Act. retenida (%) = ———— - 100 = %Susp — %Sn (3.2)
ct.inic
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Figura 3.9. Transcurso de la inmovilizacién enzimadtica y cdlculo del rendimiento de inmovilizacién y
la actividad retenida.

3.4.1. Inmovilizacidn en soportes de afinidad a metales

Las inmovilizaciones de fuculosa-1-fosfato aldolasa purificada sobre diferentes
soportes de afinidad (apartado 5.2) y de ramnulosa-1-fosfato aldolasa purificada sobre
soporte Co-IDA (apartados 5.3 y 7.3.2) se llevaron a cabo del siguiente modo. Se
prepardé una disolucién enzimatica de la aldolasa correspondiente centrifugando la
enzima precipitada (Heraeus Pico-21, 18800xg, 3 minutos, 4°C) y disolviendo el
precipitado en tampén de lisis (50 mM Na:HPO4+/NaH:PO4, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, pH 8,0). Se afiade una alicuota de esta disolucién a volumen conocido de
soporte en una proporciéon 1:10 (volumen de soporte frente volumen total) y se
mantiene el sistema bajo agitaciéon horizontal a la temperatura correspondiente (4°C o
24°C). El resto de la disolucién enzimdtica se mantiene en las mismas condiciones de
temperatura y agitacion que la mezcla de inmovilizacién para actuar como blanco. Se
analizan la actividad del blanco, de la suspensiéon y del sobrenadante (dejando
sedimentar el soporte durante aproximadamente 3 minutos) a lo largo del tiempo de

inmovilizacién hasta que se alcanza el equilibrio.
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En el caso de emplear enzima proveniente de un lisado celular (apartados
5.2.4.1 y 5.3) se pes6 una cantidad de soporte y se afiadié el volumen de lisado de
actividad conocida, obtenido segin el procedimiento indicado en el apartado 3.3.2,
que aporta las unidades de actividad que correspondan y se afiadié tampén de lisis
hasta una proporcion 1:10 entre el volumen de soporte y el volumen total. La

inmovilizacién transcurrié siguiendo el procedimiento indicado anteriormente.

Los soportes de afinidad a metales empleados para la inmovilizacién de las
aldolasas recombinantes han sido soportes de agarosa funcionalizada con acido
iminodiacético, IDA (GE Healthcare, 17-0575-02; Hispanagar, 6 BCL-QCo,
BCL-QCu, BCL-qCu, BCL-QNi, BCL-qNi, BCL-QZn, BCL-qZn) vy acido
nitrilotriacético, NTA (Qiagen, 30410) como agentes quelantes del metal
inmovilizado en la columna. FucA se ha inmovilizado en soportes IDA cargados con
Ni*2, Co*?, Zn*? y Cu*? y en soportes NTA con Ni*?2 y Co*2. RhuA ha sido inmovilizada
en soportes IDA cargados con Co*2. Dado que los soportes IDA de GE Healthcare y
NTA de Qiagen se suministran exentos de metal, la carga de metal de estos soportes,
previamente lavados en 3 volimenes de agua mili-Q, se realiza mediante incubacién
durante 12 horas en 3 volumenes de una disolucién 0,2 M NiSO4 pH 6-7, en el caso
de carga con niquel, o 0,2 M CoCl2 pH 4,7 para la carga con cobalto. Tras la
incubacion, el soporte se lava con 5 volumenes de agua mili-Q y se guarda a 4°C

suspendido en una disolucién 20% etanol.

La rotura mecanica del soporte para la inmovilizacién de FucA en el apartado
5.2.5 se llev6 a cabo mediante trituracién en mortero hasta que se obtuvo un polvo

fino.

La determinacién de la carga enzimdtica mdaxima del soporte Co-IDA con
FucA en discontinuo (apartado 5.2.6) se llevé a cabo afiadiendo 19,5 mL de un lisado

celular de 42,5 UA/mL a 0,5 mL de soporte, siguiendo el procedimiento de
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inmovilizacion anteriormente indicado. A continuacion, el medio de inmovilizacién
se filtr6 a vacio (10-16 pm), se realizé un lavado con 3 volimenes de agua mili-Q, se
pesaron 0,4 mL de soporte y se afnadieron 7,2 mL de lisado de 38,7 UA/mL,

procediendo la inmovilizacién del mismo modo que anteriormente.

La determinacion de la carga enzimdtica maxima del soporte Co-IDA con
FucA y con RhuA en columna (apartados 5.2.6 y 5.3.1) se realizé en un sistema FPLC
(fast protein liguid chromatography) que consiste en bombas peristalticas (Pharmacia
LKB.Pump P-500), detector UV a 280 nm (Pharmacia Monitor UV-M), colector de
fracciones (Amersham Biosciences Frac-200) y columna cromatografica (Amersham
Biosciences XK 50/20). La columna cromatografica que contiene 0,6 mL de Co-IDA
(GE Healthcare, 17-0575-02) se estabiliza previamente con tampoén de lisis (50 mM
Na:HPO4+/NaH:PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0) y se carga con una
disolucién concentrada de la aldolasa purificada. Las fracciones se recogen y se
determina la cantidad de proteina y la actividad enzimdtica hasta que la enzima
detectada representa un 90% de la concentracién inicial, momento en que se
considera que se ha alcanzado la saturacidn total del soporte. Para eliminar la enzima
unida uUnicamente por interacciones débiles, se realiz6 un lavado posterior con
tampon de lisis y se analiz6 la actividad y proteina de estos lavados. Estableciendo un
balance de materia considerando la enzima cargada y la que se ha desorbido en los
lavados se puede obtener indirectamente la enzima retenida en el soporte, que

corresponde a la carga enzimatica maxima que admiten estos soportes.

3.4.2. Inmovilizacidon en nanoparticulas de oro

La sintesis de nanoparticulas de oro de 55 nm se realiza en dos etapas: en

primer lugar se sintetizan nanoparticulas de pequefio tamafio (10 nm) y
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posteriormente estas particulas se hacen crecer hasta alcanzar el tamafio deseado
(Comenge, 2009). La sintesis inicial se realiza mediante inyeccién de 1 mL de una
disolucidn acuosa 25 mM HAuCls en 150 mL de una disolucion 2,2 mM citrato sddico
en ebullicién y dejando reaccionar la mezcla hasta que la disolucién adquiere un
color rojo oscuro (aproximadamente 3 minutos). Para realizar el crecimiento de las
nanoparticulas se diluyen 30 mL de la suspensién anterior en 150 mL de 2,2 mM
citrato sddico, se calienta la mezcla hasta 90°C y se inyecta 1 mL de 25 mM HAuCly,
dejando reaccionar hasta que no se observa crecimiento de las particulas mediante
medida del espectro UV-Visible (Shimadzu UV-2401PC UV-Vis-NIR). El protocolo
de crecimiento se repite tres veces mas, sucesivamente, hasta obtener el tamafio de

particula deseado.

Las inmovilizaciones del apartado 6.2 para la determinacién de la saturacién
de la superficie de las nanoparticulas se llevéd a cabo afiadiendo 50 pL de una
disolucién de RhuA de concentracién conocida a 1 mL de una suspensién de
nanoparticulas de oro (AuNP) en 2,2 mM citrato sédico, pH 6,7 de concentraciéon
5,72-10'° AuNP/mL. La disolucién de RhuA afiadida se prepar6é mediante diluciones
con tampon citrato de una disoluciéon de RhuA 0,5 mg/mL en 2,2 mM citrato sédico,
pH 6,7. Tras 2 horas de incubacion a 4°C y agitacion horizontal se tomaron muestras
para analisis del espectro UV-Visible (Shimadzu UV-2401PC UV-Vis-NIR),
dispersiéon dindmica de luz DLS (Malvern instruments Nano-ZS90) y microscopia de
transmisién de electrones TEM (JEOL 1010) realizando una tincién con acetato de

uranilo.

La inmovilizacion de RhuA sobre nanoparticulas de oro empleada en la
preparacion de derivados inmovilizados de aplicacidn en biocatalisis (apartado 6.2) se
llevé a cabo anadiendo 1,5 mL de una disolucién de RhuA en agua mili-Q de

actividad enzimatica 2,3 UA/mL a 39 mL de una suspensién de nanoparticulas de oro
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(AuNP) en 2,2 mM citrato sédico, pH 6,7 de concentracién 5,72-10'° AuNP/mL. La
mezcla de inmovilizacién se mantiene a 4°C y agitaciéon horizontal durante 2,5 horas
asi como un blanco de enzima disuelta en 2,2 mM citrato sddico, pH 6,7 en la misma
concentracion que durante la inmovilizacién. Se analiza la actividad enzimatica del
blanco, la suspensién y el sobrenadante a lo largo del tiempo, asi como la cantidad de
proteina en el sobrenadante al final del proceso. Las medidas del sobrenadante se
realizan tras centrifugacién (Heraeus Pico-21, 18800xg, 3 minutos, 4°C) de una
muestra de 50 pl de suspension. Tras 2,5 horas de inmovilizacién se centrifugan
(Beckman J2-21, 11700xg, 10 minutos, 4°C) en alicuotas de 10 mL, quedando una
suspensién concentrada de derivado inmovilizado listo para su utilizacién inmediata

como biocatalizador.

3.5. Estabilidad enzimatica de aldolasas recombinantes

3.5.1. Estabilidad en medio acuoso con dimetilformamida como

cosolvente

Para realizar el estudio de la estabilidad de los derivados inmovilizados de
FucA sobre soportes Ni-IDA y Co-IDA (apartado 5.2.4.2) se incubaron 0,25 mL del
derivado inmovilizado de actividad enzimdtica 7,0 y 8,5 UA/mL de soporte
respectivamente en 2 mL del medio de reaccién (50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20%
v/v DMF, pH 7,0) a 4°C y 24°C y bajo agitacién horizontal durante un tiempo de
entre 10 y 20 dias. Se analizé la actividad enzimdtica de la suspensién a lo largo del
tiempo asi como la actividad enzimatica del sobrenadante para determinar la posible
desorcién de la enzima. La estabilidad de la enzima soluble (1 UA/mL) se prepard

centrifugando 0,35 mL de suspensién de FucA precipitada (Heraeus Pico-21,

58



Materiales y métodos

18800xg, 3 minutos, 4°C) y disolviendo el precipitado en 5 mL del medio de reaccién

correspondiente.

Para realizar el estudio de la estabilidad de los derivados inmovilizados de
RhuA sobre el soporte Co-IDA (apartado 5.3.2) se incubaron 0,25 mL de un derivado
inmovilizado de 6,7 UA/mL de soporte en 2,5 mL del medio de reacciéon (50 mM
Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0) a 4°C y 25°C y bajo agitacién
horizontal durante un tiempo de entre 10 y 20 dias. Se analizé la actividad enzimatica
de la suspensiéon a lo largo del tiempo asi como la actividad enzimética del
sobrenadante para determinar la posible desorcién de la enzima. La estabilidad de la
enzima soluble (1 UA/mL) se prepar6 centrifugando 0,7 mL de suspensién de RhuA
precipitada (Heraeus Pico-21, 18800xg, 3 minutos, 4°C) y disolviendo el precipitado

en 5 mL del medio de reaccién correspondiente.

Para realizar el estudio de la estabilidad de los derivados inmovilizados de
RhuA sobre nanoparticulas de oro (apartado 6.3) se incub6 el derivado inmovilizado
proveniente de la centrifugacién (Beckman J2-21, 11700xg, 10 minutos, 4°C) de 10
mL de medio de inmovilizacién (apartado 3.4.2) en un volumen total de 0,4 mL de
medio de reaccién (50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0). Se toman
muestras de la suspensién para determinar su actividad enzimatica. Las medidas de
actividad y proteina del sobrenadante se realizaron tras centrifugaciéon (Heraeus

Pico-21, 18800xg, 3 minutos, 4°C) de una muestra de 50 pl de suspensién.

3.5.2. Estabilidad en medio acuoso con [BMIM][BF;] como

cosolvente

La estabilidad de RhuA purificada en mezclas de [BMIM][BFs] (Merck,
491049) al 0%, 15%, 50%, 75% y 85% v/v en tampén fosfato (80 mM
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Na:HPO4+/NaH:POs, pH 7,4) estudiadas en el apartado 7.2.2 se llevé a cabo
centrifugando 0,5 mL de suspensién de RhuA precipitada (Heraeus Pico-21, 18800xg,
3 minutos, 4°C) y disolviendo el precipitado en 2,5 mL del medio correspondiente
para obtener una disolucién 1 UA/mL. La mezcla se incub6 a 4°C bajo agitaciéon
horizontal y se tomaron muestras para determinar su actividad enzimdtica. Para
preparar el medio de reaccion se peso la cantidad de [BMIM][BF4] correspondiente
(densidad 1,2 g/mL) y se afiadid a la solucién acuosa hasta alcanzar la concentracién

final deseada.

3.6. Reacciones catalizadas por aldolasas recombinantes

3.6.1. Degradacion enzimatica de dihidroxiacetona fosfato

Para realizar la determinacién de los parametros cinéticos de la degradacion
enzimdtica de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) catalizada por ramnulosa-1-fosfato
aldolasa (apartado 4.2.1) se disolvid la sal de dilitio de DHAP (Fluka, 37440) en
disolucién acuosa y se afiadieron 0,5 mL de dimetilformamida (DMF) para obtener un
volumen final de 2,5 mL en un medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF,
pH 7,0. Se afiadieron las unidades de actividad de ramnulosa-1-fosfato aldolasa
correspondientes y se incub6 a 4°C y agitacién horizontal. Se tomaron muestras
periodicamente para la determinacién de la concentraciéon de DHAP en el medio. Las
concentraciones iniciales de DHAP y las unidades de actividad empleadas fueron: 3
UA/mL de RhuA en experimentos a una concentracién inicial de 12,5, 40,5 y 62,7
mM de DHAP y 4,3 UA/mL de RhuA en experimentos a 38,2, 63,7, 65,1, 129 y 133

mM de concentracién de DHAP inicial.
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Para realizar el estudio de la degradacién enzimatica de dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) catalizada por RhuA en mezclas 15% v/v [BMIM][BFs] (Merck,
4.91049) en 80 mM Na:HPO4+/NaH:POs, 150 mM NaCl, pH 7,4 (apartado 7.2.4) se
disolvid la sal de dilitio de DHAP (Fluka, 37440) en 2,5 mL de medio de reaccién y se
disolvié la enzima para obtener una concentracién inicial de DHAP de 41 mM y una
actividad enzimdtica de 3 UA/mL. La mezcla se incubd a 4°C bajo agitacion

horizontal, tomando muestras periédicamente para analizar su contenido en DHAP.

3.6.2. Adicién alddlica de dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal

3.6.2.1. Adicion aldolica en medio acuoso con dimetilformamida como

cosolvente

3.6.2.1.1. Aldolasas solubles

Para realizar la determinacién de los pardmetros cinéticos de la adicién
alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-
1-fosfato aldolasa (apartado 4.3.1) se disolvié la sal de dilitio de DHAP (Fluka, 37440)
en disolucién acuosa y se afiadié a (S)-Cbz-alaninal (Sunshine Chemlab, SC-O01-
0046) disuelto en 0,5 mL de dimetilformamida (DMF) para obtener un volumen final
de 2,5 mL en un medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0. Se
afadieron las unidades de actividad de ramnulosa-1-fosfato aldolasa correspondientes
y se incubd a 4°C y agitacién horizontal. Se tomaron muestras periédicamente para la
determinacién de la concentraciéon de DHAP, (S)-Cbz-alaninal y producto de adicién
en el medio. Las concentraciones iniciales de DHAP y (S)-Cbz-alaninal y las unidades

de actividad empleadas se indican en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Concentracién inicial de dihidroxiacetona fosfato (Ao) y (S)-Cbz-alaninal (Bo) y actividad
enzimatica ofrecida (Eo) en los experimentos empleados en la determinacién de los parametros
cinéticos de la adicién alddlica catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio medio
50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0.

@ () (& @ (e @ (g

Ao (mM) 423 132 128 133 219 308 350
Bo (mM) 470 272 354 459 144 330 397
Eo (UA/mL) 3 2 2 2 2 2 2

El protocolo anteriormente indicado también se utilizé en la adicién alddlica
catalizada por RhuA soluble y FucA soluble en medio acuoso con DMF como
cosolvente empleadas como comparacién en la biocatélisis con enzima inmovilizada
en afinidad (apartados 5.2.4.3 y 5.3.3), con RhuA inmovilizada en nanoparticulas

(apartado 6.4) y con RhuA soluble en [BMIM][BF] al 15% v/v (apartado 7.2.4).

3.6.2.1.2. Aldolasas inmovilizadas en soportes de afinidad metalica

Para realizar el estudio de la biocatalisis de la adicién aldélica entre DHAP y
(S)-Cbz-alaninal empleando FucA recombinante inmovilizada en soportes Ni-IDA y
Co-IDA (apartado 5.2.4.3), 14 mg de sal de dilitio de DHAP (Fluka, 37440) se
disolvieron en un tampén Tris-HCl con KCI y se afadieron 28 mg de (S)-Cbz-
alaninal sintetizado disuelto en 0,5 mL de dimetilformamida (DMF). Se pesaron
(densidad 1,04 g/mL) 0,31 mL de derivado inmovilizado en Ni-IDA (14,2 UA/mL
soporte) y 0,45 mL de Co-IDA (16,5 UA/mL soporte) y se afadieron al medio
obteniendo un volumen final de 2,5 mL y una concentracién final de 50 mM Tris-
HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0. El medio de reaccién se incubé a 4°C o
24°C bajo agitaciéon horizontal. Se tomaron muestras periddicamente para la
determinacién de la concentracién de DHAP, (S)-Cbz-alaninal y producto de adicién

en el sobrenadante, tras dejar decantar el soporte.
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La adicién alddlica catalizada por RhuA inmovilizada en soporte Co-IDA
estudiada en el apartado 5.3.3 y el estudio de las limitaciones difusionales que
presentan estos derivados inmovilizados (apartado 5.3.1) se llevaron a cabo siguiendo
el procedimiento indicado anteriormente. Las concentraciones iniciales de los
reactivos empleadas fueron 31 mM DHAP y 47 mM (S)-Cbz-alaninal y se pesaron
0,31 mL de soporte de actividad 12,3, 23,4 y 34,1 UA/mL de soporte.

3.6.2.1.3. Ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en nanoparticulas de oro

Para realizar el estudio de la biocatilisis de la adiciéon alddlica entre
dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal empleando ramnulosa-1-fosfato aldolasa
inmovilizada en nanoparticulas de oro (apartado 6.4), se disolvieron 5,5 mg de sal de
dilitio de DHAP (Fluka, 37440) en un tampén Tris-HCI con KCl y se afiadié a 6,7 mg
de (S)-Cbz-alaninal (Sunshine Chemlab, SC-O01-0046) disuelto en 0,2 mL de
dimetilformamida (DMF). Se afiadié el derivado inmovilizado proveniente de la
centrifugaciéon (Beckman ]2-21, 11700xg, 10 minutos, 4°C) de 25 mL de medio de
inmovilizacién (apartado 3.4.2) para obtener un volumen total de 1 mL de medio de
reaccion (50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0). La concentracién
inicial de reactivos fue de 31,1 mM de DHAP y 30,1 mM de (S)-Cbz-alaninal. Para
determinar la actividad inicial de la reaccién se centrifugaron 10 mL del medio de
inmovilizacién (Beckman J2-21, 11700xg, 10 minutos, 4°C), se resuspendié el
derivado inmovilizado en un volumen total de 0,4 mL de medio de reaccién (50 mM
Tris-HCl, 150 mM KCI, 20% v/v DMF, pH 7,0) y se analiz6 la actividad inicial de la
suspensiéon. Las muestras de reacciéon (50 pL) se diluyen en metanol 1:4, se
centrifugan (Heraeus Pico-21, 18800xg, 2 minutos, 4°C) y se determina la

concentracion de DHAP, (S)-Cbz-alaninal y producto de adicién
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Para realizar el estudio de la biocatdlisis con RhuA inmovilizada en
nanoparticulas de oro en un segundo ciclo de reaccién (apartado 6.4), se centrifugo6 el
medio de reaccion tras 19 horas de incubacién (Heraeus Pico-21, 11700xg, 3 minutos,
4°C) y la suspensién concentrada del biocatalizador se afiadi6 a un medio de reaccién
(50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0) que contiene DHAP (29,6
mM) y (S)-Cbz-alaninal (32,0 mM) hasta un volumen total de 0,65 mL. Para
determinar la actividad inicial se centrifugé (Heraeus Pico-21, 11700xg, 3 minutos,
4°C) la suspension empleada anteriormente en la determinacién de la actividad
inicial del primer ciclo de reaccién y que se habia mantenido en las mismas
condiciones de reaccion, se resuspendié el derivado inmovilizado en medio de

reaccion hasta un volumen total de 0,2 mL y se midié la actividad de la suspension.

3.6.2.2. Adiicion aldolica en medio acuoso con [BMIM][BF,] como cosolvente

Para determinar la solubilidad del (S)-Cbz-alaninal en medio [BMIM][BF4]
(Merck, 4.91049) al 15% v/v en 80 mM Na:HPO«/NaH2POs, 150 mM NaCl, pH 7,4
(apartado 7.2.3) se prepardé una soluciéon 275mM de (S)-Cbz-alaninal (Sunshine
Chemlab, SC-O01-0046) en [BMIM][BF:] al 15% en tampén Na2HPOs+/NaH:PO: 80
mM, pH 7,4 y se realizaron diversas diluciones con el mismo medio hasta observar la

completa disolucion del compuesto.

Para realizar el estudio de la la adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) y (S)-Cbz-alaninal catalizada por RhuA en mezclas 15% v/v [BMIM][BF]
(Merck, 4.91049) en 80 mM Na:HPO4+/NaH2POs, 150 mM NaCl, pH 7,4 (apartado
7.2.4) se disolvié la sal de dilitio de DHAP (Fluka, 37440) y (S)-Cbz-alaninal
(Sunshine Chemlab, SC-O01-0046) en 2,5 mL de medio de reaccién y se afiadié
RhuA precipitada para obtener una concentracién inicial de DHAP de 41 mM, (S)-

cbz-alaninal 16,5 mM y una actividad enzimatica de 3 UA/mL. La mezcla se incubé a
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4°C bajo agitacién horizontal, tomando muestras periddicamente para analizar su

contenido en DHAP.

3.6.2.3. Adicion aldolica en reactor de membrana

El reactor de membrana para biotransformaciones (MBB) consta de una
membrana de silicona tubular de 3 mm de diametro interno y 0,25 mm de espesor
enrollada alrededor de una estructura metdlica con un volumen de biorreactor de 4,4
mL (figura 7.8). La membrana esta sumergida en la fase orgdnica que se encuentra
bajo agitacién magnética. Por el interior de la membrana se hace circular la fase
acuosa en recirculacién mediante una bomba peristaltica, manteniéndose también
bajo agitacion magnética. Todo el montaje se encuentra en una camara

termostatizada a 4°C.

Para calcular el volumen de la membrana hinchada (apartado 7.3.1) se incubd
un trozo de membrana de dimensiones conocidas en el disolvente a 4°C durante 24
horas. Tras la incubacién se midieron las dimensiones de la membrana hinchada y se
calcul6 su volumen. La diferencia de volumen respecto del volumen de la membrana

inicial, corresponde al porcentaje de disolvente presente en membrana hinchada

Para determinar el coeficiente de reparto de DHAP y (S)-Cbz-alaninal en
medio bifdsico acetato de etilo:H20O (apartado 7.3.1) se pesaron 2,1 mg de DHAP y 1,8
mg de (S)-Cbz-alaninal se afiadieron por separado a un sistema bifasico acetato de
etilo:H20 con 1 mL de cada fase a 4°C. Los dos sistemas se incubaron a 4°C con
agitaciéon horizontal durante 24 horas y se analizaron ambas fases para la

determinacién de la concentracién de DHAP y (S)-Cbz-alaninal segun el caso.

Para llevar a cabo la adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal

catalizada por RhuA inmovilizada en Co-IDA en el biorreactor MBB (apartado 7.3.2)
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se disolvieron 0,91 g de DHAP en 50 mL de H20 mili-Q y 1,04 g de (S)-Cbz-alaninal
en 50 mL de acetato de etilo y se introdujeron en el biorreactor con un caudal de la
fase acuosa de 17,6 mL/min. El sistema se dejé estabilizar durante 2 dias tras lo que se
anadieron 1,2 mL del derivado inmovilizado (137 UA/mL de soporte) en la fase
organica del sistema, se ajusté la velocidad de agitacién y se tomaron muestras
periédicas de ambas fases para la determinacién de DHAP, (S)-Cbz-alaninal y

producto de adicién.

3.6.3. Software empleado en la determinacion de parametros

cinéticos

En la determinacién de los parametros cinéticos de la adicién alddlica entre
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal y la degradacién enzimatica de
DHAP catalizadas por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCl,
150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0 (capitulo 4) se empled el software gPROMS
(acrénimo de General Process Modelling System) de la casa comercial Process
Systems Enterprise. Este software es un sistema de modelizaciéon de proceso general
para la simulacién, optimizacion y estimacidon de parametros cinéticos en procesos
complejos. La determinacién de los parametros cinéticos del modelo se realiza
mediante la minimizacién de la funcién objetivo (ecuacién 3.3) que tiene en cuenta
la suma de los errores al cuadrado entre el dato experimental y el predicho por el
modelo en todas las medidas y la varianza de cada variable. El programa lleva
implementado tres tipos de modelos de varianza: constante, constante relativa y
heteroscedastica. El criterio de convergencia se alcanza cuando se cumple la

condicién indicada en la ecuacidn 3.4.
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o= —ln 27)+— mln{f % Z [ln o+ ( ”k)z 1} (3.3)

i=l j=1 k=1

Donde ¢ es la funcién objetivo; N, el nimero total de medidas en todos los experimentos; €, el

conjunto de pardmetros a estimar; NE, el numero de experimentos realizados; NVi, el nimero de
variables medidas en el experimento i; NMj, el numero de medidas de la variable j en el experimento i;
O';k , 1a varianza de la medida k de la variable j en el experimento i; Z;; , la medida k predicha por el

modelo de la variable j en el experimentoiy z;, , la medida k de la variable j en el experimento i.

1
|¢”| +1,0

Donde OptTol es la tolerancia éptima y ha sido fijada en 10% 6, el pardmetro j a estimar; 0* , el valor

zg‘z 86, +Z|y,|maxo 0 —6,,0~6)|> max(0,6" - 6,6 — 6" )< OptTol (34)
j

final del pardmetro j; 6., el limite inferior impuesto para el parametro j; el limite superior

L U
i J’

impuesto para el parametro j; ¢, el valor final de la funcién objetivo; 66;, el dltimo paso

correspondiente al pardmetro j en la tltima iteracién del célculo de estimacién del pardmetroy u;, el

multiplicador de Lagrange correspondiente a las restricciones de contorno impuestas al pardmetro j.

3.7. Métodos analiticos

3.7.1. Determinacion de la actividad enzimatica de aldolasas

La actividad enzimatica de ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) y fuculosa-1-
fosfato aldolasa (FucA) se determina mediante técnicas espectrofotométricas
analizando la velocidad inicial de la reaccién natural de la enzima de un modo
indirecto mediante una reaccién acoplada a la misma. El método analitico de RhuA
se basa en el método de Chiu y Feingold (2002) adaptado por Vidal (2006) mientras
que el método de FucA fue adaptado por Durany (2000). El rango analitico de estos

métodos es 0,1-1 UA/mL con un error del 6%.

La reaccidén natural de RhuA consiste en la rotura enzimitica reversible de

L-ramnulosa-1-fosfato en L-lactaldehido y dihidroxiacetona fosfato (DHAP) (figura
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3.10). Por otro lado, la reaccién natural de FucA consiste en la rotura enzimatica
reversible de L-fuculosa-1-fosfato en L-lactaldehido y dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) (figura 3.11). Para seguir la evolucién de estas reacciones, se acopla una
segunda reaccién enzimadtica catalizada por o-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(a-GDH) en la que la DHAP formada en el paso anterior reacciona con 3-NADH
produciendo una disminucién de la absorbancia a 340 nm por lo que se puede seguir
la evoluciéon de esta segunda reaccién espectrofotométricamente. Esta reaccion
acoplada se realiza a elevada actividad de oa-GDH para que se pueda considerar
practicamente instantanea y, por tanto, la velocidad observada corresponda a la
velocidad de formacién de DHAP a través de la reaccién aldoldsica cuya actividad se

desea determinar.

RhuA

L-ramnulosa-1-fosfato DHAP + L-lactaldehido

0. -GDH
DHAP + [B-NADH + H® ———» @ - glicerofosfato + [} -NAD

Figura 3.10. Ensayo enzimatico para la cuantificacién de ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA).

FucA

L-fuculosa-1-fosfato - DHAP + L-lactaldehido

,  0-GDH
DHAP + B-NADH + H® ——» 0 - glicerofosfato + [3 -NAD

Figura 3.11. Ensayo enzimatico para la cuantificacién de fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA).

La determinacién de la actividad enzimdtica de ambas enzimas se realiza a
25°C en una cubeta de cuarzo de 1 mL de volumen en la que se afiaden las cantidades
de reactivos de ensayo necesarias siguiendo los métodos adaptados por Vidal (2006)
en el caso de RhuA y por Durany (2000) en el caso de FucA. Una vez estabilizada la
medida de absorbancia a 25°C se afiade la muestra enzimadtica a analizar, se agita por
inversién y se monitoriza la disminucién de absorbancia a 340 nm durante 5 minutos.
En el caso de las muestras de suspensién del proceso de inmovilizacién en soportes de

afinidad, la determinacién de la actividad enzimaitica se realiza en un volumen final
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de 2 mL con agitacién magnética en la cubeta, manteniendo la misma concentracién
de reactivos.

Una unidad de actividad enzimitica (UA) se define como la cantidad de
enzima que cataliza la rotura de 1 pmol del sustrato natural por minuto a 25°C y
pH 7,5. Por tanto, la actividad enzimatica de la muestra se puede calcular a partir de
la disminucién de absorbancia observada por minuto mientras la caida es lineal

(ecuacion 3.5).

AAbs340 nm
.. L A in" Ve D
Actividad enzimatica (—) = Am t —f (3.5)
mL L. -V,
AAb8340 nm . .7 . . sl
Donde /.in €S la variacién de la absorbancia a 340 nm por minuto (min!); Vi, el volumen total

en cubeta (1 mL); D, el factor de dilucidn de la muestra a analizar; €, el coeficiente de extincién molar
(6,22 mM1-cm); L, el camino 6ptico (1 cm) y Vm, el volumen de muestra (mL).

Para comprobar el efecto de la presencia de nanoparticulas de oro,
[BMIM][BF4] y acetato de etilo sobre el ensayo de actividad, se analizé una disolucién
enzimadtica de RhuA de actividad conocida en presencia y en ausencia del compuesto

afector, manteniendo constante la concentracién del resto de reactivos del ensayo.

3.7.2. Determinacion de la concentracion de dihidroxiacetona fosfato

La concentracién de DHAP se determina mediante reacciéon con p-NADH
catalizada por a-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (a-GDH) (figura 3.12). El consumo
de B-NADH se obtiene a través de la disminucién de absorbancia a 340 nm y se puede

relacionar con la cantidad inicial de DHAP en la muestra a analizar.

o, -GDH
DHAP + [B-NADH + H”

o - glicerofosfato + [3 -NAD

Figura 3.12. Ensayo enzimatico para la cuantificacién de dihidroxiacetona fosfato (DHAP).

69



Avances en el desarrollo de bioprocesos: adicion alddlica catalizada por RhuA recombinante

La determinacién de la concentracién de dihidroxiacetona fosfato se realiza a
25°C en una cubeta de cuarzo de 1 mL de volumen en la que se afladen las cantidades
de reactivos de ensayo indicadas en la tabla 3.2.

Tabla 3.2. Reactivos afiadidos inicialmente en la determinacién de la concentracién de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP).

Reactivo VL)
100 mM Tris-HCL, pH 7,5 970
20 mM B-NADH 10
Muestra 10

La cubeta se agita por inversiéon y se mide la absorbancia de la mezcla a
340 nm (Abs1). Se afladen 10 pl de a-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (50 UA/mL)
para iniciar la reaccidn, se sigue la disminucién en la absorbancia de la mezcla y se
anota el valor que alcanza al final de la reaccién (Abs2). La diferencia entre la
absorbancia inicial y final es directamente proporcional a la cantidad de f-NADH
consumida en la reaccién y se puede relacionar con la cantidad de DHAP existente
en la muestra a través de una recta de calibrado (figura A.1). Las muestras de la
adicidn alddlica catalizada por aldolasas solubles se diluyen previamente en metanol
en una proporcién superior a 1:3 para frenar el progreso de la reaccién de adicién

aldélica.

3.7.3. Determinacion de la concentracién de proteina

La determinaciéon de proteina total se realiza mediante un método
colorimétrico basado en una modificaciéon del método Bradford propuesto por la casa
comercial Pierce. Este método emplea el reactivo Coomassie® que se une a la
proteina en medio dcido provocando un desplazamiento de la absorbancia de 465 nm

a 595 nm, lo que provoca un cambio de color de la mezcla de rojo a azul.

70



Materiales y métodos

Medio &cido
Proteina + Coomassie G-250 ——» Complejo proteina-tinte

Figura 3.13. Esquema de la reaccién entre Coomassie® y la proteina en la cuantificacién de la
concentracion de proteina mediante el método Bradford.

La determinacion de la concentracion de proteina se lleva a cabo, en el caso de
emplear el rango 100-1500 pg/mL, afiadiendo 20 pl de muestra, patrén o blanco a
1 mL de Coomassie®, previamente estabilizado a temperatura ambiente para evitar
las interferencias en la medida por cambios en la temperatura, y se mide su
absorbancia a 595 nm tras 10 minutos de incubacién. En el caso del rango
1-25 pg/mlL, se afiaden 0,5 mL de muestra, patrén o blanco a 0,5 mL de reactivo y se
procede de la misma manera. A la absorbancia de las muestras se resta la absorbancia
del blanco y se cuantifica mediante una recta de calibrado realizada a partir de
distintos patrones de concentracion de proteina conocida, siendo necesario realizar
una recta de calibrado para cada serie de medidas. En los experimentos empleados en
el capitulo 5, la recta de calibrado se realiza a partir de diluciones de un estdndar de
albumina de sérum bobino (BSA) 2000 pg/mL en solucién 0,9% salina y 0,05% azida
sddica suministrada en el mismo kit comercial empleando como diluyente el mismo
tampén de las muestras que se vayan a analizar (figura A.3). En el caso de los
experimentos empleados en el capitulo 6, los patrones se realizaron a partir de una
disolucién de RhuA 1000 pg/mL y realizando las diluciones necesarias con el mismo
tampén de las muestras a analizar como diluyente (figura A.4). Para preparar la
disoluciéon madre de RhuA, se dializé (Sigma, D 2272) una disolucién de RhuA

purificada frente agua mili-Q a temperatura ambiente y posteriormente se liofilizo.
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3.7.4. Determinacion del contenido de metal en aldolasas

Para realizar la determinacién semicuantitativa del contenido de metal de
fuculosa-1-fosfato aldolasa se centrifugaron 1,5 mL de enzima precipitada (Heraeus
Pico-21, 18800xg, 3 minutos, 4°C) y se disolvi6 en 5 mL en tampén 100 mM
Tris-HCI, 150 mM KCI, pH 7,5. Las muestras se acidificaron con HNOs concentrado
hasta pH 1-2 y se analizaron mediante ICP-OES (coupled plasma optical emission

spectroscopy) (Perkin-Elmer, Optima 4300 DV).

3.7.5. Andlisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)

Mediante esta técnica se ha analizado el contenido de (S)-Cbz-alaninal y
producto de adicién en muestras de reacciéon de adiciéon alddlica asi como el
contenido en el azucar producido en la sintesis de los sustratos naturales de las
enzimas empleadas y el contenido de L-lactaldehido en muestras de reaccion y el
contenido en 1,2-propanodiol en la cuantificacién indirecta de L-lactaldehido

mediante reduccién con borohidruro potasico.

3.7.5.1. Determinacion de la concentracion de (S)-Cbz-alaninal y del producto de

adicion

La determinacién de (S)-Cbz-alaninal y del producto de adicion se llevd a
cabo en un equipo Ultimate 3000 de Dionex con software Chromeleon v. 6.80 y
columna X-Bridge C18 5 um 4,6x250 mm de Waters. Las condiciones cromatograficas
fueron: fase mévil A: 0,1% v/v TFA en H20 y B: 0,095% v/v TFA en H2O:acetonitrilo

1:4 v/v; gradiente de 10% a 60% B en 25 minutos; flujo 1 mL/min; temperatura 30°C,
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detecciéon 215 nm; volumen de inyeccién 30 pL. Las muestras de reaccién se
diluyeron en metanol y se centrifugaron (Heraeus Pico-21, 18800xg, 1 min, 4°C)
antes del andlisis. Previamente se ha comprobado la solubilidad de los medios de
reaccion empleados en las fases mdviles en una concentracion 10% y 100% B.

La cuantificacion se realiza mediante rectas de calibrado a partir de patrones
de (5)-Cbz-alaninal concentracién conocida (figura A.2). Dado que el grupo que
otorga una mayor absorbancia al compuesto a la longitud de onda del ensayo es el
grupo protector Cbz, y este grupo también se encuentra presente en el producto de

adicién, se ha empleado esta recta de calibrado en la cuantificacién del producto.

3.7.5.2. Determinacion de la concentracion de ramnulosa-1-fosfato y

fuculosa-1-fosfato

La determinacién de ramnulosa-1-fosfato y fuculosa-1-fosfato se llevé a cabo
en un equipo Waters LC Module I plus con detector de IR Waters 2410 acoplado a
PC con software Millennium?® v. 3.05.01 con una columna C18 Lichrosphere 100-18
5 pym 4x250 mm de Merck. Las condiciones cromatograficas fueron: fase mévil
0,66% v/v TFA en agua mili-Q ajustado con H2SOs a pH 2,0; flujo 0,6 mL/min;
temperatura 30°C; detector de indice de refraccién; volumen de inyeccién 20 pL. Las
muestras de reaccién se diluyeron 1:3 en fase mévil, se centrifugaron y se filtraron a

través de filtros de membrana de 0,45 pm de tamafio de poro.

3.7.5.3. Determinacion de la concentracion de L-lactaldehido

La determinacién cualitativa de L-lactaldehido se llevé a cabo en un equipo
Waters LC Module I plus con detector de IR Waters2410 acoplado a PC con software
Millennium3? v. 3.05.01 con una columna Aminex HPX-87H de BioRad. Las

condiciones cromatograficas fueron: fase mévil 5 mM H2SOs en agua mili-Q; flujo
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0,6 mL/min; detector de indice de refraccién; volumen de inyeccién 20 pL. Las
muestras de reaccién se diluyeron 1:3 en fase mévil, se centrifugaron y se filtraron a

través de filtros de membrana de 0,45 pm de tamafio de poro.

3.7.5.4. Determinacion de la concentracion de 1,2-propanodiol

La cuantificaciéon del L-lactaldehido obtenido se realiza de forma indirecta
mediante reduccién a 1,2-propanodiol empleando borohidruro potasico (KBHs) como
agente reductor y la posterior cuantificaciéon del 1,2-propanodiol formado mediante

andlisis en HPLC.

La reduccién del L-lactadehido se llevé a cabo afiadiendo a una muestra de
2 mL del medio de reaccién la cantidad de KBH4 necesaria estequiométricamente
para reducir completamente el L-lactaldehido suponiendo un rendimiento de la
sintesis del 100%. La disolucién se incuba a temperatura ambiente bajo agitacién
magnética durante 3 horas. El 1,2-propanodiol formado se cuantifica mediante HPLC
y corresponde al L-lactaldehido inicialmente presente en la muestra.

La determinacion de 1,2-propanodiol se llevé a cabo en un equipo Waters LC
Module I plus con detector de IR Waters 2410 acoplado a PC con software
Millennium3? v. 3.05.01 con una columna Aminex HPX-87H de BioRad. Las
condiciones cromatograficas fueron: fase mévil 5 mM H2SOs en agua mili-Q; flujo
0,6 mL/min; detector de indice de refraccién; volumen de inyeccién 20 pL. Las
muestras de reaccion se diluyeron 1:3 en fase mévil, se centrifugaron y se filtraron a

través de filtros de membrana de 0,45 pm de tamafio de poro.
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Capitulo 4. MODELIZACION DE LA ADICION
ALDOLICA  ENTRE  DIHIDROXIACETONA
FOSFATO Y (S)-CBZ-ALANINAL CATALIZADA

POR RAMNULOSA-1-FOSFATO ALDOLASA

4.1. Introduccion

Una herramienta basica para el disefio de un biorreactor, su simulacién y la
optimizacién de las condiciones de operacién consiste en disponer de un modelo
matematico que describa el comportamiento del sistema a lo largo de todo el proceso.
Los pasos a seguir para realizar la modelizaciéon de un sistema son, en primer lugar, el
planteamiento de un modelo matemadtico teérico del comportamiento de las
diferentes variables del proceso. A continuacién, se analiza si el modelo propuesto se
ajusta a los datos experimentales mediante programas de calculo, estimandose el valor
de los parametros de las ecuaciones del modelo. A partir de las diferencias observadas
entre los datos experimentales y los predichos, se puede refinar o redefinir el modelo
hasta obtener una buena representacién del sistema. Una vez obtenido el modelo,
éste se debe validar realizando una simulacién en unas condiciones diferentes a las
empleadas en el ajuste y comprobar que predice el comportamiento del sistema
(Godia y Lépez-Santin, 1998).

A la hora de plantear las ecuaciones matemadticas del modelo se deben tener

en cuenta tres aspectos generales. Por un lado, las ecuaciones de conservacién del
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sistema o balances, que representan las leyes basicas de conservacién de materia,
energia y cantidad de movimiento y, en el caso de existir una reaccién quimica, la
estequiometria de la reaccion. Por otro lado, las ecuaciones cinéticas que
proporcionan informacion sobre la velocidad a la que se produciran los intercambios
de materia, energia y cantidad de movimiento, asi como las reacciones que tienen
lugar. Por ultimo, se deben tener en cuenta también las restricciones del sistema,
como pueden ser las leyes de equilibrio, tanto fisico como quimico, o bien
restricciones derivadas de la legislacion, especificaciones del producto, normas de

seguridad o condicionamientos econémicos (Godia y Lopez-Santin, 1998).

En este capitulo se realiza la modelizacién de la reaccién de adicién aldélica
entre dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-
1-fosfato aldolasa (RhuA) a 4°C para dar un producto de adiciéon de interés
terapéutico (figura 4.1). Como ya se ha visto en el apartado 1.5.3, esta reaccién
prosigue un mecanismo ordenado por el cual la dihidroxiacetona fosfato se une a la
enzima produciéndose un intermedio enediolato que posteriormente se une al (S)-
Cbz-alaninal para progresar hacia el producto de reaccién. Por otro lado, el
intermedio enediolato del complejo DHAP-enzima también puede degradarse tanto
quimica como enzimaticamente para dar lugar a metilglioxal y fosfato (figura 4.2). La
velocidad de degradacion quimica de DHAP puede considerarse despreciable frente a
la degradacién enzimdtica a 4°C (Suau, 2007). Por esto, para llevar a cabo la
modelizacidon de este sistema se decidi6 estudiar en primer lugar la degradacion
enzimadtica de DHAP a 4°C en ausencia de (S)-Cbz-alaninal y obtener los parametros

cinéticos que la definen y posteriormente realizar la modelizacién del proceso global.
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JOJ\ CH, JOJ\ CH, OH
O RhuA
H 2- 2-
Oy oy + e S Yot Ny o
H o H OH O

(38R,4S,5S)-5-(benciloxicarbonilamino)-
(S)-Cbz-alaninal DHAP -5,6-dideoxi-1-O-fosfonohex-2-ulosa

Figura 4.1. Adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal catalizada por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa

o RhuA o} OH
2- -
Ho M _oro, — HHCH + PO;
2
DHAP Metilglioxal Fosfato

Figura 4.2. Degradacién enzimdtica de dihidroxiacetona fosfato catalizada por ramnulosa-1-fosfato
aldolasa

La reacciéon de adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
(S)-Cbz-alaninal catalizada por otra aldolasa de clase II, la fuculosa-1-fosfato aldolasa
(FucA), para dar el mismo producto de adicién pero el diastereoisémero (3R, 4R)
complementario (apartado 1.6) ha sido estudiada y modelizada previamente por Suau
y col. (2008). La fuculosa-1-fosfato aldolasa presenta una estructura, centro activo y
mecanismo de catalisis muy similar al de la ramnulosa-1-fosfato aldolasa (apartado
1.5.3) por lo que se parti6 de la hipdtesis de que ambas enzimas podrian presentar el
mismo modelo cinético frente a la reaccion de adicién alddlica entre

dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal.

4.2. Estudio cinético de degradacion enzimatica de DHAP

La enzima ramnulosa-1-fosfato aldolasa cataliza la degradacién de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) para dar lugar a metilglioxal y fosfato inorganico

(figura 4.3). Dado que la unién de DHAP al centro activo de fuculosa-1-fosfato
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aldolasa (FucA) y de ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) se produce de un modo
similar, se planted en un primer momento la aplicacién del modelo cinético de la

degradacion enzimdtica de DHAP catalizada por FucA desarrollado por Suau y col.

(2008).

Figura 4.3. Esquema de la degradacién enzimatica de dihidroxiacetona fosfato (A) catalizada por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa (E) para dar lugar a metilglioxal (C) y fosfato (D)

En el desarrollo del modelo para la catdlisis con FucA se consideré la reaccién
de degradacion enzimatica de DHAP irreversible hacia la formacién de metilglioxal y
fosfato inorganico y la aproximacién de estado estacionario para todas las especies
enzimaticas. Para que se cumpla esta aproximacion, la concentracién de enzima debe
ser suficientemente inferior a la concentracién de sustrato total como para que la
concentracion inicial de sustrato no se vea afectada por la formacién del complejo ES.
Se suele considerar suficiente que la concentracién inicial de sustrato So sea como
minimo 100 veces superior a la concentracién inicial de la enzima Eo (Taylor, 2004).
Para poder relacionar estas dos concentraciones, la enzima se debe expresar en
concentraciéon molar por centro activo. Ya que la enzima contiene cuatro centros
activos y cuatro monomeros, la concentraciéon molar de centros activos equivale a la
concentracion molar de la enzima considerandola monomérica. Por lo tanto, en cada
experimento la concentracién molar de enzima se debe calcular a través de la
ecuacidn (4.1) teniendo en cuenta que la actividad especifica de RhuA fue 7,2 UA/mg

y la masa molecular de cada mondémero es 30149 g/mol (Moralejo y col., 1993) y

comprobar que se cumpla en cada caso que S0 >100 (ecuacién 4.1).
0
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(UA). 1 . 1 ‘1000 mL
72 VA 39149 ™8 1L

mmo

E, (mM) = Actividad enzimética -

El modelo cinético propuesto por Suau y col. (2008) para la degradacion
enzimadtica de DHAP catalizada por FucA corresponde a una cinética de Michaelis-

Menten con inhibicién competitiva por metilglioxal (ecuacién 4.2).

dA dC dD k,-E, A
e =" 3 =73, 7. = (4.2)
dt dt dt Ky(l+ke-C)+A

Donde rs es la velocidad de reaccion (mM-h'); A, la concentracién de DHAP (mM); Eo, la
concentracion inicial de enzima (mM); Ku, la constante de tipo Michaelis-Menten (mM); kic, la
constante de inhibicién por metilglioxal; C, la concentracién de metilglioxal (mM) y ks, la constante
cinética de disociacién a productos (mM-h!) que coincide con el numero de recambio de la enzima o
turnover number (numero de moles de DHAP degradado por hora y por mol de centros activos en
condiciones de saturacién de sustrato).

4.2.1. Determinacién de los parametros cinéticos de reaccién

secundaria

En el modelo cinético propuesto se han de determinar los valores de la
constante cinética de la reaccién secundaria ks, la constante de tipo Michaelis-
Menten Km y la constante de inhibicién competitiva por metilglioxal kic. La
determinacién de estos parametros se ha realizado a partir de los datos
experimentales de ocho reacciones realizadas con concentraciones iniciales entre
12 y 130mM de DHAP vy actividad enzimadtica entre 3 y 4,35 UA/ml y empleando el
software informatico gPROMS (ver apartado 3.6.3). La actividad enzimatica de RhuA
en las condiciones de reaccién se mantiene practicamente constante durante el

tiempo que dura el experimento.

A la hora de determinar los pardmetros de los modelos cinéticos,

normalmente se busca realizar el ajuste a los datos experimentales en unas
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condiciones que permitan reducir la ecuacién del modelo a una forma mas sencilla y
con un numero menor de pardmetros. En el caso de cinéticas con inhibicién por
producto es habitual emplear los datos obtenidos durante los primeros instantes de la
reaccién cuando la concentracién de producto es muy baja y el término de inhibicién
se puede considerar despreciable frente el valor de los demas términos de la ecuacion.
Asi, en el caso de la degradacién enzimdtica de DHAP, la expresién de la velocidad
inicial de reaccién obedece a una cinética de Michaelis-Menten (ecuacién 4.3) y, por
tanto, del ajuste de los datos experimentales de velocidad inicial de reaccidn rsec o
frente a la concentracién inicial de sustrato Ao se pueden obtener directamente los
parametros Km y ks. Este ajuste se puede realizar mediante una linealizacién de tipo
Lineweaver-Burk en la que se representa la inversa de la velocidad inicial de reaccién
frente a la inversa de la concentracién inicial de sustrato en experimentos con una
concentracion inicial de enzima Eo fija (ecuacién 4.4). En experimentos con
diferentes concentraciones iniciales de enzima esta linealizacién se puede modificar
tal como se muestra en la ecuacién 4.5. A partir de la pendiente y la ordenada en el
origen de la representacién de los datos experimentales de Eo/ rsco frente a la inversa

de la concentracién inicial de DHAP se puede obtener el valor de los pardmetros Kv

y ks (ecuacién 4.5).
k.-E,-A
Tpog=—0 0 (4.3)
Ky +A,
K
L _ Ku -1+ 1 (4.4)
Tseco ks EO AO k EO
E K
o _Kv T T (45)
Tseco ks A0 k
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De las curvas experimentales obtenidas para cada experimento se calculé la
velocidad de reaccidn inicial rweco y se representd Eo/ rec o frente a la inversa de la
concentracién inicial de DHAP (figura 4.4). Del valor de la pendiente y la ordenada
en el origen se obtuvo el valor de los pardmetros Kv y ks que se presentan en la tabla
4.1 junto con los obtenidos anteriormente para FucA. Se puede observar que el valor
de ks para RhuA es similar aunque ligeramente superior al correspondiente a FucA.
Por el contrario, se observa una mayor diferencia en la constante de tipo Michaelis-
Menten Kw, siendo aproximadamente 3 veces superior en RhuA que en FucA para la
misma reaccién. Esto quiere decir que la enzima FucA es mas afin por el sustrato
DHAP que RhuA vy se alcanza la saturacién a concentraciones de sustrato inferiores.
Sin embargo, ambas enzimas presentan frente a sus sustratos naturales unas
constantes de Michaelis-Menten muy similares, siendo 2,2 mM en el caso de FucA
(Joerger y col., 2000) y 2,0 mM en RhuA (Grueninger y Schulz, 2008). Dado que la
constante de Michaelis-Menten representa la concentracién de sustrato a la que la
velocidad inicial es la mitad de la velocidad inicial maxima, se observa que la
velocidad inicial de reaccién en FucA sera mayor que en RhuA en un amplio rango

de concentraciones iniciales de sustrato.

0,010

0,008 -

0,006 -

EO / rsec 0

0,004 - y = 1,056E-01x + 6,143E-04

r? = 0,991

0,002

0,000 T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

1/A,

0

Figura 4.4. Estimacién del valor de Kv y ks de la degradacion enzimatica de dihidroxiacetona fosfato
catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI, 20% v/v
DMF, pH 7,0.
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Tabla 4.1. Estimacién inicial de los pardmetros Km y ks obtenidos de la linealizacién de tipo
Lineweaver-Burk de los datos experimentales en la degradacién de DHAP catalizada por ramnulosa-1-
fosfato aldolasa (RhuA) a 4°C en medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0 y
comparacién con los obtenidos en la catalisis con fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) en las mismas
condiciones.

Pardmetro RhuA FucA
Ky (mM) 171,9 54,7
ks (h) 1628 1288

Recientemente, diversos autores han cuestionado la validez de la linealizacién
de los datos experimentales a la hora de determinar el valor de los pardmetros
cinéticos debido al error que se comete sobre todo a concentraciones de sustrato
elevadas (Bommarius y Riebel, 2004). Por ello, los valores de Ku y ks obtenidos
mediante este método se han considerado como una estimacién del valor real de estos
parametros para su posterior determinacién mediante ajuste numeérico al modelo
propuesto.

Asi, la determinacién de los pardmetros cinéticos Kw, ks y kic de la degradacién
enzimdtica de DHAP catalizada por RhuA se realiz6 mediante ajuste de la curva
experimental al modelo propuesto mediante el software gPROMS. En la estimacién
de los pardmetros de un modelo se ha de introducir, en primer lugar, el modelo de
reaccion propuesto y el balance de materia para cada compuesto en un reactor
discontinuo (ecuaciéon 4.2). Para cada pardametro cinético a estimar se ha de
introducir un valor inicial y acotar el rango de valores que puede presentar dicho
parametro. En este caso se empled como valor inicial de estimacién de los parametros
Ku y ks el valor obtenido a través de la linealizacién de la velocidad inicial de
reaccién vy, en el caso de kic, el valor obtenido en la catdlisis con fuculosa-1-fosfato
aldolasa. Se introdujo un rango de valores suficientemente amplio para asegurarse de
cubrir el valor real de los parametros. El modelo de varianza empleado corresponde a

un modelo constante cuyo parametro corresponde a la desviaciéon estdndar del
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método de determinacién de DHAP. De esta manera se obtuvo un conjunto de
parametros que ajusta los datos experimentales con error relativo medio entre los
valores experimentales y los predichos de un 1% (tabla 4.2). El valor de los
parametros Kv y ks es muy similar al valor obtenido mediante la linealizacién de los
datos experimentales de velocidad inicial de reaccién. El valor obtenido para la
constante de inhibicién por metilglioxal kic es aproximadamente el doble en el caso
de RhuA que en FucA, por lo que la presencia de este compuesto en el medio afecta
en mayor medida a la velocidad de reaccién en el caso de RhuA. Por lo tanto, se
confirma la similitud de la catdlisis de la degradaciéon enzimadtica de DHAP por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa y fuculosa-1-fosfato aldolasa dado que se ajustan a un
modelo similar, si bien existen algunas diferencias en el valor de los pardmetros
cinéticos que presentan ambas enzimas.

Tabla 4.2. Determinacién de los pardmetros Kw, ks y kic obtenidos del ajuste a los datos experimentales
de la degradacién de DHAP catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) a 4°C en medio

50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0 y comparacién con los valores obtenidos con
fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) en las mismas condiciones.

Pardmetro RhuA FucA
Km (mM) 173,6 £ 0,6 54,7
ks (h) 1633 +5 1288
kic (mM?) 0,570 + 0,0021 0,30

El modelo final obtenido para la degradacién enzimatica de DHAP catalizada
por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl,
20% v/v DMF, pH 7,0 se muestra en la ecuacidn 4.6.

o 1633-E, - A
7 173,6-(1+0,57-C)+ A

(4.6)
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Figura 4.5. Modelizacién de la degradacién enzimatica de dihidroxiacetona fosfato catalizada por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C y medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KCI, 20% v/v DMF, pH 7,0 a
una concentracidén inicial: (a) 12,5; (b) 38,2; (c) 40,5; (d) 62,7; (e) 63,7; (f) 65,1; (g) 128,6 y (g) 133,2

mM. (e): datos experimentales; (—): modelo.
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4.3. Estudio cinético de la adicion alddlica entre DHAP vy
(S)-Cbz-alaninal

La adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal
catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa para dar un producto de adicién de alto
valor afiadido, junto con la reaccién secundaria de degradacién enzimatica de la
DHAP a metilglioxal y fosfato se puede escribir esquematicamente como se muestra
en la figura 4.6. Como se ha indicado anteriormente en el apartado 1.5.3, la reaccién
de sintesis del producto de interés sigue un mecanismo ordenado en el que la enzima
libre se une en primer lugar a DHAP dando lugar al complejo EA que se une a
continuacién con (S)-Cbz-alaninal para dar lugar finalmente al producto. Esta
reaccion se ha considerado irreversible ya que se observé que el producto de adicién
es estable tras la reaccién. Por otro lado, el complejo enzimitico EA da lugar

directamente a los productos secundarios.

ky Ky ks Ky
E+A EA+B EAB EP E+P
1 K K.
S
E+C+D

Figura 4.6. Esquema de las reacciones involucradas en la adicién alddlica entre dihidroxiacetona
fosfato (A) y (S)-Cbz-alaninal (B) catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa (E) para dar lugar al
producto de adicién (P). Presenta una reaccién secundaria en la que el complejo formado por la
dihidroxiacetona fosfato y enzima (EA) da lugar a metilglioxal (C) y fosfato (D)

El modelo cinético de esta reaccién catalizada por otra enzima, la fuculosa-1-
fosfato aldolasa se ajusta a un mecanismo ordenado de dos sustratos con inhibicién no
competitiva por (S)-Cbz-alaninal tanto en la reaccién adicién alddlica como en la
secundaria e inhibicién competitiva por metilglioxal en ambas reacciones (ecuaciones

4.7 y 4.8 y tabla 4.3). El valor de la constante de inhibicién por metilglioxal difiere en
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cada reaccién ya que este compuesto puede inhibir tanto el complejo EA como el

resto de complejos enzimaticos del sistema (Suau y col., 2008).

L k, E,-A-B @)
sint — .
(Ky Kp-(1+ke-C)+Ky-A+K, -B+A-B)-(1+ky - B)

Sec_(KM'(1+kiC'C)+A)'(1+kiB'B) .

Donde rsine es la velocidad de reaccién de sintesis del producto (mM-h!); rsec, la velocidad de la reaccién
secundaria (mM-h!); A, B y C, las concentraciones de DHAP, (S)-Cbz-alaninal y metilglioxal (mM); k-
y ks, las constantes cinéticas de la reaccién de sintesis y secundaria (mM-h!); Eo, la concentracién
inicial de enzima (mM); Kw, la constante de tipo Michaelis-Menten para ambas reacciones (mM); Kay
Ks, las constantes de tipo Michaelis-Menten para ambos sustratos (mM); kic y kic, las constantes de
inhibicién por metilglioxal en la reaccién de sintesis y secundaria (mM™!) y kis, la constante de
inhibicién por (S)-Cbz-alaninal en ambas reacciones (mM).

Tabla 4.3. Definicion de los pardmetros del modelo cinético de la adicién alddlica entre
dihidroxiacetona fosfato (A) y (S)-Cbz-alaninal (B) catalizada por fuculosa-1-fosfato aldolasa (extraido
de Suau y col. 2008).

Pardmetro Definicion
ke ks 'k4
k, +k,
k_, +k,
Km k1
K 1(4 (kfz + kS)
B
kZ (k3 +k4)
Ka ks 'k4
k, - (k, +k4)

Como se ha indicado anteriormente, debido a la elevada similitud de ambas
enzimas se propuso la misma ecuacién del modelo obtenido con fuculosa-1-fosfato
aldolasa en la modelizacién de la adicién aldélica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal
catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM

KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0.
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4.3.1. Determinacion de los parametros cinéticos de la adicion

alddlica

En la determinacién de los parametros cinéticos del modelo se emplearon los
datos experimentales de siete reacciones a diferentes concentraciones iniciales de los
sustratos y con una concentracién inicial de enzima de 2 y 3 UA/ml (figura 4.7). Se
han utilizado las curvas experimentales del consumo de dihidroxiacetona fosfato y
(S)-Cbz-alaninal en vez de la curva experimental de aparicién de producto porque
presentaban una mayor exactitud en el analisis. Los experimentos realizados se
llevaron a cabo a concentraciones iniciales de dihidroxiacetona fosfato, Ao, y de
(S)-Cbz-alaninal, Bo, superiores a 10 mM. El limite superior de Bo fue 50 mM vy
corresponde con su limite de solubilidad en el medio seleccionado. Los experimentos
realizados presentan una relacién entre las concentraciones iniciales de reactivos
Bo/Ao de 0,7, 1,1, 2,1, 2,8 y 3,5. Se descartd realizar experimentos a una relacién
inferior ya que, en ese caso, se veria mucho mads favorecida la reaccién secundaria de

degradacién de A que la reaccion de sintesis del compuesto de interés.
60

o

40

30

Bo (mM)

20 -

04—~

e

0 10 20 30 40 50
Ao (mM)

Figura 4.7. Concentracién inicial de dihidroxiacetona fosfato (Ao) y (S)-Cbz-alaninal (Bo) en los
experimentos empleados en la determinacién de los parametros cinéticos de la adicién alddlica
catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI, 20%
v/v DMF, pH 7,0. (a) Ao 42,3 mM, Bo 47,0 mM; (b) Ao 13,2 mM, Bo 27,2 mM; (c) Ao 12,8 mM, Bo 35,4
mM; (d) Ao 13,3 mM, Bo 45,9 mM; (e) Ao 21,9 mM, Bo 14,4 mM; (f) Ao 30,8 mM, Bo 33,0 mM y (g) Ao
35,0 mM, Bo 39,7 mM.
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Los parametros cinéticos a determinar en el modelo propuesto son la
constante cinética de la reaccidon de sintesis k., las constantes de tipo Michaelis-
Menten para cada sustrato Ka y Ks y las constantes de inhibicién por metilglioxal en
la reaccion de sintesis, kic, e inhibicién por (S)-Cbz-alaninal en ambas reacciones, kis.
Los valores de los parametros cinéticos de la reaccién secundaria Ku, ks y kic habian
sido determinados con anterioridad en la modelizacién de la reaccién secundaria
(tabla 4.2) por lo que el modelo cinético propuesto queda de la forma expresada en las
ecuaciones 4.9 y 4.10. Los balances de materia aplicados a reactivos y productos en un

reactor discontinuo se indican en las ecuaciones 4.11, 4.12 y 4.13.

o k, - E,-A-B (4.9)

sint — (173,6KB '(l+kiC' 'C)+KB -A+KA B+AB)(1+k1B B) .

L 1633-E,-A-B (4.10)

*¢ (173,6-(1+0,57-C)+ A)- (1+k;5 - B) |

_d_A :rsint +rsec (411)
dt

_dB_dP_ (4.12)
dt dt

dC _dD _ v (4.13)

dt dt

A la hora de determinar los pardmetros cinéticos de reacciones con inhibicién,
es posible simplificar el modelo considerando los datos experimentales en los
instantes iniciales de la reaccién, donde el efecto de inhibicién por productos se
puede considerar despreciable. En el caso de cinéticas de dos sustratos es frecuente
realizar experimentos manteniendo la concentracién de uno de los sustratos
constantes y variando el otro sustrato. Esto permite realizar un tratamiento andlogo a
la linealizacién de la velocidad inicial desarrollada para cinéticas de un sustrato y

obtener por separado las constantes de tipo Michaelis-Menten de cada sustrato
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(Cleland, 1979). Otra opcién para simplificar la determinacién de pardmetros en
cinéticas de dos sustratos es realizar la reaccién a una concentraciéon de uno de los
reactivos muy elevada con lo que se puede considerar practicamente constante a lo
largo de la reaccién. De esta manera, se puede obtener el valor del pardmetro
relacionado con el otro sustrato. Sin embargo, en el caso de la adicién aldélica entre
DHAP y (S)-Cbz-alaninal, los limites de solubilidad de estos compuestos ofrecen un

rango demasiado estrecho como para poder realizar estos tratamientos.

Se decidid, por tanto, realizar directamente el ajuste de la curva experimental
al modelo propuesto mediante el software gPROMS. Para realizar la determinacién
de los parametros cinéticos Ka, Ks, k-, kis y kic del modelo propuesto, se introdujeron
las ecuaciones correspondientes al modelo, los balances de materia de todos los
compuestos involucrados en la reaccién y las curvas experimentales de concentracién
de DHAP y (S)-Cbz-alaninal. El valor inicial de cada parametro que se introdujo en el
programa fueron los correspondientes a los obtenidos en la catalisis con FucA y se
seleccioné un rango de valores suficientemente amplio para asegurarse de poder
cubrir el valor real de los parametros. El modelo de varianza empleado corresponde a
un modelo constante cuyo parametro corresponde a la desviacién estandar del
método de determinacién del compuesto correspondiente. Sin embargo, tras trabajar
sobre este modelo ensayando diversos conjuntos de valores iniciales de los
parametros y rangos de estimacién no se consiguié obtener un buen ajuste de los
datos experimentales al modelo propuesto. Se plante6 entonces la posibilidad de que
el modelo que ajusta el comportamiento de RhuA fuese diferente al obtenido con
FucA. Asi, se ensayaron modelos con inhibiciones de distinto tipo a los propuestos
inicialmente pero tampoco se obtuvieron buenos resultados.

Finalmente, se planted la existencia de inhibicién por producto y se obtuvo un

buen ajuste del comportamiento experimental empleando un modelo con inhibicién
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competitiva (ecuacién 4.14). De las estimaciones preliminares de los pardmetros se
obtuvo, por un lado, que la constante de inhibicién por (S)-Cbz-alaninal en ambas
reacciones era practicamente nula. Por tanto, el programa no es capaz de detectar el
efecto de la inhibicién por (S)-Cbz-alaninal en las condiciones estudiadas. Por otro
lado, el valor de la constante de inhibicién por metilglioxal de la reaccién de sintesis,
kic presentaba un valor muy proximo al valor obtenido en la reaccién secundaria. Por
lo tanto, y al contrario de lo que ocurria con FucA, es posible que la inhibicién por
metilglioxal se produzca sé6lo sobre el complejo EA y, por tanto, en ambas reacciones

la constante de inhibicién presente el mismo valor.

o k, - E,-A-B (4.14)
Snt "~ (173,6- K -(1+ ke -C)-(1+k;p -P)+ Kz -A+K, -B+A-B)-(1+ky-B)

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el modelo final ensayado
corresponde con un modelo con inhibicién competitiva por producto en la reaccién
de sintesis e inhibicién competitiva por metilglioxal en reacciéon de sintesis y
secundaria, con el mismo valor del parametro de inhibicién (ecuaciones 4.15 y 4.16).
Se obtuvo un conjunto de parametros que ajusta los datos experimentales con un
error relativo medio entre los valores experimentales y los predichos de un 5% en el
perfil de concentracién de DHAP y de un 3% respecto a la concentracién de (S)-Cbz-
alaninal (tabla 4,4). Comparando el valor de los parametros cinéticos del modelo con
los obtenidos con FucA se observa que ambas enzimas presentan practicamente el
mismo valor de la constante k.. Sin embargo, si que se aprecian diferencias en las
constantes cinéticas de tipo Michaelis-Menten ya que el valor de Ka es casi 4 veces
superior al obtenido con FucA y Ks practicamente la mitad. Por otro lado, RhuA se

ve fuertemente inhibida por el producto de la reaccién.
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r. = K, Fo-A-B (4.15)
St 173,6-Ky -(1+0,57-C)-(1+k;p -P)+Kz-A+K, -B+A-B

1633-E,-A-B

= 416
fsee ©1736.(1+0,57-C)+ A (4.16)

Tabla 4.4. Determinacién de los pardmetros del modelo de adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-
alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl,
20% v/v DMF, pH 7,0 y comparacién con los valores obtenidos con fuculosa-1-fosfato aldolasa en las

mismas condiciones.

Pardmetro RhuA FucA
ke (h?) 1630 + 70 1632
Ka (mM) 9,4+0,6 2,56
Kz (mM) 0,148 £ 0,019 0,262
ki (mM™1) 4,95 + 0,24 -

El modelo final obtenido para la adicién aldélica entre DHAP y (S)-Cbz-
alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCI,

150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0 se muestra en las ecuaciones 4.17 y 4.18.

1630-E,-A-B
I, = (4.17)

sint — 25,69-(1+0,57-C)-(1+4,95-P)+0,148-A+9,4-B+A-B

1633-F,-A-B

_ 4.1
Tsee ©1736.(1+0,57-C)+ A (4.18)
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Figura 4.8. Modelizacién de la adicién alddlica entre DHAP (A) y (S)-Cbz-alaninal (B) catalizada por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0: (a)
Ao 42,3 mM, Bo 47,0 mM; (b) Ao 13,2 mM, Bo 27,2 mM; (c) Ao 12,8 mM, Bo 35,4 mM; (d) Ao 13,3 mM,
Bo 45,9 mM; (e) Ao 21,9 mM, Bo 14,4 mM; (f) Ao 30,8 mM, Bo 33,0 mM y (g) Ao 35,0 mM, Bo 39,7 mM.
(®): datos experimentales; (—): modelo.
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4.4. Validacion del modelo cinético

Para validar un modelo cinético, éste debe predecir con exactitud el
comportamiento de la reaccién en unas condiciones diferentes a las que se emplearon
en la modelizacién. En este caso se seleccionaron unas concentraciones iniciales de
reactivos intermedias en el rango empleado en la modelizacién y con una actividad

enzimatica de 3 UA/ml (figura 4.9).

60 :
l
|
50 f-—-—-- L
e (d) * (a)
|
40 - |
_ (o Validacion @
= ‘ o (f
£ 30 | O ()
= e (b
m |
20 1 ;
l * (e
10 4----—- i
l
|
0 : : : :
0 10 20 30 40 50
Ao (mM)

Figura 4.9. Concentracién inicial de DHAP (Ao) y (5)-Cbz-alaninal (Bo) de los experimentos empleados
en la modelizacién y validaciéon del modelo cinético de la adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-
alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl,
20% v/v DMF, pH 7,0. (a) Ao 42,3 mM, Bo 47,0 mM; (b) Ao 13,2 mM, Bo 27,2 mM; (c) Ao 12,8 mM, Bo
35,4 mM; (d) Ao 13,3 mM, Bo 45,9 mM; (e) Ao 21,9 mM, Bo 14,4 mM; (f) Ao 30,8 mM, Bo 33,0 mM; (g)
Ao 35,0 mM, Bo 39,7 mM vy (validacién) Ao 24,0 mM, Bo 33,1 mM.

Como se puede observar en la figura 4.10, el modelo predice correctamente la
evoluciéon de la concentracién de DHAP y (S)-Cbz-alaninal a lo largo del
experimento. De igual manera, el perfil de generaciéon de producto predicho por el
modelo ajusta adecuadamente los datos experimentales. El error relativo medio entre
la predicciéon del modelo y los datos experimentales es de un 7% para el perfil de

consumo de DHAP, un 3% en el caso de (S)-Cbz-alaninal y un 9% para la generacién
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de producto. Por lo tanto, el modelo propuesto puede considerarse valido dentro del
rango de condiciones que se han empleado en su determinacién. En estas
condiciones, se ha obtenido un 70% de rendimiento de reaccidn, definido como la
relacién entre el producto obtenido y el reactivo limitante inicial, y una selectividad

del 73%, definida como la relacién entre el producto obtenido y el reactivo limitante

consumido.
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©
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2&1 O  (S)-Cbz-alaninal
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g —— Modelo cinético
)
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Figura 4.10. Validacién del modelo de adicion alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-
alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl,
20% v/v DMF, pH 7,0.

Dado que en la adicién aldélica de interés también tiene lugar una reaccién
secundaria que consume DHAP, un exceso de (S)-Cbz-alaninal provocaria el
desplazamiento de la reaccién hacia la sintesis del producto. Por lo tanto, es posible
aumentar el rendimiento y selectividad de la reaccién de sintesis empleando una
mayor relaciéon de concentracién inicial de (S)-Cbz-alaninal frente DHAP que la
empleada anteriormente (Bo/Ao=1,4). En la tabla 4.5 se puede observar que
efectivamente el rendimiento y selectividad de la reaccién aumentan en funcién de la
relacion de concentraciones iniciales hasta un valor préximo al 85% a una relacién de

3,5. También se puede observar que a relaciones superiores a 2,8 un exceso de B no
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aumenta significativamente la eficiencia de la reaccién. Por otro lado, una elevada
relacién Bo/Ao implicaria trabajar con concentraciones iniciales de A bastante bajas
debido al limite de solubilidad de B en este medio y, por tanto, se obtendria una baja
productividad. Por lo tanto, se propone que la relacién éptima de Bo/Ao para obtener
un adecuado rendimiento y selectividad es una relaciéon de 3. El rendimiento y
selectividad de reacciéon obtenidos a esta relacion se pueden considerar lo
suficientemente elevados como para no justificar el empleo una estrategia de
adiciones puntuales de DHAP como la que se utilizé6 con FucA para mantener el

elevado exceso de B en el biorreactor necesario en ese caso (Suau, 2007).

Tabla 4.5. Efecto de la relacién de concentraciones iniciales de reactivos (Bo/Ao) sobre el rendimiento y
selectividad de la adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato (A) y (S)-Cbz-alaninal (B) catalizada
por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH
7,0.

Boy/Ao  Rendimiento (%)  Selectividad(%)

1,1 62 69
1,4 70 73
2,1 77 80
2,8 82 83
3,5 84 85

4.5. Conclusiones

En este apartado se ha realizado la modelizacién de la adicion alddlica entre
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-1-
fosfato aldolasa a 4°C en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0
(ecuaciones 4.17 y 4.18). E1 modelo cinético obtenido se corresponde a un mecanismo
ordenado de dos sustratos con una reaccién secundaria de degradacion enzimatica de

DHAP que presenta una cinética de Michaelis-Menten de un sustrato. En cuanto a la
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presencia de mecanismos de inhibicién, la reaccién de sintesis del producto de
adicién se ajusta a un modelo con inhibicién competitiva por metilglioxal y por
producto mientras que la reaccién secundaria se ajusta a inhibicién competitiva por
metilglioxal. Este modelo ha sido validado frente a un experimento con
concentraciones iniciales de los reactivos diferentes a las empleadas en Ila
determinacién de los pardmetros cinéticos obteniéndose un buen ajuste del modelo a

los datos experimentales.

El modelo cinético obtenido para la catdlisis con ramnulosa-1-fosfato aldolasa
(RhuA) se ha comparado con el obtenido por Suau y col. (2008) para la catalisis con
fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) en las mismas condiciones de reaccion. A pesar de
la elevada similitud de ambas enzimas se ha observado un diferente comportamiento
frente a la inhibicién de sustratos y productos. Mientras que FucA se ajusta a un
modelo de inhibicién no competitiva por (S)-Cbz-alaninal tanto en la reaccién de
sintesis como en la secundaria, en el caso de RhuA no se aprecia inhibicién por este
compuesto en las condiciones estudiadas. Por otro lado, ambas enzimas se ajustan a
un modelo con inhibicién competitiva por metilglioxal en la reaccién de sintesis y en
la secundaria, pero el modelo con FucA presenta un valor diferente de la constante de
inhibicién en cada reacciéon mientras que en RhuA se ha obtenido el mismo valor de
la constante en ambas reacciones. Por otro lado, la catalisis con RhuA presenta una
fuerte inhibicién por producto que no se observa en el caso de FucA. En lo que
refiere a la reaccién secundaria, en la catilisis con RhuA se obtiene una menor

velocidad de reaccidn que en el caso de FucA operando en las mismas condiciones.

Por ultimo, se ha propuesto que la relacién éptima de concentraciones
iniciales de reactivos para obtener un elevado rendimiento y selectividad de la
reaccion es 3. En esas condiciones se han conseguido un rendimiento y selectividad

superiores al 80% en la adicién alddlica entre DHAP y (5)-Cbz-alaninal catalizada
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por RhuA, por lo que no es necesario el empleo de una estrategia de adiciones

puntuales de DHAP como si ocurre en la biocatélisis con FucA.
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Capitulo 5. BIOCATALISIS CON ALDOLASAS
RECOMBINANTES INMOVILIZADAS EN

SOPORTES DE AFINIDAD A METALES

5.1. Introduccion

Los soportes de afinidad a metales consisten en una matriz de agarosa porosa
en cuya superficie se encuentran una serie de grupos quelantes unidos a un metal
divalente. Estos soportes han sido desarrollados para facilitar la purificacion de
enzimas recombinantes asociadas a una cola de histidinas mediante cromatografia
IMAC (immobilized metal affinity chromatography) ya que el anillo aromatico del
residuo de histidina presenta elevada afinidad por el metal de la columna. Mediante
esta técnica se puede obtener la separaciéon de la enzima del resto de proteinas
celulares de una manera totalmente selectiva, pudiéndose reducir el numero de
etapas de purificacién y obtener, en algunos casos, la purificacién en una sola etapa
(Garcia-Junceda y col., 1995).

La técnica IMAC estd basada en la interaccidén por coordinacién entre los
iones metdlicos divalentes que se encuentran inmovilizados en la superficie del
soporte de la columna cromatografica con los residuos quelantes de ciertos
aminodcidos, principalmente con el anillo imidazol de la histidina. Para una correcta
coordinacién hace falta la presencia de varios residuos de este tipo adyacentes en la
superficie de la enzima y accesibles al soporte. Esto se consigue normalmente

mediante ingenieria genética, introduciendo en el vector de expresién de la enzima
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los nucleétidos necesarios para expresar en uno de los extremos de la cadena de
aminoacidos un cierto numero de residuos de histidina (normalmente seis). De esta
manera, estas enzimas recombinantes de fusién a una cola de poli-histidinas
quedaran retenidas en la columna cromatografica ya que presentan una afinidad por
el metal inmovilizado mucho mayor que la del resto de proteinas intracelulares, por
lo que se puede realizar una separaciéon altamente selectiva en una sola etapa
cromatografica. Debido a que la unién de las histidinas de la enzima recombinante
con el metal inmovilizado es reversible, la recuperacion de ésta se hace ficilmente
mediante elucién con una disolucién de imidazol de concentracién suficiente para

competir con las histidinas por las posiciones de coordinacién del metal (figura 5.1).

COO
H;N—CH
\
CH,
NN N/w
\:N \:N
Histidina Imidazol

Figura 5.1. Similitud entre la estructura quimica del aminodacido histidina y del compuesto imidazol.

Los soportes de afinidad a metales mas utilizados estdn basados en agarosa
como matriz principal. Estos soportes presentan una serie de residuos funcionales que
quelan el metal en ciertas posiciones de su esfera de coordinacién, mientras que dejan
libres el resto de posiciones para la unién con la cola de histidinas de la proteina
recombinante. Los residuos funcionales se unen al soporte mediante una cadena
carbonada llamada brazo espaciador, que puede variar de longitud segtn el caso. Los
metales empleados suelen ser Zn*?, Cu*? o Ni*%.

La molécula quelante mas empleada es el dcido iminodiacético (IDA), que
ocupa tres posiciones de la esfera de coordinacién del metal, dejando las otras tres

posiciones para la unién con las histidinas (figura 5.2). Esta unién del metal al soporte
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Unicamente por tres puntos hace que pueda producirse pérdida del metal ante
algunas proteinas altamente quelantes o durante los lavados. Otro posible agente
quelante es el 4cido nitrilotriacético (NTA), que posee una estructura bastante similar
a la anterior pero con un tercer grupo acético por lo que quela el metal por una
posicién mas, dejando dos posiciones libres para la coordinacion con las histidinas de
la proteina (figura 5.3). Esta uniéon mas fuerte entre el metal y la matriz hace

disminuir las pérdidas de metal que ocurrian en el caso de los soportes IDA (Qiagen,

2003).
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Figura 5.3. Esquema de la estructura quimica del soporte de afinidad Ni-NTA.

La capacidad de los soportes de afinidad IMAC de retener enzimas
recombinantes ofrece una interesante alternativa en la inmovilizacién de estas
enzimas. Si la unién entre la enzima y el soporte fuese lo suficientemente fuerte
como para poder emplearse como biocatalizador en reacciones de sintesis, al hacer

pasar el lisado celular que contiene la enzima recombinante por la columna de
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purificacién se estaria obteniendo directamente el derivado inmovilizado sin
necesidad de tener que eluir la enzima e inmovilizarla posteriormente. Este proceso
de purificacién e inmovilizacién enzimatica en un tnico paso permite, por tanto, la
reduccion del numero de etapas y de las pérdidas de actividad enzimatica total que
ocurren en los procesos de purificacion, con el consiguiente ahorro de costes. Otra
ventaja de esta estrategia es que, una vez que la enzima unida al soporte se inactiva
tras diversos ciclos cataliticos, ésta se puede desorber del soporte mediante elucién
con imidazol y se puede cargar de nuevo con enzima activa. Esta posibilidad de
reutilizacion del soporte contribuye también a la reduccién de los costes del proceso

biocatalitico (Ho y col., 2004).

Con el fin de evaluar la viabilidad del proceso de purificacién e inmovilizacion
simultaneas con aldolasas recombinantes, en primer lugar se estudiaron diversas
caracteristicas de la inmovilizacién sobre estos soportes, como la temperatura de
inmovilizacidn, la densidad del metal quelado en la superficie del soporte, el tipo de
metal y la naturaleza del grupo quelante, con la enzima fuculosa-1-fosfato aldolasa
purificada. A partir de este estudio se seleccioné el soporte y las condiciones de
inmovilizacién en las que se obtuvieron un mayor valor de rendimiento de
inmovilizacién y actividad retenida y se llevé a cabo la inmovilizacién de la aldolasa
a partir de lisado celular. Se estudio la estabilidad de estos derivados en el medio de
reaccién con dimetilformamida como cosolvente empleado en la adicién alddlica
entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal y también se llevé a cabo la biocatdlisis de esta
reaccion. Posteriormente, se emple6 el mismo proceso de purificacién e
inmovilizacién en un solo paso con otra aldolasa recombinante, la ramnulosa-1-
fosfato aldolasa y se analizé su aplicacién en la biocatdlisis de la misma reaccién de

adicién alddlica.
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5.2. Inmovilizacion de fuculosa-1-fosfato aldolasa

recombinante

5.2.1. Optimizacion de las condiciones de inmovilizacion

La enzima fuculosa-1-fosfato aldolasa se ha inmovilizado en soportes de
afinidad a metales (IMAC) en diferentes condiciones para seleccionar aquellas en las
que se obtiene un mejor rendimiento de inmovilizacién y una actividad retenida mas
alta (tabla 5.1). Como agente quelante del metal en la superficie del soporte se
estudiaron el acido iminodiacético (IDA) y el 4cido nitrilotriacético (NTA). En total
se estudiaron once soportes diferentes: dos soportes de IDA de alta densidad cargados
con Ni?2 y Co*? suministrados por GE Healthcare, dos soportes de NTA de alta
densidad cargados con Ni*? y Co*? de Qiagen, cuatro soportes de IDA de alta densidad
cargados con Ni*2, Cu*, Zn*? y Co*? de Hispanagar y tres soportes de IDA de baja
densidad cargados con Ni*?, Cu? y Zn*? de la misma casa comercial. Por otro lado, los
soportes Ni-IDA y Ni-NTA se utilizaron como soportes de inmovilizacién para
estudiar el efecto de la temperatura sobre la inmovilizacién.

Tabla 5.1. Pardmetros del estudio de soportes de afinidad a metales en la inmovilizacién de fuculosa-1-
fosfato aldolasa purificada.

Pardmetro Valores estudiados

Temperatura 4°C, 24°C

Alta densidad 20-35 umol Me**/mL soporte

Baja densidad 5-20 umol Me**/mL soporte

Tipo de metal quelado Ni*2, Cu*?, Zn*?, Co*?

Grupo quelante IDA, NTA

Actividad ofrecida 14-22 UA/mL soporte

Medio de inmovilizacién >0 mM NafLPO«/NaHPOs,
300 mM NaCl, 20 mM imidazol

pH 8,0

Agitacién Horizontal
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En primer lugar se estudi6 el efecto de la temperatura y la naturaleza del
agente quelante del metal del soporte. Para ello se realizaron cuatro inmovilizaciones
a 4°C y 24°C con el soporte Ni-IDA de GE Healthcare y con el soporte Ni-NTA. El
rendimiento de inmovilizacién y la actividad retenida en cada caso se muestran en la
tabla 5.2. En el caso de los soportes Ni-IDA, tanto a 4°C como a 24°C se obtiene un
rendimiento de inmovilizacién muy préximo al 100% lo que implica que
practicamente toda la enzima se ha inmovilizado en el soporte. Sin embargo se
observa una pérdida de actividad cercana al 60% en ambos casos durante la
inmovilizacién. En el caso de los soportes Ni-NTA, el rendimiento de inmovilizacién
es de nuevo muy cercano al 100% en los dos casos si bien la actividad retenida a
ambas temperaturas es ligeramente superior a la observada en los anteriores soportes.
No obstante, esta diferencia no es lo suficientemente elevada como para justificar el
uso de los soportes NTA dado que estas resinas tienen un precio mas elevado. Por
otro lado, las diferencias entre realizar la inmovilizacién a 4°C y 24°C tanto para la
resina IDA como para la NTA no son muy elevadas ni en términos de rendimiento de
inmovilizacién ni en actividad retenida. Por lo tanto, y teniendo en cuenta que se
busca el desarrollo de un proceso de purificacién e inmovilizacién en un solo paso, se
selecciond la temperatura de 4°C ya que a esta temperatura se reducen las pérdidas de
actividad de la enzima soluble durante el transcurso de la cromatografia de afinidad.

Tabla 5.2. Rendimiento de inmovilizacién y actividad retenida en la inmovilizacién de FucA
purificada en soportes de afinidad a metales Ni-IDA y Ni-NTA a 4°C y 24°C.

Tipo de soporte ~ Temperatura  Rendimiento (%)  Actividad retenida (%)

Ni-IDA 4 99 39
Ni-IDA 24 100 45
Ni-NTA 4 100 50
Ni-NTA 24 99 52
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En segundo lugar se estudio el efecto de la densidad de grupos quelantes y el
tipo del metal en soportes IDA realizando la inmovilizaciéon a 4°C. Se emplearon
soportes de alta y de baja densidad de grupos quelantes cargados con Ni?, Cu*?, Zn*?y
Co*? suministrados por la casa comercial Hispanagar. Los rendimientos de
inmovilizacién y la actividad retenida en cada inmovilizacién se muestran en la
figura 5.4. Atendiendo a la densidad de grupos quelantes se puede observar que,
independiente del metal utilizado, tanto el rendimiento de inmovilizacién como la
actividad retenida de los soportes de baja densidad son menores que en los de alta
densidad. Comparando los soportes de alta densidad, los rendimientos de
inmovilizacién mads elevados se obtienen en los soportes cargados con Cu*? y Co*2. En
cuanto a la actividad retenida, el valor mas elevado se obtiene en el caso del soporte
cargado con Co*?, para el que se alcanza un valor préoximo al 60%. Las diferencias de
rendimiento observadas en funcién del metal quelado en el soporte pueden estar
relacionadas con la fuerza de la unién de dicho metal a la cola de histidinas de la
enzima. Por otro lado, estudios realizados por diversos autores indican que la
sustitucion del metal del centro activo de diferentes metaloenzimas dependientes de
Zn*? por otros metales divalentes puede provocar una variaciéon de su actividad
enzimatica y, en algunos casos, se observo un aumento de la actividad en el caso de
reemplazar el metal de la enzima con cobalto (Dreyer y Schulz, 1996b). Esto hace
pensar que las diferencias en actividad retenida observadas en los soportes podrian
deberse en parte a un posible intercambio del metal del soporte con el Zn*? del centro

activo de la enzima.

Tras estudiar diversas caracteristicas de los soportes de afinidad a metales se ha
seleccionado para realizar la purificacién e inmovilizacién en un solo paso el soporte
IDA de alta densidad cargado con Co*2 con el que se ha obtenido un rendimiento de

inmovilizacién préximo al 100% y una actividad retenida cercana al 60%.
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Figura 5.4. Rendimiento de inmovilizacién y actividad retenida en la inmovilizacién a 4°C de FucA
purificada en soportes de afinidad a metales IDA de alta (20-35 umol Me**/mL de soporte) y baja
densidad (5-20 pmol Me**/mL de soporte) cargados con Ni*%, Cu*?, Zn*? y Co*%

5.2.2. Estudio de la purificacion de FucA recombinante

A la vista del aumento de actividad retenida en el soporte Co-IDA frente al
mismo soporte cargado con niquel a 4°C, se planteé modificar el proceso de
purificacién de fuculosa-1-fosfato aldolasa recombinante sustituyendo el niquel de la
columna IDA que se empleaba hasta el momento por cobalto (apartado 3.3.2). Dado
que el soporte IDA empleado en la purificacién era de una casa comercial distinta a
los soportes del estudio de metales, se decidié comprobar en primer lugar que el
soporte de la columna de purificacién cargado con cobalto también presentaba un
aumento de la actividad retenida en una inmovilizacién con FucA purificada (tabla
5.3). Se puede observar que con este soporte también se obtiene una actividad

retenida préxima al 60% tal y como se habia obtenido anteriormente.
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Tabla 5.3. Rendimiento de inmovilizacién y actividad retenida de la inmovilizacién de FucA
purificada en soporte de GE Healthcare (IDA) cargado con cobalto y niquel a 4°C.

Tipo de soporte  Rendimiento (%)  Actividad retenida (%)
Ni-IDA 99 39
Co-IDA 96 60

A continuacién se realizé una purificacién de fuculosa-1-fosfato aldolasa
recombinante a partir de lisado celular empleando una columna IDA cargada con
cobalto y se compard con los resultados que se habian obtenido anteriormente con la
misma columna cargada con niquel. Como se puede observar en la tabla 5.4, en
ambas purificaciones practicamente toda la actividad enzimatica se retiene en la
columna, representando aproximadamente un 25% de la proteina total. Sin embargo,
tras la eluciéon con imidazol, en el caso del soporte Co-IDA se recupera toda la
actividad cargada en la columna mientras que en la columna Ni-IDA la actividad
recuperada tras la elucion era solamente del 44%, a pesar de que el rendimiento en
proteina era similar en ambos casos.

En el caso de la purificacién en columna de Ni-IDA, a continuacién se incubd
la enzima en una disolucién de Zn*? que permite la recuperacion de parte de la
actividad perdida en el paso de cromatografia. Por eso, el rendimiento en actividad
del paso conjunto de incubacién y precipitacién en esta purificacién es superior al
100%. El aumento de actividad tras incubacién en Zn*? es un indicio de la posible
pérdida de este metal tras su paso por la columna cromatografica o un posible
intercambio con el Ni*? del soporte, recuperando parte de la actividad enzimatica tras
la incubacién con Zn*2. Sin embargo, en el caso de la purificaciéon en columna de
Co-IDA, una incubacién en Zn*? posterior a la elucién no producia ningin aumento
de la actividad por lo que se precipité directamente con sulfato amonico tras el paso
por la columna cromatografica. En este caso, la posible pérdida del Zn*? de la enzima

nativa o el posible intercambio por el Co” de la columna no produce una

107



Avances en el desarrollo de bioprocesos: adicion alddlica catalizada por RhuA recombinante

modificacién apreciable de la actividad enzimatica. Tras la precipitaciéon con sulfato
amonico se obtuvo un rendimiento en proteina similar al obtenido en la anterior
purificacién y coincide con el rendimiento en actividad. En conclusién se puede
observar que el cambio de metal de niquel a cobalto en la columna empleada en
purificaciéon de fuculosa-1-fosfato aldolasa permite aumentar el rendimiento global

del proceso con respecto a la actividad recuperada del 61% obtenido con Ni-IDA a un
83% con Co-IDA.
Tabla 5.4. Resumen del rendimiento de los diferentes pasos de la purificacién de un lisado celular de

FucA mediante IMAC en columna cargada con Ni*? (24700 UA y 7410 mg de proteina) y Co*? (8760
UA y 4870 mg de proteina).

Cromatografia de afinidad Incubacion Zn* +
L Rdto global
Metal No retenida Eluida Precipitacion
columna  Acr (%) Prot(%) Act(%) Prot(%) Act(%) Prot(%) Act(%) Prot (%)
Ni+? 1 75 44 25 138 88 61 22
Co*? 2 72 102 22 81 80 83 20

5.2.3. Contenido en metal de FucA purificada

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de los soportes de afinidad
cargados con distintos metales y en la purificacion de la enzima por IMAC en
columnas cargadas con Ni?2 y Co*%, se han observado indicios de un posible
intercambio del metal del centro activo de la enzima con el metal del soporte. Con
objeto de comprobar esta hipdtesis, se llevo a cabo un andlisis semicuantitativo del
contenido en metales de la enzima proveniente de dos purificaciones realizadas con
soporte de afinidad IDA quelado con Ni*? y Co*? respectivamente. En estas dos
purificaciones se suprimi6 la etapa de incubacién en disolucién de zinc que se
realizaba en las purificaciones convencionales tras la elucién para no variar el

contenido de metal de la enzima tras su paso por la columna cromatografica.
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Mediante el andlisis semicuantitativo del contenido de Zn*2, Ni2 y Co*? de la
enzima purificada de este modo y el analisis del contenido de proteina de las
muestras, se puede calcular la cantidad de metal por gramo de proteina y compararlo
con el contenido tedrico de zinc en la enzima nativa que es 42,1 pmol Zn*Y/g de
proteina. Este valor se ha calculado a partir de la estructura de la enzima segtn la
cual cada molécula de proteina (95,1 kDa) contiene 4 atomos de zinc. Como puede
observarse en la tabla 5.5, en ambos casos se pudo detectar el metal procedente de la
columna en la enzima purificada y un menor contenido de zinc respecto al tedrico,
confirmando de este modo el intercambio entre el Zn*? presente en la enzima nativa
con el metal del soporte al pasar por la columna cromatografica durante el proceso de
purificacién por IMAC. Por otra parte, se produce también una pérdida del contenido
total de metal en la enzima, siendo éste un 52% del contenido tedrico para el soporte
Ni-IDA y de un 63% para Co-IDA. Por lo tanto, y teniendo en cuenta que la
actividad de la enzima eluida en columna de Co-IDA habia sido el 100% de la
inicialmente cargada (tabla 5.4), se confirma el aumento de la actividad enzimadtica de
FucA al sustituir el Zn*? del centro activo por Co*2. Esta sustituciéon no produce
ningun cambio significativo en la configuraciéon del centro activo salvo una ligera
modificacién del residuo que participa en la unién de la DHAP (Dreyer y Schulz,
1996b) por lo que no se espera que la catalisis y estereoquimica del producto formado
se vean modificadas significativamente.

Tabla 5.5. Contenido en metal de fuculosa-1-fosfato aldolasa tras purificaciones en columna de

afinidad cargada con niquel o cobalto y porcentaje respecto del contenido tedrico de zinc de la enzima
nativa (42,1 pmol Zn**/g de proteina).

Ni¥? Co*? VA Metal total
Columna
(umol/g prot.) (%) (umoljgprot) (%) (umolgprot) (%) (umoljgprot) (%)
Ni-IDA 17,3 41 No detectado - 47 11 22,0 52
Co-IDA No detectado - 21,0 50 5,6 13 26,6 63
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5.2.4. Biocatalisis con fuculosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada

Con el objetivo de analizar la viabilidad del proceso de purificaciéon e
inmovilizacién de FucA en un solo paso es necesario, por un lado, estudiar la
inmovilizacién por afinidad a metal quelado a partir de la mezcla de proteinas del
lisado celular y, por otro lado, obtener mediante esta técnica derivados de alta carga
enzimatica para su empleo como biocatalizadores en reacciones de interés y analizar
su estabilidad en las condiciones de reaccién. En este apartado se estudiard el
comportamiento de los derivados inmovilizados de FucA de alta carga enzimatica
como catalizadores de la reaccién de adicion alddlica entre dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) y (S)-Cbz-alaninal en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF,
pH 7,0. Como se ha visto anteriormente, el metal presente en la columna modifica la
actividad enzimadtica de la enzima es decir, el comportamiento catalitico de la enzima
frente a la reaccion del ensayo enzimadtico, de diferente manera dependiendo de la
naturaleza del metal. Para poder determinar un posible efecto del metal sobre la
catdlisis de la reaccién de interés se selecciond el soporte IDA cargado con Ni*? y Co*
El soporte Co-IDA se eligié por ser el soporte con el que se habian obtenido menores
pérdidas de actividad en la inmovilizacién a partir de FucA purificada y el soporte
Ni-IDA por ser el soporte con el que se tenia establecida una metodologia de

purificacién.

5.2.4.1. Preparacion de derivados inmovilizados de FucA

Para obtener unos derivados inmovilizados de alta carga enzimdtica de FucA
sobre soportes de afinidad a metales, se realizaron dos inmovilizaciones sobre
soportes Ni-IDA y Co-IDA a partir del lisado obtenido de un cultivo de alta densidad

celular. Considerando que la actividad retenida del soporte Ni-IDA es un 40% y la
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del soporte Co-IDA un 60%, valores obtenidos a partir de los resultados de las
inmovilizaciones a partir de FucA purificada, se calculé la actividad ofrecida
necesaria para obtener unos derivados inmovilizados de 30 UA/mL de soporte,
resultando una actividad ofrecida de 75 UA/mL de soporte para Ni-IDA y 50 UA/mL
de soporte para Co-IDA. Se selecciond la carga enzimatica de 30 UA/mL de soporte
para poder comparar el comportamiento catalitico de estos derivados inmovilizados
con los resultados obtenidos en la catdlisis a 25°C con enzima soluble (3 UA/mL)
empleando una relacion entre el volumen de soporte y el volumen total de reaccién

de 1:10. Las inmovilizaciones se llevaron a cabo a 4°C.

Comparando entre si el comportamiento de las dos resinas en la
inmovilizacién a partir de lisado celular (tabla 5.6) se observa, al igual que en el caso
de la enzima purificada, que para el soporte IDA cargado con cobalto se obtiene una
mayor actividad retenida que para el mismo soporte cargado con niquel. El
porcentaje de actividad retenida que se obtiene en ambos casos es inferior a la
correspondiente a las inmovilizaciones realizadas a partir de FucA purificada debido a
que en estos experimentos la actividad ofrecida es muy superior al caso anterior y el
derivado puede presentar, por tanto, limitaciones difusionales a la hora de determinar
su actividad. Esto ocurre porque existe un limite de carga enzimatica a partir de la
cual la cinética de la conversion de sustratos en productos deja de estar limitada por
la velocidad de la reaccidn catalitica y comienza a verse influida por la velocidad de la
difusién de reactivos y productos en el interior de los poros del soporte. Dado que la
determinacién de la actividad enzimatica se realiza a partir de la velocidad de
conversién de sustratos, la actividad observada bajo limitaciones difusionales sera un
valor inferior a la actividad enzimadtica real que se encuentra inmovilizada y el factor
de eficacia 7, que corresponde a la relacién entre la velocidad de la reaccién
observada y la velocidad de la reacciéon que se obtendria en ausencia de limitaciones

por difusidn, sera inferior a la unidad (apartado 1.4.2).
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Tabla 5.6. Rendimiento de inmovilizacién y actividad retenida de la inmovilizacién de FucA
proveniente de un lisado celular en soporte de GE Healthcare (IDA) cargado con cobalto y niquel a
4°C.

Tipo de soporte  Rendimiento (%)  Actividad retenida (%)
Ni-IDA 99 19
Co-IDA 98 33

5.2.4.2. Estabilidad de derivados inmovilizados de FucA

Para emplear la fuculosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en soportes de
afinidad como biocatalizador en reacciones de sintesis, se ha de comprobar en primer
lugar que estos derivados son estables en el medio de reaccién de la adicién alddlica
de interés. Este medio contiene dimetilformamida al 20% v/v como cosolvente para
obtener la adecuada solubilidad de ambos reactivos, dihidroxiacetona fosfato (DHAP)

y (5)-Cbz-alaninal.

Las enzimas pueden sufrir procesos de inactivacion irreversible en presencia
de disolventes organicos (Budde y Khmelnitsky, 1999). Estos procesos ocurren
normalmente siguiendo un mecanismo en dos pasos; en primer lugar la enzima nativa
en soluciéon se encuentra en equilibrio con una forma inactiva parcialmente
desplegada (inactivacién reversible) y esta forma parcialmente desplegada puede
sufrir algunos procesos de inactivacién irreversible como agregacién, proteolisis,
modificacién de residuos de aminodcidos, eliminacién de coenzimas, pérdida de
mondmeros en proteinas oligoméricas o plegamientos incorrectos de la proteina
(Mozhaev, 1993) (figura 5.5). La inmovilizacién de la enzima sobre un soporte rigido
contribuye a la reduccién de los procesos de inactivacién enzimadtica ya que se
eliminan los fenémenos de inactivacién irreversible que implican un choque entre

moléculas y, por otro lado, la inmovilizacién provoca una mayor rigidez en la
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estructura de la enzima por lo que la cantidad de enzima parcialmente desplegada
serd menor y, por tanto, la inactivacién irreversible se dard en menor medida.

Agregacion

N =——= D ——= Protedlisis

Q: Pérdida cofactores

Figura 5.5. Esquema de los fenémenos de inactivacién enzimaitica: equilibrio reversible entre la
estructura nativa (N) y estructura parcialmente desplegada (D) e inactivacién irreversible debido a
fenémenos de agregacién, protedlisis, modificacién de residuos de aminodcidos, eliminacién de
coenzimas, pérdida de mondmeros en proteinas oligoméricas o plegamientos incorrectos de la
proteina.

La estabilidad de los biocatalizadores inmovilizados de alta carga en el medio
de reaccion de la adicién alddlica de interés (50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v
DMEF, pH 7,0) se estudié a 4°C y 24°C (figura 5.6). En ambos casos se ha obtenido una
mayor estabilidad de los derivados inmovilizados respecto de la enzima soluble. En el
caso de la incubacién a 4°C, tanto el derivado inmovilizado en Ni-IDA como en
Co-IDA conservaban practicamente el 100% de la actividad inicial tras 19 dias de
incubacién mientras que la enzima soluble presentaba unicamente un 40%. En la
incubacion a 24°C también se ha obtenido una mayor estabilidad de los derivados
inmovilizados en comparacién con la enzima soluble, siendo el biocatalizador mas
estable el inmovilizado en Co-IDA. Por otro lado, no se detectd actividad en el
sobrenadante en ninguna de las incubaciones de los derivados inmovilizados lo que
implica que, pese a la reversibilidad del enlace enzima-soporte, este equilibrio estd
suficientemente desplazado en el medio de reacciéon empleado como para evitar una
desorcién apreciable de la enzima, independientemente del metal que esté presente
en el soporte. Por lo tanto, este tipo de inmovilizacién es eficaz en la estabilizacion de

la enzima en el medio de reaccion con dimetilformamida como cosolvente empleado.

113



Avances en el desarrollo de bioprocesos: adicion alddlica catalizada por RhuA recombinante

Actividad residual (%)

Actividad residual (%)

20 A

T T T T T T T

0 5 10 15 20 0 2 4 6 8 10
Tiempo (d) Tiempo (d)

® FucA soluble ® Enzima soluble

O Ni-IDA O  Ni-IDA
v Co-IDA v Co-IDA

Figura 5.6. Estabilidad de FucA soluble e inmovilizada en Ni-IDA y Co-IDA en el medio de reaccién
de la adicién alddlica de interés (50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0):
(a) incubacién a 4°C y (b) incubacién a 24°C.

5.2.4.3. Adlicion alddlica catalizada por derivados inmovilizados de FucA

La reaccién seleccionada para evaluar el empleo de fuculosa-1-fosfato aldolasa
inmovilizada en soportes de afinidad a metales mediante un proceso de purificacién e
inmovilizacién simultdnea fue la adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) y (S)-Cbz-alaninal en un medio acuoso con dimetilformamida como
cosolvente. Esta reaccion habia sido estudiada con anterioridad a 25°C catalizada por
fuculosa-1-fosfato aldolasa soluble con una actividad ofrecida de 3 UA/mL empleando
las mismas concentraciones iniciales de reactivos (Suau y col., 2006).

Para el estudio de esta misma reaccion catalizada por la enzima inmovilizada
en soportes Ni-IDA y Co-IDA se emplearon los derivados inmovilizados de alta carga
preparados a partir de lisado celular con una actividad ofrecida de 75 y 50 UA/mL de
soporte respectivamente. Considerando la actividad enzimatica observada que
presentan los derivados inmovilizados (19% en el caso de Ni-IDA y 33% en Co-IDA),

se afladié la cantidad necesaria para ofrecer 3 UA/mL de suspensiéon a la mezcla de
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reaccion. Estos derivados inmovilizados presentan limitaciones difusionales a la hora
de determinar su actividad mediante el ensayo enzimadtico por lo que la actividad

enzimatica real inmovilizada es superior.

En efecto, los derivados inmovilizados en soportes de afinidad catalizan
satisfactoriamente la adicién alddlica propuesta, tal y como se muestra en la tabla 5.7.
En primer lugar, la velocidad de reaccién obtenida en el caso de los biocatalizadores
inmovilizados fue muy superior a la correspondiente a la enzima soluble, que
corresponde a FucA purificada en columna de Ni-IDA con una posterior incubacién
en Zn*2. Esto se debe a que la reacciéon de adicion alddlica presenta una velocidad
inferior a la velocidad de la reaccién del ensayo enzimatico ya que se lleva a cabo con
un aldehido diferente al sustrato natural de la enzima y la velocidad de difusién,
aunque puede haber sufrido alguna variacién, no limitaria el proceso en la misma
medida. Esto quiere decir que los reactivos es probable que puedan difundir mas
profundamente en el interior de los poros donde se encuentra inmovilizada una alta
carga enzimdtica y, por tanto, la cantidad de enzima susceptible de catalizar la
reaccion de adicién sea bastante mayor de la supuesta.

Puesto que en la adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal se da
simultaneamente una reaccién secundaria de degradacién de DHAP tanto quimica
como enzimadtica (ver apartado 1.6), la selectividad de la reaccién en los tres casos es
inferior al 100%. Sin embargo, el hecho de inmovilizar la enzima sobre los soportes
de afinidad hace que la selectividad aumente hasta un valor de 70% en el caso de la
enzima inmovilizada en Co-IDA. Este aumento en la selectividad también se traduce
en un aumento del rendimiento de la reaccién ya que un porcentaje mayor del
reactivo limitante, la DHAP, progresa a la formacién de producto. En el caso de no
existir reacciones secundarias en el sistema, las diferencias entre los catalizadores
serian solamente cinéticas y el rendimiento seria el correspondiente al equilibrio para

todos los casos. Sin embargo, la presencia de reacciones secundarias implica que el
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rendimiento global del proceso venga determinado por la velocidad relativa entre las
distintas reacciones que se dan en el sistema. Por lo tanto se deduce que, al igual que
la presencia de niquel o cobalto en el soporte de afinidad modifica en distinta medida
la actividad de la fuculosa-1-fosfato aldolasa frente a la actividad del ensayo
enzimadtico, estos metales también influyen en distinto grado tanto la reacciéon de
adicién aldélica como la reaccién secundaria, obteniéndose los resultados mads

favorables en el caso de la inmovilizacion de fuculosa-1-fosfato aldolasa en el soporte

Co-IDA.

Tabla 5.7. Velocidad inicial de reaccién, rendimiento y selectividad en la adicién alddlica entre
dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal a 25°C catalizada por fuculosa-1-fosfato aldolasa soluble e

inmovilizada en soportes IDA cargados con niquel y cobalto. Condiciones iniciales: 30 mM DHAP,
49 mM (S)-Cbz-alaninal y 3 UA/mL de reaccién.

Biocatalizador ro (mM/h)  Rendimiento (%)  Selectividad (%)
FucA soluble 42 44 46
Ni-IDA 160 57 63
Co-IDA 236 63 70

Una de las reacciones secundarias, la degradacién quimica de DHAP, presenta
una baja velocidad de reaccién cuando se trabaja a 4°C (Suau y col., 2007). Se propuso
estudiar la biocatdlisis de la reaccién de adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-
alaninal a 4°C con FucA inmovilizada en el soporte Co-IDA, que es el soporte con el
que se ha obtenido un mejor rendimiento y selectividad a 25°C, en las mismas
condiciones de inmovilizacién. Como se puede observar en la tabla 5.8, al reducir la
velocidad de una de las reacciones secundarias se ha producido un aumento tanto del
rendimiento de la reaccidn, alcanzando un valor de 82%, como de la selectividad,

obteniéndose un valor del 85%.
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Tabla 5.8. Rendimiento y selectividad en la adicién aldélica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-
alaninal a 4°C catalizada por fuculosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en soportes Co-IDA.
Condiciones iniciales: 31 mM DHAP, 47 mM (S)-Cbz-alaninal y 3 UA/mL de reaccién.

Biocatalizador Rendimiento (%)  Selectividad (%)

Co-IDA 82 85

5.2.5. Limitaciones difusionales en derivados inmovilizados de FucA

Como ya se ha comentado previamente (apartado 1.4.2), para trabajar con
derivados inmovilizados como catalizadores en reacciones de sintesis interesa que
éstos tengan una carga elevada pero que la difusién de sustratos no afecte a la cinética
del proceso. Por tanto, se han de encontrar unas condiciones de trabajo en las que se
maximice la actividad contenida en el soporte sin que aparezcan limitaciones
difusionales.

La carga enzimdtica a la que empiezan a aparecer limitaciones difusionales
depende del tipo de reaccién catalitica que se emplee y, mds en concreto, de su
velocidad. La reaccién que se emplea para la determinacion de la actividad
enzimdtica se realiza en condiciones éptimas de pH y temperatura y frente a su
sustrato natural, la L-fuculosa-1-fosfato, por lo que la velocidad de reaccién es
elevada. En la catdlisis de otras reacciones de sintesis, la velocidad de reaccién es muy
probable que sea menor y, siempre que se utilicen sustratos con una velocidad de
difusién similar, las limitaciones difusionales apareceran a cargas enzimdticas mas

altas que para la reaccion del ensayo enzimatico.

Para determinar el limite de operacién sin limitaciones difusionales del
soporte Co-IDA frente a la reaccién del ensayo enzimatico, se representd el
porcentaje de actividad retenida en el derivado inmovilizado frente a la actividad
ofrecida inicialmente en un rango de 5-50 UA/mL de soporte (figura 5.7). En

ausencia de limitaciones difusionales, el porcentaje de actividad retenida en el
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soporte tras la inmovilizacién es independiente de la actividad ofrecida y depende
s6lo de las modificaciones que sufre la enzima al inmovilizarse. En el momento en
comienzan a aparecer limitaciones difusionales, el porcentaje de actividad retenida
disminuye ya que no es posible detectar toda la actividad enzimatica que se
encuentra inmovilizada en el soporte. En la inmovilizacién de FucA sobre el soporte
Co-IDA se observa una disminucién de la actividad retenida en todo el rango
estudiado, incluso en las cargas mas bajas que fueron analizadas. Esto quiere decir que
aparecen limitaciones difusionales en estos biocatalizadores incluso trabajando a baja
carga enzimadtica.

Para evitar la aparicién de limitaciones difusionales es necesario hacer que el
valor del factor de eficacia 7 (relacién entre la velocidad de la reaccién observada y la
velocidad de la reacciéon que se obtendria en ausencia de limitaciones difusionales)
sea la unidad, lo que se consigue reduciendo el valor del médulo de Thiele del sistema
(apartado 1.4.2). En un biocatalizador inmovilizado con una determinada carga, el
unico parametro de la definiciéon del médulo de Thiele que se puede modificar es el
tamafio de particula (ecuacién 1.1). El método que se utiliza generalmente para
disminuir el tamafo de las particulas de agarosa es el de rotura mecdnica, sometiendo
el derivado enzimatico a agitaciéon magnética fuerte. Sin embargo, en el caso de los
derivados enzimaticos de FucA en soportes de afinidad a metal quelado, al someterlos
a agitacion magnética fuerte se produce la desorcién e inactivacién de la enzima. Por
ello, se decidié realizar la rotura mecanica del soporte previamente a la
inmovilizacién y analizar el porcentaje de actividad retenida en este soporte (Co-IDA
roto). Se puede observar en la figura 5.7 que empleando el soporte con menor tamafo
de particula se reducen en parte las limitaciones difusionales pero siguen apareciendo
a cargas enzimadticas elevadas. Es posible, por tanto, que las limitaciones difusionales
observadas también se produzcan por otras causas, como podria ser la inmovilizacién

en multicapa en las zonas mas accesibles del soporte poroso por lo que los sustratos
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difunden con dificultad entre las capas de enzima, provocando la apariciéon de

limitaciones difusionales incluso a tan baja carga enzimatica.
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Figura 5.7. Efecto de la carga enzimatica de fuculosa-1-fosfato aldolasa sobre la actividad retenida en el

biocatalizador inmovilizado.

Por lo tanto, para emplear un biocatalizador inmovilizado de FucA en soporte

de Co-IDA en la reaccién natural de la enzima y sin aparicién de limitaciones

difusionales es necesario trabajar a muy baja carga. En el caso de emplear estos

biocatalizadores inmovilizados en otras reacciones cataliticas que presentan una

velocidad de reaccién inferior a la reaccién natural, se puede prever que las

limitaciones difusionales aparezcan con cargas enzimaticas mas elevadas. Para cada

reaccion de sintesis particular se deberan estudiar las condiciones de inmovilizacién

6ptimas para seleccionar la carga enzimadtica adecuada y obtener asi el biocatalizador

mads rentable en cada caso.
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5.2.6. Carga enzimatica maxima del soporte Co-IDA con FucA

Como se ha visto en el apartado anterior, en el estudio del efecto de la carga
enzimatica sobre la catdlisis de fuculosa-1-fosfato aldolasa recombinante
inmovilizada en soporte Co-IDA se han observado indicios de una posible
inmovilizacién de la enzima en multiples capas dado que se observan limitaciones
difusionales incluso a cargas enzimdticas muy bajas. En diversas purificaciones de esta
enzima realizadas mediante cromatografia IMAC en columna de Ni-IDA también se
habian observado indicios de una posible inmovilizacién multicapa ya que estos
soportes admitian una carga enzimatica bastante superior al valor tedrico
suministrado por la casa comercial para estos soportes. Por lo tanto, se decidid
determinar la carga enzimdtica maxima que admite el soporte Co-IDA o lo que es lo
mismo, la cantidad de enzima capaz de saturar los grupos quelantes de la superficie
de las particulas de soporte, con el fin de determinar la existencia de una posible

inmovilizacién multicapa.

En primer lugar, se realiz6 una inmovilizacién en discontinuo a partir de
enzima proveniente de lisado celular a una carga enzimatica ofrecida muy elevada
(1660 UA/mL de soporte) obteniéndose una carga inmovilizada de 1516 UA/mL de
soporte (214 mg de proteina/mL de soporte). Sin embargo, a pesar de que este valor
supera con mucho el valor de carga médxima suministrada por la casa comercial
(10-20 mg de proteina/mL de soporte), el rendimiento de inmovilizacién fue muy
elevado (92%). Se decidié entonces realizar una segunda carga de enzima sobre el
soporte obtenido en esta ultima inmovilizacién. Para ello se filtré el derivado
inmovilizado, se realizaron unos lavados con agua mili-Q y se realizéd otra
inmovilizacién con una carga enzimatica ofrecida de 735 UA/mL de soporte
empleando el mismo lisado celular de la primera carga. En esta ocasion, si se alcanzd

la saturacién del soporte ya que el rendimiento de inmovilizacién fue del 71% siendo
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la carga enzimadtica total inmovilizada en el soporte tras las dos etapas 2037 UA/mL
de soporte (359 mg de proteina/mL de soporte). Sin embargo, posteriormente se
observé una desorcion parcial de la enzima inmovilizada al incubar el derivado
inmovilizado en tampon de lisis (300 mM NaCl, 50 mM Na:HPOs/NaH2PO4, 20 mM
imidazol, pH 8,0). Este hecho llevé a pensar que es posible que la enzima se una
inicialmente a los grupos quelantes del soporte formando un derivado estable en las
condiciones de operacién y que, una vez saturada la superficie del soporte, otras
moléculas de enzima se unan a las moléculas de la primera capa a través de
interacciones inespecificas con las cadenas de aminodcidos de su superficie. Estas
interacciones estarian favorecidas por una concentracién elevada de enzima en el
sobrenadante, pero al ser resuspendido el derivado inmovilizado en tampdn exento
de enzima, el equilibrio se veria desplazado hacia la desorcidn de esta segunda capa o
posteriores. Por tanto, el valor de carga enzimditica maxima, que corresponde
unicamente a la cantidad de enzima que satura los grupos quelantes del soporte, seria
inferior al valor observado en estos experimentos. Dada la dificultad de determinar la
enzima desorbida en los lavados del derivado en el filtrado intermedio, se diseid un

nuevo experimento en columna que permite un mejor control del proceso.

Para determinar la carga enzimadtica maxima del soporte Co-IDA se empled un
sistema FPLC (fast protein liqguid chromatography) para cargar el soporte, contenido
en una pequefa columna cromatografica, con una disoluciéon de fuculosa-1-fosfato
aldolasa recombinante de concentracion elevada. Se recogieron fracciones a la salida
de la columna y se analiz6 la cantidad de proteina y la actividad enzimatica hasta que
en éstas aparece la presencia de la enzima en concentracion similar a la de entrada,
momento en que se ha alcanzado la saturacién del soporte. Para eliminar la enzima
unida unicamente por interacciones débiles, se realiz6é un lavado con tampon de lisis
y se analiz6 la actividad y proteina de estos lavados. Estableciendo un balance de

materia considerando la enzima desorbida en los lavados y la cargada se puede
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obtener indirectamente la enzima retenida en el soporte, que corresponde a la carga
enzimdtica maxima que se desea conocer. La carga maxima obtenida en este
experimento fue de 169 mg de proteina/mL de soporte. Este valor es bastante menor
que el que se obtuvo en los experimentos en discontinuo pero es un orden de
magnitud mas elevado que los valores tipicos para esta clase de resinas (10-20 mg de
proteina/mL de soporte) por lo que es posible que la enzima se inmovilice en
multicapa con una unién lo suficientemente estable como para evitar su desorcién en
presencia de tampon exento de enzima. La unioén entre capas de enzima podria estar
ocurriendo mediante la interaccién de la cola de histidinas con el metal del centro
activo de otras moléculas de enzima dado que estd localizada en el extremo
N-terminal que es mdvil y se encuentra orientado hacia el exterior de la molécula de

enzima.

5.3. Inmovilizacion de ramnulosa-1-fosfato aldolasa

recombinante

Una vez estudiada la purificaciéon e inmovilizaciéon en un solo paso de la
enzima fuculosa-1-fosfato aldolasa recombinante (FucA) en soportes de afinidad a
metales y probada la eficacia de estos biocatalizadores inmovilizados en la adicién
alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal, se decidi6 aplicar la misma
metodologia a otra aldolasa dependiente de DHAP, la enzima ramnulosa-1-fosfato
aldolasa (RhuA), que cataliza la misma reaccion de adicién aldélica para producir el
diastereoisomero (3R, 4R) complementario (apartado 1.6). Esta enzima también se
produce como una proteina de fusién a una cola de seis histidinas en el extremo

N-terminal de la enzima.
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Las enzimas fuculosa-1-fosfato aldolasa y ramnulosa-1-fosfato aldolasa
presentan una elevada similitud tanto en su estructura y configuracién de su centro
activo, que contiene en ambos casos un atomo de Zn*? esencial para la catalisis, como
en el mecanismo de catdlisis (apartado 1.5.3). Es posible, por tanto, que RhuA se
comporte de una forma similar a FucA frente a la inmovilizacién en soportes de
afinidad a metales. De hecho, en estudios anteriores a este trabajo se observé que la
actividad especifica de RhuA desorbida tras inmovilizacién en soportes de afinidad
IDA cargados con diferentes metales divalentes (Ni*2, Cu*?, Zn** y Co*?) variaba en
funcién del metal del soporte, observando un aumento de la actividad especifica en el
caso del soporte cargado con cobalto (Ruiz, 2007). Por tanto, es probable que en el
caso de RhuA también se esté produciendo un intercambio del Zn*? presente en el
centro activo de la enzima por el metal del soporte y que la sustitucién por cobalto
provoque un aumento de la actividad enzimatica, tal y como ocurria en FucA. Por
esta razdn, se selecciond el soporte Co-IDA para analizar la aplicaciéon del método de
purificacién e inmovilizacién en un solo paso de RhuA en la biocatalisis de la adicién

alddlica de interés.

En primer lugar, se prepararon unos derivados inmovilizados de alta carga
enzimatica a partir de ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante proveniente de
lisado celular con una actividad ofrecida de 50 y 60 UA/mL de soporte. Al ser
derivados inmovilizados de alta carga enzimadtica, nuevamente se observa un bajo
porcentaje de actividad retenida en el soporte, debido probablemente a la existencia
de limitaciones difusionales (tabla 5.9). Atendiendo al rendimiento de
inmovilizacién, se observa que este valor es bastante menor al obtenido con FucA en
los mismos soportes (proximo al 100%). En el caso de RhuA, aproximadamente un
30% de la enzima activa ofrecida permanece en el sobrenadante tras la
inmovilizacién. Estos bajos rendimientos de inmovilizacién de RhuA recombinante

en soportes de afinidad a metales habian sido observados anteriormente (Ruiz y col.,
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2009). En estos estudios se observd que en funcién de la estrategia de cultivo
empleada en la produccién de la enzima recombinante se produce un diferente grado
de protedlisis en las células, lo que influye en el porcentaje de RhuA que presenta
cola de histidinas en el lisado celular. Como la enzima se une a los soportes de
afinidad a metales a través de la cola de histidinas, el que exista un menor porcentaje
de enzima que presente la cola de histidinas en el lisado celular provocara una
disminucién del rendimiento de inmovilizacién en los soportes de afinidad. Para
asegurar la presencia de cola de histidinas en las moléculas de enzima se decidié
continuar el estudio de la purificacién e inmovilizacién simultanea de ramnulosa-1-
fosfato aldolasa empleando enzima purificada mediante columna IMAC cargada con
cobalto.

Tabla 5.9. Rendimiento de inmovilizacién y actividad retenida de la inmovilizacién a 4°C de
ramnulosa-1-fosfato aldolasa de lisado celular en soporte Co-IDA.

Act. ofreci
ct. offecida Rendimiento (%)  Actividad retenida (%)

(UA/mL soporte)
50 70 9,1
61 79 8,6

5.3.1. Limitaciones difusionales en derivados inmovilizados de RhuA

Como se ha comentado anteriormente, a la hora de emplear biocatalizadores
inmovilizados en reacciones de sintesis interesa que éstos tengan una elevada carga
enzimdtica pero que la difusiéon de sustratos no afecte a la cinética del proceso es
decir, que no presenten limitaciones difusionales (apartado 1.4.2). Dado que la
aparicién de limitaciones difusionales depende de la reacciéon a catalizar, se
determiné el efecto de la carga enzimatica de los derivados inmovilizados sobre la
actividad catalitica tanto en la reaccién empleada en el ensayo enzimatico como en la

reaccidn de sintesis de interés, la adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal.
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Para determinar el limite de operacién sin limitaciones difusionales de RhuA
inmovilizada en el soporte Co-IDA en la reaccién del ensayo enzimitico, se
represent6 el porcentaje de actividad retenida, calculado como la actividad que
presenta el derivado inmovilizado respecto de la actividad ofrecida, frente a la
actividad ofrecida inicialmente (figura 5.8). Se puede observar que para cargas
inferiores a 10 UA/mL de soporte, no hay limitaciones difusionales ya que el
porcentaje de actividad retenida en el soporte tras la inmovilizacion es independiente
de la actividad ofrecida. Dado que el rendimiento de inmovilizacién fue préximo al
100% ya que se trabajé con RhuA purificada, las pérdidas de actividad son atribuibles
a las modificaciones de la estructura tridimensional de la enzima que sufre tras su
union al soporte. A partir de esa carga enzimadtica, el porcentaje de actividad retenida
disminuye y no es posible detectar toda la actividad enzimdtica que se encuentra
inmovilizada en el soporte debido a limitaciones difusionales. Por lo tanto, la carga
maxima que admiten estos soportes evitando la aparicién de limitaciones difusionales
frente a la reaccién de determinacién de la actividad enzimadtica es 10 UA/mL de
soporte. Esta carga enzimatica corresponde a 2 mg de proteina/mL de soporte, un
valor bastante inferior al valor de saturacién del soporte indicado por la casa

comercial (12-20 mg de proteina/mL de soporte segtn el fabricante).

Una posible explicacion a la aparicién de limitaciones difusionales a tan bajas
cargas puede deberse en parte, al igual que en el caso de FucA, a la inmovilizacién en
multicapa en la parte mas accesible del soporte. De hecho, el extremo N-terminal de
RhuA, en donde se encuentra la cola de histidinas, también se encuentra hacia el
exterior de la superficie de la enzima y presenta movilidad, por lo que podria estar
influyendo en una posible agregacién entre moléculas de enzima en las condiciones
de inmovilizacién empleadas. Para poder determinar la posibilidad de inmovilizacién
en multicapa de RhuA se calcul6 la carga enzimatica maxima que admite el soporte

Co-IDA en un experimento en columna tal y como se realizé anteriormente con
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FucA. En este caso, la carga maxima obtenida es de 68 mg de proteina/mL de soporte.
Por lo tanto, la enzima RhuA también presenta tendencia a la inmovilizacién en
multicapa aunque en menor medida que FucA (169 mg de proteina/mL de soporte) lo
que también explica el mayor valor umbral de aparicién de limitaciones difusionales

que se observa en RhuA.
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Figura 5.8. Limitaciones difusionales de los derivados inmovilizados de ramnulosa-1-fosfato aldolasa
inmovilizada en soportes de afinidad a metales Co-IDA

Posteriormente, se estudio el efecto de la carga enzimatica ofrecida sobre la
velocidad inicial de reaccién en la adicién aldélica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal a
4°C en medio acuoso con DMF como cosolvente catalizada por los derivados
inmovilizados de RhuA en Co-IDA (figura 5.9). En este caso, para poder realizar una
representacién andloga a la realizada frente a la reaccién del ensayo enzimdtico
(figura 5.8), el porcentaje de actividad retenida se calculé como la relacién entre la
velocidad inicial de reaccion y la actividad inicial ofrecida. Para expresar la actividad
ofrecida (UA/mL de soporte) en las mismas unidades que la velocidad inicial de
reaccion (mM/h) se tuvo en cuenta la definicién de unidades de actividad por la cual
1 UA es la cantidad de enzima que cataliza la rotura de 1 pmol de L-ramnulosa-1-

fosfato por minuto a 25°C y pH 7,5. Dado que la reaccién del ensayo enzimatico
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presenta una mayor velocidad de reaccién, tanto por emplear los sustratos naturales
de la enzima como por llevarse a cabo a una mayor temperatura, el porcentaje de
actividad retenida en este caso sera menor que el 100%, independientemente de que
también puedan existir pérdidas de actividad enzimdtica durante la inmovilizacion.
Se puede observar en la figura 5.9 que hasta actividades ofrecidas de
aproximadamente 25 UA/mL de soporte no se observa una disminucion del
porcentaje de actividad retenida, por lo que el derivado inmovilizado no presenta
limitaciones difusionales. A partir de una carga enzimatica ofrecida de 25 UA/mL de
soporte se observa que la actividad retenida en el derivado inmovilizado disminuye,
lo que implica la apariciéon de limitaciones difusionales. Por lo tanto, la carga
enzimadtica 6ptima de los derivados inmovilizados de RhuA en soporte Co-IDA para
ser empleados en la adicién aldélica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal a 4°C en medio

acuoso con DMF como cosolvente es 25 UA/mL de soporte.
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Figura 5.9. Limitaciones difusionales en la adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-
alaninal a 4°C de los derivados inmovilizados de ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en soportes
de afinidad a metales Co-IDA.
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5.3.2. Estabilidad de derivados inmovilizados de RhuA

En el desarrollo de los derivados inmovilizados de ramnulosa-1-fosfato
aldolasa en soporte Co-IDA para su aplicacién como biocatalizadores de la adicién
alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal, se ha de comprobar en primer lugar que
estos derivados son estables en el medio de reaccion propuesto. Este medio contiene
dimetilformamida al 20% v/v como cosolvente para obtener la adecuada solubilidad
de ambos reactivos, dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal, lo que
puede producir la inactivacion de la enzima. La inmovilizacién de la enzima sobre un
soporte sélido contribuye, con frecuencia, a la mejora de la estabilizad enzimatica en

el medio.

La estabilidad de estos derivados inmovilizados de RhuA en Co-IDA en el
medio de reaccion de la adicién alddlica de interés (50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI,
20% v/v DMF, pH 7,0) se ha estudiado a 4°C, que es la temperatura a la que se
reducen las reacciones secundarias que tienen lugar durante la reaccién (Suau y col.,
2006). Se empled un derivado inmovilizado con una actividad ofrecida de 7 UA/mL
de soporte por lo que no presenta limitaciones difusionales frente a la reaccién del
ensayo enzimatico. Se seleccionaron estas condiciones para que la velocidad de
difusién de los productos no influyera a la hora de analizar la variacién de la
actividad de la enzima inmovilizada a lo largo del tiempo de incubacién. Como se
puede observar en la figura 5.10, se ha obtenido una mayor estabilidad del derivado
inmovilizado respecto de la enzima soluble. El tiempo de vida medio del derivado
inmovilizado estimado a partir de los datos experimentales es de 37 dias frente a los
2,8 dias de la enzima soluble en las mismas condiciones. Por otro lado, no se detecto
actividad apreciable en el sobrenadante a lo largo de la incubacién del derivado
inmovilizado lo que implica que, pese a la reversibilidad del enlace enzima-soporte,

este equilibrio esta suficientemente desplazado hacia la inmovilizacién en el medio
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de reaccién empleado. En trabajos anteriores también se observé un aumento de la
estabilidad de ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en Co-IDA respecto de la

enzima soluble en un medio acuoso con azida sédica 0,02% (Ruiz, 2007).
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Figura 5.10. Estabilidad de ramnulosa-1-fosfato aldolasa soluble e inmovilizada en Co-IDA a 4°C en el
medio de reaccién de la adicién aldélica (50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0).

5.3.3. Adicion alddlica catalizada por derivados inmovilizados de
RhuA

Finalmente, se evalu6é la aplicaciéon de los derivados inmovilizados de
ramnulosa-1-fosfato aldolasa en soporte de afinidad Co-IDA en la catdlisis de la
adicion aldoélica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal a 4°C en medio
acuoso con dimetilformamida como cosolvente. Para ello se seleccioné un derivado
inmovilizado de carga enzimdtica 23 UA/mL de soporte, un valor muy préximo a la
carga enzimatica maxima que admiten estos soportes sin la aparicién de limitaciones
difusionales (apartado 5.3.1). Como se puede observar en la figura 5.11, este
biocatalizador inmovilizado cataliza satisfactoriamente la reaccién de adicién alddlica
de interés. Ademas, el comportamiento catalitico observado se ajusta al modelo

cinético que se habia obtenido para la misma reaccién catalizada por RhuA soluble
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(lineas continuas en el grafico). Por lo tanto, la inmovilizacién de la enzima sobre el
soporte de afinidad Co-IDA no modifica la cinética intrinseca de catdlisis frente a la
adicion aldodlica de interés en ausencia de limitaciones difusionales.
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Figura 5.11. Adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal catalizada por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en Co-IDA (actividad ofrecida 23 UA/mL de soporte) en
medio de reaccién 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0.

En lo que respecta al rendimiento y la selectividad, se puede observar en la
tabla 5.10 que no difieren significativamente entre la catdlisis mediante enzima
inmovilizada o soluble en reacciones llevadas a cabo a una relacién de concentracién
inicial de reactivos similar. Esto es debido a que la enzima soluble habia sido
previamente purificada mediante cromatografia IMAC en columna de cobalto por lo
que ya se habia producido el intercambio del Zn*? por el Co*? de la columna y no se
observa el efecto del metal sobre el rendimiento y selectividad como se habia
obtenido con FucA. En cuanto al valor obtenido, en el apartado 4.4 se ha visto que el
rendimiento y selectividad dependen de la relaciéon entre las concentraciones
iniciales de reactivos. En este caso, la relacién entre la concentracién inicial de
(S)-Cbz-alaninal y de DHAP fue proxima a 1,5 por lo que es posible que el valor de

rendimiento y selectividad obtenidos en la catalisis con los derivados inmovilizados
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se pueda aumentar, elevando la relacién de concentraciones iniciales al igual que

ocurre en la catdlisis con RhuA soluble.

Tabla 5.10. Rendimiento y selectividad en la adicién aldélica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-
alaninal a 4°C catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa soluble e inmovilizada en soporte Co-IDA.
Condiciones iniciales RhuA soluble: 24,0 mM DHAP, 33,1 mM (S)-Cbz-alaninal, 3 UA/mL de
reaccion; condiciones iniciales RhuA inmovilizada: 31,0 mM DHAP, 47,3 mM (S)-Cbz-alaninal, 3
UA/mL de reaccién.

Biocatalizador Rendimiento (%)  Selectividad (%)
RhuA soluble 71 73
RhuA inmovilizada 70 75

5.4. Conclusiones

En este capitulo se ha desarrollado un proceso de purificacién e
inmovilizacién en un unico paso aplicado a las enzimas fuculosa-1-fosfato aldolasa
(FucA) y ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) recombinantes empleando soportes de
afinidad a metales quelados que permite reducir las pérdidas de actividad enzimatica
que se pueden producir realizando los dos procesos por separado. La naturaleza
reversible del enlace de la enzima con el soporte de afinidad permite la desorcién de
la enzima inactiva tras diversos ciclos cataliticos y la posterior carga con enzima
activa, haciendo posible la reutilizacién del soporte, lo que conlleva a una
considerable reduccién de los costes del proceso biocatalitico. Los biocatalizadores
inmovilizados mediante este método se han aplicado satisfactoriamente en la catélisis
de la adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal en medio

acuoso con dimetilformamida como cosolvente.

Por un lado, se realizé un estudio de diferentes soportes y condiciones de
inmovilizacién con el fin de seleccionar aquél soporte que permita obtener un mayor

rendimiento de inmovilizacién y actividad retenida, empleando la enzima FucA. El
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soporte de afinidad seleccionado para la produccién de estos biocatalizadores
inmovilizados fue el soporte Co-IDA con el que se obtuvo un rendimiento proximo al
100% y una actividad retenida del 60%. El empleo de este soporte de afinidad en la
purificacién convencional de FucA permitid elevar el rendimiento en actividad hasta
un 83% frente el 61% alcanzado anteriormente con un soporte cargado con niquel.
Posteriormente se determind que este aumento de la actividad recuperada tras la
purificacién se debe a un intercambio del Zn*? presente en el centro activo de la
enzima con el metal del soporte de afinidad, y que el intercambio con cobalto
produce un aumento de la actividad enzimatica de FucA.

Para analizar la aplicacién de estos biocatalizadores inmovilizados en la
adicién alddlica de interés, se estudid su estabilidad en el medio de reaccidén
obteniéndose una mejora considerable de la estabilidad respecto la enzima soluble
tanto a 4°C como a 24°C. Ademas, se observé que la estabilidad depende del metal
presente en el soporte de inmovilizacidn, siendo mas favorable el empleo de Co-IDA.
A continuacién, estos derivados inmovilizados fueron aplicados con éxito en la
biocatalisis de interés, obteniéndose un mejor rendimiento (63%) y selectividad
(70%) que en el caso de emplear FucA soluble. Nuevamente, estos valores dependen
del metal presente en el soporte y son mayores en el caso del soporte Co-IDA. Por
ultimo, se analizd el efecto de la carga enzimatica de los derivados sobre la actividad
que presentan, observandose la aparicién de limitaciones difusionales frente a la
reaccién del ensayo enzimatico incluso a muy bajas cargas. Esto puede deberse a una
inmovilizacién en multicapa en las partes mas accesibles del soporte ya que se
determiné que estos soportes admiten una carga enzimdtica maxima de FucA un

orden de magnitud superior a la carga tedrica.

En el caso de la aplicacién de la purificacion e inmovilizacién en un solo paso
empleando la enzima RhuA y el soporte Co-IDA, se obtuvieron un elevado

rendimiento de inmovilizacién (préximo a 100%) y de actividad retenida (90%) en
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ausencia de limitaciones difusionales. Se determind el limite de operacién sin
limitaciones difusionales tanto frente a la reaccién del ensayo enzimdtico como
frente a la reaccién de adicién alddlica de interés siendo mas alto que en el caso de
FucA. El valor de carga maxima del soporte que se obtiene con RhuA (68 mg de
proteina/mL de soporte) es aproximadamente 5 veces superior al valor tedrico que
admiten estos soportes y es menor que el obtenido con FucA (169 mg de proteina/mL
de soporte), por lo que hay indicios de una posible inmovilizacién en multicapa
aunque en menor extension que la anterior enzima. Estos biocatalizadores
inmovilizados presentan una mayor estabilidad en la incubacién a 4°C en el medio de
reaccion que la enzima soluble y catalizan satisfactoriamente la adicién alddlica entre
dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal, obteniéndose un rendimiento y
selectividad similar al obtenido con RhuA soluble purificada en columna de Co-IDA

(en torno al 70%) y ajustandose al modelo cinético obtenido con RhuA soluble.
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Capitulo 6. BIOCATALISIS CON RAMNULOSA
-1-FOSFATO ALDOLASA INMOVILIZADA EN

NANOPARTICULAS DE ORO

6.1. Introduccion

La Nanotecnologia es el campo de las Ciencias Aplicadas dedicado al estudio y
manipulacién de la materia en la escala de atomos, moléculas y macromoléculas
(entre 1y 100 nandmetros) para conocer los fendmenos y propiedades de la materia a
nanoescala y crear materiales, aparatos y sistemas novedosos con propiedades tinicas
(Siegel y col., 1999). El gran potencial de esta tecnologia radica en que la materia
exhibe unas propiedades fisicas y quimicas muy diferentes a una escala inferior a
100 nm que las que muestran a escala macroscépica. Dado que esta definicién esta
basada tnicamente en la escala de tamafio con la que trabaja, esta ciencia es
esencialmente multidisciplinar, ofreciendo un gran potencial de interesantes
aplicaciones para las ciencias ya existentes.

De este modo, a partir de la interaccién y sinergia de la Nanotecnologia con la
Biotecnologia han emergido nuevas disciplinas como la Bionanotecnologia y la
Nanobiotecnologia. Aunque a veces se emplean como sinénimos, la
Bionanotecnologia esta enfocada al disefio y modificaciéon de biomoléculas y sus
mecanismos de acciéon para que lleven a cabo funciones especificas a nivel
nanométrico (Goodsell, 2004) mientras que la Nanobiotecnologia se centra en el

estudio de la interaccidn entre biomoléculas y materiales o estructuras nanométricas
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para dar lugar a materiales hibridos de potencial aplicacién en biosensores, sistemas
de liberacion controlada de farmacos (drug delivery) y fabricaciéon de biocomposites
entre otras (Kane y Stroock, 2007). Dado que estas dos disciplinas son de reciente
creacién, su campo de aplicacién aun se estd definiendo actualmente pero ofrecen un
gran potencial, lo que queda de manifiesto en la evolucién del numero de

publicaciones en estos campos a lo largo de los ultimos afios (figura 6.1).
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Figura 6.1. Evolucién del nimero de publicaciones que contienen el concepto Bionanotecnologia y
Nanobiotecnologia entre los afios 2000 y 2007.

Dentro del campo de la Nanobiotecnologia surge la Nanobiocatdlisis de la
fusion de los conocimientos de la Biocatdlisis con las novedosas propiedades de los
materiales desarrollados por la Nanotecnologia (Kim y col., 2006a). Diversas
nanoestructuras como son las nanoparticulas, nanofibras, nanotubos y matrices
nanoporosas han revelado el amplio potencial de aplicacién de estos materiales en
biocatalisis (Wang, 2006). Dentro de estos materiales, las nanoparticulas presentan
una serie de interesantes propiedades para ser empleadas como soportes de
inmovilizacién enzimdatica y permiten superar algunos de los problemas mas
importantes que presentan los soportes convencionales (Kim y col., 2006a). Por un

lado, su reducido tamafio (inferior a 100 nm) le confiere una gran drea especifica lo
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que permite obtener cargas enzimdticas bastante mds elevadas que en el caso de
soportes macroscopicos. Por otro lado, al ser particulas no porosas, toda la enzima se
inmoviliza sobre la superficie del soporte por lo que se evita la existencia de
limitaciones difusionales. Ademads, numerosos autores han observado un aumento de
la actividad enzimadtica al inmovilizar enzimas sobre nanoparticulas en comparacién
con la enzima soluble (Chen y Su, 2001; Huang y col., 2003; Kouassi y col., 2005;
Pandey y col., 2007) o con la enzima inmovilizada en soportes convencionales
(Phadtare y Sastry, 2006). Otra caracteristica interesante de estos prometedores
soportes de inmovilizacién es que presentan un movimiento Browniano (movimiento
aleatorio de particulas microscdpicas debido a la agitacion térmica de las moléculas
del fluido) cuando se encuentran en suspension en un liquido, en lo que diversos
autores han denominado un estado de transicién entre catalisis homogénea y
heterogénea, por lo que se podrian reducir las necesidades de agitacién en el
biorreactor (Jia y col., 2003; Kim y col., 2006a).

En la inmovilizacién de enzimas sobre nanoparticulas, algunos de los soportes
mds prometedores actualmente son las nanoparticulas magnéticas y las de oro. Por un
lado, las particulas magnéticas, por lo que pueden ser separadas del medio de reaccién
mediante un campo magnético (iman) y presentan una baja toxicidad, lo que amplia
sus aplicaciones en el campo de la medicina y la biotecnologia (Liao y Chen, 2001).
Por otro lado, las nanoparticulas de oro presentan una elevada afinidad por las
biomoléculas (Daniel y Astruc, 2004) y su alta densidad les permite poder ser
separadas del medio mediante centrifugaciéon. Por otro lado, favorecen la
transferencia de electrones en reacciones enzimadticas redox (Kim y col., 2006b). Estas
nanoparticulas se han empleado en diferentes aplicaciones como la inmovilizacién de
glucosa oxidasa para sensores (Pandey y col,, 2007; Pingarrén y col., 2008),
inmunoensayos (Huang y col., 2006), liberacién controlada de farmacos (Baron y col.,

2007) y en el calentamiento remoto para la eliminacién de agregados proteicos
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(Bastus y col., 2007). Las nanoparticulas pueden emplearse para inmovilizar la enzima
directamente o a través de la unidn en su superficie de otras moléculas o /inkers que
pueden unirse covalentemente o por afinidad con las enzimas. Este es el caso de
nanoparticulas funcionalizadas con acido nitriloacético (NTA) que tiene una gran
afinidad por la cola de histidinas que presentan algunas enzimas recombinantes (De y

col., 2009).

Uno de los principales problemas observados anteriormente en la
inmovilizacién de ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante en soportes de afinidad
fue la aparicion de limitaciones difusionales a cargas enzimadticas muy bajas (apartado
5.3.1). Por ello, se propuso la inmovilizacién de RhuA en nanoparticulas ya que
permiten obtener elevadas cargas enzimadticas especificas en ausencia de limitaciones
difusionales. Se seleccionaron las nanoparticulas de oro como soportes de
inmovilizacién por diversos motivos. Por un lado, se ha visto que la disposiciéon de las
bandas de energia de las nanoparticulas de oro influye en la biocatalisis de reacciones
redox (Kim y col., 2006b) y teniendo en cuenta que la catdlisis con RhuA depende de
la presencia de un metal divalente en el centro activo, se pensé que la interaccién de
la esfera electrénica de la nanoparticula de oro con el metal del centro activo de la
enzima podria influir en la catdlisis. Por otro lado, la enzima presenta un residuo de
cisteina en la superficie de cada subunidad (Grueninger y Schulz, 2008) que hace
posible la inmovilizacién en este tipo de soportes dado la elevada afinidad de estas
particulas por los grupos tiol (Daniel y Astruc, 2004). La posibilidad de reutilizar el
biocatalizador mediante separaciéon por centrifugacién y la reduccion de las
necesidades de agitacion son unas ventajas adicionales de este sistema biocatalitico.
En ese sentido, se emplearon nanoparticulas de oro de gran tamaiio (40-55 nm) que,

dado su mayor peso, mejoran la eficacia de separacién mediante centrifugacion.
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Este capitulo se ha realizado en colaboracién con el grupo del doctor Victor
Puntes del Institut Catala de Nanotecnologia, que fue el responsable de la sintesis y
caracterizaciéon de las nanoparticulas de oro asi como del seguimiento de la
inmovilizacién de ramnulosa-1-fosfato aldolasa mediante UV-Visible, dispersion

dindmica de luz (DLS), y microscopia de transmision de electrones (TEM).

6.2. Inmovilizacion de RhuA en nanoparticulas de oro

La inmovilizaciéon de ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) sobre
nanoparticulas de oro de 55 nm de didmetro se llevé a cabo a 4°C y en una disolucién
de citrato sodico 2,2 mM, pH 6,7. La presencia de citrato estabiliza la carga superficial
de las nanoparticulas de oro evitando que aglomeren (Zhang y col., 2008). La
aglomeracién produce un cambio en el espectro de absorcién UV-Visible que
modifica el color de la suspensién de rojo a azul (Geneviéve y col., 2007). Puesto que
el pH de este medio se encuentra en el limite superior de la zona de tamponacién
efectiva de este compuesto, se estudi6 el empleo de otras disoluciones tampon (Tris y
Na2:HPO4/NaH2POs) con el fin de mantener el pH en un rango mas adecuado para la
enzima (pH 7,0-8,0). Desafortunadamente, los medios estudiados provocaban la
aglomeracién de las nanoparticulas por lo que se decidié no cambiar la composicién

del medio durante la inmovilizacion.

Con el fin de determinar la cantidad de enzima ofrecida necesaria en la
inmovilizacién para obtener un derivado inmovilizado de maxima carga enzimadtica,
se realiz6 en primer lugar una estimacidn tedrica del nimero maximo de moléculas
de enzima que se pueden unir a la superficie de una nanoparticula formando una
monocapa teniendo en cuenta las dimensiones de la nanoparticula y de la molécula

de enzima. Por un lado, las dimensiones del tetramero de RhuA se pueden aproximar
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a un prisma de 7x7x5 nm (Ringler y Schulz, 2003) cuyo volumen equivale al de una
esfera de 7,8 nm de didmetro equivalente. Por otro lado, la superficie externa de la
nanoparticula se considera como una superficie plana equivalente recubierta
totalmente por moléculas de enzima consideradas como esferas de igual tamafio
dispuestas en empaquetamiento hexagonal, que es la forma mas eficiente de
empaquetar esferas idénticas sobre una superficie plana (Poole y Owens, 2007). En
este tipo de empaquetamiento, la celda unitaria corresponde a un rombo de lado igual
a dos veces el radio de la esfera tal y como se muestra en la figura 6.2. El factor de
empaquetamiento se define como la relacién entre el area ocupada por las esferas en
la celda unitaria respecto al drea total de la celda. En este caso, el area ocupada
corresponde al drea ecuatorial de una esfera, w-r?, y el drea total de la celda es el drea
de un rombo de lado y didmetro menor igual a 2 veces el radio, 2-r2-V3. Relacionando
estas dos dreas se obtiene un factor de empaquetamiento de 0,91. Teniendo en cuenta
estas consideraciones, el nimero maximo de moléculas de enzima que se pueden unir
a la superficie de una nanoparticula en monocapa se puede obtener dividiendo el area
superficial de una nanoparticula de didmetro 55 nm suponiéndola esférica (9503 nm?)
entre el area ecuatorial de una esfera de 7,8 nm de didmetro que representa a la
molécula de enzima (47,8 nm?) y multiplicando por el factor de empaquetamiento.
Este resultado indica que un maximo de 180 moléculas de RhuA podrian

inmovilizarse sobre la superficie de la nanoparticula formando una monocapa.

Figura 6.2. Esquema de empaquetamiento hexagonal y su celda unitaria.
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A continuacién se realizaron una serie de experimentos con el fin de
determinar experimentalmente la saturacion del soporte empleando diferentes cargas
enzimadticas ofrecidas hasta 4,7 mg de RhuA/mL de soporte a partir de una disolucién
de enzima purificada y se analiz6 al final de la inmovilizacién el espectro UV-Visible
del medio y el tamaiio de las particulas mediante dispersiéon dindmica de luz (DLS).
En estos experimentos no se realizaron medidas de actividad enzimatica ya que las
nanoparticulas cuando no estdn suficientemente recubiertas de enzima agregan en el
medio empleado en el ensayo enzimatico produciéndose un cambio de absorbancia
que interferia en la determinacion de la actividad (Geneviéve y col., 2007; Wu y col.,
2008).

Como se puede observar en la figura 6.3, a medida que se aumenta la carga
enzimatica en la inmovilizacién se observa un desplazamiento de la longitud de onda
del pico del espectro UV-Visible y un aumento de su absorbancia mixima a
consecuencia de la inmovilizacion de la enzima sobre la superficie de la
nanoparticula (Kimling y col., 2006). Por otro lado, la curva alcanza un valor maximo
a una carga enzimatica ofrecida de 2,1 mg de RhuA/mL de soporte, a partir de la cual
un aumento de la enzima ofrecida no produce un cambio en estos dos valores, lo que
es un indicio de que se ha conseguido la saturacién de la superficie. Se observa
también que el tamafio de las particulas crece en funcién de la carga enzimadtica
ofrecida hasta un valor de 2,3 mg de RhuA/mL de soporte, ligeramente superior al
obtenido anteriormente a partir del espectro UV-Visible. El tamafo final de las
particulas saturadas fue de 70 nm y, teniendo en cuenta que el didmetro de las
nanoparticulas es 55 nm y el didmetro aparente de la enzima 7,8 nm, se concluye que
se ha formado una monocapa de enzima sobre la superficie de las particulas. El valor
correspondiente a la saturacién obtenido equivale a 1020 moléculas de enzima
ofrecida por nanoparticula, lo que representa un exceso de 5,7 sobre el valor teérico

de monocapa (180 moléculas de RhuA por nanoparticula). Este exceso coincide con
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los valores que normalmente se emplean en la conjugacién de nanoparticulas de oro
con otras moléculas quimicas para favorecer el desplazamiento del equilibrio hacia la
union con el soporte y que se encuentran en un rango entre 5 y 10 de exceso sobre la

monocapa tedrica (Tsai y col., 2008).
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Figura 6.3. Efecto de la carga de enzima ofrecida en la inmovilizacién de ramnulosa-1-fosfato aldolasa
en nanoparticulas de oro sobre la longitud de onda del pico en el espectro UV-Visible y su absorbancia
maxima y el tamailo de las particulas obtenido mediante dispersién dindmica de luz (DLS).

Con el fin de obtener un derivado inmovilizado de maxima carga enzimatica,
se realizd la inmovilizacién de RhuA sobre nanoparticulas de oro por encima de las
condiciones de saturacién, a una concentraciéon de enzima ofrecida de 3,5 mg de
proteina/mL de soporte (16,9 UA/mL de soporte), y se llevd a cabo el seguimiento del
proceso mediante el andlisis de la actividad enzimdtica y de la concentracién de
proteina en suspension y sobrenadante, asi como en un blanco de RhuA disuelta en el
medio de inmovilizaciéon. Cuando las nanoparticulas de oro se encuentran
suficientemente recubiertas de enzima, mejora su estabilidad en medios salinos y no
se produce agregacion, por lo que en estas condiciones es posible la determinacion de

la actividad enzimatica (Genevieve y col., 2007; Wu y col., 2008).
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Como se puede observar en la figura 6.4, se produce en efecto la
inmovilizaciéon de RhuA sobre nanoparticulas de oro con un rendimiento de
inmovilizacién del 60%, siendo el proceso bastante rapido dado que tras media hora
de incubacién ya no se observa una disminucién significativa de la enzima en el
sobrenadante. La inmovilizacién de RhuA podria estar ocurriendo a través de un
residuo de cisteina que se encuentra en la superficie de cada subunidad de RhuA
(Grueninger y Schulz, 2008) dado la elevada afinidad del oro por los grupos tiol, o
bien por interacciones inespecificas a través de grupos amina y acido carboxilico, por
los que el oro también presenta afinidad, y que se encuentran en gran nimero en la
superficie de las proteinas (Daniel y Astruc, 2004).

Por otro lado, se observa una leve caida de actividad de la suspensién similar a
la del blanco de inmovilizacién lo que podria indicar que las pérdidas de actividad de
la suspensién se deben tinicamente a la estabilidad de la enzima en el medio y no a
pérdidas de actividad atribuibles al proceso de inmovilizacién. Asimismo, también se
observa un ligero aumento de la actividad enzimadtica de la suspensiéon (110%)
respecto de la actividad inicial ofrecida. Este aumento de actividad podria deberse a
los cambios conformacionales que se pueden producir al inmovilizarse la enzima y
que pueden resultar en una mayor accesibilidad a los centros activos en comparacién
con la enzima libre. Esto es lo que han postulado diversos autores tras observar una
disminuciéon de Km y por tanto, un aumento de la afinidad por el sustrato, en la
inmovilizacién de diversas enzimas sobre nanoparticulas (Huang y col., 2003; Kouassi
y col., 2005). De hecho, se ha constatado un cambio en la estructura secundaria de
glucosa oxidasa al inmovilizarse sobre nanoparticulas de oro tioladas que provoca la
disminuciéon de su Km al valor mds bajo publicado hasta el momento en la
inmovilizacién de esta enzima en nanoparticulas de distintos materiales (Pandey y

col., 2007).
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La carga enzimdtica de RhuA inmovilizada sobre las nanoparticulas de oro es
10,1 UA/mL de soporte (2,5 mg de RhuA/mL de soporte), calculada a partir de la
diferencia entre la suspensién y el sobrenadante de la inmovilizacién, lo que
corresponde a un 16% en peso enzima/soporte. Este valor es superior a la mayor
carga maxima que se ha encontrado en bibliografia en la inmovilizacién de enzimas
en nanoparticulas de tamafo inferior a 100 nm, que corresponde al 10% en peso
(Kim y col.,, 2006a). De hecho, la carga enzimatica obtenida corresponde a
1107 moléculas de enzima inmovilizadas por nanoparticula, un orden de magnitud
superior al valor tedrico de inmovilizacién en monocapa que se habia determinado
(180 moléculas de RhuA por nanoparticula). Sin embargo, se analiz6 una muestra
representativa del biocatalizador inmovilizado mediante microscopia de transmisién
de electrones (TEM), observandose una monocapa de enzima en todas las particulas
analizadas (figura 6.5). Se ha determinado experimentalmente mediante dispersién
dindmica de luz (DLS) que la enzima forma agregados de tamafio entre 100 nm y
4 micras en las condiciones de inmovilizacién (pH 6,7) dado su proximidad al punto
isoeléctrico de la enzima (pH 5,5) y es posible que estos agregados se estén
inmovilizando sobre las nanoparticulas junto con las moléculas de enzima libre. Sin
embargo, el porcentaje de estos agregados debe ser pequefio respecto la enzima libre
dado que no se detectaron agregados inmovilizados en las particulas que fueron
analizadas por TEM. Por lo tanto, se propone que los agregados enzimdticos se
inmovilizan sobre las nanoparticulas y contribuyen a la elevada carga enzimaitica
observada pero el porcentaje es pequeiio y la mayoria de las nanoparticulas se

encuentran recubiertas Ppor una monocapad.
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Figura 6.4. Inmovilizacién a 4°C de ramnulosa-1-fosfato aldolasa en nanoparticulas de oro
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Figura 6.5. Imdgenes de nanoparticulas de oro recubiertas por una monocapa de ramnulosa-1-fosfato
aldolasa recombinante obtenidas mediante microscopia de transmisién de electrones (TEM) con
tincién negativa.
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6.3. Estabilidad del derivado inmovilizado de RhuA

A la hora de emplear biocatalizadores inmovilizados en biorreactores, es
necesario que éstos presenten una elevada estabilidad enzimatica en las condiciones
de reaccién para aumentar el numero de ciclos de operacién en el biorreactor y
reducir la cantidad de enzima requerida para obtener una determinada
productividad.

La estabilidad del derivado inmovilizado de RhuA en nanoparticulas de oro ha
sido estudiada a 4°C en el medio de la reaccidén de interés, la adicién alddlica entre
DHAP y (S)-Cbz-alaninal (50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0). El
medio de inmovilizacién se centrifugd para concentrar la suspensién del
biocatalizador inmovilizado en un pequefio volumen, seleccionando cuidadosamente
las condiciones de centrifugaciéon para obtener una eficiente separaciéon de las
particulas pero, por otro lado, evitar la agregacién de las particulas que se produce a
condiciones de centrifugacién drasticas. Al derivado inmovilizado concentrado se le
afladi6 el medio de reaccién hasta un volumen final 25 veces menor que el
inicialmente centrifugado, condiciones que se emplean en la catalisis de la reaccién
de interés para aumentar la actividad ofrecida, sin apreciarse visualmente la
agregacion de las particulas en el medio. La actividad inicial en el medio fue
0,93 UA/mL, lo que corresponde al 76,8% de la actividad inicial tedrica del derivado
inmovilizado. Estas pérdidas de actividad enzimdtica se atribuyen al proceso de

centrifugacion.

En la figura 6.6 se puede observar la evolucién de la actividad enzimatica del
derivado inmovilizado suspendido en el medio de reaccién, expresada como
porcentaje de la actividad enzimdtica inicialmente medida. Se puede observar que un
38% de la actividad enzimatica inicialmente medida se encontraba en el

sobrenadante tras 2,7 horas de incubacion, observandose después una pérdida de
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actividad similar a la de la enzima soluble. Se debe tener en cuenta que el derivado
inmovilizado se aflade como una suspensién concentrada tras la inmovilizacién y que
el medio en el que se encuentra suspendido el derivado inmovilizado contiene
enzima soluble. Sin embargo, este efecto es despreciable frente la desorcién de RhuA
del derivado inmovilizado debido al reducido volumen de sobrenadante en el que se
encuentran suspendidas. Si esta desorcién se produjese de la enzima inmovilizada en
monocapa, se observaria un mayor grado de agregaciéon en el medio del que se
observd experimentalmente, ya que las nanoparticulas parcialmente recubiertas no
son estables a concentraciones tan elevadas y medios salinos en presencia de
cosolventes organicos. Por lo tanto, se sugiere que la mayor parte de la enzima
desorbida proviene de los agregados enzimaticos que se encuentran en pequefio
porcentaje inmovilizados sobre las nanoparticulas de oro.

Por otro lado, se observa que la actividad del biocatalizador que se encuentra
inmovilizado, calculada como la diferencia entre la actividad de la suspension y del
sobrenadante, es del 60% y permanece practicamente constante durante la
incubacion, mientras que la enzima soluble ha perdido un 25% de actividad en el
mismo tiempo. Por lo tanto, es posible que la inmovilizacién de RhuA sobre
nanoparticulas de oro aumente la estabilidad de la enzima en el medio de reaccién
empleado, conservando practicamente la misma actividad durante 27 dias de

incubacion.
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Figura 6.6. Estabilidad a 4°C del derivado inmovilizado de ramnulosa-1-fosfato aldolasa en
nanoparticulas de oro en medio de reaccién 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0.

6.4. Adicion alddlica catalizada por RhuA inmovilizada

La ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en nanoparticulas de oro ha sido
empleada en la catalisis de la reaccién de adicién alddlica entre dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal a 4°C en medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KClI,
20% v/v DMF, pH 7,0 y se ha comparado con la misma reaccién catalizada por la
enzima soluble en las mismas condiciones de operacién. Para alcanzar una elevada
actividad enzimatica inicial se afiadi6 el derivado inmovilizado en una concentracién
25 veces superior a la empleada durante la inmovilizacién. La actividad enzimatica
ofrecida se determiné a partir de un experimento en paralelo en las mismas
condiciones pero en ausencia de los reactivos, siendo 0,93 UA/mL de reaccién. La
adicién aldélica se llevd a cabo a 4°C y sin agitaciéon ya que se consideré que el
movimiento Browniano de las nanoparticulas en suspension era suficiente para

mantener el sistema homogéneo.
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En efecto, se ha podido comprobar que la enzima inmovilizada en
nanoparticulas de oro cataliza la reacciéon de adicion aldolica de interés (figura 6.7)
obteniéndose un rendimiento de producto del 66% tras 19 horas de reaccién y una
selectividad de 73,2%, valores ligeramente superiores a los obtenidos con RhuA
soluble. Ademads, la velocidad de reaccién es superior a la obtenida en la reaccién
catalizada por la enzima soluble en las mismas condiciones de operacién y con el
doble de carga enzimatica (2 UA/mL de reaccién) por lo que se puede deducir que la
actividad que presenta el derivado inmovilizado en la reaccién de adicién aldélica es
superior a la estimada inicialmente. Relacionando la velocidad de reaccion del
biocatalizador inmovilizado con la velocidad de reaccién de RhuA soluble se puede
estimar que la actividad que presenta el biocatalizador inmovilizado es 4,1 UA/mL de
reaccién, valor mucho mayor que el determinado inicialmente mediante ensayo
enzimatico (0,93 UA/mL). Por lo tanto, se produce la activacién de la enzima frente a
la reaccién de adicién alddlica al encontrarse inmovilizada en nanoparticulas de oro,
en mayor grado que frente a la reacciéon del ensayo enzimatico. Como ya se ha
comentado anteriormente, diversos autores han relacionado el aumento de actividad
de las enzimas inmovilizadas en nanoparticulas con una disminucién de su Km y por
tanto, un aumento de la afinidad de la enzima por su sustrato (Huang y col., 2003;
Kouassi y col., 2005; Pandey y col., 2007). Por lo tanto, la activacién de la enzima
podria ocurrir en distinto grado en la reaccién del ensayo de determinacién de la
actividad y en la reaccién de adicién alddlica dado que los sustratos y productos que

emplean son diferentes.

149



Avances en el desarrollo de bioprocesos: adicion alddlica catalizada por RhuA recombinante

35

30

25

z

:5 20

8 ® DHAP

g 15 O  (S)-Cbz-alaninal
o v Producto

c

S

O

10

0w T T T
0 5 10 15 20

Tiempo (h)

Figura 6.7. Adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal a 4°C catalizada por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en nanoparticulas de oro. Primer ciclo del biocatalizador.

A continuacién, se estudid la posibilidad de reutilizacién del biocatalizador
inmovilizado en un segundo ciclo de reaccién. Para ello el medio de reaccién se
centrifugd en condiciones suaves y se resuspendid el derivado inmovilizado
concentrado en el medio de reaccién con DHAP y (S)-Cbz-alaninal en las mismas
condiciones que las empleadas en el primer ciclo de reacciéon. Debido a problemas
circunstanciales del equipo analitico, no se pudo realizar el seguimiento de la
concentraciéon de DHAP en el transcurso de la reaccién. La actividad inicial ofrecida
fue de 0,52 UA/mL, determinada a partir de un experimento en paralelo en ausencia
de reactivos que recibi6 el mismo tratamiento.

Se puede observar que el derivado inmovilizado cataliza la adicién aldélica en
un segundo ciclo de reaccién con una velocidad de reacciéon correspondiente a
1,6 UA/mL, lo que corresponde otra vez a una actividad enzimatica bastante superior
a la que se habia estimado (figura 6.8). Relacionando esta actividad con la obtenida en
el primer ciclo (4,1 UA/mL) se concluye que tras el proceso de reutilizacién del

biocatalizador se recupera el 40% de la actividad del ciclo anterior.
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Figura 6.8. Adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal a 4°C catalizada por
ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en nanoparticulas de oro. Segundo ciclo del biocatalizador.

6.5. Conclusiones

En este capitulo se ha realizado con éxito la inmovilizacién de ramnulosa-1-
fosfato aldolasa recombinante en nanoparticulas de oro de 55 nm para la obtencién
de un biocatalizador inmovilizado de alta carga, siendo necesaria una carga
enzimadtica ofrecida superior a 2,3 mg de RhuA/mL de soporte para alcanzar la
saturacion de la superficie de la nanoparticula. Se han obtenido indicios de que la
inmovilizacién de RhuA sobre nanoparticulas de oro se produce mayoritariamente en
monocapa. Los derivados inmovilizados conservan un 60% de la actividad inicial tras
27 horas de incubacién a 4°C en el medio de reaccién en el que se realiza la adicién
alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal, habiéndose observado
indicios de un posible aumento de la estabilidad de la enzima inmovilizada respecto a
la enzima soluble. Estos derivados inmovilizados se han empleado en la catdlisis de la
reaccion de interés, obteniéndose una elevada velocidad de reaccién que corresponde

a una actividad enzimatica 4,5 veces mayor a la que tedricamente se habia
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inmovilizado, por lo que es probable que se produzca la activacién de la enzima al
inmovilizarla sobre estos soportes. Este biocatalizador se empled en la catélisis de un

segundo ciclo de reaccidén constatindose una recuperacién de la actividad del

biocatalizador del 40%.
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Capitulo 7. ESTRATEGIAS DE REACCION EN

MEDIOS ALTERNATIVOS

7.1. Introduccion

En la busqueda de la estrategia oOptima de operacién en un proceso
biocatalitico se ha de seleccionar un medio de reaccién que permita una elevada
solubilidad de los reactivos, elevada actividad y estabilidad del biocatalizador y
favorecer la separacién del producto de reaccién. Cuando en el medio se encuentran
productos de diferente hidrofobicidad, entre las posibles estrategias se encuentran el
empleo de medios acuosos con un disolvente orginico como cosolvente o el uso de
medios bifasicos fase organica/fase acuosa.

En este capitulo se ha realizado un estudio preliminar de distintas estrategias
de reaccién en la biocatilisis con ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante (RhuA)
de la adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal. Por un lado,
se estudid la aplicaciéon de un novedoso medio de reaccidn, los liquidos iénicos, como
alternativa al medio de reaccién con dimetilformamida como cosolvente que se habia
empleado hasta el momento. Por otro lado, se estudié el empleo de medios bifasicos
en un reactor de membrana con el fin de obtener una elevada solubilidad de reactivos

y aumentar la productividad de la reaccién.
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7.2. Biocatalisis con RhuA en liquidos i6nicos como medio de

reaccion

En la seleccion de un medio de reaccién adecuado para llevar a cabo la adiciéon
alddlica de interés se ha de tener en cuenta que los dos reactivos de la reaccion
presentan diferente hidrofobicidad; mientras que (S)-Cbz-alaninal es hidrofébico, la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) es hidrofilico. Una posibilidad para conseguir la
solubilidad simultdnea de ambos compuestos es el empleo de medios acuosos con
cosolventes organicos donde la proporciéon de cosolvente se debe ajustar para no
reducir en exceso la estabilidad enzimatica en el medio de reaccién o provocar la

precipitacion del reactivo soluble en medio acuoso.

Unos prometedores medios de reaccién son los liquidos idnicos, que son sales
con un punto de fusién inferior a 100°C por lo que también se les denomina sales
liquidas a temperatura ambiente (room temperature ionic liguids, RTILs) (Wilkes,
2002). Estos compuestos estan formados en su mayoria por un catién organico y un
anion inorgdnico y la gran variedad de posibles combinaciones entre ellos ha llevado
a que se denominen disolventes de disefio o “a la carta” (Lee y Lee, 2005). Las
propiedades mas interesantes de estos compuestos son, principalmente, la
extremadamente baja volatilidad que presentan y la capacidad para disolver
compuestos organicos, inorganicos y poliméricos tanto polares como no polares asi
como el amplio rango de comportamiento en agua y disolventes organicos, que va
desde practicamente inmiscibles a totalmente miscibles (Rogers y col., 2001; Lee y
Lee, 2005; Ou y Huang, 2006; Roosen y col., 2008). La casi nula volatilidad que
presentan permite que los productos de reaccién sean extraidos del medio mediante
evaporacién, destilacidn, extraccién liquido-liquido o extraccién mediante CO2

supercritico (Scurto y col., 2003). Debido a su baja volatilidad se presentan como una

154



Estrategias de reaccién en medios alternativos

prometedora alternativa a los disolventes organicos desde el punto de vista ambiental
en el desarrollo de procesos respetuosos con el medio ambiente (Domaiska, 2005; Lee
y Lee, 2005; Shvedene y col., 2005; Roosen y col., 2008). Estos compuestos se han
empleado en distintas aplicaciones tales como sintesis orgdnica e inorganica, catalisis
y biocatdlisis, sintesis de polimeros, quimica de coordinacién y electroquimica
(Rogers y col., 2001). Los liquidos iénicos se han empleado en numerosas reacciones
cataliticas tanto en sistemas monoféasicos (como disolventes o cosolventes) como en
sistemas bifasicos con fases acuosas (de Maria, 2008), obteniéndose aumentos en la
actividad, estabilidad y enantioselectividad en un gran numero de biocatalizadores

(Roosen y col., 2008).

Debido a las propiedades que presentan los liquidos iénicos como alternativa
al uso de disolventes organicos en biocatdlisis, se estudié la posibilidad de emplearlos
como medio de reaccién alternativo al uso de cosolventes organicos en la adicién
alddlica de dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-1-
fosfato aldolasa recombinante que ha sido estudiada previamente en un medio acuoso
con dimetilformamida como cosolvente. Dado que los liquidos iénicos pueden actuar
como disolventes de compuestos con una baja solubilidad en agua (Dreyer y Kragl,
2008), se pensé que podrian mejorar la solubilidad del reactivo hidrofébico de la
reacciéon, el (S)-Cbz-alaninal. Dentro del amplio rango de liquidos idnicos
disponibles, se seleccioné el 1-butil-3-metil-imidazolio tetrafluoroborato
([BMIM][BFs]) por ser el liquido iénico mds empleado en biocatdlisis hasta el
momento (Roosen y col., 2008) (figura 7.1). Este compuesto ha sido propuesto como
un adecuado medio de reaccién en la aminoxilacién de aldehidos y cetonas mediante
biocatélisis con L-prolina (Guo y col., 2006). En un primer lugar se pens6 en emplear
este liquido i6nico puro como medio de reaccidn, pero su elevada viscosidad, unas
230 veces superior a la del agua a 30°C (Suarez y col., 1998), dificulta su manejo y

podria disminuir en exceso la velocidad de transferencia de materia de los reactivos y
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productos en el medio. Se decidié, por ello, emplear este liquido iénico como
cosolvente, sustituyendo asi el cosolvente orgdnico que se venia utilizando hasta

ahora, la dimetilformamida.

/ \ -
BF

Figura 7.1. Estructura del liquido iénico 1-butil-3-metil-imidazolio tetrafluoroborato ((BMIM][BF4]).

7.2.1. Seleccidn de la composicion del medio de reaccidn

En la seleccién de la composicion del medio de reaccién se ha de fijar, por un
lado, la composiciéon de la fraccién acuosa del medio y por otro, la proporcién
adecuada de [BMIM][BF4] para obtener una elevada estabilidad de la enzima y una

adecuada solubilidad de los reactivos y productos.

A la hora de seleccionar la composicién de la parte acuosa del medio de
reaccién se estudid inicialmente el tampén empleado en la determinacién de la
actividad enzimatica (100 mM Tris-HCI, 200 mM KCl, pH 7,5), ya que su
composicién ha sido optimizada para obtener la mayor actividad de la enzima (Vidal,
2006). Sin embargo, al preparar una mezcla de [BMIM][BFs] al 15% v/v en este
tampdn se produjo la formacién de un precipitado de color blanco. Diversos autores
han estudiado el efecto que producen las sales inorganicas sobre mezclas de
[BMIM][BF4]:H20, habiendo observado que la presencia del liquido iénico provoca
en algunas condiciones la precipitacién de dichas sales, en distinta proporcién segin
su naturaleza (Trindade y col., 2007). Es por esto que se decidi6 cambiar la
composicién del tampén para evitar la presencia de precipitados en el medio. Puesto
que la sal KCI provoca un aumento de la actividad especifica de ramnulosa-1-fosfato

aldolasa (Vidal, 2006), se decidi6 sustituir el tampon Tris-HCl por tampdn fosfato
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Na2:HPO4/NaH:POs, que presenta un rango de tamponacion adecuado al rango de pH
de trabajo y ya habia sido utilizado previamente con esta enzima durante su
purificacién. Sin embargo, se observé que una mezcla de [BMIM][BF4] al 15% v/v en
tampén 80 mM Na2:HPO4+/NaH2POs, 150 mM KCl, pH 7,4 presentaba nuevamente un
precipitado blanco en suspensién. Dado que ha sido publicado anteriormente la baja
solubilidad de KCl (inferior a 0,1 M) en otro liquido iénico basado en imidazol, el
1-ethyl-3-methylimidazolium bis(trifluoromethanesulfonyl) imide (Ohno y col,,
2003), se decidié suprimir la sal KCl del medio. Finalmente, la mezcla de
[BMIM][BF4+] al 15% v/v en tampén Na:HPO«/NaH:POs 80 mM, pH 7,4 no
presentaba ningun precipitado en suspension por lo que se seleccioné para el estudio

de la biocatélisis con RhuA en medios con [BMIM][BF4] como cosolvente.

Una vez seleccionado el contenido acuoso del medio de reaccidn, se estudid el
comportamiento de las mezclas de [BMIM][BFs] en tampén fosfato (80 mM
Na2:HPO4/NaH:POs, pH 7,4) en proporciones volumétricas 15%, 50% y 75%. Al llevar
estas disoluciones a 4°C, que es la temperatura a la que se realiza la reaccién de
adicién alddlica de interés para minimizar la degradacién quimica de DHAP (Suau y
col., 2006), se observo la presencia de una segunda fase liquida en las disoluciones al
50% y 75% v/v, mientras que la mezcla al 15% v/v seguia siendo homogénea. Este
comportamiento bifasico dependia de la temperatura ya que cuando la mezcla se
llevaba de nuevo a temperatura ambiente, la interfase desparecia en ambos casos.
Estas observaciones estdn de acuerdo con el comportamiento bifasico de las mezclas
[BMIM][BF4]:H20 que ha sido publicado por diversos autores (Dullius y col., 1998;
Lin y col., 2007) (figura 7.2). De acuerdo con la ecuacién del equilibrio de fases
desarrollada por Lin y col. (2007), se puede obtener que a una temperatura de 4°C
(277,15K), la composicion de las dos fases en equilibrio es 29% y 60% v/v de liquido
ionico. Esto quiere decir que cualquier mezcla de composicién intermedia entre estos

dos valores en un sistema [BMIM][BF4]:H20 daria lugar a dos fases de composicién la
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correspondiente al equilibrio y de volumen el determinado por la regla de la palanca
(figura 7.3), mientras que mezclas en proporciones diferentes presentan un
comportamiento monofasico. Sin embargo, y contradiciendo esta afirmacién, se ha
observado que la mezcla al 75% v/v de [BMIM][BFs] en tampon fosfato si es bifasica a
esa temperatura. Esta observacién puede explicarse teniendo en cuenta que el sistema
no es estrictamente [BMIM][BF:]:H20 sino que presenta también otras especies
iénicas en solucién, concretamente NazHPOs y NaH:POs. La presencia de sales
inorganicas en mezclas [BMIM][BF4]:H20 puede producir efectos de sal/ting-out ya
que la sal inorganica retiene fuertemente las moléculas de agua de su esfera de
hidratacién, haciendo disminuir las moléculas disponibles para la hidratacién de los
iones correspondientes al [BMIM][BF4] y provocando que la separacién en dos fases

se produzca en un rango mas amplio de composiciones (Trindade y col., 2007).
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Figura 7.2. Diagrama de fases de mezclas [BMIM][BF4]:H20 (modificado de Lin y col., 2007).
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Figura 7.3. Regla de la palanca para un sistema bifasico genérico.

Finalmente, para seleccionar la proporcién de [BMIM][BF:] mds adecuada
para su empleo como cosolvente en el medio de reaccién se debe tener en cuenta,
ademads de la existencia del comportamiento bifasico observado a la temperatura de
operacion, también la estabilidad enzimdtica de ramnulosa-1-fosfato aldolasa y la

solubilidad de los sustratos y productos de la reaccién de interés.

7.2.2. Estabilidad de RhuA en presencia de [BMIM][BF4]

Para reducir el coste de biocatalizador en un proceso biocatalitico es necesario
que la enzima presente una elevada estabilidad en el medio de reaccién y condiciones
de operacién seleccionadas. Por ello, se estudi6 la estabilidad enzimatica de
ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante a 4°C, en presencia de distintas
proporciones de liquido i6nico en tampdn fosfato (80 mM Na:HPOs/NaH:POs,
pH 7,4) con el fin se seleccionar la composicién del medio mds favorable en la

biocatalisis de la adicién alddlica de interés.

159



Avances en el desarrollo de bioprocesos: adicion alddlica catalizada por RhuA recombinante

En la figura 7.4 se muestran las curvas de estabilidad enzimdtica de
ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C obtenidas en disoluciones al 15%, 50% y 75% v/v
de [BMIM][BFs] en tampdn fosfato y de un blanco de RhuA disuelta en tampén sin
liquido iénico. En primer lugar, se puede apreciar las mezclas de [BMIM][BF4] al 15%
y 50% v/v conservan practicamente el 100% de la actividad inicial tras 11 dias de
incubacién mientras que el blanco de enzima en tampdén fosfato ha perdido
aproximadamente un 25% de actividad. Sin embargo, en la mezcla de [BMIM][BF4] al
75% v/v se observan unas pérdidas de actividad superiores al blanco de enzima,
conservando un 35% v/v tras 14 dias de incubacién. Un aumento de la estabilidad
enzimatica en medios con liquidos iénicos ha sido observado anteriormente con
algunas alcohol deshidrogenasas (Dreyer y Kragl, 2008) y esterasas inmovilizadas
(Persson y Bornscheuer, 2003).

Para explicar el diferente comportamiento de la estabilidad enzimdtica en
funcién del porcentaje de liquido iénico ha de tenerse en cuenta que, como ya se ha
mencionado en el apartado anterior, las mezclas de [BMIM][BF4] al 50% y 75% v/v
presentan un comportamiento bifasico y, por tanto, ambos sistemas presentan dos
fases en equilibrio con distinta concentracion de liquido idénico cada una. El volumen
de estas dos fases es similar en el caso de la mezcla al 50% v/v por estar
aproximadamente en la mitad de la zona de inmiscibilidad mientras que en la mezcla
al 75% v/v la fase pobre en liquido iénico tendra un volumen pequefio respecto al de
la otra fase ya que esta proxima a la concentracidn de equilibrio de la fase enriquecida
en liquido iénico. Una medida de actividad enzimatica a cada una de las fases de la
mezcla al 50% v/v tras 15 dias de incubacién permitié observar que toda la actividad
enzimdtica se concentraba en la fase pobre en liquido i6nico mientras que la fase
enriquecida no mostraba actividad detectable. Por tanto, las pérdidas de actividad
observadas en la mezcla al 75% v/v pueden deberse a que toda la enzima se concentra

en un volumen pequeilo de fase pobre en liquido iénico y disoluciones concentradas
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de enzima son propensas a sufrir fendmenos de agregacién que pueden inactivar la
enzima. Por otra parte, en esas condiciones aumenta la probabilidad de que la enzima
entre en contacto con la interfase, por lo que puede sufrir en mayor medida el efecto
inactivador de la presencia de interfases que suele darse en la mayoria de enzimas a

excepcidn de las lipasas.
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Figura 7.4. Estabilidad de ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en mezclas de [BMIM][BF4] en tampén
fosfato (80 mM Na:HPOs/NaH2POs, pH 7,4).

Para poder ver el efecto del liquido idnico a altas concentraciones en ausencia
de separacién de fases, se incub6 la enzima en un medio acuoso con [BMIM][BF] al
85% v/v a 4°C, observandose unas elevadas pérdidas de actividad tras cinco dias de
incubacion (figura 7.5). Se puede deducir que una elevada concentracién de liquido
i6nico en el medio afecta negativamente a la estabilidad de la enzima a 4°C. Este

efecto también ha sido observado en la biocatdlisis con alcohol deshidrogenasa (de

Gonzalo y col., 2007).
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Figura 7.5. Estabilidad de ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en [BMIM][BF4] al 85% v/v en tampén
fosfato (80 mM Na:HPO«/NaH:POs, pH 7,4).

Posteriormente, se pensé en la posibilidad de afiadir al medio de reaccién la
sal NaCl ya que esta sal produce una ligera activaciéon de la enzima, siendo 150 mM
su valor 6ptimo de concentraciéon (Vidal, 2006). Al contrario de lo observado con
KCl, esta sal no precipita en mezclas [BMIM][BF:]:H20 en el rango de concentracién
de trabajo (Trindade y col., 2007). En efecto, la mezcla de [BMIM][BF4] al 15% v/v en
80 mM Na:HPO4+/NaH2POs, 150 mM NaCl, pH 7,4 no presentaba ningun precipitado
en suspension, observandose un aumento de la actividad enzimadtica. También se
observé que la presencia de NaCl no afectaba a la estabilidad de la enzima tras 6 dias

de incubacién a 4°C.

Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos del estudio de estabilidad
enzimatica en distintas mezclas de [BMIM][BF4] como cosolvente, se seleccioné el
medio al 15% v/v en 80 mM Na:HPO«/NaH:POs4, 150 mM NaCl, pH 7,4 para el
estudio de biocatdlisis de la reaccion de interés ya que a esta proporciéon el medio es
monofasico y se observéo una buena estabilidad de la enzima. Un medio de

composicién muy similar ha sido seleccionado en una reacciéon de hidrdlisis

162



Estrategias de reaccién en medios alternativos

catalizada por la enzima Novozym 435 obteniéndose un aumento de la velocidad
inicial de reaccién y selectividad en un medio 20% v/v [BMIM][BF4] en tampdn

fosfato (Lou y col., 2006).

7.2.3. Solubilidad de (S)-Cbz-alaninal y dihidroxiacetona fosfato

Como se ha comentado anteriormente, la diferente solubilidad de los dos
reactivos de la reaccién de adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal, provoca
una serie de limitaciones a la hora de operar con este sistema. Uno de los retos en la
busqueda de nuevos medios es conseguir mejorar la solubilidad de los dos reactivos
sin comprometer la estabilidad de la enzima ni el rendimiento y selectividad de la
reaccion de interés.

Para determinar la solubilidad del (S)-Cbz-alaninal en el medio propuesto se
preparo una solucion concentrada de (S)-Cbz-alaninal en [BMIM][BF4] al 15% v/v en
tampodn fosfato (80 mM Na2HPO«/NaH2POs, 150 mM NaCl, pH 7,4) y se realizaron
diversas diluciones hasta observar la completa disoluciéon del compuesto. A una
concentracion de 16 mM se observé que el (S)-Cbz-alaninal se disolvia practicamente
en su totalidad por lo que el limite de solubilidad de este compuesto en [BMIM][BF4]
al 15% v/v en tampon fosfato se estableci6 a esta concentracién. Esto quiere decir que
los componentes de este medio de reaccién hacen aumentar ligeramente la
solubilidad del (S)-Cbz-alaninal respecto de la solubilidad en agua mili-Q que es
10 mM aproximadamente, pero este valor es muy inferior al valor obtenido en el
medio acuoso con dimetilformamida como cosolvente que ha sido estudiado con
anterioridad, en el cual la solubilidad del (S)-Cbz-alaninal es en torno a 50 mM.

En lo referente al reactivo hidréfilo de la reaccién, DHAP, no se esperaban
problemas de solubilidad debido al elevado contenido acuoso del medio de reaccion

por lo que no se ha realizado un estudio de solubilidad exhaustivo, pudiéndose
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obtener disoluciones de DHAP en [BMIM][BFi] al 15% v/v en tampdn fosfato en

concentraciones de hasta 40,5 mM sin observarse ningun precipitado en el medio.

7.2.4. Adicion alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal catalizada por
RhuA

Por ultimo, se llevéd a cabo la biocatalisis de la adicién aldélica entre
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal a 4°C catalizada por ramnulosa-
1-fosfato aldolasa en el medio de reaccién propuesto ([BMIM][BFs] al 15% v/v en
80 mM Na:HPO4+/NaH2POs, 150 mM NaCl, pH 7,4) como medio alternativo al empleo
de cosolventes organicos. En este medio de reaccién no se puede determinar la
concentracién de (S)-Cbz-alaninal y del producto de adicién mediante HPLC ya que
no se consiguid desarrollar un método que permitiese superar la interferencia que
produce el liquido iénico en el método analitico, por lo que el seguimiento de la
reaccidn se realizé mediante determinacién de la concentracién de DHAP. Como se
ha podido ver en capitulos anteriores, en medios con dimetilformamida como
cosolvente se produce la reaccién de degradacién enzimdtica de DHAP
simultaneamente a la reaccién de adicién alddlica de interés. Por este motivo, esta
reaccion secundaria también ha sido estudiada en el medio de reaccién propuesto. El
perfil de consumo de DHAP en ambas reacciones se compard con el obtenido

anteriormente en un medio acuoso con dimetilformamida como cosolvente.

En primer lugar se llevé a cabo la degradacion enzimatica de una disolucién
40,5 mM de DHAP a 4°C y catalizada por 3 UA/mL de ramnulosa-1-fosfato aldolasa
tanto en el medio propuesto (80 mM Na:HPOs/NaH:POs, 150 mM NaCl, 15% v/v
[BMIM][BF4], pH 7,4) como en el medio acuoso con cosolvente que habia sido

previamente estudiado (50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0).
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Como puede observarse en la figura 7.6, los perfiles de consumo de DHAP en ambos
medios, expresados como porcentaje de la concentracién inicial, son muy similares,
sugiriendo que la catdlisis de esta reacciéon mediante ramnulosa-1-fosfato aldolasa no
se ve afectada significativamente por la presencia de [BMIM][BF4] como cosolvente

en vez del disolvente organico empleado hasta el momento.
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Figura 7.6. Degradacion enzimdtica de DHAP catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en
medio 80 mM Na:HPO4/NaH2POs, 150 mM NaCl, 15% v/v [BMIM][BF:], pH 7,4 y en medio 50 mM
Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0.

Finalmente, se llevé a cabo la reaccion de adicién alddlica entre DHAP y
(S)-Cbz-alaninal y se comparé con los resultados obtenidos en un medio de reacciéon
con DMF como cosolvente. En ambas reacciones se empled una concentracion inicial
de DHAP de 40,5 mM, y una actividad enzimatica de ramnulosa-1-fosfato aldolasa de
3 UA/mL. Respecto al (S)-Cbz-alaninal, se emple6 una concentracién préxima al
limite de solubilidad en cada medio (16 mM en medio acuoso con [BMIM][BF4] y
50 mM en medio acuoso con dimetilformamida). Como se puede observar en la figura
7.7, los perfiles de consumo de DHAP en los dos casos resultaron ser muy similares a
pesar de que ambas reacciones se han llevado a cabo a diferentes concentraciones

iniciales de (S)-Cbz-alaninal. Dado que el perfil de consumo de DHAP corresponde a
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la suma de las velocidades de la reaccién de sintesis y de la secundaria y teniendo en
cuenta que el comportamiento de la enzima frente a la reaccién secundaria no parece
verse afectado por el cambio de cosolvente, la enzima en medio acuoso con
[BMIM][BF] presenta la misma velocidad de sintesis que en medio acuoso con DMF
a una concentraciéon inicial de (S)-Cbz-alaninal mucho menor. Por lo tanto, hay
indicios de que ramnulosa-1-fosfato aldolasa pueda presentar una mayor actividad
enzimadtica frente la adicién aldélica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal a 4°C en medio
acuoso con [BMIM][BFs] como cosolvente probablemente debido a interacciones

electroestaticas entre la enzima y el liquido idnico (Persson y Bornscheuer, 2003).

® Medio con [BMIM][BF4]
O Medio con DMF

Concentracion DHAP (%)

Tiempo (h)
Figura 7.7. Adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal catalizada por

ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C en medio 80 mM Na:HPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, 15% v/v
[BMIM][BF4], pH 7,4 y en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0.

7.3. Biocatalisis con RhuA en reactor de membrana

Como se ha visto anteriormente, el empleo de medios con cosolventes
organicos aumentan la solubilidad de (S)-Cbz-alaninal respecto de medios acuosos.
Sin embargo, con los medios estudiados no se han obtenido valores suficientemente

elevados como para hacer rentable su operacién a nivel industrial ya que
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concentraciones bajas de reactivos dificultan notablemente la recuperacién de

producto o down-stream (Woodley, 2008).

Una posibilidad para superar esta dificultad es el empleo de medios bifasicos
acuoso/organico en un sistema que permita una elevada solubilidad de los reactivos
con un reparto favorable entre las fases y la difusidn de estos compuestos hacia la fase
donde se encuentra el biocatalizador. Otra ventaja de estos medios es que, en funcién
de la hidrofobicidad del producto de la reaccién y, por tanto, de la fase en la que se
acumule, se puede facilitar su separacion y hacer mas rentable el proceso de
down-stream. Los medios bifasicos en biocatalisis han sido ampliamente utilizados,
observandose en algunas condiciones la inactivacién de la enzima debido a la
presencia de interfases o bien fenémenos de emulsién que dificultan la operacién
(Woodley y col., 1995). Para solucionar estos problemas, es posible el empleo de
reactores de membrana que permiten la separaciéon de ambas fases pero permiten la
difusién de los compuestos a través de la membrana de una manera selectiva en

funcién de sus caracteristicas de tamafio de poro o hidrofobicidad (Drioli y Giorno,

1999).

El biorreactor de membrana para biotransformaciones (MBB) ha sido disefiado
para su aplicacién en reacciones biocataliticas en medios bifasicos acuoso/organico y
contiene una membrana tubular de silicona hidrofébica, compacta y no porosa que
separa las dos fases liquidas y que permite reducir las pérdidas de disolvente a su
través respecto de las membranas porosas convencionales (Livingston y col., 1996). La
membrana sumergida en el medio capta moléculas de disolvente organico,
aumentando su volumen y presentando propiedades fisicas intermedias entre la
membrana seca y el disolvente (Doig y col., 1999). Las moléculas del disolvente
acuoso, sin embargo, no penetran en la membrana. Esta membrana permite el paso de

pequeilas moléculas hidréfobas mediante fendmenos de disolucién-difusion a través
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de su estructura polimérica, siendo impermeable a macromoléculas como por

ejemplo, enzimas.

El biorreactor de membrana para biotransformaciones permite dos tipos de
configuraciones: en continuo, en la que las dos fases se encuentran en circulacién y
en semicontinuo, en el que solo una de las fases se encuentra circulando por el
interior de la membrana. En este caso se selecciono la configuracién en semicontinuo
ya que permite emplear un menor volumen de fases y un menor gasto de reactivos.
Esta configuracion consta de una carcasa metdlica, en la que se encuentra enrollada la
membrana tubular por la que circula el medio acuoso, sumergida en la fase organica
que se mantiene agitada mediante agitacién magnética. En este caso, la tinica fase que
es bombeada es la fase acuosa, cuyo recipiente también es agitado mediante agitacién

magnética (figura 7.8) (Doig y col., 1998).

Fase acuosa Fase orgénica

]

Figura 7.8. Configuracién del biorreactor de membrana para biotransformaciones (MBB) en
semicontinuo.

En este apartado se estudié la aplicacion del biorreactor de membrana para
biotransformaciones en semicontinuo en la adicién alddlica de dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa para
superar los problemas de solubilidad simultdinea de ambos reactivos y evitar la
presencia de interfases que puedan inactivar la enzima. La DHAP se encontrard
mayoritariamente en la fase acuosa mientras que (S)-Cbz-alaninal y probablemente el
producto de adicidn, en la fase organica. A pesar de que el MBB ha sido disefiado para

llevar a cabo la reaccion enzimatica en la fase acuosa, en este caso es necesario que la
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enzima se encuentre presente en la fase organica para evitar la reaccién secundaria de
degradacién enzimatica de DHAP en la fase acuosa. Por tanto, dado que las enzimas
no suelen ser solubles en disolventes organicos, se propuso trabajar con enzima
inmovilizada, seleccionando el soporte Co-IDA anteriormente estudiado (apartado
5.3). Este estudio se ha realizado en parte en el grupo de investigacién responsable
del desarrollo y patente del MBB en el Imperial College de Londres, bajo supervisién

de Prof. David C. Stuckey.

7.3.1. Seleccidn del sistema bifasico

En la seleccion del sistema bifdsico a emplear en el biorreactor de membrana
MBB, se estudiaron como fase organica la serie de alcanos hexano, heptano, octano,
isooctano, decano y dodecano, dado que existia experiencia previa en el uso de estos
disolventes en el biorreactor, y acetato de etilo, puesto que este disolvente se emplea
en la sintesis de (S)-Cbz-alaninal y permite una alta solubilidad de este compuesto.
En primer lugar, se analizo el porcentaje de disolvente que presenta la membrana en
cada sistema ya que este parametro influye en la transferencia de materia a través de
la membrana (Doig y col., 1999) y posteriormente, el coeficiente de reparto de los

reactivos de la reaccion de interés.

La membrana en contacto con disolventes orgdnicos capta moléculas de
disolvente, en distinto grado dependiendo de su naturaleza, con lo que se produce un
aumento de su volumen y un cambio en sus propiedades fisicas de modo que cuanto
mayor es el porcentaje de disolvente en la membrana, menor es la resistencia a la
transferencia de materia a través de la misma (Doig y col., 1999). El parametro que se
emplea para medir este efecto es el porcentaje de disolvente que presenta la

membrana hinchada, calculado como la diferencia de volumen entre la membrana
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hinchada y la membrana seca en relaciéon a su volumen (ecuaciéon 7.1). Este
parametro depende de la viscosidad del disolvente y del reparto que se produce entre

el disolvente y la membrana.

-V

memb hinchada memb seca

Porcentaje de disolvente (%) = v -100 (7.1)

memb hinchada

Para calcular el volumen de la membrana hinchada se incub6 un trozo de
membrana de dimensiones conocidas en el disolvente a 4°C durante 24 horas. Se
observo que en lo referente a la serie de alcanos, segin aumenta el numero de
carbonos del alcano, el porcentaje de disolvente en la membrana disminuye (tabla
7.1). Esto puede deberse a que al aumentar la cadena carbonada, a pesar de que el
compuesto se vuelve mas hidréfobo, el tamafio de la molécula aumenta y por tanto,
es mas dificil que penetre en la matriz polimérica de la membrana. Comparando estos
resultados con el porcentaje de disolvente a 20°C en la serie de alcanos (Doig y col.,
1999), se puede observar que siguen la misma tendencia en funcién de la longitud de
la cadena carbonada, aunque a 20°C el porcentaje de disolvente es mayor. Esto puede
deberse a que al disminuir la temperatura se produce un aumento de la viscosidad vy,
por tanto, es mas dificil que el disolvente pueda introducirse en la membrana. Por
otro lado, el porcentaje de disolvente en la membrana en acetato de etilo es menor
que en los alcanos, probablemente porque este disolvente presenta una mayor
polaridad que los anteriores, siendo menos afin a la membrana hidrofébica. Por lo
tanto, el sistema bifiasico en el que se puede esperar una mayor velocidad de

transferencia de materia es empleando alcanos de cadena corta.
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Tabla 7.1. Porcentaje de disolvente en la membrana tras incubacién a 4°C y 20°C durante 24 horas
(datos a 20°C extraidos de Doig y col., 1999).

Porcentaje disolvente (%)

Disolvente 4°C 20°C
Hexano 41 -
Heptano 41 -
Octano 39 72
Isooctano 38 -
Decano 32 66
Dodecano 30 59
Acetato de etilo 22 -

Posteriormente, se determind la solubilidad y el coeficiente de reparto de los
reactivos de la adicion alddlica en los sistemas bifasicos propuestos. El coeficiente de
reparto de un compuesto quimico en un medio bifdsico se define como la relacién
entre la concentraciéon del compuesto en cada una de las fases. En este estudio, el
coeficiente de reparto se definié como el cociente entre la concentracién del soluto

en la fase organica respecto de la concentracion en la fase acuosa (ecuacién 7.2).

C fase organica

Po™8 = (7.2)

C fase acuosa

En primer lugar, se observd que la solubilidad de (S)-Cbz-alaninal en los
sistemas bifasicos correspondientes a la serie de alcanos es muy baja en todos los
casos. Una posible explicacion es que la molécula de (S)-Cbz-alaninal es hidréfoba
pero contiene también grupos polares por lo que es probable que presente una baja
afinidad por los alcanos que son apolares. Por lo tanto, se selecciond el sistema
bifasico acetato de etilo:H20 para continuar el estudio de la biocatdlisis de la adicién
alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal y se determiné el coeficiente de reparto de
ambos reactivos en el sistema propuesto (tabla 7.2). Para realizar el calculo del

coeficiente de reparto de DHAP la concentracién en la fase organica no fue
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detectable por lo que se estim¢ a partir de la diferencia entre el reactivo inicialmente
afladido y la concentracién medida en la fase acuosa. Como se puede observar, los
coeficientes de reparto de ambos reactivos presentan un valor muy diferente entre si,
lo que es necesario para que cada reactivo se concentre mayoritariamente en la fase
que le corresponde. En este caso, se puede observar a partir de los resultados
obtenidos que la DHAP se concentra en la fase acuosa mientras que el (S)-Cbz-
alaninal se encuentra principalmente en la fase organica del sistema.

Tabla 7.2. Coeficiente de reparto de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal a 4°C en
medio bifésico acetato de etilo:H20.

Reactivo Coeficiente de reparto, P, ;rg
DHAP 0,032 + 0,012
(S)-Cbz-alaninal 49,1 +5,5

7.3.2. Adicion alddlica en MBB con medio bifasico acetato de
etilo:H,0

Posteriormente, se estudi6 la aplicaciéon del reactor de membrana para
biotransformaciones (MBB) operando en semicontinuo en la biocatalisis de la adicion
alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal a 4°C catalizada por ramnulosa-1-fosfato
aldolasa empleando el medio bifasico acetato de etilo:H20. Como se ha comentado
anteriormente, la DHAP se encuentra mayoritariamente en la fase acuosa mientras
que el aldehido se concentra en la fase organica. Con respecto al biocatalizador, se
propuso operar con ramnulosa-1-fosfato aldolasa inmovilizada en Co-IDA en la fase
organica para evitar la posible degradaciéon enzimdtica de DHAP que se habia
observado anteriormente en otros medios de reaccién. Por lo tanto, es necesario
estudiar en primer lugar la estabilidad de la enzima en la fase orgdnica propuesta,

acetato de etilo.
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En el estudio de la estabilidad a 4°C de la enzima inmovilizada en Co-IDA en
acetato de etilo se pudo observar que la suspensién no era homogénea ya que las
particulas tendian a aglomerarse y sedimentaban muy rapidamente al cesar la
agitaciéon. No se pudo continuar el estudio de estabilidad debido a la falta de
homogeneidad del medio pero se observd que tras varias horas de incubaciéon se

conservaba actividad en el derivado inmovilizado.

Finalmente, se llevé a cabo la adicién aldélica entre dihidroxiacetona fosfato y
(S)-Cbz-alaninal a 4°C en el reactor de membrana MBB en semicontinuo empleando
un sistema bifasico acetato de etilo:H2O con enzima inmovilizada en soporte Co-IDA
presente en la fase organica. Se emple6 un derivado inmovilizado de alta carga,
siendo la actividad inicial en la reaccién de 3,6 UA/mL de reaccion. Se selecciond una
velocidad de agitacion de la fase organica baja para evitar la rotura del biocatalizador
inmovilizado pero asegurando una buena mezcla en el sistema. El caudal de fase
acuosa se selecciond teniendo en cuenta que para evitar las pérdidas de disolvente
organico hacia la fase acuosa (/eakage) es necesario crear una sobrepresion en el lado
de la fase acuosa, lo que se consigue a caudales de circulacién elevados (Doig y col.,
1999). Experimentalmente se determiné que el minimo caudal en el que no se

observa este efecto fue de 17,6 mL/min, que fue el que empleado.

Inicialmente, se introdujeron en el biorreactor la fase acuosa con DHAP y la
fase organica con (S)-Cbz-alaninal y se dejé estabilizar el sistema hasta que no se
observo variacién en las concentraciones de ambos reactivos, lo que ocurrid tras
2 dias de operacion. Se deduce, por tanto, que la velocidad de transferencia de
materia de los dos reactivos a través de la membrana del MBB presenta un valor
bastante bajo. Una vez estabilizado el sistema, se afiadié el biocatalizador
inmovilizado en la fase orgdnica del MBB y se tomaron muestras de ambas fases

durante 15 dias de operacién.
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Como se puede observar en la figura 7.9, se ha producido, en efecto, la
biocatdlisis de la adicién alddlica de interés, obteniéndose un rendimiento de
reaccion del 9,8% tras 15 dias de operacién. El producto se concentra
mayoritariamente en la fase organica del sistema. Por otro lado, el consumo de
(S)-Cbz-alaninal observado concuerda con la aparicion de producto obtenido.
Respecto al comportamiento de DHAP durante la reaccién (figura 7.10), se puede
observar una caida en la concentracion en la fase acuosa superior a la correspondiente
a la adicién alddlica, lo que es probable que se deba a degradacion quimica de DHAP,
que en este medio puede exhibir una mayor velocidad de la que se habia estudiado
anteriormente en un medio acuoso con dimetilformamida como cosolvente (Suau y
col., 2006). Por lo tanto, se puede concluir que es posible llevar a cabo la adicién
alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal en el biorreactor MBB propuesto aunque es
necesario un mayor trabajo de optimizacién del sistema y de las condiciones de

operacién para mejorar el rendimiento de reaccién obtenido.
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Figura 7.9. Evolucién de la concentracién de producto en la fase orgénica (Porg) y en la fase acuosa (Pac)
en la adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal a 4°C catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa
inmovilizada en Co-IDA en reactor de membrana con medio bifdsico acetato de etilo:H20.
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Figura 7.10. Evolucién de la concentracién de dihidroxiacetona fosfato en la fase acuosa (Aac) en la
adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal a 4°C catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa
inmovilizada en Co-IDA en reactor de membrana con medio bifisico acetato de etilo:H20.

7.4. Conclusiones

En el presente capitulo se han estudiado dos estrategias de reaccién diferentes
en la biocatdlisis con ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante (RhuA) de la
adicién alddlica entre dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal. Por un lado, se ha
propuesto el medio de reaccién 80 mM Na:HPO4+/NaH2PO4, 150 mM NaCl, 15% v/v
[BMIM][BF4], pH 7,4 como medio alternativo al medio acuoso con dimetilformamida
como cosolvente que se habia empleado hasta el momento en la adicién aldélica
entre DHAP y (5)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato aldolasa a 4°C. En
este medio de reaccidn se ha obtenido una elevada estabilidad de la enzima asi como
un posible aumento de la velocidad de reaccién de adicién aldélica respecto del
medio anteriormente empleado. Sin embargo, la baja solubilidad del (S)-Cbz-alaninal
obtenida en el medio propuesto junto con la falta de un método analitico de
cuantificacién del producto de adicién y del (S)-Cbz-alaninal limitan la aplicacion de

este medio en la reaccién de adicion alddlica de interés.
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Por otro lado, se ha estudiado la aplicacién de un biorreactor de membrana
para biotransformaciones empleando un medio bifdsico acetato de etilo:H20 a la
biocatalisis de la adicién aldélica de interés. Se ha obtenido una elevada solubilidad
de DHAP en la fase acuosa y de (S)-Cbz-alaninal en la fase organica, obteniéndose
una baja concentracién en la fase menos afin, pudiéndose determinar los coeficientes
de reparto en el sistema propuesto. El biorreactor de membrana ha sido operado
durante 15 dias observandose un rendimiento de un 10% aproximadamente, causado
probablemente por la baja velocidad de transferencia de materia entre fases
observada o por una posible inactivacién de la enzima en la fase organica. Por lo
tanto, es necesario un futuro trabajo de optimizacién del sistema y de las condiciones
de operacion para obtener un mayor rendimiento de reaccién y productividad en este
sistema. Para ello, se propone el estudio de membranas hidréfilas que permitan una
mayor transferencia de DHAP hacia la fase orgdnica que contiene la enzima y el
reactivo hidréfobo asi como un estudio de otros sistemas bifasicos que presenten unos

coeficientes de reparto de reactivos mas favorables.
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Las conclusiones que se extraen del presente trabajo de tesis doctoral se

pueden resumir como sigue:

- Se ha obtenido y validado un modelo cinético de la adicién alddlica entre
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y (S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-1-
fosfato aldolasa recombinante (RhuA) a 4°C en medio 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl,
20% v/v DMF, pH 7,0. El modelo cinético que ajusta los datos experimentales
corresponde a un mecanismo ordenado de dos sustratos con inhibicién competitiva
por metilglioxal y por producto y presenta una reaccién secundaria de degradacién
enzimatica de DHAP que se ajusta a una cinética de Michaelis-Menten de un sustrato

con inhibicién competitiva por metilglioxal.

- El maximo rendimiento y selectividad de la adicién alddlica entre DHAP y
(S)-Cbz-alaninal catalizada por RhuA soluble en medio acuoso con dimetilformamida
como cosolvente depende de la relacién entre las concentraciones iniciales de los
reactivos, siendo la relacion Optima propuesta 3, con la que se obtiene un

rendimiento y una selectividad superiores al 80%.

- Se ha desarrollado un proceso de purificacién e inmovilizacién en un unico
paso aplicado a las enzimas fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) y ramnulosa-1-fosfato
aldolasa (RhuA) recombinantes empleando soportes de afinidad a metales quelados
que permite reducir las pérdidas de actividad enzimadtica que se pueden producir

realizando los dos procesos por separado.

- Tras el estudio del efecto del metal presente en los soportes de afinidad, la

densidad de grupos quelantes y la temperatura de inmovilizacién con FucA
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recombinante se seleccioné el soporte Co-IDA con el que se obtuvo a 4°C el mayor
rendimiento de inmovilizacién (préximo al 100%) y actividad retenida (60%). Los
derivados inmovilizados de FucA en este soporte exhibieron una mayor estabilidad
que la enzima soluble en un medio de dimetilformamida como cosolvente tanto a 4°C
como a 24°C y fueron aplicados con éxito en la biocatdlisis de interés, obteniéndose
un mayor rendimiento y selectividad que en el caso de emplear FucA soluble. Se
observé que tanto la estabilidad enzimdtica como el rendimiento y selectividad de la

reaccion dependen del metal que contenga el soporte.

- El empleo del soporte de afinidad Co-IDA en la purificaciéon convencional de
FucA permitié elevar el rendimiento en actividad alcanzado hasta un 83%.
Posteriormente se determind que este aumento de la actividad recuperada tras la
purificacién se debe a un intercambio del Zn*? presente en el centro activo de la
enzima con el metal del soporte de afinidad, y que el intercambio con cobalto

produce un aumento de la actividad enzimatica de FucA.

- Los derivados inmovilizados de FucA sobre Co-IDA presentan limitaciones
difusionales frente a la reaccién del ensayo enzimatico incluso a muy baja carga
enzimatica. Esto puede deberse a una inmovilizacién en multicapa en las partes mas
accesibles del soporte ya que se determiné que estos soportes admiten una carga

enzimdtica maxima muy superior a la carga tedrica.

- Se han obtenidos unos derivados inmovilizados de RhuA recombinante en
soporte Co-IDA mediante purificaciéon e inmovilizacién en un solo paso, alcanzado
unos elevados rendimientos de inmovilizacién (préximo al 100%) y de actividad
retenida (90%) en ausencia de limitaciones difusionales. Estos biocatalizadores
inmovilizados presentan una mayor estabilidad en la incubacién a 4°C en el medio de
reaccion que la enzima soluble y catalizan satisfactoriamente la adicién alddlica entre

dihidroxiacetona fosfato y (S)-Cbz-alaninal, obteniéndose un rendimiento y
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selectividad similar al obtenido con RhuA purificada en columna de Co-IDA (en

torno al 70%) y ajustdndose al modelo cinético obtenido con RhuA soluble.

- Se determind el limite de operacion sin limitaciones difusionales en la
catdlisis con derivados inmovilizados de RhuA en Co-IDA estableciéndose en
10 UA/mL de soporte para la reaccién del ensayo enzimadtico y 26 UA/mL de soporte
para la reacciéon de adicién alddlica de interés. Se sugiere también una posible
inmovilizacién en multicapa, aunque en menor extensiéon que la anterior enzima, lo
que también se observa en el menor valor de carga maxima del soporte que se obtiene

en RhuA respecto FucA (68 y 169 mg de proteina/mL de soporte respectivamente).

- Se ha realizado con éxito la inmovilizacién de ramnulosa-1-fosfato aldolasa
recombinante en nanoparticulas de oro de 55 nm para la obtencién de un
biocatalizador inmovilizado de alta carga, siendo necesaria una carga enzimadtica
ofrecida superior a 2,3 mg de RhuA/mL de soporte para alcanzar la saturacién de la
superficie de la nanoparticula. La inmovilizacién de RhuA sobre nanoparticulas de

oro se produce mayoritariamente €11 Mmonocapad.

- El derivado inmovilizado de RhuA en nanoparticulas de oro conserva un
60% de la actividad inicial tras 27 horas de incubacién a 4°C en el medio 50 mM
Tris-HCl, 150 mM KCl, 20% v/v DMF, pH 7,0, habiéndose observado indicios de un
aumento de la estabilidad de la enzima inmovilizada respecto a la enzima soluble.
Estos derivados inmovilizados se han empleado en la catalisis de la reaccion de
interés, obteniéndose una elevada velocidad de reacciéon que corresponde a una
actividad enzimadtica 4,5 veces mayor a la que tedricamente se habia inmovilizado,
por lo se produce una activacién de la enzima al inmovilizarla sobre estos soportes y
en mayor grado en el caso de la adicién alddlica. Este biocatalizador se emple6 en la
catdlisis de un segundo ciclo de reaccién constatindose una recuperacién de la

actividad del biocatalizador del 40%.
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- Se ha propuesto el medio de reaccién [BMIM][BF4] al 15% v/v en 80 mM
Na:HPO4/NaH:POs, 150 mM NaCl, pH 7,4 como medio alternativo al medio acuoso
con dimetilformamida como cosolvente que se habia empleado hasta el momento en
la adicién alddlica entre DHAP y (S)-Cbz-alaninal catalizada por ramnulosa-1-fosfato
aldolasa a 4°C. En este medio de reaccién se ha obtenido una elevada estabilidad de la
enzima asi como un posible aumento de la velocidad de reaccién de adicién alddlica

respecto del medio anteriormente empleado.

- Se ha estudiado la aplicacién de un biorreactor de membrana para
biotransformaciones empleando un medio bifasico acetato de etilo:H20O a la
biocatdlisis de la adicién alddlica de interés. Se ha obtenido una elevada solubilidad
de DHAP en la fase acuosa y de (S)-Cbz-alaninal en la fase orgdnica, obteniéndose
una baja concentracién el la fase menos afin, pudiéndose determinar los coeficientes
de reparto en el sistema propuesto. Se ha obtenido un rendimiento de reaccion del
10% aproximadamente tras 15 dias de operacién, probablemente debido a la baja
velocidad de transferencia de materia entre fases observada o a una posible

inactivacidén de la enzima en la fase orgdnica.

Con el fin de seguir avanzando en el desarrollo de un proceso biocatalitico con
ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante de aplicacién industrial se proponen

distintas lineas de trabajo enumeradas a continuacion.

- Estudiar la posibilidad de recuperacion del biocatalizador inmovilizado en

Co-IDA en sucesivos ciclos de reaccién en batch.

- Estudiar la operacién en columna de lecho fijo con el biocatalizador
inmovilizado en Co-IDA, lo que permitiria realizar la purificacién, inmovilizacién y
reaccidén catalitica en el mismo equipo, con la consiguiente reduccion de los tiempos

de operacién.
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- Emplear otros métodos de inmovilizaciéon con ramnulosa-1-fosfato aldolasa

como pueden ser nanoparticulas magnéticas y Lentikats®.

- Analizar otros medios de reaccién como por ejemplo, otros liquidos iénicos
monofasicos o bifasicos, para aumentar la solubilidad del reactivo hidréfilo de la

reaccion y poder alcanzar mayores productividades.

- Ampliar el estudio de la operacién en el biorreactor de membrana MBB
mediante el estudio de membranas hidroéfilas asi como un estudio de otros sistemas
bifasicos que presenten unos favorables coeficientes de reparto.

- Analizar diferentes estrategias down-stream de recuperacion del producto de
adicion.

- Estudiar la integracién de la adicién alddlica con ramnulosa-1-fosfato
aldolasa recombinante con otras reacciones enzimadticas de produccién de (S)-Cbz-

alaninal que se estan desarrollando en el grupo.

- Realizar un estudio de viabilidad econdmica del proceso global considerando
las distintas estrategias estudiadas con el fin de seleccionar el proceso mas rentable a

nivel industrial.

- Modelizar, simular y optimizar las condiciones de operacién del sistema

seleccionado y realizar el escalado del proceso.
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ANEXOS

A.1l. Calibrados de los métodos analiticos
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Figura A.1. Calibrado para la determinacién de la concentracién de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a
partir de la variacién de absorbancia observada a 340 nm.

(a) (b)

50

y = 2E-05x2 + 0,0391x - 0,1633

40 - R?=0,9998

30

Concentracion (mM)
[e)]
Concentracion (mM)

4 y = 0,0247x +0,2092 20 |
R2=0,994
2 10 A
0 : : : : 0 : : : .
0 100 200 300 400 500 0 200 400 600 800 1000
Area Area

Figura A.2. Calibrado para la determinacién de la concentracién de (S)-Cbz-alaninal y producto de
adicién a partir del drea de pico obtenido mediante HPLC: (a) medio 50 mM Tris-HCl, 150 mM KCl,
20% v/v DMF, pH 7,0 y (b) acetato de etilo.
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Figura A.3. Ejemplos de calibrados a partir de patrones de albimina de sérum bobino (BSA) en la
determinacién de la concentracién de proteina total mediante el método de Bradford: (a) rango 100-
1500 pg/mL y (b) rango 1-25 pg/mL.
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Figura A.4. Ejemplos de calibrados a partir de patrones de ramnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) en la
determinacién de la concentracién de proteina total a partir de la medida de la absorbancia a 595 nm
(Abssosnm) menos la absorbancia del blanco a 595 nm (Abs%ssnm) mediante el método de Bradford: (a)
rango 100-1000 pg/mL y (b) rango 1-25 pg/mlL.
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