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Resumen

Los procesos biocataliticos son una potente herramienta que se ha desarrollado
como una alternativa a la quimica tradicional en el campo de la sintesis organica.
Las enzimas son catalizadores naturales y mucho menos estables que los
catalizadores metalicos empleados en la quimica més tradicional. Debido a ello
al intensificar estos procesos biocataliticos es necesario abordar el estudio de la
inmovilizacion de las enzimas con la finalidad de aumentar su estabilidad y

posibilitar su reutilizacion.

En esta tesis se abord6 el estudio de un sistema multienzimético propuesto para
la sintesis de la D-fagomina. Este sistema consistia en la oxidacion del 3-
[(benciloxicarbonil)amino]-3-aminopropanol catalizada por la cloroperoxidasa de
Caldariomyces fumago para obtener 3-[(benciloxicarbonil)amino]-3-amino-
propionaldehido y la posterior adicion de la dihidroxiacetona a este aldehido
catalizada por la fructosa-6-fosfato aldolasa para obtener (3S,4R)-6-
[(benciloxicarbonil)amino]-5,6-dideoxihex-2-ulosa, la cual se cicla mediante una
reduccion con el catalizado H2/Pd para obtener la D-fagomina.

La fructosa-6-fosfato aldolasa se produjo en el laboratorio fusionada a una cola
de histidinas, la cual se utilizd para purificar e inmovilizar la enzima y la

cloroperoxidasa se compré directamente a un laboratorio.

Se realiz6 el estudio de la inmovilizacion de ambas enzimas y se establecieron
unas condiciones de compromiso para realizar la co-inmovilizacién de ambas en
un mismo soporte. Este derivado co-inmovilizado fue aplicado en la sintesis de
pre-D-fagomina y se estudiaron las condiciones de reaccidn hasta conseguir un

rendimiento de producto dos veces mayor que al utilizar las enzimas solubles.
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1. Introduccion






1.1. Biocatalisis

La biotecnologia es la ciencia que utiliza los sistemas biolégicos para la
obtencion de un producto o la modificacion de un proceso. A su vez, la
biotecnologia blanca es la rama de esta ciencia que estudia los procesos que
utilizan las células y/o derivados celulares para la obtencion de un producto de
interés industrial (Heux et al. 2015). La biocatalisis engloba a todos los procesos
en los cuales se utilizan biocatalizadores, ya sean células enteras o enzimas

aisladas, para la conversion de sustratos (Sheldon and Woodley 2018).

El estudio de la biocatélisis comenzé hace mas de 100 afios y su desarrollo
consta de las “tres etapas de la biocatalisis”. Durante la “primera etapa” se
estudiaron los diferentes componentes celulares y se determinaron sus posibles
aplicaciones en los procesos quimicos. A partir de la década de los 80 comenz6
la “segunda etapa” en la cual se comenzaron a utilizar diversas tecnologias con
la finalidad de aumentar la estabilidad y la variedad de sustratos no naturales
que podian aceptar estos biocatalizadores. Actualmente la biocatalisis se
encuentra dentro de su “tercera etapa”, la cual estd caracterizada por los
procesos de evolucion dirigida que permiten realizar diversas mutaciones en los
biocatalizadores con la finalidad de aumentar su estabilidad y sus propiedades
cataliticas, permitiendo asi producir enzimas mas adecuadas para cada proceso
(Bornscheuer et al. 2012). Esta “tercera etapa” comenz¢ a finales de la década
de los 90 con el trabajo sobre evolucion dirigida de Frances Arnold el cual
establecio las bases del disefio racional de enzimas mediante mutaciones
puntuales (Arnold 1998).

Las ventajas de los procesos biocataliticos se deben a las propiedades de las
enzimas empleadas en estos procesos. Asi, la mayor parte de estas reacciones
se realizan en medio acuoso, a temperatura y presion atmosférica, ya que son
las condiciones en las que las enzimas suelen tener maxima estabilidad y
actividad enzimatica. Este hecho permite prescindir de los solventes organicos y
disminuye los costes energéticos del proceso al trabajar en condiciones mucho
mas suaves. Estos biocatalizadores son muy poco contaminantes ya que tanto

las enzimas y como las células son facilmente degradables a diferencia de los
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catalizadores metalicos empleados en los procesos quimicos clasicos, los cuales
se suelen acumular en el medio ambiente debido a su elevada vida media,

contaminando los ecosistemas.

Las enzimas suelen presentar elevada especificidad por sustrato y elevada
estéreo-, regio- y enantioselectividad por el producto, lo cual permite minimizar
la sintesis de productos secundarios sin interés y reducir las reacciones
colaterales o secundarias, aumentando asi la productividad de estos procesos.
Estas propiedades hacen de la biocatalisis una importante herramienta para la
industria farmacéutica ya que se estima que aproximadamente el 72% de las
moléculas activas procedentes de la industria farmacéutica son compuestos
quirales (Wells and Meyer 2014). La importancia de la selectividad de las
enzimas en la industria farmacéutica se debe a que generalmente un Unico
isbmero tiene interés terapéutico mientras que el otro puede ser perjudicial para
la salud de los pacientes, como es el caso de la talidomida. La talidomida es un
medicamento que se comercializ6 en 1957 para tratar las nduseas del primer
trimestre del embarazo, pero fue retirado del mercado en 1963 ya que ocasioné
miles de casos de malformaciones congénitas. Finalmente se descubrioé que el
enantiomero “S” es el Unico teratogénico, mientras que el enantiomero “R” es un

sedante que no ocasiona malformaciones en los neonatos (Smith 2009).

Las ventajas de la biocatalisis contribuyen a que estos procesos sean mas
sostenibles ya que reducen tanto el uso de disolventes organicos, como el
consumo de energia y los costes del proceso derivados de la operacion, el
mantenimiento y la eliminacion de residuos. La viabilidad de una sintesis quimica
0 un proceso no depende solo del rendimiento econémico, sino que también hay
que tener en cuenta el impacto medio ambiental, el cual generalmente es
elevado en los procesos quimicos industriales. Con la finalidad de disefar
procesos mas sostenibles el término “Quimica Verde” (del inglés “Green
Chemistry”, mas comunmente denominado en Europa como Quimica
Sostenible) fue propuesto por Warner y Anastas en el afio 1998 y supone una
nueva filosofia de disefio de los procesos industriales de manera que éstos
procesos produzcan el menor impacto medioambiental posible (Anastas and

Warner 1998). Dentro de este contexto, el campo de la biotecnologia y mas
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concretamente el de la biocatalisis pueden ofrecer una gran variedad de
herramientas y alternativas que permitan que estos procedimientos industriales
se realicen de acuerdo a los 12 principios de la Quimica Verde propuestos por

ambos autores anteriormente mencionados.

1. Es mejor prevenir la produccion de residuos que tratarlos después de que
ya han sido formados. La elevada selectividad de las enzimas reduce la
aparicién de productos secundarios que puedan contaminar el producto
de interés.

2. Las sintesis deben ser disefladas para que el aprovechamiento de
sustratos sea maximo en el producto final (Eficiencia atobmica) (Anastas
and Eghbali 2010).

3. Las rutas sintéticas deben ser disefiadas para que se utilicen o produzcan
sustancias de baja toxicidad para el ser humano y el medio ambiente.

4. Los productos quimicos deben ser disefiados para que sean eficaces y
posean la menor toxicidad posible.

5. Ultilizar disolventes y cosolventes inocuos y reducir el uso de disolventes
organicos con la finalidad de disminuir el impacto que tienen estos en el
medio ambiente.

6. Los procesos sintéticos deben ser disefiados para trabajar en condiciones
de temperatura y presion similares a las ambientales para reducir asi el
impacto econémico y ambiental del proceso.

7. Materias primas utilizadas deben ser preferentemente renovables.

Las rutas de sintesis deben ser cortas y deben producir la menor cantidad
posible de productos intermedios, por lo que se deben evitar las
reacciones de proteccion y desproteccion siempre que sea posible.

9. Siempre que sea posible deben utilizarse catalizadores (enziméticos o
quimicos) en los procesos de sintesis con la finalidad de mejorar la
eficiencia del proceso.

10.Los productos obtenidos de estos procesos deben ser facilmente
degradables para evitar que se acumulen en el medio ambiente.

11.Se deben utilizar métodos analiticos durante el proceso para detectar y

controlar la produccion de elementos contaminantes.



12.Las especies quimicas involucradas en el proceso deben minimizar la
posibilidad de aparicion de accidentes quimicos tales como explosiones o
combustiones.
(Anastas and Eghbali 2010)

Al analizar la viabilidad de un proceso tanto desde el punto de vista de la
productividad como desde el punto de vista de la sostenibilidad medioambiental,
los procesos biocataliticos son procesos eficientes en los que se cumplen la
mayor parte de los principios de la “Quimica verde”. Debido a elloy a los avances
en el campo de la genética y en la ingenieria de proteinas, la aplicacion de
procesos biocataliticos ha cobrado gran importancia en los campos de la
industria quimica, sobre todo en la industria farmacéutica y en la quimica fina ya
que las propiedades de regio-, entantio- y estereoselectividad de las enzimas
simplifican la sintesis de productos de interés evitando la adicion de sucesivos
pasos de proteccion y desproteccion de grupos funcionales de los sustratos

durante la reaccion (Pollard and Woodley 2007).

Para escalar un proceso biocatalitico que compite con un proceso quimico a nivel
industrial se debe estudiar las métricas de dicho proceso, asi estas reacciones
deben poder producir una concentracion de producto similar a la alcanzada con
los procesos quimicos, generalmente de 50 a 100 g L%, lo cual favorece el
downstream del proceso. En los procesos enzimaticos industriales se suele
trabajar a escalas 15 gramos de producto por gramo de célula entera o de 1000
gramos de producto por gramo de enzima adicionada al reactor (Rozzell 1999).
Debido a ello la inmovilizacion de las enzimas en un soporte insoluble para su
posterior recuperacién y reutilizacion debe considerarse al momento de escalar
un proceso biocatalitico. Para determinar la viabilidad econémica de estos
procesos debe estudiarse el precio y la eficiencia del biocatalizador ya que estas
caracteristicas tienen un impacto directo en el precio final del producto de interés.
La viabilidad de estos procesos también depende de otros parametros del
biocatalizador como son su estabilidad en condiciones de reaccion y su

especificidad con respecto al sustrato de la reaccion (Rozzell 1999).



Las enzimas son catalizadores de origen bioldgico que han evolucionado para
realizar su funcion metabdlica dentro de la célula en la que se expresan. Debido
a ello las enzimas suelen catalizar reacciones a bajas concentraciones de
sustrato y en medio acuoso. Este hecho es una de las principales limitaciones
del escalado de los procesos biocataliticos ya que para purificar el producto de
la reaccion suele ser necesario realizar extracciones con solventes organicos o
bien eliminar el agua del medio de reaccion, aumentando asi los costes del
proceso (Woodley 2008). La ingenieria genética y la evolucién dirigida son dos
herramientas muy utiles para modificar los biocatalizadores aumentando su
estabilidad, ampliando el espectro de sustratos que puede admitir y mejorando
sus propiedades cataliticas, adecuandolas asi a la reacciéon diana en la que se
desean aplicar (Hibbert et al. 2005).

1.1.1. Procesos biocataliticos con células

Las células enteras son biocatalizadores mucho mas baratos que las enzimas
ya que en su preparacion se evitan los procesos de aislamiento y purificacion,
los cuales son las fases de mayor costo del proceso de obtencién de una enzima
pura. Ademas de ello la maquinaria metabodlica de la célula permite la
regeneracion de los cofactores in situ, evitando asi la adicion continua de
cofactores o el uso de reacciones enzimaticas acopladas destinadas a la

regeneracion de dichos cofactores.

La principal limitacién de los procesos biocataliticos empleando células enteras
es el transporte de sustratos y productos a través de la membrana celular, esta
membrana semipermeable suele limitar la difusion del sustrato desde el medio
extracelular hasta el citoplasma, donde generalmente se encuentra la enzima de
interés y a su vez esta membrana favorece la acumulacion de producto en el
citoplasma ya que evita su salida hacia el medio extracelular. Esta limitacion
compromete la productividad del proceso al compararlo con una
biotransformacién utilizando enzimas libres ya que la velocidad de estos
procesos suele ser de 1 o 2 6rdenes de magnitud mayor al de los procesos
catalizados por células enteras (Chen 2007). Ademas de ello, los problemas de

difusion del producto hacia el medio extracelular suelen asociarse a fenébmenos
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de inhibicién por la acumulacion de producto y la aparicion de reacciones
secundarias ya que tanto el sustrato como el producto estan expuestos a toda la
maquinaria metabdlica celular. Por este motivo suele ser complicado evitar estas
reacciones secundarias al trabajar con este tipo de biocatalizadores y a su vez
estas mismas reacciones pueden producir especies que resulten tdxicas para la

célula, comprometiendo asi la productividad del proceso (Lin and Tao 2017).

1.1.2. Procesos biocataliticos con enzimas libres

A partir de la década de 1960 las enzimas libres aparecen como alternativa a los
biocatalizadores celulares debido a los avances en las técnicas de purificacion y
caracterizacion de proteinas. Al trabajar con las enzimas libres se eliminan los
problemas de difusion a través de la membrana y de toxicidad para la célula tanto
por el sustrato como por el producto. Al aislar la enzima de interés se aumenta
la productividad volumétrica del proceso y se evitan reacciones secundarias
catalizadas por otros enzimas del citoplasma celular (Goldberg et al. 2007).
Finalmente, las reacciones catalizadas por enzimas libres son més faciles de
controlar ya que la velocidad de reaccion depende de las unidades de actividad
enzimatica afiadidas al medio de reaccién. En biocatélisis se suele trabajar con
lisados celulares ya que los procesos de purificacion de proteinas suelen ser

complejos y aumentan el precio del biocatalizador.

La actividad de una enzima depende de su estructura terciaria y cuaternaria, por
ello las enzimas solubles son biocatalizadores sensibles a las condiciones del
medio de reaccion. Estos biocatalizadores son relativamente inestables en las
condiciones operacionales ya que los pHs extremos o la presencia de
cosolventes pueden comprometer a su estructura tridimensional (Pollard and
Woodley 2007). La estabilidad de las enzimas puede modificarse alterando su
secuencia aminoacidica mediante procesos de ingenieria genética, modificando
guimicamente su estructura proteica y mediante su inmovilizacion en un soporte

adecuado.



1.1.3. Procesos biocataliticos con enzimas inmovilizadas

La inmovilizacion consiste en la union de las enzimas solubles a una matriz solida
e insoluble que permita su recuperacion fisica del medio de reaccion y posibilite
la reutilizacion del biocatalizador en sucesivos ciclos de reaccion. La
inmovilizacion de una enzima puede modificar su estabilidad en condiciones de
reaccion y su actividad (Mateo et al. 2007). La aplicacibn de enzimas
inmovilizadas en procesos industriales facilita el downstream del proceso,
abarata el coste derivado de la preparacion de nuevo biocatalizador en cada
reaccion y permite disminuir el riesgo de contaminacién del producto con el
biocatalizador, importante en el campo de la industria farmacéutica y/o
alimentaria (Sheldon and van Pelt 2013). Este tipo de interaccion puede
estabilizar el biocatalizador protegiéndolo frente a los procesos de agregacion,

protedlisis y desnaturalizacion en interfases hidrofébicas.

Los métodos de inmovilizacién pueden clasificarse segun el tipo de interaccion
que se forma entre las enzimas y el soporte como métodos fisicos y métodos
quimicos. (Figura 1.1.) Los métodos fisicos son aquellos en los que la enzima
queda retenida fisicamente dentro de una matriz y segun el tipo de retencion
fisica pueden clasificarse como procesos de encapsulamiento o de
atrapamiento. La inmovilizacidon de enzimas por encapsulacion es aquella en la
que la matriz rodea y encapsula a las moléculas de enzima soluble y la
inmovilizacion por atrapamiento es aquella en la que las moléculas de enzima
guedan retenidas dentro de la estructura tridimensional de la matriz del soporte
(Bezerra et al. 2015).

Los métodos quimicos son aquellos en los que existe algun tipo de enlace
guimico que mantiene unidos el enzima y el soporte. Dentro de estos métodos
se encuentran los fendmenos de adsorcidn, la formacion de enlaces covalentes
y las interacciones mediante afinidad (Sheldon and van Pelt 2013). La
inmovilizacion por adsorcion se caracteriza porque la union entre la enzima y la
superficie del soporte esta mediada por enlaces débiles y reversibles (puentes
de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, interacciones ioénicas, hidrofébicas e

hidrofilicas). Sin embargo la enzima puede desorberse facilmente del soporte en



condiciones de reaccion ya que el enlace que se forma es no covalente (Spahn
and Minteer 2008). La inmovilizacion por afinidad es un subtipo de enlace por
adsorcion en la cual existe una biocompatibilidad entre un ligando en la superficie
de la enzima y del soporte, generando entre ellos una unién especifica. Existen
distintos tipos de interaccion por afinidad siendo los mas habituales la afinidad
antigeno-anticuerpo y cola de histidina-metal quelado. La cola de histidina es
una secuencia de varias histidinas que se afiade a proteinas recombinantes con
la finalidad de facilitar sus procesos de purificacion e inmovilizacién ya que las
resinas funcionalizadas con metal quelado presentan elevada afinidad por este
ligando. La inmovilizacién por colas de histidina tiene como principal ventaja
frente a la inmovilizacion por adsorcion que la union entre la enzima y el soporte
es muy especifica, por lo que solo se unen estas proteinas a la resina de metal

quelado, permitiendo asi purificar el biocatalizador (Ardao et al. 2006).

Por su parte la inmovilizacion mediante formacion de enlaces covalentes se
produce tras una reaccién quimica ente los grupos funcionales de la superficie
de la enzima y los grupos quimicos de la superficie del soporte, generando asi
una unién mas fuerte que impide la desorcion de la enzima durante la reaccion.
La enzima inmovilizada presenta una estructura mas rigida que la de la enzima
soluble, lo que puede impedir la desnaturalizacion de la proteina. Este tipo de
inmovilizacién genera una unibn mas estable que en la inmovilizacién por
afinidad, sin embargo la enzima puede perder parte de su actividad durante el

proceso de inmovilizacién (Novick and Rozzell 2005).

Existen gran variedad de soportes destinados a la inmovilizacion de enzimas,
dichos soportes pueden ser de distinta naturaleza quimica y presentar diferentes
propiedades fisicas. Para seleccionar un soporte adecuado para inmovilizar una
enzima hay que estudiar los aminoacidos que se encuentran en la superficie de
la enzima, los posibles métodos de inmovilizacion, la posibilidad de utilizar una
molécula espaciadora entre enzima y soporte y las propiedades fisicas tanto del
enzima como del soporte (Sirisha, Jain, and Jain 2016). Sin embargo, no existen
reglas fijas para inmovilizar enzimas y hay que probar distintos métodos para

inmovilizar una enzima.



Los distintos tipos de soportes pueden ser clasificados segun diversos criterios.
Siguiendo el tamafio de particula los soportes pueden ser macroparticulas,
generalmente de un material polimérico mesoporoso sobre el cual se inmovilizan
las enzimas, o nanoparticulas, las cuales debido a su tamafio presentan
movimiento Browniano, lo cual permite que las enzimas inmovilizadas en este
tipo de soporte tengan un comportamiento similar a las enzimas solubles. A su
vez en funcidon de la naturaleza del soporte existen soportes organicos e
inorganicos. Dentro de los soportes organicos encontramos los polimeros
naturales (la agarosa, la quitina, el alginato o los carragenanos) (Bezerra et al.
2015) o los polimeros sintéticos como son los soportes de la familia Eupergit
(Boller, Meier, and Menzler 2002). Los soportes inorganicos generalmente son
oxidos o minerales con distintas propiedades (silica, zirconio, titanio, 6éxido de
hierro) (Sigyn et al. 2018). Dentro de los soportes inorganicos son de particular
interés las nanoparticulas magnéticas ya que permiten recuperar el
nanobiocatalizador utilizando un campo magnético. Esta propiedad representa
una ventaja frente al resto de nanoparticulas, ya que requieren de largos
procesos de centrifugacion para recuperar el derivado inmovilizado debido a que

forman suspensiones de estabilidad muy elevada (Ahmad and Sardar 2015).

Un tipo especial de inmovilizacién en la cual no se requiere un soporte solido es
el entrecruzamiento de enzimas (CLE). Para preparar estos CLE se utilizan
reactivos bifuncionales que realizan el entrecruzamiento de las moléculas de
enzima agregadas (CLEA) (Velasco-Lozano et al. 2016) o cristalizadas (CLEC)
(Roy and Abraham 2004). Estos CLE son biocatalizadores més baratos ya que
no requieren del empleo de soportes en su preparacion, lo que aumenta la
concentracion volumétrica del biocatalizador. Sin embargo la principal
desventaja de estos derivados es que poseen baja estabilidad mecanica (Cui
and Jia 2015; Margolin and Navia 2001).
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Figura 1.1. Métodos empleados en lainmovilizacion de enzimas.

Existen distintos métodos de inmovilizacion y diferentes tipos de soporte por lo
que debe seleccionarse un protocolo de inmovilizacion adecuado para cada
enzima especifica. Para determinar la idoneidad el protocolo de inmovilizacion
se deben determinar el rendimiento de inmovilizacién, la actividad retenida y la
eficiencia de la inmovilizaciéon (Sheldon and van Pelt 2013). El rendimiento de
inmovilizacion se define como el porcentaje de unidades de enzima
inmovilizadas con respecto a las ofrecidas al soporte. Para determinar la
actividad inmovilizada se debe realizar la diferencia entre la actividad ofrecida al

soporte y la actividad que queda en el sobrenadante al final de la inmovilizacion.

L. i L Actividad inmovilizada
Rendimiento de inmovilizacion (%) = Actividad ofrocida %X 100

La actividad retenida expresa el porcentaje de las unidades medidas en el
derivado con respecto a la actividad ofrecida al soporte. La actividad del derivado
puede determinarse de dos formas, la primera es realizando la diferencia entre
la actividad medida en la suspensién y la actividad medida en el sobrenadante

al final de la inmovilizacion y la segunda es lavando el derivado para eliminar
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toda la enzima que no se ha inmovilizado y determinar la actividad de dicho

derivado tras el lavado.

Actividad del derivado

Actividad retenida (%) = Actividad ofrecida x 100

Finalmente, la eficiencia de inmovilizacion expresa el porcentaje de las unidades
de actividad medidas en el derivado con respecto a las unidades inmovilizadas.
Por lo tanto, la eficiencia expresa la desactivacion de la enzima durante la
inmovilizacion.

Actividad del derivado

Eficiencia de inmovilizacién (%) = Actividad inmovilizada x 100

1.1.4. Expresion de enzimas recombinantes

Para realizar estos procesos biocataliticos se requiere de la produccion de
cantidades elevadas de enzima. La biologia molecular permite clonar las
enzimas recombinantes en sistemas de expresion adecuados con la finalidad de
sobreexpresar dicho enzima. Las enzimas recombinantes pueden expresarse
tanto en células procariota como en células eucariotas y la seleccion del sistema

de expresion adecuado depende del tamafio y complejidad de dichas enzimas.

La expresion de proteinas recombinantes en bacterias no permite la produccion
de proteinas de peso molecular muy elevado o que requieran de sistemas de
glicosilacién. Sin embargo, las bacterias son sistemas de expresion sencillos,
con elevada velocidad de crecimiento y que permiten alcanzar una
sobreexpresion de la enzima de interés de hasta el 50% del contenido proteico
total de la célula (Liu et al. 2013). Dentro de los sistemas de expresion
bacterianos E. coli es el mas estudiado y el mas utilizado en la produccion de

proteinas recombinantes.
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1.1.5. Procesos biocataliticos multienzimaticos

Las rutas sintéticas en el campo de la quimica organica suelen estar compuestas
por sucesivos pasos de reaccion caracterizados cada uno de ellos por procesos
de proteccion, desproteccion y activacion de grupos funcionales segun la
reaccion diana en cada paso. Posteriormente debe realizarse la purificacion del
producto para utilizarlo en cada nuevo paso sintético. Las reacciones en cascada
surgen como una herramienta en el campo de la biocatalisis en la cual se acoplan
sucesivas reacciones enzimaticas para producir un producto de interés (Filice
and Palomo 2014). Las reacciones en cascada reducen el tiempo y el precio
global del proceso, facilitan la recuperacion del producto al final de la reaccion y
ademas pueden utilizarse tanto para desplazar equilibrios de reaccion hacia la
apariciéon de productos de interés como para eliminar subproductos derivados de
la reaccidén. Estas estrategias se basan en la especificidad que tienen las

diferentes enzimas por sus sustratos.

En las reacciones en cascada suelen aparecer problemas de compatibilidad
entre las diferentes enzimas del sistema o de inactivacion mutua entre ellas. Para
solucionar este problema diversas estrategias han sido disefiadas, como pueden
ser separar la reaccion en cascada en reactores separados, inmovilizar los
biocatalizadores (PeSi¢ et al. 2013), crear reactores multienzimaticos
encapsulados (Van Dongen et al. 2009; Tanner et al. 2011) o co-inmovilizar las
enzimas en un mismo soporte (Rocha-Martin et al. 2012; Schoffelen and Van
Hest 2013).

1.2. D-fagomina

Los iminociclitoles son una familia de moléculas compuestas por pirrolidinas y
piperidinas polihidroxiladas, las cuales actian como inhibidores de glicosidasas
y glicosiltransferasas debido a que estructuralmente son analogos de diferentes
monosacaridos, pero presentan un atomo de nitrdgeno en lugar de un atomo de
oxigeno en su anillo (Sugiyama et al. 2007). (Figura 1.2.) Estas caracteristicas
hacen de los iminociclitoles un interesante componente para alimentos

funcionales y una posible molécula activa para tratar trastornos derivados de la
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ingesta elevada de carbohidratos de digestion rapida tales como la obesidad o
la diabetes (Amézqueta and Torres 2016). Estos compuestos también tienen
posibles aplicaciones en el tratamiento de diversos tipos de cancer, infecciones

virales y desordenes lisosomales (Sugiyama et al. 2007).

OH

\ \\\\\\O H

OH

N
H

Figura 1.2. Estructura de la 1,2-dideoxinojirimicina (D-fagomina).

La D-fagomina (1,2-dideoxinojirimicina) es un compuesto de la familia de los
iminociclitoles ampliamente estudiado tanto por sus posibles aplicaciones como
agente antibacteriano y como agente protector frente a la ingesta elevada de
carbohidratos de digestion rapida (Gémez et al. 2012). La D-fagomina se
encuentra en las hojas del moral (Morus alba) y en las raices de cauqui (Lycium
chinese) pero fue aislada por primera vez en 1974 de las semillas del alforfon o
trigo sarraceno (Fagopyrum sculentum) (Koyama, Koyama, and Sakamura
1974).

1.2.1. Sintesis de la D-fagomina

Al estar presente en las semillas del alforfén, la D-fagomina es el Unico de los
iminociclitoles que se encuentra presente en la dieta de ciertas poblaciones
humanas, pero debido a sus posibles aplicaciones terapéuticas y alimentarias se
han propuesto diversas rutas sintéticas para la obtencion de dicho compuesto. A
partir de la retrosintesis de la D-fagomina y otros iminociclitoles se han disefiado
diferentes rutas sintéticas de estos compuestos partiendo de sustratos de distinta
naturaleza. Existen trabajos publicado sobre la sintesis quimica de la D-fagomina
partiendo de la D-serina (Banba et al. 2001; Takahata et al. 2003), de amino-
alcoholes (Kim et al. 2011), del disiloxano (Kundu and Ghosh 2011), de

derivados de hidratos de carbono (Kallam et al. 2016; Kumari, Reddy, and
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Vankar 2009; Min et al. 2013) y de hidrocarburos de distinta naturaleza (Bartali
et al. 2009; Corkran et al. 2013; Soriano et al. 2016; Takahata et al. 2004). La
sintesis quimica clasica de la D-fagomina empleando estas estrategias se
caracteriza por la necesidad de realizar sucesivos pasos de proteccidon y
desproteccion de grupos funcionales, por la utilizacion de catalizadores
metalicos, por los bajos rendimientos de producto y por la elevada cantidad de

impurezas y productos secundarios que se obtienen en los procesos.

Ademas de estos procesos quimicos se han descrito varias rutas sintéticas en
las que se aplica al menos un proceso biocatalitico para la sintesis de este
compuesto. Un ejemplo de estos procesos es la aplicacion de la lipasa Cal B en
la sintesis de D-fagomina partiendo de la &-valerolactama (Bartali et al. 2010).
Esta enzima se emplea para realizar la resolucion enantiomérica de una lactona
intermedia mediante la esterificacion selectiva del isomero “R” con la finalidad de
obtener un producto enantioméricamente puro. Otros procesos biocataliticos
empleados para la sintesis de la D-fagomina y otros iminociclitoles emplean
reacciones en cascada utilizando aldolasas como biocatalizador célular (Wei et
al. 2015) o enzimas libres (Babich et al. 2011). Las aldolasas son un ejemplo de
enzimas que se han utilizado en la sintesis de los iminociclitoles con la finalidad
de obtener un producto enantioméricamente puro y con elevada eficiencia

atomica (Clapés et al. 2010).

1.2.2. Sintesis quimio-enzimatica de iminociclitoles

Los iminociclitoles, entre ellos la D-fagomina, pueden obtenerse mediante la
aminacién reductora de aminopolioles empleando catalizadores H2, Pd/C. Los
distintos iminociclitoles se producen a partir de aminopolioles con diferentes
configuraciones estereogénicas, los cuales se producen mediante la adicion
alddlica de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) o la dihidroxiacetona (DHA) a
distintos aminoaldehidos por parte de las cuatro aldolasas dependientes de
DHAP y/o la FSA (Espelt et al. 2003). El grupo amino del sustrato debe ser
protegido con un grupo Cbz con la finalidad de evitar la ciclacion espontanea

entre el grupo amino y el grupo aldehido del aminopoliol que se forma.
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1.2.2.1. Aldolasas

Las aldolasas son una familia de enzimas del grupo de las liasas que catalizan
la adicion de un sustrato nucleofilo o donador, el cual generalmente es una
cetona, a un aldehido electrofilo denominado aceptor. Durante esta reaccion
generan dos nuevos centros estereogénicos, por lo que pueden producirse
cuatro diestereoisomeros diferentes. Esta capacidad de las aldolasas de
catalizar la formacion de un enlace C-C con elevada estereoselectividad las ha
convertido en una herramienta de elevado interés en el campo de la quimica
organica (Dean, Greenberg, and Wong 2007). Las diferentes aldolasas se
dividen en dos grupos en funcién de su mecanismo de accion. Las aldolasas de
clase | se caracterizan por poseer un residuo conservado de lisina en el centro
activo de todas ellas. Estas enzimas forman una base de Schiff entre el grupo
amino de la lisina de su centro activo y el sustrato donador. Esta base de Schiff
se mantiene en equilibrio con su tautomero enamina, el cual realizara con
elevada selectividad el ataque nucleofilico sobre la molécula del aldehido
aceptor generando asi el producto de la reaccion. (Figura 1.3.) Finalmente el
producto se libera del centro activo de la enzima al hidrolizarse la imina formada

con el residuo de lisina (Willson 1995).
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Figura 1.3. Mecanismo de accion de las aldolasas clase I.(Willson 1995)
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Las aldolasas clase Il poseen un mecanismo de accion mediado por un catién
metalico (generalmente Zn?*, Co?* o Fe?*) que se une al centro activo de la
enzima a través de residuos de histidina. Este metal quelado actia como un
acido de Lewis activando el compuesto donador para que pueda realizar el
ataque nucleofilico sobre el aldehido (Dean et al. 2007). (Figura 1.4.)
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Figura 1.4. Mecanismo de accion de las aldolasas clase II. (Dean et al. 2007)

Las aldolasas son enzimas muy especificas en cuanto al sustrato nucledfilo o
donador que reconocen. Siguiendo este criterio existen aldolasas dependientes
de piruvato/2-oxo-butirato, dependientes de glicina/alanina, dependientes de

acetaldehido y dependientes de dihidroxiacetona fosfato (DHAP).

Las aldolasas dependientes de piruvato por lo general poseen un mecanismo de
accion de clase | y catalizan la adicion reversible del piruvato a distintas

variedades de aldehidos polihidroxilados dando como producto a-oxoécidos.
Por su parte las aldolasas dependientes de glicina poseen un mecanismo de

accion diferente al de las demas aldolasas ya que son liasas dependientes de

piridoxal-5"-fosfato (PLP). La 2-desoxi-D-ribosa-5-fosfato aldolasa o DERA es la
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enzima que cataliza la adicion reversible del acetaldehido al D-gliceraldehido-3-

fosfato dando como producto la 2-desoxi-D-ribosa-5-fosfato.

Finalmente, las aldolasas dependientes de DHAP catalizan la adicion del DHAP
a una gran variedad de aldehidos aceptores generando 2 nuevos
estereocentros. La estereoquimica del producto final puede controlarse
seleccionando una de las cuatro enzimas dependientes de DHAP conocidas ya
que cada una de ellas cataliza la produccién de un estereoisémero diferente

debido a su elevada estereoselectividad (Clapés et al. 2010).

Dentro de las aldolasas dependientes de DHAP la fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa (FruA. EC 4.1.2.13) de E. coli es una aldolasa en forma de dimero,
forma habitual en las aldolasas de clase I, que acepta un rango de aldehidos
aceptores similar a la aldolasa de musculo de conejo (RAMA), pero es mas
estable que esta. Por lo contrario, la FruA de Staphylococcus carnosus es una
aldolasa de clase | en forma de monomero. Esta enzima realiza la adicion
aldolica dando como producto el estereoisomero con configuracion 3S,4R. Las
otras tres aldolasas dependientes de DHAP son la L-ramnulosa-1-fosfato
aldolasa (RhuA, EC 4.1.2.19) que produce el estereocisbmero 3R,4S; la L-
fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA, EC 4.1.2.17) que produce el estereoisémero
3R,4R y la tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa (TagA, EC 4.1.2.2) que tiene
preferencia por la configuracion 3S,4S (Samland and Sprenger 2006). (Figura
1.5)

Las aldolasas dependientes de DHAP presentan elevada especificidad por su
sustrato donador, el DHAP. Este sustrato fosforilado es mas caro y mas inestable
gue la DHA sin fosforilar y al partir desde este sustrato suele ser necesario afiadir
un paso final de defosforilizacion del producto final de la reaccion. Con la
finalidad de sustituir el uso de la DHAP por la DHA se han realizado estudios
ofreciendo la DHA como sustrato donador en las reacciones catalizadas por
aldolasas dependientes de DHAP en distintas condiciones, descubriendo asi que
la TagA y la RhuA pueden aceptar la DHA en presencia de arseniato, ya que se
forma un éster reversible que actia como un éster mimico del DHAP en el sitio

donde la enzima reconoce el grupo fosfato (Drueckhammer et al. 1989). Debido
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a la elevadatoxicidad del arseniato se han estudiado otros posibles compuestos
que sean capaces de formar un éster mimico del fosfato que pueda ser
reconocido por estas enzimas y asi se observo la RhuA también acepta la DHA
en presencia de borato (Sugiyama et al. 2006). Al realizar un cambio de la
asparagina 29 del sitio de reconocimiento del fosfato de la RhuA por un acido
aspartico se ha observado que tanto esta variedad mutante como la enzima wild
type son capaces de utilizar la DHA como sustrato donador sin necesidad de
afadir borato al medio, aunque la velocidad inicial de reaccién y el rendimiento

aumentan en presencia borato (Garrabou et al. 2011).
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Figura 1.5. Esquema de las reacciones de las DHAP aldolasas. (Clapés et al. 2010)

En el afio 2001 se descubrio una enzima dependiente de DHA que surgié como
una nueva herramienta para sintetizar aminopolioles partiendo de la
dihidroxiacetona sin fosforilar, esta enzima es la fructosa-6-fosfato aldolasa de
E. coli (FSA, EC 4.1.2.-). Esta caracteristica de aceptar a la DHA permite
prescindir de los pasos finales de eliminacién del fosfato del producto de la

reaccion (Schirmann and Sprenger 2001). Esta enzima es una aldolasa de clase
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| y se presenta como un homodecamero compuesto por monémeros con una
secuencia de 220 aminoacidos y con un peso molecular de 22,99 kDa por
monomero (Thorell et al. 2002). La estructura y la secuencia aminoacidica de la
FSA es més similar a la de las transaldolasas que a la de las aldolasas
dependientes de DHAP (Sautner et al. 2015; Schneider et al. 2008). La FSA es
una importante herramienta en el campo de la sintesis quimica para la formacion
de enlaces C-C, ya que esta enzima, a diferencia de las aldolasas dependientes
de DHAP, puede aceptar distintos sustratos donadores como son la
hidroxiacetona, la 1-hidroxi-2-butanona y el glicolaldehido (Concia et al. 2009;
Garrabou et al. 2009; Schirmann, Schirmann, and Sprenger 2002). La
estereoquimica de esta enzima es 3S,4R como se observa en la figura 1.6.; la
misma que la de la FruA. Asi, gracias a sus caracteristicas Unicas esta enzima
ha sido empleada en la sintesis de diversos compuestos polihidroxilados entre
los cuales se encuentran diversos hidratos de carbono, nitrociclitoles y los
propios iminociclitoles (Camps Bres et al. 2013; Concia et al. 2009; Fessner,
Heyl, and Rale 2012; Sdnchez-Moreno et al. 2012).

FSA

0O OH

R

Figura 1.6. Esquema de la reaccién de adicion alddlica catalizada por la FSA.

Para catalizar reacciones de interés industrial la enzima no solo debe ser
estereoselectiva, sino que ademas debe ser capaz de aceptar distintos sustratos
no naturales y mantener su eficiencia catalitica. Con el objetivo de mejorar sus
capacidades cataliticas y aumentar su promiscuidad de sustratos, la FSA ha sido
modificada genéticamente, produciendo asi diversas variedades mutantes con
posibles aplicaciones industriales (Soler et al. 2015; Szekrenyi et al. 2014, 2015).

Una variedad mutante de particular interés en la sintesis de compuestos
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polihidroxilados es la FSA A129S, la cual resulté ser 17 veces mas eficiente en
la reaccion que la FSA wild type al utilizar la DHA como sustrato donador de la
adicion aldolica, manteniendo la estereoselectividad 3S,4R (Castillo et al. 2010).
A partir de esta mutante se desarrollé otra variante con dos mutaciones, la FSA
A129S/A165G, la cual ha demostrado tener mejores propiedades cataliticas que
la FSA wild type al trabajar con aminoaldehidos protegidos con grupos

carboxibencil (Cbz) como sustratos aceptores (Gutierrez et al. 2011).

La D-fagomina se forma mediante la ciclacion y reduccion del (3S,4R)-6-
[(benciloxicarbonil)amino]-5,6-dideoxihex-2-ulosa (pre-D-fagomina), la cual se
forma a partir de la adicion de la DHA al 3-[(benciloxicarbonil)amino]
propionaldehido (B-CHO) catalizada por la FSA (Castillo et al. 2006). Esta
reaccion ha sido descrita en la literatura y se ha propuesto un modelo matematico
de la misma empleando como biocatalizador la FSA A129S vy la variedad con
doble mutacién, FSA A129S/A165G (Sudar et al. 2013b). Se estudio la sintesis
de la pre-D-fagomina en reactor en “batch” y en un reactor de membrana de
ultrafiltracién, en el cual se trabajoé en continuo. Ambas enzimas demostraron
tener buena estabilidad en el reactor en “batch”, pero baja en el reactor de
membrana. Al comparar la reaccién de ambas enzimas en el reactor en “batch”
en tampon TEA HCI 50 mM a pH 7,5, 25°C, 1000 rpm y 10% etil acetato se
observo que la enzima doble mutante era méas estable al tener una constante de
desactivacion (Kd) de 0,012 h! frente a la Kd de 0,079 h! de la FSA A129S. Sin
embargo, se requirié de aproximadamente el doble de FSA A129S/A165G (4 mg
mL-1) para alcanzar conversiones similares a 2,3 mg mL* FSA A129S en las
mismas condiciones de reaccion. (Cgcio= 75 mM, Cpnua= 100 mM, en un
volumen de reactor de 1 mL) En esta tesis se seleccioné a la FSA A129S como

el biocatalizador utilizado para la reaccion de adicion de la DHA al B-CHO.

1.2.3. Sintesis de aminoaldehidos

Por su parte los aldehidos son compuestos muy reactivos ya que son electroéfilos
fuertes, por lo que pueden reaccionar con compuestos del medio de reaccion,
pueden polimerizar y/o oxidarse para dar &cidos carboxilicos, los cuales no
pueden actuar como aceptores en la adicién alddlica. Debido a su elevada
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reactividad, la presencia de elevadas concentraciones de aldehido pueden
compremeter el rendimiento de la sintesis de pre-D-fagomiona, no solo por las
posibles reacciones secundarias derivadas de él, sino que ademas este aldehido
puede reaccionar con el grupo amino de la lisina del centro activo de la FSA,
inhibiendo la enzima (Mifsud et al. 2012). Con objeto de evitar la presencia de
una elevada concentracion de aldehido una alternativa es acoplar la adicion
alddlica a la oxidacion enzimatica del N-Cbz-3-aminopropanol (3-OH) con la
finalidad de producir in situ el B-CHO y asi evitar su presencia en elevadas

concentraciones en el medio de reaccion.

La sintesis quimica del B-CHO se realiza incubando el 3-aminopropanol con N-
(benciloxicarboniloxi)succinimida con la finalidad de realizar la proteccion del
grupo amino y posteriormente se realiza la oxidacion del alcohol mediante la
oxidacion de Swern o utilizando el acido 2-iodoxibenzoico (IBX), obteniendo en
ambos casos un rendimiento de aldehido mayor al 90% (Espelt et al. 2003). La
oxidacion enzimética de alcoholes para la obtencién de aldehidos ha sido
estudiada en varios trabajo publicados. Uno de ellos compar6 la oxidacién el
alcohol furfurilico utilizando tres diferentes sistemas enzimaticos, el sistema
lacasa/O2/2,2,6,6-tetrametil piperidina-N-oxil (TEMPO), la alcohol oxidasa y la
cloroperoxidasa (Mifsud et al. 2012). Este trabajo determiné que el mayor
rendimiento se alcanzaba con el sistema lacasa/TEMPO y con la alcohol
oxidasa, por lo que se acoplaron estos dos sistemas a la adicion de la
hidroxiacetona al furfuraldehido catalizado por la FSA A129S.Tambien se acoplo
la oxidacion del N-Cbz-2-aminoetanol catalizada por el sistema lacasa/TEMPO
a la adicién de la hidroxiacetona al N-Cbz-glicinal formado in situ catalizada por
la FSA para obtener el aducto alddlico que es precursor del 1,4,5-trideoxi-1,4-
imino-D-arabinitol. En este caso la FSA A129S/A165G fue seleccionado como el

biocatalizador adecuado para esta reaccion.

En la literatura ha sido descrito un sistema multienziméatico disefiado para
realizar la sintesis de pre-D-fagomina partiendo de B-OH. Este sistema esta
compuesto por tres enzimas, la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo
que cataliza la oxidacion del B-OH a B-CHO, la FSA A129S que cataliza la
adicion alddlica de la DHA al B-CHO para obtener el producto de interés y la
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NADH oxidasa (NOX) que realiza la regeneracion del cofactor de la ADH (Sudar
et al. 2015). Este sistema consiguié un rendimiento maximo de pre-D-fagomina
del 79%, detectando que un 10% del B-CHO fue nuevamente oxidado por la

alcohol deshidrogenasa.

1.2.3.1. Cloroperoxidasa (CPO)

La CPO es una hemoproteina de la familia de las peroxidasas que fue aislada
por primera vez en el hongo filamentoso Caldariomyces fumago en 1961 (Shaw
and Hager 1961). Esta glicoproteina es un monémero con un peso molecular de
42 kDa y con un contenido de carbohidratos del 30%. La composicion de los
hidratos de carbono varia segun la fuente de carbono utilizada en el crecimiento
del hongo filamentoso (Pickard and Hashimoto 1988). Esta enzima posee 299
aminodacidos en su estructura y posee una elevada proporcion de acido aspartico
y glutdmico en su secuencia, por lo que su punto isoeléctrico es bajo, en torno a
4,0. La actividad de la CPO varia en funciéon del pH en el que se encuentre la
enzima, asi en valores de pH menores a 4,0 la CPO cataliza la reaccién de
adicion de aniones halégenos (CI Br e I') a hidrocarburos insaturados, mientras
que al trabajar en valores de pH entre 4,0 y 7,0 la enzima cataliza la oxidacion
de los sustratos en presencia de peréxidos. Ademas, la CPO también puede
actuar como una catalasa descomponiendo el peréxido de hidrogeno en agua y
O2 (Thomas and Morris 1970). EI mecanismo de oxidacion de la CPO es un
mecanismo radicalario mediado por el hierro del grupo hemo de la enzima tal y
como se observa en la figura 1.7. Asi el peroxido llega al centro activo y activa
la enzima cediendo dos electrones al atomo de hierro y liberdndose una molécula
de agua al medio. Una vez activada la CPO el sustrato entra al centro activo de
la enzima y el hierro cede primero uno de sus electrones formando radical libre
y un proton para que seguidamente el hierro ceda un segundo electron al
sustrato y se libre un hidroxilo al medio junto con el producto de la oxidacién
(Colonna et al. 1999).
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Figura 1.7. Mecanismo de oxidacion de la CPO.

La CPO es una enzima muy versatil que ha sido utilizada en la oxidacién y
halogenaciéon de diversas moléculas organicas. Entre estas moléculas destaca
la aplicacion de la CPO en la oxidacién de aminoalcoholes para la obtencién de
aminoaldehidos que puedan ser utilizados como sustratos de la FSA. La
oxidacion de N-Chz-etanolamina por parte de la CPO para obtener N-Cbz-
glicinal alcanz6 rendimientos de hasta el 45% tras probarse distintas condiciones
de reaccion, variando parametros tales como adicion de pulsos de CPO,
implementacion de sistemas bifasicos, el uso de cosolventes o la variacion de
temperatura (Pe$ié, Lépez, and Alvaro 2012). Los principales problemas
detectados para esta reaccion fueron la baja estabilidad de la enzima durante la
reaccion y la oxidacion del N-Cbz-glicinal a N-Cbz-glicina. Un estudio mas amplio
sobre la oxidacion enzimatica de aminoalcoholes catalizada por la CPO
determind que la enzima reconoce como sustratos las configuraciones de a- a
€-aminoalcoholes, pero la velocidad inicial de reaccion es menor cuanto mayor
es la distancia entre el grupo hidroxilo y el grupo amino de la molécula. Ademas

de ello este trabajo determind que al utilizar como sustratos a aminoalcoholes
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gue poseen grupos protectores Cbz y fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) unidos a
sus grupos amino tienen una velocidad inicial de oxidacidbn menor y alcanzan
menores rendimientos de reaccidon que cuando los aminoalcoholes se
encuentran libres (Masdeu et al. 2016). Dentro de los aminoalcoholes estudiados
en este trabajo se encuentra el N-Chz-3-aminopropanol (3-OH) y se observo que
se alcanzan mayores conversiones de aminoalcohol al utilizar como oxidante el
tert-butilhidroperoxido (t-BUOOH) en vez del peroxido de hidrogeno, sin
embargo, la enzima es menos estable en estas condiciones. Finalmente, este
trabajo propuso un esquema de reaccion para la oxidacion del B-OH catalizada
por la CPO, incluyendo las reacciones secundarias producidas entre el N-Chz-
3-aminopropanal (B-CHO) y los dos peroxidos estudiados, como se ve en la

figura 1.8.
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Figura 1.8. Esquema de la oxidacion del N-Cbz-3-aminopropanol catalizada por la CPO con la

adicion de peroxido (H202/t-BuOOH). Esta reproducido de la literatura (Masdeu et al. 2016).
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1.2.4. Modelo matematico de lareacciéon acoplada de sintesis de

pre-D-fagomina

En esta tesis se ha propuesto un sistema multienzimatico analogo para la
sintesis de pre-D-fagomina en el que se acopla la oxidacion del 3-OH por parte
de la cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago (CPO, EC 1.11.1.10) a la
sintesis de pre-D-fagomina catalizada por la FSA A129S. Este sistema no
requiere de enzimas auxiliares para regenerar cofactores ya que la CPO es una
enzima que no requiere de ellos para realizar la reaccion de oxidacion del
aminoalcohol. Asi, al acoplar estas dos reacciones se produce el 3-CHO in situ
para su inmediata utilizacion en la sintesis de pre-D-fagomina, evitando asi la
acumulacion de productos intermedios de la reaccion. Este sistema acoplado
presenta la ventaja de partir del 3-OH que es un sustrato mucho mas barato que
el B-CHO y no requiere de la presencia de cofactores que aumenten el costo del

proceso. (Figura 1.9.)

(0]

Cbz o /\/K
N /\/\ D ——— Cbz\ > Cbz
N OH  H,0,/+-BuOOH O H,0,/-BuOOH \H OH
HO\)l\/OH FsA

\\\\\\
H2 Pd/C, 50 psi
Cbz\

Figura 1.9. Sistema multienzimatico propuesto para la sintesis de la D-fagomina.

Ollln

La sintesis de pre-D-fagomina utilizando el sistema multienzimatico propuesto
por nuestro grupo ha sido estudiado y se ha elaborado un modelo cinético que
predice con gran exactitud el curso de la reaccion acoplada (Masdeu 2017). Para
la elaboracién de este modelo matematico se estudio primero la oxidacion del 3-
OH catalizada por la CPO y la adicion de la DHA al B-CHO catalizada por la FSA
por separado, con la finalidad de seleccionar unas condiciones 6ptimas para

cada una de las reacciones individuales. Una vez optimizadas ambas reacciones
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se procedid a estudiar el acoplamiento de ambas enzimas con la finalidad de
determinar todas las posibles interacciones que pudieran producir entre ambos

sistemas.

Al estudiar la reaccion acoplada de ambas enzimas se detectaron varios
problemas en el sistema. El primer problema que se detecto fue que la CPO no
solo oxidaba el B-OH a B-CHO, sino que también oxidaba el aldehido hasta dar
el correspondiente acido carboxilico, el cual se acumulaba en el medio como un
producto secundario de la reaccion. Ademas, se observo que la actividad de la
FSA disminuia rapidamente al incubarla en presencia de la CPO y el t-BuOOH,
por lo cual se postulé que la CPO y el oxidante reaccionaban produciendo una
especie que desactivaba a la aldolasa. Debido a la desactivacion de la FSA se
detect6 que el B-CHO se acumulaba en el medio de reaccion.

Una vez estudiadas todas las variables del sistema acoplado se valido el modelo,
comprobando asi que predecia con gran exactitud los resultados experimentales
de la sintesis de pre-D-fagomina. Finalmente, dicho modelo propuso unas
condiciones optimas de reaccién, con las que se podia alcanzar un rendimiento

maximo de pre-D-fagomina del 14,6%.
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2. Objetivos

29






. Producir y purificar la FSA A129S para realizar el estudio de su

inmovilizacién.

. Realizar la inmovilizacion de la FSA en distintos soportes y
seleccionar el derivado mas adecuado para catalizar la adicién de la
dihidroxiacetona al N-Cbz-aminopropanal.

. Realizar lainmovilizacién de la CPO en distintos soportes.

. Co-inmovilizacion de la FSA y la CPO.

. Realizar la sintesis de la Cbz-pre-D-fagomina catalizada por los

derivados co-inmovilizados de la FSA y la CPO.
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3. Materiales y métodos
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3.1. Materiales

La CPO de Caldariomyces fumago fue comprada a Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA) en forma de solucién de enzima pura (>10000 U mL™) y con una actividad
especifica de 1400 U mg™ de enzima. La FSA A129S fue expresada en una cepa
de E. coli BL21(DE3) que contenia el plasmido pET22-fsaA129S siguiendo los
procedimientos previamente publicados (Calleja et al. 2015). Esta cepa fue
proporcionada generosamente por el Dr. Clapés del grupo de investigacion
Biotransformacién y moléculas bioactivas (IQAC-CSIC, Barcelona). La actividad
especifica de la enzima tras su purificacion fue de 15,0 U mg? FSA. N-(3-
dimetilaminopropil)-N*-etilcarbodiimida (EDAC), a-Glicerofosfato
deshidrogenasa—Triosafosfato isomerasa (GPD-TPI), fructosa-6-fosfato (F6P),
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), terc-butilhidroperéxido (t-BuOOH),
3-[(Bencill oxicarbonil)amino]propionaldehido (B-CHO) y 3-
[(Benciloxicarbonil)amino]-3-aminopropanol (B-OH) fueron proporcionadas por
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). El Nicotin adenin dinucle6tido (NADH) fue
comprado a BONTAC Bio-engineering (Shenzhen, China). Los geles de agarosa
entrecruzada 4 BCL, monoaminoetil-N-aminoetil agarosa (MANA-agarosa) y la
sefarosa “high density metal free” fueron comprados a ABT-beads (Torrejon de
Arddz, Espafia). La dihidroxiacetona (DHA) fue proporcionada por Merck
(Darmstadt, Alemania). El sulfato de hierro (lll), sulfato de hierro (II)
heptahidratado (ACS, 99%), acido citrico (99%), tetraetoxisilano (TEOS, 99.9%),
NH4OH (28-30%) fueron comprados a Alfa Aesar (Lancashire, Reino Unido). Los
distintos nanoclusters magnéticos (mNC) fueron sintetizados en colaboracion
con Dr. Stane Pajk. El resto de los reactivos se compraron a distintas casas

comerciales.

3.2. Ensayos de actividad de las enzimas

3.2.1. Ensayo de actividad de la FSA

La determinacion de la actividad enzimética de la FSA se realiza a través de un
sistema compuesto por tres enzimas (Schiurmann and Sprenger 2001). La FSA
cataliza la lisis de la D-fructosa-6-fosfato (F6P) a D-gliceraldehido-3-fosfato
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(G3P) vy dihidroxiacetona (DHA). La triosafosfato isomerasa cataliza la
transformacion del G3P a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y la a-glicerofosfato
deshidrogenasa cataliza la reduccion de la DHAP consumiendo NADH como
describe la figura 3.1. Para determinar la actividad de la enzima soluble se
afladen 50 pL de muestra a una cubeta de pléstico de 1,5 mL que contiene 950
puL de una mezcla reactiva y para determinar la actividad de la enzima
inmovilizada se afiaden 100 pL de muestra de suspensién a una cubeta de
cuarzo de 3 mL con agitacién magnética que contiene 1900 pL de mezcla. Tras
la adicion de la muestra la mezcla final esta compuesta por imidazol 50 mM, F6P
5 mM, NADH 0,1 mMy 10 U mL* de TPI/GDP en un volumen final de 1 mL para
la enzima soluble y 2 mL para el derivado inmovilizado. La absorbancia se midio
en un espectrofotometro UV/visible Cary 50 (Varian, Palo Alto, USA). La
actividad enzimatica se determiné a partir de la caida de la absorbancia a 340
nm debida a el consumo de NADH (€340nm=6,2 mM-1cm-1) por el sistema a 30 °C.
Se define una unidad de actividad de FSA como la cantidad de enzima requerida

para la conversion de 1 umol de F6P por minuto a pH 8,0 y 30 °C.

F6P ) DHA + G3P

DHAP Glicerol-3-fosfato

NADH NAD”

Figura 3.1. Esquema del ensayo de actividad de la FSA.

La actividad retenida de los derivados de la FSA inmovilizados en nanoclusters
magnéticos se determind utilizando un ensayo alternativo basado en el
seguimiento de la adicion alddlica mediante HPLC. Para realizar este ensayo se
concentrd el derivado inmovilizado retirando el sobrenadante con ayuda de un
iman hasta alcanzar un volumen final de 50 yL. Sobre este derivado se afadio

una mezcla compuesta por B-CHO 40 mM y DHA 100 mM en tampon acido 4-
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(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico (HEPES) 50 mM a pH 8,0 en un
volumen final de 1 mL. La reaccion se llevé a cabo a 30 °C y 1000 rpm durante
90 minutos y se detuvo acidificando el pH del medio. Para ello se mezclaron 100
pL de muestra con 150 pL de tampodn fosfato de sodio 1 M a pH 2,5 durante 60
segundos y posteriormente se neutralizd la muestra afiadiendo 150 pL de
tampon fosfato de sodio 2 M a pH 7,0. La actividad retenida en este ensayo se
calculdo a partir de la comparacion de la concentracion de pre-D-fagomina

producida utilizando el derivado inmovilizado y el stock de FSA soluble.

3.2.2. Ensayo de actividad de la CPO

La actividad enzimética de la CPO fue determinada midiendo la caida de la
absorbancia a 278 nm y 25 °C, debida a que esta enzima cataliza la adicion de
un anion cloruro a la molécula de monoclorodimedona (MCD, €278nm=12,2 mM-
lcm?), la cual es responsable del pico de absorcion, tal y como describe la figura
3.2. (Morris and Hager 1966). Para realizar el ensayo se afiaden 50 pL de
muestra a una cubeta de plastico de 1,5 mL que contiene 950 pL de mezcla y
para determinar la actividad de la enzima inmovilizada se afiaden 100 pL de
muestra de suspension a una cubeta de cuarzo de 3 mL con agitacibn magnética
gue contiene 1900 pL de mezcla. La concentracion final de la mezcla es de MCD
0,16 mM, KCI 20 mM y peréxido de hidrogeno 2 mM en tampdn fosfato de potasio
100 mM a pH 2,75 en un volumen final de 1 mL para la enzima soluble y 2 mL
para el derivado inmovilizado. La absorbancia se midié en un espectrofotometro
UV/visible Cary 50 (Varian, Palo Alto, USA). Se define una unidad de actividad
de CPO como la cantidad de enzima requerida para producir 1 pmol de
diclorodimedona (DCD) por minuto a pH 2,75y 25 °C.

CPO

Cl

Cl Ccl Cl

Figura 3.2. Esquema del ensayo de actividad de la CPO.
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3.3. Produccion de la FSA A129S

La estrategia empleada para la produccion de la FSA A129S fue realizar un
cultivo en discontinuo alimentado en medio definido, el cual permitiera inducir la
produccion de enzima en un cultivo de elevada densidad celular. Para realizar
este cultivo se prepard un preinéculo en tubos de 50 mL que contenian 15 mL
de medio LB (10 g peptona L1, 5 g extracto de levadura L, 10 g NaCl L), un
medio rico en nutrientes al cual se le afiadi6 ampicilina hasta alcanzar una
concentracion final de 100 mg L. La presencia de este antibiético en el medio
permitio realizar la seleccion de los clones que mantenian el gen de la FSA en
el cultivo, gracias a la presencia de un gen de resistencia a ampicilina en el
vector. La cepade E. coli BL21(DE3) con el plasmido pET22-fsaA129S se afadid
al medio LB desde un stock de crioviales almacenado a -80 °C. Este cultivo se
incubé durante 16 horas a 37 °C y 150 rpm. Para preparar el inéculo del
biorreactor se afiadieron 100 mL de medio definido (Tabla 3.1.) en un Erlenmeyer
estéril de 1 L y sobre este medio se adicionoé la cantidad necesaria de preinéculo
para conseguir una DOsoonm inicial de 0,1. Este in6culo se mantuvo a 37 °C y 150
rpm durante 3-4 horas, hasta que se alcanzé una DOsoonm de 1,2 en el

Erlenmeyer.

Tabla 3.1. Composicién del medio definido utilizado para crecer el inoculo en el Erlenmeyer de
1 L. Para la elaboracion de este medio se adicionaron 44 pL de una solucién stock de

microelementos, cuya composicién se describe en la tabla 3.2.

Componente Concentracion (g/l)

Glucosa 5

K2HPO4 2,973

Macros KH2POs4 0,596

NaCl 0,458

(NH4)2S04 0,75

MgS0a4-7H20 0,025

FeCls 0,0025

Ampicilina 0,0125
Microelementos -
H20 destilada -
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Tabla 3.2. Composicién de la solucion stock de microelementos.

Componente Concentracion (g/l)
AICl3-6H20 0,04
ZnS04-7H20 1,74
CoCl2:-6H20 0,16
CuS04:H20 1,55
H3BO3 0,01
MnCl2-4H20 1,42
NiCl2:6H20 0,01
NazMoOa 0,02

La fermentacion comenzo al afiadir 80 mL de indculo al reactor que contenia 720
mL de medio definido (Tabla 3.3.), iniciando asi |la fase de “batch” en la que el
cultivo crecio hasta agotar la glucosa del medio, momento en el cual se inicio la
fase “fed-batch”. Durante esta fase se adicion6 una solucion de alimento (Tabla
3.4.) através de una microbureta (Crison, Barcelona, Espafia) para que el cultivo
mantuviese una tasa de crecimiento constante gracias a la adicién controlada
del sustrato limitante del proceso, la glucosa. La adicion se realizé siguiendo la

siguiente ecuacion.

XoVo
SpY x
Sap

AV =V -V, =

(exp(ut) — 1)

En esta formula AV es el volumen de solucién de alimento (mL) que se afade,
Xo es la concentracion de la biomasa a tiempo 0 (gDCW mL™1), Vo es el volumen
de liquido en el reactor a tiempo 0 (mL), t es el tiempo actual (h), toes el tiempo
en que comienza la alimentacion (h), St es la concentracién de glucosa en la
soluciéon de alimento (g mL™), Yxsap es el rendimiento biomasa/glucosa (gDCW
g™t glucosa) y u es la velocidad especifica de crecimiento de la biomasa (h).
Esta formula se introdujo en un programa labview que permitia controlar la

adicion de alimento desde la microbureta.
Finalmente, al alcanzar un DOsoonm Cercana a 72 se indujo la produccion de la

FSA A129S afnadiendo un pulso de IPTG que permitiese alcanzar una

concentracion 100 uM en el reactor. La fermentacion finalizo al detectarse
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acumulacion de glucosa en el medio, indicando que tres horas después de la

induccion, el cultivo no podia mantener la tasa de crecimiento establecida.

Tabla 3.3. Composicion del medio definido utilizado en el biorreactor. Para la elaboracién de este
medio se adicionaron 720 pL de una solucién stock de microelementos, cuya composicion se

describe en la tabla 3.2.

Componente Concentracion (g/l)
Glucosa 20
KoHPOs4 11,9
KH2PO4 2,4
Macros NaCl 18
(NH4)2S04 3
MgSQOa4-7H20 0,1
FeCls 0,01
Ampicilina 0,05
Microelementos -
H-O destilada -
In6dculo 80 ml

Tabla 3.4. Composicién de la solucién de alimento empleada en la fase discontinuo alimentado.
Para la elaboracion de este medio se adicionaron 31,5 mL de una solucion stock de

microelementos, cuya composicién se describe en la tabla 3.2.

Componente Concentracién (g/)
Glucosa 478
MgSOa4-7H20 9,56
FeCls 0,49
Ampicilina 0,05
Microelementos -
CaClz2:2H20 0,089
H20 destilada -

3.3.1. Parametros operacionales de la fermentacion

La fermentacion se realiz6 utilizando un biorreactor Applikon (Delft, Paises bajos)
en una cuba de 3 litros. Durante todo el proceso se mantuvieron en el reactor las
condiciones de 37 °C, pH 7,0 y pO2 al 60%. La temperatura se mantuvo
constante al recircular agua a través de la camisa que recubre la cuba del reactor
y el pH se ajusté a 7,0 mediante la adicion de hidréxido de amonio, que neutralizd
los &cidos producidos por las células E. coli durante el proceso de fermentacion.
Ademas, el hidréxido de amonio fue la fuente de nitrégeno de la fermentacion.

La agitacion del medio aumento progresivamente desde 450 hasta 1150 rpm en
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funcién de la demanda de oxigeno del medio. Ademas, la presion parcial de
oxigeno se mantuvo constante regulando la aireacion del medio hasta un caudal
maximo de 1,5 L min'. Al final de la fermentacién se adicioné oxigeno puro ante
la incapacidad de mantener el pO2 al 60% con la agitacion y el aporte maximo
de aire.

3.3.2. Métodos analiticos

Durante el proceso de fermentacion se determind la evolucion en el tiempo de la
concentracion de glucosa y la concentracion de biomasa dentro del biorreactor.
La biomasa se determiné mediante la medicion de la densidad éptica a 600 nm,
empleando un espectrofotometro ATI Unicam 8625 UV/Vis. La concentracion de
biomasa se determina a partir de la DOsoonm Ya que en el rango entre 0,1 y 0,8,
una unidad de densidad éptica equivale a 0,3 gramos de peso seco (gDCW) L.
La concentracidon de glucosa en el medio se determiné enzimaticamente
utilizando el equipo Biochemistry analyzer 2700 Select (YSI, Ohio, USA). Las
muestras se prepararon para la determinacion de glucosa centrifugandolas
durante 15 minutos a 14000 rpm para precipitar la biomasa y posteriormente se

filtr6 el sobrenadante empleando filtros con didmetro de poro de 0,45 pm.

A partir de la adicion del IPTG al medio, se determind la actividad y la
concentracion de FSA. Para determinar la concentracion de FSA en el reactor
fue necesario disruptar la biomasa de las muestras ya que la expresion de esta
proteina se realiza intracelularmente sin secretarse al medio extracelular. La
DOsoonm de las muestras se ajusté a 4 en tampon de lisis (Tris-HCI 100 mM a pH
7,5) y se realizé el proceso de lisis de la biomasa mediante la sonicacion de estas
muestras utilizando un sonicador Vibracell CV50 (Sonics & Materials, Newton,
USA). Este proceso se llevd a cabo en cuatro ciclos de 15 segundos
manteniendo dos minutos de diferencia entre cada ciclo. Este proceso de lisis
celular calienta las muestras por lo que fue necesario mantenerlas en hielo
durante el periodo de tiempo entre cada ciclo de sonicacion. Una vez finalizados
los 4 ciclos, las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm y 4 °C durante 10
minutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se emple6 para

determinar la actividad especifica de la FSA mediante la medicion de la actividad
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enzimatica con el ensayo de actividad y la determinacion de la concentracion de
FSA mediante la preparacion del gel de electroforesis de las proteinas del lisado
y la determinacién de la concentracion de proteina total por el método de
Bradford (Bradford 1976).

3.3.2.1. Gel de electroforesis de proteinas

Se realizé el analisis de las proteinas mediante gel de electroforesis para
determinar el porcentaje que representa la FSA con respecto al contenido de
proteinas totales de la cepa. El gel de electroforesis se realizé con el kit comercial
de Invitrogen (Carlsbad, USA). Las muestras se prepararon afiadiendo 10 pL de
muestra a una mezcla compuesta por 5 uL de tampon de muestra 4X, 3 uL de
agua MiliQ y 2 uL de agente reductor 10X. Estas muestras se incubaron a 70 °C
y 300 rpm durante 10 minutos. La cuba de electroforesis se prepar6 colocando
dentro de ella el gel NUPAGE® 12% Bis Tris y se afiadié dentro de ella el “running
buffer” (MES-SDS). Posteriormente se afiadieron 15 pL de muestra en cada uno
de los pocillos del gel y se conectoé la cuba a la fuente de alimentacion durante
40 minutos a 200 V. Una vez finalizada la electroforesis se lavo el gel con agua
destilada y se sumergié durante 1 hora en la solucion fijadora (metanol 40%,
acido acético 10% en agua). Pasada la hora de fijacion se lavd el gel y se
sumergio durante otra hora en Bio-Safe TM Comassie para tefiir las bandas de
proteina del gel. El porcentaje de FSA se determiné por densitometria del gel
empleando el software ImageLab®© de Biorad®.

3.4. Purificacion de la FSA A129S

La FSA se produce intracelularmente sin mecanismos de secrecion extracelular
por lo que al final de la fermentacion hay que realizar la disrupcion de la biomasa
para purificar la enzima. La biomasa se recuperé del reactor centrifugando el
medio de cultivo a 1000 rpm durante 45 minutos y se disrruptd en un dispositivo
mecanico (Constant Cell Disruption Systems, Northamptonshire, Reino Unido).
La disrupcion se realizé sometiendo a 8 mL de suspension de biomasa con una
DOsoonm de 100 a una presion de 2,76 kBar. La biomasa se resuspendio en

tampdn de purificacién de la FSA (fosfato de sodio 50 mM en presencia de NaCl
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300 mM e imidazol 20 mM a pH 8,0) para realizar la posterior purificacién de la
enzima utilizando el lisado celular. Finalmente, el lisado se centrifugé a 1000 rpm

durante 45 minutos para eliminar los restos celulares.

Se realizaron pruebas preliminares de purificacion de la enzima en discontinuo
con la finalidad de estudiar la idoneidad del método de purificacion. Estas
pruebas se realizaron en un vial de 30 mL incubando 9 mL de lisado con 1 mL
de resina en agitacion orbital a 25 °C. A continuacion, se recuperd la resina por
filtracion a vacio y se resuspendié en 9 mL de buffer de elucion (fosfato de sodio
50 mM en presencia de NaCl 300 mM e imidazol 300 mM a pH 8,0). Esta mezcla
se mantuvo en agitacion orbital a 25 °C durante una hora y se procedié a
determinar la cantidad de FSA en mg y unidades de actividad que se recuperaba

en el sobrenadante al final del proceso.

La FSA recombinante se purificé en dos etapas utilizando un AKTA pure 150
(GE Healthcare Lifescience, Chicago, USA). La primera etapa consistié en una
purificacion por afinidad aprovechando que la enzima se produce fusionada a
una cola de histidinas y la segunda etapa fue un proceso desalting con la
finalidad de eliminar la elevada concentracion de sales del tampon en el que se

recupero la enzima pura.

3.4.1. Preparacion de las columnas del AKTA pure

La purificacion de la FSA por afinidad se realizé en una columna empaquetada
con el soporte de sefarosa “High density metal free” cargado con cationes
divalentes de niquel. Para ello se incubd la sefarosa con sulfato de niquel 0,2 M
durante 12 horas y se recupero6 el soporte por filtracion a vacio. Para empaquetar
la columna se afiadio el soporte a la columna vacia y se conecté un caudal 2 mL
min?! de etanol 20% hasta que la altura del lecho permanecié constante,
momento en el cual se desplazo el adaptador de la columna hasta la altura del
lecho para finalizar el empaquetado. Para preparar la columna de desalting se
hidrat6 el soporte Sephadex G-10 con agua Mili-Q a 4 °C durante 12 horas y se
afadio el soporte hidratado a la columna vacia para empaquetarlo con un caudal

5 mL min't de etanol 20% hasta que la altura del lecho permanecié constante y
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nuevamente se desplazé el adaptador hasta la altura del lecho para finalizar el

proceso de empaquetado de la columna.

3.4.2. Purificacion por afinidad

La purificacion de la FSA A129S utilizando el AKTA pure 150 se realizé siguiendo
un protocolo compuesto por cinco etapas. En la primera etapa se circularon 5
volimenes de columna (VC) del tampdn de purificacion (fosfato de sodio 50 mM
en presencia de NaCl 300 mM e imidazol 20 mM a pH 8,0) con un caudal de 2
mL min, con la finalidad de equilibrar la columna. La segunda etapa consistio
en la inyecciéon de la muestra en la columna con un caudal 0,25 mL mint
utilizando un “superloop” de 50 mL para que posteriormente se lleve a cabo el
lavado de la columna con 10 VC del mismo tampén a un caudal de 2 mL min™t.
La fase de elucién se realiz6 circulando 10 VC de tampdn de elucion (fosfato de
sodio 50 mM en presencia de NaCl 300 mM e imidazol 300 mM a pH 8,0) a un
caudal de 2 mL miny el proceso finalizé con una etapa de reequilibrado de la
columna. Las muestras del proceso se recuperaron utilizando un colector de
fracciones acoplado al AKTA y se caracterizaron realizando el ensayo de
actividad de la FSA y la determinacion de la concentracion de proteinas mediante
el método de Bradford. ElI cromatograma siguio la evolucion de la conductimetria

y la absorbancia a 280 nm de las muestras al salir de la columna.

3.4.3. Desalting de la FSA

El proceso de desalting se llevd a cabo en el AKTA pure 150 utilizando una
columna cargada con Sephadex G-10 siguiendo un protocolo compuesto por 4
etapas. El protocolo comenzé con una fase de equilibrado de la columna en la
gue se circularon 5 VC de tamp6n fosfato de sodio 50 mM a pH 8,0 a través del
sistema. Tras el equilibrado se inyect6 la muestra a la columna desde un
“superloop” de 50 mL, para posteriormente llevar a cabo la fase de eluciéon de la
enzima con 1 VC del mismo tampdn. Finalmente se llevo a cabo un reequilibrado
de la columna con 5 VC. Todo este proceso se realizé a un caudal constante de
5 mL min?. El cromatograma sigui6é la evoluciéon de la conductimetria y la

absorbancia a 280 nm de las muestras al salir de la columna. Las muestras del
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proceso se recuperaron utilizando un colector de fracciones acoplado al AKTA y
se caracterizaron realizando el ensayo de actividad de la FSA y la determinacion

de la concentraciéon de proteinas mediante el método de Bradford.

3.5. Inmovilizacion de las enzimas

3.5.1. Nanoclusters magnéticos (mNC)

Los nanoclusters magnéticos (MNC) fueron preparados mediante el ensamblaje
de nanoparticulas primarias de maghemita y su posterior recubrimiento con
silica. Con la finalidad de realizar la inmovilizacion de las enzimas, estos mNC
fueron funcionalizados mediante la union de diversas moléculas organicas a su
superficie. Los mNC se almacenan en forma de suspension acuosa y fueron
producidos por la compafiia Nanos SCI siguiendo el protocolo descrito en la
bibliografia (Kralj and Makovec 2014).

Se realizé el estudio de la inmovilizacion de la FSA en mNC a pH 5,0 y a pH 8,0
afiadiendo una mezcla de 0,02 U mL* de FSA en tamp6n fosfato de sodio 10
mM con 0,5 g de mNC en un volumen final de 1 mL. El estudio de inmovilizacion
se realizd con mNC sin funcionalizar (mNC-Si) y funcionalizados con
polietilenglicol (MNC-PEG), grupos amino (mNC-NH2), grupos carboxilo (mNC-
COOH), grupos aldehido (MNC-CHO), grupos tiol (mNC-SH), grupos alquino
(mMNC-C=CH), grupos azida (mNC-Ng) y etilendiaminotetraacetato (NMNC-EDTA).
Las mNC-Ns se incubaron durante la inmovilizacion con concentraciones de 0 a
0,1 mg CuBr mL. Las mezclas de inmovilizacién se incubaron durante 1 hora a
25°C y 1000 rpm en un termoblock y se recuperaron los derivados inmovilizados

sedimentando los mNC utilizando un iman.

Para realizar el enlace covalente entre la FSA y los mMNC-NH2 se afiadieron
concentraciones de 0 a 25 mM de EDAC al final de la inmovilizacion y se
mantuvieron a 25 2C y 1000 rpm en el termoblock durante 3 horas. Una vez
finalizada la inmovilizacién se lavaron los derivados dos veces con tampén de
inmovilizacion para eliminar los restos de reactivos y la proporcion de enzima

gue no se habia inmovilizado covalentemente. Con la finalidad de seleccionar la
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concentracion 6ptima de EDAC se midid la actividad del derivado antes y
después del lavado para determinar la cantidad de enzima que se eluye en cada

caso.

Debido a que la carga enzimética empleada en la inmovilizacién en mNC es muy
baja no se pudo determinar el rendimiento de inmovilizacién ni la actividad
retenida mediante la medicion de la actividad enzimatica del derivado utilizando
el ensayo de actividad de la FSA. Para determinar el rendimiento de
inmovilizacion se tomaron muestras del sobrenadante y se analizaron por el
método de Bradford. 150 yuL de muestra se mezclaron con 150 pL reactivo
Coomassie durante 10 minutos. Estas muestras se analizaron midiendo la
absorbancia a 595 nm y se realizé un calibrado con BSA de 0 a 4 ug mL™2. El
rendimiento de inmovilizacién se determiné a partir de la diferencia entre la
cantidad de proteina en el stock antes de la inmovilizacion y la concentracion de
proteina en el sobrenadante después de la inmovilizacion. En cambio, la
actividad retenida de los derivados mNC-FSA se determiné a través del test
alternativo descrito en el apartado 3.2.2.

3.5.2. Glioxal-agarosa

El soporte glioxal-agarosa se prepar6 mediante la eterificacion de la agarosa 4
BCL con glicidol y su posterior reduccion con borohidruro siguiendo el protocolo
propuesto en la literatura (Guisan 1988). Para ello se pesaron 15 mL de agarosa
y se mezclaron con una solucién de NaOH 140 mM y NaBH4 65 mM. Sobre esta
mezcla se afiadieron 1,635 mL de glicidol hasta alcanzar una concentracion final
de 6,15% v/v y se mantuvo la mezcla en agitacién orbital durante 19 horas. Tras
19 horas de incubacién se recuperd y se lavo el soporte para afiadirlo a una
solucion de NalO4 30 mM en un volumen final de 180 mL, con la finalidad de
oxidar los grupos alcohol de la superficie de soporte a grupos aldehido.
Finalmente se lavé el soporte con agua destilada para eliminar los reactivos y se

almacenod en etanol 20% v/v a 4 °C.

La inmovilizacién de enzimas utilizando el soporte de glioxal-agarosa puede

realizarse por dos métodos distintos. La inmovilizacion de la FSA se realiz
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mezclando de 1 a 380 U de enzima con 1 mL de glioxal-agarosa en tampon
bicarbonato de sodio 50 mM a pH 10,0 en un volumen final de 10 mL. Esta
mezcla se mantuvo en agitacion orbital a 25 °C durante tres horas en las cuales
los grupos aldehido del soporte reaccionaron con los grupos amino de las lisinas
y asparaginas de la superficie de la enzima formando bases de Schiff.
Posteriormente se afiadio borohidruro sodico solido hasta alcanzar una
concentracion final de 1 mg mL?l. Esta mezcla se mantuvo en las mismas
condiciones durante 30 minutos, en los cuales el borohidruro redujo las bases
de Schiff para formar enlaces C-N irreversibles y redujo los grupos aldehidos
libres a grupos hidroxilo. Finalmente se lavé el derivado con tampéon de
inmovilizacién y se procedié a medir su actividad antes de recuperarlo por

filtracién a vacio.

La inmovilizacién de la CPO en glioxal-agarosa requirié6 de un protocolo de
inmovilizacidn distinto ya que la CPO no es estable por encima de pH 6,0 y el
borohidruro es muy inestable en pH acidos. Debido a ello se decidié recurrir al
cianoborohidruro como agente reductor. Para realizar la inmovilizacion se
mezclé 1 mL de glioxal-agarosa con 40 unidades de CPO en tampdn fosfato de
sodio 25 mM a pH 5,0 y a pH 6,0, con un exceso molar de cianoborohidruro
1:100. La inmovilizaciébn se mantuvo en agitacion orbital a 25 °C durante 78
horas. Finalmente se lavo el derivado con tampén de inmovilizacién y se procedio

a medir su actividad antes de recuperarlo por filtracién a vacio.

3.5.3. MANA-agarosa

La MANA-agarosa es un soporte comercial preparado a partir de la agarosa en
la empresa ABT beads, por lo que posee caracter hidrofilico, y esta
funcionalizada con grupos amino en su superficie. La inmovilizacion en este
soporte se realiza en dos fases. En la primera fase se realiza la adsorcién idnica
de la enzima en la superficie del soporte. Ambas enzimas se inmovilizaron
mezclando 1 mL de soporte con 9 mL de solucion enzimatica en tampon fosfato
de sodio 10 mM. La inmovilizacion de la FSA se realizo ofreciendo de 0,5 a 380
U de enzima mL? de soporte a pH 6,0. Y para la CPO se ofrecieron de 10 a
10000 U mL"* de soporte a pH 5,0.
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La etapa de inmovilizacién por adsorcion finalizé cuando no se detect6 actividad
enzimatica en el sobrenadante, momento en el cual se inicid la formacion de
enlaces covalentes. Con la finalidad de estudiar la formacion de los enlaces
covalentes entre la enzima y el soporte, se afladieron distintas concentraciones
de EDAC al medio, entre 5 y 25 mM, y se mantuvo nuevamente la mezcla en
agitacion suave durante 3 horas. Tras la incubacion con EDAC la inmovilizacion
finalizé incubando la enzima en NaCl 1 M durante una hora para determinar la
cantidad de enzima que no se inmoviliz6 mediante enlace covalente con el
soporte. Al finalizar la inmovilizacion se procedio a lavar el derivado con tampon
de inmovilizacion y medir su actividad enzimatica para posteriormente

recuperarlo por filtracién a vacio.

3.5.4. Soportes IDA-sefarosa

Los soportes IDA-sefarosa se prepararon a partir de la sefarosa “High density
metal free” producida por ABT beads. Esta sefarosa esta funcionalizada con
grupos iminodiacético (IDA) en su superficie, los cuales permiten la unién
mediante enlaces de coordinacién de 20 a 40 pmol de metal divalente ml-* de
resina. Para cargar el soporte con el metal, se incubaron 100 ml de sefarosa con
300 ml de CoCl2 0,2 M 0 300 mL de NiSO4 0,2M durante 12 h con agitacion suave
en el rotavapor. Tras la incubacion se lavé el soporte con agua destilada para
eliminar el exceso de metal y se almacend la resina en etanol al 20% a 4 °C
(Ardao et al. 2006).

La inmovilizacion en Co-IDA-sefarosa se basa en la afinidad que tiene el soporte
por la cola de histidinas de la FSA recombinante. Para realizar esta
inmovilizaciéon se ofrecieron de 0,8 a 500 U de enzima a 1 mL de soporte en
tampon fosfato de sodio 50 mM a pH 8,0 en presencia de NaCl 300 mM e
imidazol 20 mM. Esta mezcla se mantuvo en agitacién orbital a 25 °C durante 30
minutos. Pasado este tiempo se procedié a lavar el derivado con tampdn de
inmovilizacion, a medir su actividad enzimatica y a recuperarlo por filtracion a

vacio.
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3.5.5. Eupergit CM

El Eupergit CM es un soporte sintético fabricado a partir de la acrilamida, por lo
gue a diferencia de los soportes derivados de la agarosa su matriz tiene caracter
hidrofébico, por lo que la inmovilizacion en este soporte se produjo en dos fases,

una primera fase de adsorcion hidrofobica y la formacién de enlaces covalentes.

Para realizar la inmovilizacion en Eupergit CM se procedi6 a hidratar 1 mL de
soporte en agua MiliQ durante 12 horas a 4 °C. El mililitro de soporte se recuperé
mediante filtracion a vacio y sobre él se afiadieron 9 mL de una mezcla que
contenia 4 U de FSA o0 50 U de CPO en tampén fosfato de sodio 100 mM a pH
6,0 en presencia de NaCl 250 mM. La inmovilizacién se mantuvo en agitacion
orbital a 25 °C hasta que la actividad del sobrenadante permanecio constante en
el tiempo. En este momento se lavo el derivado con tampdn de inmovilizacion,

se determiné su actividad y se recupero por filtracion a vacio.

3.6. Oxidacion del B-OH catalizado por la CPO

La reaccion de oxidacion del B-OH en reactor en “batch” fue catalizada por la
enzima soluble y por el derivado inmovilizado, mientras que en reactor de lecho
fijo solo se utiliz6 el biocatalizador inmovilizado. La reaccion en “batch” se
prepard disolviendo el B-OH en tampdn acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico
(MES) 100 mM a pH 6,5 y afiadiéndolo a un vial de 30 mL en el que se
encontraba 2500 U de enzima soluble o enzima inmovilizada (Figura 3.3.). La
composicién del medio al inicio de la reaccion fue de 3-OH 16 mM y t-BuOOH
40 mM en un volumen final de 5 mL, por lo que se ofrecié 500 U CPO mL™* de
reaccion. La reaccion de oxidacién comenz6 al afiadir el t-BuOOH al medio y se
mantuvo a 25 °C con agitacion orbital (700 rpm, MHR 13, HLC BioTech,
Bovenden, Germany). Durante la reaccion se tomaron muestras para realizar el

seguimiento de la concentracion de sustratos y productos mediante HPLC.
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Figura 3.3. Reactor en “batch” compuesto por un vial de 30 mL.

El reactor de lecho fijo estaba compuesto por un reactor de vidrio con una placa
porosa en su extremo inferior (Alco, Terrassa, Espafia) que se colocaba sobre
un tubo de vidrio conectado a una bomba peristaltica Masterflex (Gelsenkirchen,
Alemania) que hacia recircular el medio de reaccién desde el tubo hacia el
reactor de vidrio con un caudal de 1,3 mL min* (caudal minimo que permite la
bomba). La reaccion en reactor de lecho fijo se preparé empaquetando 4 mL del
derivado inmovilizado en el reactor de vidrio con placa porosa. La reaccion se
llevé a cabo recirculando 4 mL de medio de reacciébn compuesto por 3-OH 16
mM y t-BuOOH 40 mM en tampdn acido 2-morfolinetanosulfénico (MES) 100 mM
a pH 6,5 con un caudal de 1,3 mL mint utilizando la bomba periestaltica (Figura
3.4.). La actividad de la CPO en el reactor fue de 2500 U mL™! de reaccién y se
realizo en paralelo la reaccion en un reactor en “batch” con enzima soluble en
las mismas condiciones. El seguimiento de la reaccion se realizd mediante
HPLC.
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Figura 3.4. Reactor de lecho fijo.

3.7. Adicion alddlica catalizada por la FSA

La sintesis de pre-D-fagomina fue catalizada por los derivados inmovilizados de
la FSA en MANA-agarosa, glioxal-agarosa, Co-IDA-sefarosa y mNC-NH2. Todas
las reacciones se realizaron ofreciendo 1 U mL™* de reaccién con la finalidad de
comparar los distintos derivados inmovilizados con la reaccion catalizada por la
enzima soluble a la misma carga enzimatica. El medio de estas reacciones
estaba compuesto por DHA 45 mM y 3-CHO 30 mM en tampdn &cido 4-(2-
hydroxietil)-1-piperazinetanosulfonico (HEPES) 50 mM a pH 8,0 en un volumen
final de 10 mL. Las reacciones se llevaron a cabo en un vial de 30 mL a 25 °C
con agitacion orbital. El seguimiento de la reaccién se realiz6 determinando la

concentracion de B-CHO y pre-D-fagomina mediante HPLC.

48



3.8. Reaccion acoplada de laFSA y la CPO

La adicion de la DHA al B-CHO fue catalizada por el derivado co-inmovilizado de
la FSA y la CPO en un reactor de lecho fijo con la finalidad de evaluar si la
velocidad de esta reaccion limitaria la velocidad de la reaccién acoplada. Para
realizar esta reaccidn se empaquet6 en el reactor 4 mL de un derivado co-
inmovilizado con 196 U de FSA y 4900 U de CPO mL™ de inmovilizado y se
recircularon 4 mL de un medio compuesto por DHA 72,6 mM, B-CHO 16 mM vy t-
BuOOH 40 mM en tampon MES 100 mM a pH 6,5 con un caudal de recirculacion
de 1,3 mL min. La concentraciéon de FSA en el reactor fue de 98 U mL* de
reaccion. La reaccion se siguio determinando la concentracion de B-CHO y pre-

D-fagomina utilizando el HPLC.

La reaccion acoplada de sintesis de pre-D-fagomina fue catalizada por el
derivado co-inmovilizado de la FSA y la CPO en reactor en “batch” y en reactor
de lecho fijo. Para la reaccién en reactor en “batch” se utilizé6 un derivado con
196 U de FSA y 4900 U de CPO mLt de inmovilizado. El medio de reaccién
estaba compuesto por DHA 72,6 mM y 3-OH 16 mM en tampdn MES 100 mM a
pH 6,5 en un volumen total de 10 mL. En este reactor se estudio el efecto de la
adicion de perdxido mediante la adicién inicial de una concentracién 40 mM de
oxidante y mediante la restitucion de una concentracién 3 mM de oxidante cada
hora. Los agentes peréxidos estudiados fueron el t-BuOOH y el H202. Los
resultados de estas reacciones se compararon con los obtenidos en las mismas

condiciones utilizando las enzimas solubles.

Para abordar el estudio de las condiciones de reaccién en el reactor de lecho fijo
se procedié a empaquetar 4 mL de derivados co-inmovilizados en los que se
vario la relacion FSA/CPO. La reaccion se llevé a cabo recirculando 4 mL de
medio compuesto por DHA 72,6 mM y 3-OH 16 mM en tampén MES 100 mM a
pH 6,5 con un caudal de 1,3 mL min-t. Nuevamente se estudi6 el efecto de la
adicion de peroxido en la reaccion, por lo que se realizo la adicion continua de t-
BuOOH al medio con una microbureta (Crison, Barcelona, Espafa). Se
estudiaron las configuraciones de adicion de 13,6; 27,2 y 45,3 mmoles de t-

BuOOH cada hora. El seguimiento de la reaccién se realiz6 mediante HPLC.
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3.9. Cuantificacion de la concentracion de -OH, B-CHO
y pre-D-fagomina

Las concentraciones de B-OH, B-CHO, B-COOH y pre-D-fagomina fueron
determinadas mediante el analisis de las muestras por HPLC utilizando un
Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) con detector de
longitud de onda variable. Para realizar este analisis se empled la columna de
fase reversa CORTECS C18+ 2.7 ym 4.6x150 mm de Waters (Milford, USA).
Las muestras de la reaccién se disolvieron en acetonitrilo en una proporcién 1:40
para detener la reaccion. El analisis de estas muestras se llevd a cabo
inyectando 15 pL de muestra con un caudal de 0,7 mL mint a 30 °C. Para este
analisis se emplearon dos solventes, el solvente A -0,1% (v/v) acido
trifluoroacético (ATF) en H20- y el solvente B -0,095% (v/iv) ATF en
acetonitrilo/H20 4:1 (v/v)—. Las muestras se eluyeron utilizando un gradiente de
5 a 28,5% de B en 30 segundos y con una eluciéon isocratica al 28,5% de B
durante 15 minutos. La deteccion se realizé a una longitud de onda de 254 nm
(Masdeu et al. 2018).

Se realiz6 una recta de calibrado utilizando estandares de concentracion
conocida para realizar el andlisis cuantitativo de el B-OH, el B-CHO y el -COOH.
La desviacién estandar se calculd a partir de las medidas realizadas por

duplicado de cada muestra.
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4. Produccion y purificacion de
la FSA
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4.1. Introduccion

Como se ha explicado anteriormente se ha propuesto un sistema multienzimético
para la sintesis de pre-D-fagomina en el cual se empleaba la CPO para realizar
la oxidacion del 3-[(Benciloxicarbonil)amino]-3-aminopropanol (B-OH) y la FSA
para catalizar la adicion aldolica de la DHA al 3-[(Bencil oxicarbonil)amino]
propionaldehido (B-CHO) obteniendo como producto la pre-D-fagomina. La
disponibilidad de las enzimas requeridas fue una de las principales
consideraciones al plantear este sistema multienzimatico. La CPO es una
peroxidasa que se produce en el hongo filamentoso Caldaromyces fumago y en
esta tesis se trabajé con la CPO comercial comprada a Sigma Aldrich (St. Louis,
USA). Por su parte la FSA es una enzima no comercial, por lo que en este

capitulo se abordaron los procesos de produccion y purificacion de la FSA.

La FSA fue descubierta en Escherichia coli en 2001 por Schirmann y Sprenger
(Schurmann and Sprenger 2001). Estos autores descubrieron que esta nueva
aldolasa no era una aldolasa dependiente de metales (aldolasa clase Il) ya que
no se inhibia al incubarla en presencia de EDTA, por lo que esta nueva aldolasa
se clasificé como una aldolasa de clase I. Posteriormente se realiz6 el estudio
de la estructura cristalina de la FSA y se descubrié que esta enzima poseia un
residuo de lisina, la Lys85, en su centro activo que participaba en el mecanismo
de accion de la enzima formando una base de Schiff con el sustrato donador de
la reaccién, comprobando asi que la FSA seguia el mismo mecanismo de accion

que las aldolasas de clase | (Thorell et al. 2002).

Diversas variedades mutantes de la FSA han sido desarrolladas en los dltimos
afos con la intencién de mejorar sus capacidades cataliticas, entre ellas cabe
destacar la FSA A129S, la cual es mucho mas eficiente que la FSA wt en la
condensacion alddlica utilizando como compuesto donador la DHA, ya que su
ratio kcat/Km era 17 veces mayor (Castillo et al. 2010). Por ello en esta tesis se
utilizé la FSA A129S para realizar la adicién de la DHA al B-CHO en la sintesis
de la pre-D-fagomina.
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El gen de la FSA A129S fue clonado en el plasmido pET22 y se expres6 en una
cepa de E. coli BL21(DE3). Los vectores de clonacion pET son un conjunto de
plasmidos desarrollados por Invitrogen, que se caracterizan por poseer la
secuencia del promotor del bacteriéfago T7. La secuencia del promotor del
bacteriéfago T7 no es reconocida por la ARN polimerasa de E. coli, por lo que
en el vector se encuentra codificada la secuencia del gen de la polimerasa del
fago T7. Esta polimerasa es mucho mas activa que la de la célula huésped y
reconoce fuertemente a su secuencia promotor, por lo que se produce un
elevado numero de copias de ARNm del gen de la proteina recombinante
(Studier and Moffatt 1986). La expresion de la polimerasa del bacteriéfago T7
esta modulada por el operon lac, por lo que se induce la expresién de esta
proteina al afiadir IPTG al medio de cultivo. El ligando natural de la proteina
represora del operon lac es la alolactosa pero se induce la expresion con IPTG
ya que esta molécula es un analogo estructural de la alolactosa no hidrolizable
por la B-galactosidasa. Al afiadir el IPTG al medio, esta molécula atraviesa la
membrana celular y se une a la proteina represora del operon lac permitiendo
asi que la ARN polimerasa se una al promotor y realice la transcripcion del gen

de la polimerasa del fago T7.

El vector pET22 posee como sistema de seleccion de clones un gen de
resistencia a ampicilina, por lo que al cultivar las cepas que contienen este
plasmido en presencia de ampicilina se produce una presién selectiva que
impide la pérdida del gen de la enzima recombinante. Finalmente, este vector
posee una secuencia que afiade una cola de histidinas en el extremo C-terminal
de la proteina recombinante, la cual se utilizara para los procesos de purificacién

e inmovilizacion de la enzima.

E. coli es el organismo procariota que mas ha sido estudiado y debido a ello es
uno de los principales organismos empleados en la produccion de proteinas
recombinantes. Las principales ventajas de la produccidon de proteinas
recombinantes en este organismo son el bajo precio de los medios empleados
para crecer la biomasa, la ausencia de una membrana nuclear, la posibilidad de
coexistir varias copias del gen en la misma célula, la rapida expresion génica, el

sencillo control de la expresion, la rapida velocidad de crecimiento de la biomasa
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y la capacidad de acumular elevadas cantidades de la proteina recombinante,
pudiendo alcanzar hasta un 50% del contenido proteico celular (Yin et al. 2007).
Otra ventaja de realizar la produccion de proteinas recombinantes en E. coli es
la posibilidad de trabajar en cultivos de elevada densidad celular, permitiendo asi
aumentar el rendimiento volumétrico del proceso. Los cultivos de elevada
densidad se realizan en biorreactores y permiten reducir el volumen del medio
de cultivo, reducen los costes de la producciéon de enzima y aumentan la

productividad del proceso (Lee 1996).

El cultivo discontinuo alimentado es una estrategia utilizada para trabajar con
cultivos celulares mediante la adicion controlada al reactor de los nutrientes
requeridos para el crecimiento de la biomasa. Controlar la adicion del alimento
permite regular la velocidad de crecimiento de la biomasa con la finalidad de
optimizar el proceso de produccion de la proteina de interés (Ruiz et al. 2009).
Esta estrategia ha sido utilizada para la produccion de aldolasas dependientes
de DHAP en distintas cepas de E. coli similares a la BL21(D3), en la que se
clono la FSA A129S (Durany, De Mas, and Lopez-Santin 2005; Garcia-Junceda
et al. 1995). La induccién de la expresion de una proteina mediante la adicion de
IPTG en un cultivo en discontinuo alimentado debe realizarse al final de la fase
de crecimiento exponencial con la finalidad de obtener una elevada productividad
en el proceso (Pinsach, de Mas, and Lépez-Santin 2008). Esto es debido a que
la induccion de la expresion de la proteina recombinante compromete el
metabolismo y la capacidad de las células para mantener su velocidad especifica
de crecimiento, por lo que al inducir la expresién de la proteina recombinante
con IPTG no se alcanza el mismo nivel de biomasa que al realizar la

fermentacion sin induccion.

La ecuacion para la adicion continua de la solucion de alimento se obtiene de
igualar el balance de materia de la glucosa y de la biomasa en el biorreactor e
integrarlo entre to y t:

_ #XoVoexp(ut)

F
Sf YX/Sap
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En esta formula F es el caudal de adicién de alimento (mL h™%), p es velocidad
especifica de crecimiento de la biomasa (h™), Xo es la concentracién de la
biomasa a tiempo 0 (gDCW mL™1), Vo es el volumen de liquido en el reactor a
tiempo 0 (mL), t es el tiempo actual (h), St es la concentracion de glucosa en la
solucién de alimento (g mL™), Yxsap €s el rendimiento biomasa/glucosa (gDCW
g~ de glucosa) y to es el momento de inicio de la alimentacion del reactor (h). La
férmula se discretiz6 expresando el volumen de solucion de alimento que hay
que afiadir para mantener la velocidad especifica de crecimiento establecida.
Para ello se asumié que las variaciones de volumen entre to y t son debidas a la

adiciéon de la solucion de alimento desde la microbureta.

XoVo

SpY x
Sap

AV =V -V, =

(exp(ut) — 1)

En esta férmula AV es el volumen de solucién de alimento que se afiade a tiempo
t. Esta es la formula que se introdujo en un programa labview que permite

controlar la adiciéon de alimento desde la microbureta (Durany et al. 2005).

La FSA A129S fue expresada como una proteina de fusién con una cola de
histidinas con la finalidad de facilitar los procesos de purificacion e inmovilizacion
de la enzima. Afadir una cola de histidinas a una proteina permite realizar los
procesos de purificacion e inmovilizacion en resinas con cationes metéalicos
divalentes quelados, como lo son el cobalto o el niquel, ya que estas resinas
presentan una elevada afinidad por las colas de histidina. Este tipo de
purificacion ha sido empleada en la obtencién de otras aldolasas consiguiendo
altos rendimientos de purificacion (Garcia-Junceda et al. 1995). En nuestro grupo
se reporto la purificacion mediante afinidad de la fuculose-1-phosphate aldolasa
(FucA). Para la purificacion de esta enzima se quelaron distintos metales en
soportes de sefarosa y se observo que se alcanzaban distintos rendimientos de
purificacion segun el metal que se empleara en el proceso, asi tras la purificacion
se recuperaba toda la actividad enzimética al trabajar con la resina con cobalto
y solo un 45% al emplear la resina con niquel (Ardao et al. 2006). Otros ejemplos

de purificacion de proteinas con colas de histidina utilizando métodos de afinidad

55



con metal quelado son la purificacion de kinesina con un rendimiento del 100%
utilizando sefarosa cargada con niquel (Gibert, Bakalara, and Santarelli 2000) y
la purificacion de la piroglutamil aminopeptidasa utilizando un soporte de agarosa
funcionalizado con &cido nitriloacético (NTA) cargado con niquel con un
rendimiento del 96% (Arnau et al. 2006).

4.2. Objetivos

El objetivo principal de este capitulo es la produccion de la FSA para realizar el

estudio de su inmovilizacion y utilizar la enzima en la sintesis de pre-D-fagomina.

Los objetivos parciales son:
- Produccion de la FSA A129S en cultivos de alta densidad celular para
realizar el estudio de su inmovilizacion.
- Purificar la FSA mediante cromatografia de afinidad y realizar el desalting

de la muestra.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Produccion de la FSA A129S

La produccion de la FSA A129S se realizé en un cultivo celular en biorreactor
con la finalidad de producir elevadas cantidades de enzima para utilizarla en la
sintesis multienzimatica de la pre-D-fagomina. El biorreactor se inoculé a una
DOesoonm de 0,1 con la finalidad de que el crecimiento de la biomasa al inicio de
la fase de “batch” fuese lo suficientemente lento como para que el cultivo no
agotase la glucosa del medio durante 10-12 horas. La fermentacion comenzo
con una fase de “batch” en la que se observo el crecimiento de la biomasa bajo
unas condiciones preestablecidas hasta que el cultivo agoto la fuente de carbono
del medio, la glucosa. Durante las primeras cuatro horas de la fase “batch” se
observé una fase de latencia en la que no se detecté consumo de la glucosa del
medio ni aumento de la concentracion de biomasa. A partir de las 6 horas del
“batch” se comenzo6 a observar el aumento en la concentracién de biomasa y la

disminucién de la concentracion de glucosa, para que finalmente a partir de las
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8 horas de “batch” comenzara a apreciarse el aumento de la concentracién de
biomasa en el reactor. Debido a este aumento de la concentracion de biomasa
se produjo un aumento demanda de oxigeno por parte del cultivo, asi a las 8
horas de fermentacion, la agitacion habia subido de 450 a 780 rpm y la aireacion
aumento de 0,625 a 0,875 vwm. A las 10 horas de cultivo en “batch”, como se
observa en la figura 4.1., se habia agotado la glucosa en el medio y se midi6é una
cantidad de biomasa en el biorreactor de 6,3 gDCW. Al final de esta fase, la
agitacion se encontraba a 830 rpm, la aireacion a 1,25 vvm y se habia afiadido
al medio 74 mL de NH4OH para neutralizar los acidos producidos durante la
fermentaciéon ,manteniendo el pH en 7,0, lo cual es suficiente para que el aporte

de nitrégeno no sea limitante en el proceso.
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Figura 4.1. Curso de la fermentacién en discontinuo alimentado de la cepa E. coli
BL21(DE3) con el plasmido pET22-fsaA129S. La fase en dicontinuo durd desde la inoculacion
del reactor hasta que se agotd la glucosa del medio, momento en el cual se inicié la fase
discontinuo alimentado al comenzar la adicion de una solucién de alimento al medio (linea solida)
manteniendo asi una velocidad especifica de crecimiento constante (u=0,22 h-1). A las 14 horas,
tras alcanzar una concentracién de biomasa de 20 g DCW se afiadié un pulso de IPTG para
conseguir una concentracion final de 100 pM en el medio (linea discontinua) para inducir la
produccion de la enzima. Todo el proceso se realizo a 37 °C. La desviacion estandar se calculd

a partir de la media de tres fermentaciones.

La adicién exponencial de glucosa permite mantener constante la velocidad

especifica de crecimiento de la biomasa, debido a ello la transicién de la fase de
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“batch” a la fase de “fed-batch” se realizé cuando la biomasa habia agotado toda
la glucosa del medio. En trabajos anteriores del grupo en la produccién de
aldolasas en cepas similares de E. coli se estudié que al establecer tasas de
crecimiento especifico superiores a 0,25 h' se observaba acumulacién
especifica de acetato en el medio durante la fermentacion (Pinsach et al. 2008).
La tasa de crecimiento a partir de la cual se comienza a detectar acumulacién
de acetato depende de la cepa y el vector de clonacion empleados en cada
proceso. En base a la experiencia del grupo se establecié una velocidad
especifica de crecimiento de 0,22 h! para evitar la acumulacién de acetato en el
medio, ya que este actia como un inhibidor del crecimiento celular. Durante esta
fase se observé un crecimiento de la biomasa en el reactor a una p de 0,22 ht
(Figura 4.1.), pasando de 6,3 gDCW al inicio de la fase de cultivo discontinuo
alimentado a 18,7 gDCW pasadas cuatro horas. A las 4 horas de “Fed-batch” se
observo que la pO2no se podia mantener al 60% con la agitacion maxima (1150

rpm), por lo que se procedio a afiadir oxigeno puro con un caudal de 0,69 vvm.

La induccion de la expresion de la FSA se realizdé al alcanzar una DOsoonm
cercana a 72, aiadiendo un pulso de 923 uL de una solucién stock de IPTG 100
mM, con la finalidad de obtener una concentracion final de IPTG en el reactor de
100 uM. Tres horas después de la induccién se detecté acumulacién de glucosa
en el medio (0,4 g L), por lo que se decidio finalizar el proceso de fermentacién
ya que el cultivo no podia mantener la velocidad especifica de crecimiento

establecida.

Al analizar la evolucién de la biomasa en el proceso (Figura 4.1.) se comprobé
gue durante la ultima hora de la fermentacién la velocidad de produccion de
biomasa disminuy6 ya que la pendiente de la recta en este periodo fue menor
que en el trazado de la hora anterior, alcanzando un nivel final de biomasa de
41,3 g DCW.

Durante la fase de induccion, tras la adicion del pulso de IPTG, se tomaron
muestras del reactor y se determiné la evolucion en el tiempo de la actividad
especifica de la FSA. Mientras que en la muestra preinduccion no sé detecto

actividad de FSA, durante las tres horas siguientes se observo un aumento lineal
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de la actividad especifica de la FSA (Figura 4.1.). A la hora postinducciéon se
detectaron 353 U gDCW-, a las dos horas 613,2 U gDCW-y al final del proceso
se midié una actividad especifica maxima de 1021,7 U gDCW-*. Con la finalidad
de comprobar la produccion de la FSA se realizd el gel de proteinas de las
muestras tomadas durante la fase de induccién (Figura 4.2.) y se observo la
aparicion de una banda a partir de la media hora postinduccion a 22,9 kDa, que
se corresponde con el peso molecular del monémero de la FSA, indicando asi la
produccién de la enzima recombinante en el reactor. Posteriormente se
determind el porcentaje de proteina total que representaba la FSA en el lisado
mediante densitometria del gel y se determiné que al final del proceso la FSA
representaba el 29,5% del contenido de proteina total. Al final de la fermentacion
se determiné una concentracién de proteina total de 244 mg gDCW, por lo que
se produjeron cerca de 72 mg de FSA gDCW (Tabla 4.1.).

Tabla 4.1. Resultados de la produccion de la FSA. En la tabla se expresan los resultados de
cantidad de biomasa, actividad especifica, proteina total, porcentaje de FSA con respecto a la
proteina total y las unidades totales de FSA producidas al final del proceso.

Resultados de la produccion de FSA A129S

Biomasa (gDCW) 41,3

Actividad especifica (U gDCW™) 1021,7
FSA con respecto a la proteina total (%) 29,5
FSA (mg gDCW1) 72,0
FSA (Umgtde FSA) 14,2

FSA producida (U) 42196,2
FSA producida (g) 2,98
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Figura 4.2. Gel de proteina de la produccion de la FSA A129S. Los carriles se corresponden
de izquierda a derecha al (1) Marker molecular, (2) muestra preinduccion, (3) 0,5 horas
postinduccion, (4) 1 hora postinduccion, (5) 2 horas postinduccion y (6) 3 horas postinduccion.

Se ve la aparicion de la FSA a 22,9 kDa a partir de la media hora postinduccion.

4.3.2. Purificacion de la FSA A129S

El lisado celular obtenido tras la disrupcién mecanica de la biomasa se centrifugo
a 1000 rpm durante 45 minutos para descartar los restos celulares. El
sobrenadante recuperado tras la centrifugacion fue caracterizado y se determiné
una actividad especifica de 1,9 U FSA mg de proteina, este dato fue calculado
a partir de la actividad medida en el lisado que fue de 33,6 U de FSA mL'y la
concentracion de proteina total determinada por el método de Bradford, 16,9 mg

de proteina mL™* de lisado.

4.3.2.1. Purificacion por afinidad

4.3.2.1.1. Estudio de laresina

Con la finalidad de estudiar la purificacion por afinidad a través de las colas de
histidina se cargé el soporte de sefarosa funcionalizada con grupos

iminodiacético con cationes divalentes de niquel (Tabla 4.2.).
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Tabla 4.2. Estudio de la purificacién de la FSA A129S. Se cargo la sefarosa con niquel y se
determind la actividad retenida en el soporte tras realizar la union por afinidad y el rendimiento
de purificacion tras realizar la elucion de la enzima con tampén fosfato 50 mM, NaCl 300 mM e
imidazol 300 mM a 25 °C y pH 8,0. El lisado celular contenia 4,2 mg FSA mL%, por lo que se
ofrecieron 37,8 U mL* de resina.

Actividad retenida en la
) 95,1
resina (%)

Rendimiento de
B -7z 89’1
purificacion (%)

Tras una hora de incubacion se observo que el 95% de la FSA se unia a la resina
en las condiciones establecidas. Tras recuperar el soporte e incubarlo con
imidazol 300 mM se observé que finalmente se recuperaba el 89% d ela enzima
como enzima pura. Antes de empaquetar la columna del FPLC con la resina se

comprobd la carga maxima de FSA que puede unirse a este soporte (Tabla 4.3.).

Tabla 4.3. Determinacién de la carga maxima de FSA que admite el soporte. Se determiné
la cantidad maxima de FSA que se puede purificar por mililitro de resina al medir la actividad
enzimatica y la concentracion de proteina en el sobrenadante tras 1 h de incubacion de diferentes
concentraciones de FSA pura con 1 mL de resina en tampdn de purificacion durante una hora a

25 °C y agitacion orbital. La desviacion estdndar se calculé a través de dos réplicas de cada

media.
FSA afiadida FSA en el
(mg) sobrenadante (mg)
49+04 0,2+0,1
11,2+ 0,3 0,6+0,1
20,1+0,7 0,9+0,1
292+11 1,5+0,3
38,6 +0,9 8,3+0,7
50,7+ 1,2 19,2+ 0,6

Asi se observo que al ofrecer cantidades menores de 30 mg de FSA por mL de
resina, se retiene en el soporte practicamente toda la enzima ofrecida tras una
hora de incubacion a 25 °C y agitacién orbital. Sin embargo, al ofrecer mayores
cantidades de enzima se observé que parte de la FSA quedo en el sobrenadante
tras una hora de incubacion, por lo que se determin6 que la carga maxima de

FSA que admite esta resina es de aproximadamente 30 mg mL™! de soporte.
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4.3.2.1.2. Seleccién de la concentracion de imidazol para la

elucion

Con la finalidad de determinar la concentracion de imidazol necesaria para
realizar la elucién de la enzima desde el soporte, se realizé la purificacion de la
FSA A129S por triplicado mezclando 30 mL de soporte y 300 mL de lisado en
una botella de 500 mL y se mantuvo en agitacion suave en el roller durante una
hora a 25 °C. Estos derivados se incubaron con tampén fosfato de sodio 50 mM
en presencia de NaCl 300 mM a pH 8,0 y tres concentraciones distintas de
imidazol a 25 °C durante una hora (Tabla 4.4.).

Tabla 4.4. Estudio del efecto de la concentracion de imidazol en el proceso de elucién. Se
midié la actividad de FSA retenida en 30 mL de soporte y se determiné el rendimiento de elucion
a partir de la actividad medida en el sobrenadante al final del proceso. La elucion se realiz6 a 25

°C en un volumen final de 300 mL.

Concentraciéon de
o 300mM 400 mM 500 mM
imidazol en el tampdn

Unidades retenidas en

] 8630 8573 8617
laresina
Rendimiento de elucién
. 93,8 91,8 90,2
en actividad (%)
Rendimiento de elucién
94,1 94,4 93,8

en mg de FSA (%)

Tras realizar el estudio del efecto de la concentracion de imidazol en el proceso
de elucion (Tabla 4.4.) se establecié como tampén de elucién al tampon fosfato
de sodio 50 mM en presencia de NaCl 300 mM e imidazol 300 mM a pH 8,0. En
este estudio se observé que al aumentar la concentracion de imidazol no se
recuperaban mayores cantidades de proteina, pero disminuian las unidades de
actividad recuperada debido a su desactivacion de la enzima en presencia de
imidazol. No se estudiaron concentraciones de imidazol por debajo de 300 mM
ya que en trabajos similares del grupo de purificacion de aldolasas se observé
gue esta era la concentracion minima de imidazol para realizar la elucion con

elevados rendimientos de purificacion (Ardao et al. 2006).
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4.3.2.1.3. Purificacion en el AKTA pure 150

La purificacion de la FSA recombinante se realizé siguiendo el protocolo descrito
en materiales y métodos. En el cromatograma (Figura 4.3.) se observan dos
picos en la sefal de ultravioleta, uno a 0,5 mL que se corresponde con los
componentes del lisado celular que no quedan retenidos en la columna (proteina
inespecifica, acidos nucleicos, compuestos organicos...) y otro a los 16 mL que
se corresponde con la FSA pura que sale de la columna. La sefal de
conductimetria se mantiene estable a 39,8 mS/m durante el equilibrado y cae
hasta practicamente 0 mS/m durante la inyeccion de la muestra, para volver a
39,8 durante el lavado de la columna con el tampdn con imidazol 20 mM. A los
15 mL se produce el cambio del tampon con imidazol 20 mM por el tampdn con

imidazol 300 mM, por lo que a los 16 mL se observa un aumento de la sefial de

conductimetria hasta alcanzar los 54 mS/m debido al aumento de la

concentracion de imidazol en el sistema. Este aumento de la conductimetria
coincide con la aparicion del pico de la FSA pura ya que la elevada concentracion
de imidazol compite con la enzima por unirse a la resina y la desplaza de la

columna. Finalmente, con el reequilibrado la conductimetria regresa a su valor
inicial de 39,8 mS/m.
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Figura 4.3. Cromatograma de la purificacion de la FSA por afinidad. El pico 1 de la sefial de

ultravioleta (linea azul) se observa de 0,5 a 7,5 mL y se corresponde con la proteina inespecifica
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que no queda retenida en la columna. El pico 2 se observa a los 16 mL y se corresponde con la
FSA pura eluida de la columna. La linea amarilla se corresponde con la sefial de conductimetria.
El caudal de la fase mévil es de 2 mL min' en todo el proceso excepto durante la inyeccion de
la muestra que se realiza con un caudal de 0,25 mL min-l. El proceso se llevo a temperatura
ambiente (25 °C) en tampén fosfato 50 mM a pH 8,0 con NaCl 300 mM e imidazol 20 mM. La
elucién se realiz6 con imidazol 300 mM.

Al realizar el balance de la purificacion en unidades de actividad se observé que
tras la elucion se recuperé en el colector de muestras el 93% de la actividad de
FSA. En cambio, al realizar el balance en miligramos de proteina se observé que
solo se recupero un 29,5% de la proteina total como FSA pura, concordando con
la cantidad de FSA en el lisado calculada mediante la densitometria del gel.
Finalmente, como se observa en la tabla 4.5., la actividad especifica determinada
para la FSA pura fue de 14,7 U mg* de proteina frente a las 1,9 U mg? de
proteina que poseia el lisado. Asi la actividad especifica de la enzima purificada
concuerda con la actividad especifica predicha a partir de los valores de actividad

enzimatica del lisado y de la densitrometria del gel de proteinas.

Tabla 4.5. Resultados de la purificacion de la FSA A129S. Los resultados se expresan como
el rendimiento en unidades de actividad y en mg de proteina. Ademas, se expresa la actividad

especifica de la FSA tras la purificacion.

Rendimiento en Rendimiento Actividad
actividad (%) proteina (%) especifica (U mg™)
92,7 29,5 14,7

4.3.2.1.4. Desalting utilizando el AKTA pure 150

La FSA purificada por afinidad requirié6 de un tratamiento posterior de desalting
con la finalidad de eliminar la elevada concentracion de imidazol del tampon en
el que se recupera la enzima pura ya que en el apartado 4.3.2.1.2. se comprob6
gue la enzima se desactiva en presencia de elevadas concentraciones de
imidazol. Se realiz6 el protocolo de desalting propuesto en materiales y métodos
inyectando diferentes volumenes de muestra con la finalidad de seleccionar el
volumen maximo que se puede afiadir a la columna de 127 mL de sephadex para

realizar el proceso de desalting con un rendimiento elevado.
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En el cromatograma del desalting (Figura 4.4.) se observo que al inyectar 20 mL
de muestra se separan completamente los picos que se corresponde con la FSA

pura y con el buffer con elevada concentracion de NaCl e imidazol.
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Figura 4.4. Cromatograma del desalting de la FSA con 20 mL de muestra. Se observa la
aparicién de un pico de sefial de ultravioleta a los 21 mL que se corresponde con la FSA que
sale de la columna y un segundo pico en la sefial de conductividad que aparece a partir de los

40 mL y se corresponde con el tampén con elevada concentracién de imidazol. El proceso se
realizé con un caudal de 5 mL min-t de tampon fosfato 50 mM a pH 8,0 y 25 °C en una columna

de 127 mL.

Tras realizar varias pruebas de desalting variando el volumen de muestra
afiadido se determind que 20 mL de muestra era el volumen méaximo que se
podia afiadir para conseguir un rendimiento mayor al 99% en el proceso de
desalting (Tabla 4.6.). Los 20 mL de muestra se corresponden aproximadamente
con el 16% de volumen total de la columna y se observo que al aumentar el
volumen de muestra que se afiade a la columna, el pico de sefial ultravioleta se
solapa con el pico de sefial de conductimetria (Figura 4.5.). Asi al afiadir 30 mL
de muestra, que se corresponden con el 24% del volumen de la columna, se
alcanzé un rendimiento en la purificacion del 85% vy al inyectar 40 mL,
aproximadamente el 31% del volumen de la columna, se obtuvo un rendimiento

del desalting del 65%. Por lo que si se quiere realizar un escalado del proceso
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utilizando la misma resina se debe de mantener la proporcion entre el volumen
de muestra y volumen de la columna por debajo del 16% con la finalidad eliminar

todo el imidazol de la muestra.

Tabla 4.6. Desalting utilizando una columna XK 16/20 empaquetada con 127 mL de
sephadex G-10. Para realizar el desalting se hizo pasar tampon fosfato de sodio 50 mM a pH

8,0 con un caudal de 5 mL minta través de la columna.

Volumen de Unidades Unidades Rendimiento del
muestra (mL) afiadidas  recuperadas desalting (%)
40 mL 1204,0 780,2 64,8%
30 mL 903,0 764,8 84,7%
20 mL 602,0 596,6 99,1%
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Figura 4.5. Cromatograma del desalting de la FSA con 30 mL de muestra. Se observa la
aparicién de un pico de sefial de ultravioleta a los 42 mL que se corresponde con la FSA que
sale de la columna y un segundo pico en la sefial de conductividad que aparece a partir de los
74 mL y se corresponde con el tampdn con elevada concentracion de imidazol. El proceso se
realizé con un caudal de 5 mL min! de tampdn fosfato 50 mM a pH 8,0 y 25 °C en una columna

de 127 mL.
4.4. Consideraciones globales
El protocolo propuesto en este capitulo permitio producir mas de 40000 unidades

de FSA en el laboratorio en 17 horas de fermentacion y se propuso una
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purificacion compuesta por una etapa de purificacion por afinidad a través de las
colas de histidina de la enzima y una etapa de desalting que permite eliminar el
imidazol de los stocks de enzima pura. De esta forma en este capitulo se
consiguié proponer un protocolo de produccion y purificacion de la FSA A129S
que permitié obtener méas de 38000 unidades de enzima pura, equivalentes a 2,6
g de FSA, para realizar el estudio de la inmovilizacion de esta enzima (Tabla
4.7.).

Al realizar el balance de la fermentacion se determind que la enzima tenia una
actividad especifica de 1021,7 U gDCW-y un contenido de FSA de 72 mg
gDCW-! como se puede ver en la tabla 4.1. A partir de estos datos se determiné
una actividad especifica de la enzima producida de 14,2 U mg de FSA, mientras
que la actividad especifica del lisado era de 1,9 U mg* de proteina. Tras el
proceso de purificacién se determind una actividad especifica de 14,6 U de FSA
mg?! en el stock de enzima pura, que coincide con la actividad especifica
deducida a partir de los datos obtenidos de la fermentacion, por lo que se
determind numéricamente que la FSA habia sido purificada con un elevado

grado de pureza.

Tabla 4.7. Balance final tedrico de la produccién y purificacién la FSA A129S. Para
determinar el grado de pureza de la enzima se realizd el balance de la purificacion tanto en

actividad como en concentracién de proteina y se determind la actividad especifica en cada caso.

Actividad Rendimiento Proteina Rendimiento Actividad
(8)) actividad (%) (mg) proteina (%) especifica (U mg™)
Produccion 42196,2 100 10077,2 100 4,2
Purificacién por
39115,9 92,7 2660,9 26,4 14,7
afinidad
Desalting 38778,3 91,9 2657,7 26,4 14,6

4.5. Conclusiones

Realizar la produccion de la FSA A129S siguiendo una estrategia de un cultivo
en discontinuo alimentado permitié conseguir con elevada densidad celular en el
reactor al momento de realizar la induccién de la expresion de la enzima. El

protocolo propuesto en este capitulo permitié producir mas de 40000 unidades
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de FSA en el laboratorio en 17 horas de fermentacién. Sin embargo, este
protocolo no ha sido optimizado ya que en esta fermentacion solo se alcanzé
una DOsoonm cercana a 137 cuando podria haberse alcanzado una DOsoonm de
250, pudiendo alcanzar una produccion de aproximadamente 77000 U de FSA,
equivalentes a 5,13 g de enzima. Sin embargo, en este capitulo no se optimizo
la produccion ya que el objetivo era producir enzima para estudiar el sistema

multienzimatico.

Esta metodologia permitié producir un biocatalizador muy econémico ya que se
produjeron 42000 unidades de enzima y el costo global del proceso fue de 23,04
€ (20,14 € de reactivos y 2,9 € de luz), por lo que el costo global del biocatalizador
fue de 5,5 € por 10000 unidades de enzima (Tabla 4.8.). De esta forma la
produccion de la FSA en el laboratorio permitié reducir de forma indirecta los
costes de la sintesis de pre-D-fagomina. Sin embargo, el proceso de purificacion
de la enzima aumento los costos del proceso, obteniendo 39000 unidades de
enzima pura por 370,14 € al reutilizar la Ni-IDA-sefarosa 4 veces, lo que equivale
a 95,5 € por 10000 unidades de FSA (Tabla 4.8.). Este valor puede disminuir al
utilizar menos resina y reutilizarla mas veces, ya que la Ni-IDA-sefarosa puede
reutilizarse hasta en 10 purificaciones sin tener que regenerarla y volver a

cargarla con niquel.

Esta misma metodologia se puede aplicar para la produccion de la CPO, pero
no se abordo en esta tesis por falta de tiempo. Asumiendo que la CPO se clonase
en el mismo sistema de expresion y se produjeran los mismos 2,6 g de enzima
gue se obtienen al producir la FSA, se puede estimar el valor del biocatalizador
utilizando la actividad especifica de la CPO comercial de Sigma-Aldrich (1400 U
mg1). Siguiendo el mismo protocolo se producirian aproximadamente 4 millones
de unidades de CPO por los mismos 23,04 €, lo que equivale a 0,06 € por 10000
unidades. Si incluimos en el precio el mismo protocolo de purificacion se
recuperarian en torno a 3600000 unidades de CPO por 370,14 €, por lo que
10000 unidades de enzima pura costarian 1,02 € (Tabla 4.8.). Asi comparando
la estimacion del costo de producciéon de la CPO en el laboratorio con el costo
de la CPO comercial se observa que la enzima comercial es 360 veces mas cara,

ya que por el mismo precio se venden unicamente 10000 U de CPO pura.
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Tabla 4.8. Balance econdomico de la produccion y purificacion de la FSA. Balance

econdémico de la produccion y purificacion de la FSA.

Precio biocatalizador

Actividad (U) Precio (€)
(€ 10000 UY)

Produccién 42196,2 23,04 55
FSA Purificacion 38778,3 370,14 95,5
Produccién 3938312 23,04 0,06
PO Purificacion 3619308 370,14 1,02

La cola de histidinas de la FSA producida en el laboratorio permitié disefiar un
proceso de purificacién e inmovilizacibn mediante interacciones de afinidad en
resinas de metal quelado que aislaba rapidamente la enzima del lisado con un
elevado grado de pureza. Este proceso presentd una doble funcionalidad ya que
posibilitaba la aplicacion directa de la enzima inmovilizada en la reaccion y
permitia recuperar la enzima purificada desde el soporte mediante la adicion de
imidazol al medio. Debido a ello se procedié a empaquetar una columna de FPLC
con resina de metal quelado y se propuso un protocolo de purificacion de la FSA

gue permitio recuperar el 93% de la enzima con elevado grado de pureza.
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5. Inmovilizacion de la CPO vy la
FSA
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5.1. Introduccién

La inmovilizacion de las enzimas ya sea por métodos fisico 0 métodos quimicos,
posibilita la recuperacion y reutilizacion de los biocatalizadores, ademas de que
puede modificar tanto a su estabilidad como a su actividad (Mateo et al. 2007).
Las inmovilizaciones se caracterizan mediante tres parametros que determinan
la viabilidad del proceso. El rendimiento de inmovilizacion es el porcentaje de
enzima ofrecida que se inmoviliza en el soporte. La actividad retenida es el
porcentaje de actividad ofrecida que se mide en el derivado inmovilizado. Y la
eficiencia de inmovilizacion es el porcentaje enzima inmovilizada que permanece
activa tras la inmovilizacion y expresa como afecta el proceso de inmovilizacion

a la actividad de la enzima.

Las caracteristicas fisicas y quimicas del soporte también condicionan el proceso
de inmovilizacion y por ello antes de inmovilizar una enzima hay que determinar
la naturaleza quimica del soporte, los grupos funcionales que posee en su
superficie, el tamafio de poro de la particula, la carga maxima de proteina que
acepta, el pKa de los grupos funcionales del soporte, entre otros pardmetros
(Sirisha et al. 2016).

5.1.1. Nanoparticulas

Las principales ventajas de realizar la inmovilizacibn de una enzima en
nanoparticulas son la elevada superficie especifica del soporte, que poseen
bajos problemas de transferencia de materia, tienen buena resistencia mecanica,
presentan menores problemas difusionales que las macroparticulas y al
dispersarlas en medios acuosos presentan un movimiento Browniano, lo que le
aporta al derivado inmovilizado un comportamiento similar al de la enzima
soluble (Ahmad and Sardar 2015). Un caso especial de nanoparticulas son las
nanoparticulas magnéticas ya que posibilitan que el biocatalizador se recupere
mediante la aplicacion de un campo magnético, evitando asi los procesos de
centrifugacion necesarios para separar las nanoparticulas del medio de reaccion.
Existen varios ejemplos de enzimas que se han inmovilizado en nanoparticulas

magnéticas para obtener diferentes biocatalizadores utilizados en reacciones de
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sintesis (Huang, Liao, and Chen 2003; Jia, Zhu, and Wang 2003; Johnson et al.
2008; Prakasham et al. 2007).

La fuerza magnética que actla sobre las nanoparticulas en un gradiente de
campo magnético generalmente es demasiado débil como para separar las
nanoparticulas del medio de reaccion debido al pequefio tamafio de estas. Con
el objetivo de lograr una separacion magnética efectiva del derivado
inmovilizado, las nanoparticulas magnéticas se pueden ensamblar en
nanoclisters magnéticos de mayor tamafo (Kralj and Makovec 2015). Los
nanoclusters magneticos (MNC) se obtienen mediante el autoensamblaje de las
nanoparticulas de maghemita primarias, seguido por el recubrimiento del cluster
magnético con una capa de silica (MNC-Si). Para permitir la inmovilizaciéon de
las enzimas, los mMNC-Si se funcionalizan con diferentes grupos quimicos en su

superficie.

5.1.2. Macroparticulas

Un soporte es por definicion un sélido insoluble sobre el cual se puede inmovilizar
una enzima. Existen soportes de distinta naturaleza, desde polimeros organicos
naturales como el Agar (Kikani, Pandey, and Singh 2013), el quitosano (Urrutia
et al. 2014) o el alginato (Yao et al. 2014), hasta polimeros sintéticos como el
Eupergit (Boller et al. 2002). La naturaleza de la matriz del soporte juega un papel
muy importante en el proceso de inmovilizacién, asi matrices hidrofébicas como
el Eupergit resultan ser buenos soportes para lipasas u otras enzimas estables
en medios organicos (Knezevic et al. 2006). Por otro lado los soportes hidréfilos
como los derivados de la agarosa suelen ser buenos soportes para la mayor

parte de las enzimas (Guisan 1988).

La seleccion del soporte adecuado también debe enfocarse en los grupos
funcionales presentes en la superficie del soporte ya que estos grupos seran los
gue condicionen el tipo de interaccion que se establezca entre la enzima y el
soporte. Asi, dentro de los soportes derivados de la agarosa encontramos la

MANA-agarosa que posee grupos amino en la superficie, la glioxal-agarosa que
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posee grupos aldehido o la Co-IDA-sefarosa que tiene grupos iminodiacéticos

unidos a un atomo divalente de cobalto.

5.1.2.1. Soportes derivados de la agarosa

La mayor parte de las enzimas suelen ser inestables en medios hidrofébicos ya
gue en la naturaleza se encuentran en los medios acuosos del interior de las
células. Estos medios acuosos favorecen las interacciones deébiles que
mantienen estable la estructura terciaria y/o cuaternaria de las enzimas, las

cuales son esenciales para que la enzima mantenga su actividad catalitica.

La agarosa es una matriz polisacéaridica inerte de naturaleza hidroéfila que
presenta elevada porosidad en su estructura, lo cual le aporta grandes
propiedades como soporte para la inmovilizacion de enzimas. Los derivados de
la agarosa son soportes muy versétiles y ampliamente utilizados en la
inmovilizacién de enzimas (Zucca, Fernandez-Lafuente, and Sanjust 2016). Asi,
segun el tamafio y las caracteristicas de la enzima se puede elegir entre distintas
variedades de agarosa con varios grados de entrecruzamiento, lo cual
condiciona el tamafio de poro de la particula. Ademas de ello existen protocolos
estandarizados para la modificacion de la agarosa afiadiéndole distintos grupos
funcionales en la superficie. Los derivados de la agarosa empleados en esta

tesis son:

- Glioxal-agarosa

La glioxal-agarosa es un derivado obtenido tras la adicion del glicidol en la
superficie del soporte y su posterior oxidacion con periodato sodico, tal y como
se explica en materiales y métodos (Guisan 1988). La inmovilizacion en este
soporte ocurre al formarse bases de Schiff entre el aldehido de la superficie del
soporte y los grupos amino de la superficie de la enzima. Las bases de Schiff
son inestables por lo que es necesario reducirlas para formar enlaces C-N mucho
mas estables como se ve en la figura 5.1. Esta reduccion puede realizarse con
un agente reductor fuerte como el borohidruro sédico que reduce las bases de

Schiff y los grupos aldehido libres del soporte o con un agente reductor suave
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como cianoborohidruro sédico que reduce las bases de Schiff a medida que se

van formando, pero no a los grupos aldehido libres del soporte.

@)
// b C=N| e
—C
\H e C=N =
0 > | C=N —
/ C=N
_C\ | C=N —
H
0
C//
\ Soporte
H
—C-NH — Enzima
——C-NH —
e C-NH —
e C-NH —

Figura 5.1. Esquema de la inmovilizacién de enzimas en glioxal-agarosa. En una primera
fase reaccionan los grupos aldehido del soporte con grupos amino de la enzima formando bases
de Schiff, posteriormente se afiadié un agente reductor con la finalidad de transformar la base

de Schiff en una amina secundaria mucho mas estable.

- MANA-agarosa

La MANA-agarosa es agarosa funcionalizada mediante la aminacion reductora
de la glioxal-agarosa con etilendiamina y borohidruro sédico. La inmovilizacion
en MANA-agarosa se realiza mediante la adsorcion iénica la enzima en la
superficie del soporte. Adicionalmente se pueden formar enlaces covalentes
entre los grupos amino del soporte y los grupos carboxilo de la superficie de la
enzima mediante la adicion de carbodiimida (EDAC) al medio (Figura 5.2.).
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Figura 5.2. Esquema de la inmovilizacién de enzimas en MANA-agarosa. En una primera
fase se produce la inmovilizacién por adsorcién iénica y posteriormente se afiade EDAC para

formar enlaces covalentes entre los grupos amino del soporte y los grupos carboxilo de la enzima.

La carbodiimida es un compuesto que se une a los grupos carboxilicos
activandolos y haciéndolos mas susceptibles al ataque nucleofilico por parte de
los grupos amino del soporte. En el grupo existe experiencia inmovilizando
enzimas en este soporte y entre estos trabajos ya se ha descrito la inmovilizacion
de la CPO en MANA-agarosa (PeSi¢, et al. 2012). Este soporte ha sido empleado
en la inmovilizacién de gran variedad de enzimas, entre ellas podemos encontrar
a la ciclohexanona monooxigenasa (Valencia et al. 2018), algunas lipasas
(Ferreira et al. 2018; Pereira et al. 2017), la B-galactosidasa (Zaak et al. 2017),

B-xilosidasas (Terrasan et al. 2017) y alguna proteasa (Bavaro et al. 2016).

- Co-IDA-sefarosa

La Co-IDA-sefarosa es un soporte, como se describe en materiales y métodos,
obtenido al cargar la sefarosa funcionalizada con grupos iminodiacético (IDA)
con cationes divalentes de cobalto. Este soporte permite la inmovilizacion de
enzimas que posean colas de histidina en su estructura debido a que estas
poseen elevada afinidad por este tipo de soportes ya que forman un compuesto
de coordinacién con el cation divalente de la resina (Figura 5.3.). Esta

interaccién no es una union covalente, pero este derivado puede ser reutilizado
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en ciclos de reaccion ya que la enzima no se separa del derivado mientras no se

anadan elevadas concentraciones de imidazol al medio.

g O e / CH,C00™,
\ —N Co*
CH,COO > \ CH,COO
/ CHzCOOw...‘,C - / CH2CO0™,
_ N\ ° LN ‘Co%*
CH.COO- \ CH,COO"
/ CH2CO00™,
N Co** , o
\ Soporte Enzima Cola de histidinas
CH,COO-

Figura 5.3. Esquema de la inmovilizacién de enzimas con cola de histidinas en Co-IDA-
sefarosa. La inmovilizacion se realiza debido a la elevada afinidad que tiene la cola de histidinas

por el cation divalente de la resina.

Existen diversos articulos publicados sobre la purificacién e inmovilizacion de
enzimas en este soporte (Ardao et al. 2006; Valencia et al. 2018). La principal
ventaja de este soporte es que, debido a la elevada especificidad de la unién
entre la resina de metal quelado y la cola de histidinas, este método permite
realizar simultdneamente la purificacion e inmovilizacion de la enzima desde un
lisado celular, lo cual mejora las métricas del proceso y la calidad del

biocatalizador obtenido.

5.1.2.2. Eupergit CM

El Eupergit CM es un soporte comercial de caracter hidrofobico fabricado
sintéticamente a partir de la acrilamida que se comercializdé hasta 2017 (Boller et
al. 2002). Este soporte posee como grupo funcional en su superficie un anillo de
oxirano, el cual puede formar un enlace covalente al reaccionar con los grupos

amino, sulfidrilo e hidroxilo de la superficie de la enzima (Figura 5.4.). La
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inmovilizacion en Eupergit CM consta de dos fases, una primera de adsorcion
hidrofébica, por lo que se requiere una elevada fuerza idnica en el medio, y la
apertura del anillo oxirano por los grupos nucleofilos de la enzima. La apertura
de este anillo puede ocurrir tanto en pH basico, preferentemente por grupos
amino, como en pH &cido, por grupos tiol e hidroxilo.

— N
— N

Soporte Enzima

Figura 5.4. Esquema de la inmovilizaciéon de enzimas en Eupergit. La inmovilizacion se
realiza en dos fases primero se realiza la adsorcién de la enzima en la superficie del soporte por
interacciones hidréfobas y posteriormente se forma el enlace covalente mediante el ataque

nucleofilico de los grupos reactivos de la enzima a los grupos epdxido del soporte.

Finalmente, es necesario bloquear los grupos oxirano que no hayan reaccionado
con la enzima, para ello se incuba el derivado con compuestos aminados como
la metilamina o la glicina o con tioles como el p-mercaptoetanol (Mateo et al.
2000). Este soporte ha sido utilizado para aumentar la estabilidad de la ureasa
(Bortone, Fidaleo, and Moresi 2012), la lacasa (Lloret et al. 2012), la lipasa de
Candida rugosa (Knezevic et al. 2006), la treonina aldolasa (Tibhe et al. 2013),
la B-galactosidasa (Tibhe et al. 2013) y la fenilalanina deshidrogenasa entre otras
(Ahmad, Low, and Abd Shukor 2013).
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5.1.3. Inmovilizacion de la CPO y la FSA

El sistema multienzimético propuesto para la sintesis de pre-D-fagomina esta
compuesto por la oxidacion del B-OH a 3-CHO por parte de la CPO y la adicion
de la DHA al B-CHO previamente formado, catalizada por la FSA. Este sistema
ha sido estudiado previamente en el grupo y presenta diversos problemas, entre
ellos la acumulacion de productos intermedios, la presencia de reaccion
secundarias y la desactivacion de las enzimas durante la reaccion (Masdeu
2017).

La inmovilizacion de la CPO y la FSA se presenta como una alternativa para
solventar los problemas de este sistema. Por un lado, la inmovilizacion de las
enzimas puede mejorar la estabilidad de los biocatalizadores en condiciones de
reaccion y por otro lado la posibilidad de co-inmovilizar ambas enzimas en un
mismo soporte podria reducir la acumulacion de productos intermedios y la
presencia de reacciones secundarias ya que la cercania en el espacio fisico del
centro activo de ambas enzimas disminuiria los problemas de difusién del
sustrato a través del soporte. Ademas de ello la inmovilizacién de las enzimas

permite trabajar con distintas configuraciones de reactor.

5.1.3.1. Inmovilizacion de la FSA

El estudio de la inmovilizacion de la FSA ha sido abordado Unicamente en dos
trabajos publicados en la literatura. Un trabajo abordé la inmovilizacion de la FSA
mediante su encapsulacion en un soporte de doble capa de hidréxido Mg2AI-NOs
(LDH), alcanzando un rendimiento de inmovilizacion del 90%. Este derivado
inmovilizado se reutilizé en ciclos de condensacion de la hidroxiacetona y el
formaldehido y tras cuatro ciclos de reaccion mantuvo el 87% de su actividad
inicial. Por su parte la conversion de sustrato en la primera reaccion fue de un
70% y en el dltimo ciclo alcanz6 una conversion de un 61% (Guérard-Hélaine et
al. 2011).

La otra inmovilizacion publicada es una modificacion de este método por

encapsulacién de la FSA inmovilizada en LDH en diferentes polisacéaridos,
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alcanzando una actividad retenida maxima del 40% en el derivado encapsulado
en carragenanos. Este biocatalizador se reutiliz6 en ciclos de adicion de la
hidroxiacetona al formaldehido, manteniendo un 80% de la actividad inicial tras
el cuarto ciclo de reaccién. La conversion de sustrato en el primer ciclo fue de un
60% Yy baj6 hasta un 50% en el segundo, tercer y cuarto ciclo de reaccion (Mahdi
et al. 2015). Ademas la FSA ha sido purificada por afinidad utilizando resinas de
metal quelado por lo que este es otro posible método a estudiar para realizar la
inmovilizacion de la FSA, gracias a que la enzima recombinante se expresa con

una cola de histidinas en su extremo C-terminal.

5.1.3.2. Inmovilizaciéon de la CPO

La inmovilizacion de la CPO ha sido ampliamente estudiada en la bibliografia
con la finalidad de utilizar los derivados en reacciones de halogenacién de
sustratos o en reacciones de oxidacién en presencia de peréxidos. La CPO se
ha inmovilizado por atrapamiento en matrices de distintos polisacaridos en
presencia de nanoparticulas magnéticas mediante la preparacion de una
nanoemulsién compuesta por enzima, nucleos magnéticos y polisacaridos. Este
derivado pudo reutilizarse en hasta 25 ciclos de reaccién (Garcia-Embid et al.
2018). A su vez la CPO también pudo inmovilizarse en soportes poliméricos
derivados del hidroxipropilmetacrilato (HPMA) mediante unién covalente. La
inmovilizacion se realiz6 mediante la adicion de una solucion de CPO a un caudal
de 20 mL h sobre una solucién del soporte polimérico a 15°Cy pH 7,5y la
mezcla se mantuvo en agitacion durante 18 h. Varios derivados inmovilizados se
obtuvieron en este proceso segun el polimero empleado en el proceso,
alcanzando una actividad retenida méxima del 83% al utilizar un copolimero con
polietilenglicol (Bayramoglu et al. 2011). Finalmente la CPO también ha sido
inmovilizada en diferentes nanoclisters magnéticos (Masdeu et al. 2018). En
nuestro grupo se publico la inmovilizacion covalente de la CPO en el soporte
MANA-agarosa en tapon fosfato de sodio 10 mM a pH 5,0. Para esta
inmovilizacién se utilizd una concentracion de EDAC 25 mM y se alcanzé una
actividad retenida del 50% al inmovilizar mediante los grupos carboxilo de la

superficie de la enzima (PeSi¢ et al. 2012).
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5.1.3.3. Co-inmovilizacién de la CPO y la FSA

El sistema multienzimatico propuesto para realizar la sintesis de la pre-D-
fagomina presenta varias limitaciones al operar con las enzimas solubles. La
FSA se desactiva rapidamente en presencia de t-BuOOH y CPO por lo que el -
CHO se acumula en el medio al desactivarse la aldolasa. Ademas de ello la CPO
oxida nuevamente el 3-CHO formando como producto secundario 3-COOH. Para
solventar estos problemas se propuso co-inmovilizar ambas enzimas en un
mismo soporte con la finalidad de aumentar la eficiencia del sistema ya que el
sustrato de la segunda reaccion se produce in situ, reduciendo asi los problemas
difusionales del sustrato a través del derivado y reduciendo la aparicion de
productos secundarios de la reaccion (Betancor and Luckarift 2013). Ademas, la
co-inmovilizacibn de las enzimas puede aumentar la estabilidad del
biocatalizador en condiciones de reaccion. Este trabajo abordd el estudio de la
co-inmovilizacion de la FSA y la CPO debido a que no existe un derivado co-

inmovilizado de estas enzimas descrito en la literatura.

5.2. Objetivos

El objetivo del capitulo es encontrar las condiciones de inmovilizacion de
compromiso de ambas enzimas que permitan realizar la co-inmovilizacion en un

mismo soporte.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Inmovilizacion de la FSA

5.3.1.1. Inmovilizacion en nanoparticulas

El compariero de laboratorio Gerard Masdeu realiz6 el estudio del rendimiento
de inmovilizacion de la FSA en distintos nanoclisters magnéticos (mNC)
preparados por el Dr. Stane Pajk en la compafia Nanos SCI (Tabla 5.1.). Los
mNC funcionalizados con polietilenglicol (nNC-PEG) y con grupos alquinos

(mNC-C=CH) pueden formar puentes de hidrogeno con los grupos hidroxilo de
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la superficie de la enzima. Los mNC que poseen grupos tiol en su superficie
(mNC-SH) pueden reaccionar con los grupos tiol de las cisteinas de la enzima
formando puentes disulfuro. Los mNC funcionalizados con grupos amino (mNC-
NHz) fueron disefiados para reaccionar con los grupos carboxilo de los acidos
aspartico y glutdmico de la superficie de la enzima y los funcionalizados con
grupos carboxilo (MNC-COOH) y aldehido (MNC-CHO) para reaccionar con los

grupos amino de las lisinas y las argininas en la superficie de la enzima.

Los nanoclusters funcionalizados con EDTA (mMNC-EDTA) se prepararon para
realizar la inmovilizacién de la FSA a través de la cola de histidina que posee en

su extremo C-terminal, sin conseguir buenos rendimientos.

En el caso de los mMNC-Ns, no se determiné cual era el grupo funcional de la FSA
gue reaccionaba con los mNC, pero la enzima se desorbia al afiadir NaCl al
medio, por lo que se supuso que la union era una interaccion electrostatica
impulsada por la carga positiva de la azida. El CuBr se agreg6 a la inmovilizacion
en mMNC-Ns con el objetivo de inmovilizar la FSA mediante la reaccion de “adicion
de Huisgen", utilizada con frecuencia para la bioconjugacion de moléculas. Esta
reaccion se basa en la adicion de azidas a cadenas insaturadas de hidrocarburos

catalizada por sales de cobre (I) (Tron et al. 2008).

El rendimiento de inmovilizacion de estos derivados fue calculado mediante la
determinacién de la concentracion de proteina en el sobrenadante tras la
inmovilizacién utilizando el método de Bradford ya que la cantidad de FSA
afiadida a la inmovilizacién (0,02 U mL™t) era demasiado baja como para medirla
mediante el ensayo de actividad. El estudio (Tabla 5.1.) demostré que la FSA se
inmovilizaba con altos rendimientos de inmovilizacién por adsorcidén en superficie
en los MNC-Si, mNC-COOH y mNC-Ns a pH 5,0, pero al realizar estas mismas
inmovilizaciones a pH 8,0 los rendimientos cayeron por debajo del 20%. Por otro
lado, la FSA se inmoviliz6 en mNC-NH2, mNC-CHO y mNC-Ns (+ CuBr) con
elevados rendimientos de inmovilizacion tanto a pH 5,0 como a pH 8,0. Y
finalmente se observo que la FSA se inmovilizaba con muy bajos rendimientos
en los mMNC-PEG, mNC-SH y mNC-C=CH, por lo que se descartaron estos

clusters para realizar la inmovilizacion. Los distintos derivados inmovilizados se
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incubaron con NaCl 1 M para comprobar que todas la inmovilizaciones se

realizaron mediante adsorcion de la FSA en la superficie de los mNC.

Tabla 5.1. Estudio de la inmovilizacién de la FSA en mNC funcionalizados con diferentes
grupos en su superficie. Condiciones de inmovilizaciéon: 0,5 mg mNC y 0,02 U FSA en tampon
fosfato 10 mM en un volumen total de 1 mL a 25 °C. La actividad retenida se determind mediante
Bradford. La desviacién estandar se calcul6 a partir de 4 réplicas en cada caso para el
rendimiento de inmovilizacién. La actividad retenida se calcul6 para los derivados que tenian un
rendimiento de inmovilizacién mayor al 50% utilizando test de actividad en HPLC puesto a punto
en esta tesis. A los derivados Nz (+CuBr) no se midi6 su actividad ya que el CuBr interfiere en el
test. La desviacion estandar de la actividad retenida se calculo a partir de 2 réplicas en cada
caso. n.d. no fueron determinadas. El rendimiento de inmovilizacion (en gris) fue determinado

por Gerard Masdeu y la actividad retenida (en blanco) fue determinada en esta tesis.

Grupo Rendimiento de Actividad retenida = D.E.
funcional  inmovilizacion + D.E (%) (%)
mNC pH 5,0 pH 8,0 pH 5,0 pH 8,0
Si 775+76 205+146 595+5,6 n.d.
PEG 158+19,3 6,1+10,0 n.d. n.d.
NH2 >99+195 >99+158 619+128 21,9%+39
COOH >00+11,3 98zx151 2,1+24 n.d.
CHO >99+17,1 67,2+56 60,0+143 98+2,8
N3 888+11,4 65+83 94,0+20,8 n.d.
N3 (+CuBr) 97,3+13,1 90,8%9,2 n.d. n.d.
SH <1+5,2 <1+2,8 n.d. n.d.
C=CH 26,1+59 <1+6,1 n.d. n.d.

La actividad de los nueve derivados con rendimientos de inmovilizacion
superiores al 50% se analizé utilizando el test de formacién de pre-D-fagomina
medido por HPLC propuesto para este trabajo (Tabla 5.1.). La actividad de los
derivados mNC-N3 (+ CuBr) inmovilizados a pH 5,0 y pH 8,0 no se pudo
determinar, ya que el CuBr interfiere en el analisis de HPLC, incluso después de
lavar el derivado con tampon. El estudio de la actividad retenida demostré que
los derivados inmovilizados en mNC-Si, mMNC-NHz2, mNC-CHO y mNC-N3 a pH
5,0 poseian una actividad retenida por encima del 50%, reduciendo asi los

candidatos a cuatro derivados.

Tras realizar el estudio de la inmovilizacion por afinidad de la FSA en mNC se
procedié a seleccionar uno de los cuatro derivados con actividad retenida por

encima del 50% para realizar la inmovilizacion por enlaces covalentes. De los

83



cuatro candidatos seleccionados solo los mMNC-CHO y mNC-NH:z eran
suficientemente reactivos como para formar enlaces covalentes con la enzima.
Finalmente se seleccion6 el MNC-NH:z para realizar la union covalente ya que
los mNC-CHO poseian muy baja estabilidad y se agregaban durante su
almacenaje. Para realizar la union covalente entre los grupos amino de los mNC
y los grupos carboxilo de la superficie de la FSA, se incubaron los derivados con
diferentes concentraciones de EDAC durante 3 h a pH 5,0 (Figura 5.5.). La
actividad de los derivados se midi6 antes y después de realizar el lavado de los
mNC con tampon de inmovilizacion para seleccionar la concentracién 6ptima de
EDAC. La diferencia entre la actividad de los derivados antes de realizar el
lavado y después del lavado permite estimar la cantidad de enzima que se
desorbe del soporte al incubar los derivados con distintas concentraciones de
EDAC y por lo tanto estimar la cantidad de enzima que se une covalentemente.

100
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Figura 5.5. Desorcién de la FSA tras lavar los derivados inmovilizados con tampén
después de 3 h de incubacién con distintas concentraciones de EDAC. La actividad de la
FSA se calcul6 mediante el test de produccién de pre-D-fagomina propuesto para este estudio.
La actividad se determin6 antes y después del lavado de las nanoparticulas con la finalidad de
observar la desorcién de la FSA que no se ha unido covalentemente al soporte. No se afiadié

NaCl. La desviacién estandar se calcul6 a partir de 2 réplicas en cada caso.

Se observo que el valor maximo de actividad retenida después del lavado de las
nanoparticulas se alcanzaba al utilizar una concentracion de EDAC entre 2,5y
10 mM. Una concentracion de EDAC menor no fue suficiente para lograr la

formacion del enlace covalente y por ello al lavar con tampdn se midi6 menos
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actividad. Al trabajar con mayores concentraciones de EDAC los valores de
actividad retenida tras el lavado son similares a los del intervalo 6ptimo, pero se
observa en las muestras prelavado que la enzima soluble se desactiva en estas
condiciones. Finalmente se selecciond la concentracion de EDAC 5 mM como la

concentracion éptima para trabajar en esta inmovilizacion.

El derivado inmovilizado final obtenido mediante la union covalente con los mNC-
NH2 present6 una actividad retenida superior al 29%, la cual fue menor a la de
los cuatro derivados obtenidos mediante la inmovilizacion por interacciones
electrostaticas, pero la unién covalente permite la recuperacién de la enzima
mediante campos magnéticos, evitando asi la perdida de enzima que ocurre con
los otros derivados en condiciones de reaccién (datos no mostrados). Esta
ventaja permite que este biocatalizador sea el Unico candidato inmovilizado en

nanoparticulas capaz de reutilizarse en los ciclos de adicién alddlica.

5.3.1.2. Inmovilizacion en macroparticulas

Tras el estudio de la inmovilizacion de la FSA en mNC se procedio a realizar el
estudio de la inmovilizacion en macroparticulas. Para este estudio se utilizaron
la agarosa funcionalizada con diferentes grupos en su superficie y el Eupergit
CM, por lo que se pudieron estudiar diferentes métodos de inmovilizacion (Tabla
5.2.).

Tabla 5.2. Métodos de inmovilizacion que se estudiaran para realizar la inmovilizacién de
la FSA en distintos soportes de macroparticulas. Se ofrecieron 8 unidades de FSA para la
inmovilizaciéon en Co-IDA-sefarosa y 4 U de FSA para el resto de los derivados ya que a esta

carga no se observaron limitaciones difusionales.

Soporte Medio de inmovilizacion Método
Co-IDA-sefarosa Fosfato sod|cp 50 mM pH 8,0, NaCl 0,3 M, Afinidad
imidazol 20 mM
SRINSS) Covalente
mM
MANA-agarosa Fosfato sédico 10 mM pH 6,0 EDQ;:A = Covalente
SellG A9 Covalente
mM
i =il
Glioxal-agarosa EEEIETED S0 n,lll\gé):A 10,0, 1 mg mL Covalente
Eupergit CM Fosfato sédico 0,1 M pH 6,0, NaCl 0,25 mM Covalente
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La inmovilizacion de la FSA en macroparticulas se realizo mediante la incubacion
de la enzima y el soporte en unas condiciones adecuadas para cada uno de
métodos de inmovilizacion. Finalmente se caracterizd la inmovilizacion
representando la evolucion de la actividad de la FSA en el sobrenadante, en la
suspensién y en el blanco durante el proceso y se determinaron el rendimiento
de inmovilizacion y la actividad retenida para cada derivado (Valencia et al.
2018).

5.3.1.2.1. Inmovilizacién en Co-IDA-sefarosa

La FSAA129S se expresO como una proteina de fusion con una cola de histidina
con el objetivo de purificar e inmovilizar esta enzima mediante métodos de
afinidad. El soporte de Co-IDA-sefarosa es una resina que presenta alta afinidad
por las proteinas fusionadas con colas de histidina, por lo que este soporte es

un excelente candidato para realizar la inmovilizacion de este biocatalizador.

Para abordar el estudio de la inmovilizacion se procedi6 a realizar varias pruebas
en las que se fue aumentando la cantidad de unidades ofrecidas a un mililitro de
soporte. Asi se observo que al ofrecer al mililitro de soporte cantidades menores
a 10 unidades de FSA, la actividad retenida del derivado final era directamente
proporcional a las unidades ofrecidas en la inmovilizacion. Sin embargo, al
ofrecer mayor cantidad de enzima esta relacion no se conserva por la presencia
de limitaciones difusionales en el derivado. En base a ello se decidi6 caracterizar
la inmovilizacién ofreciendo 8 U de FSA mL* de soporte. La FSA se uni6 a la
resina con un rendimiento de inmovilizacion mayor al 99% y con una actividad
retenida del 94% en un tiempo de inmovilizacién de treinta minutos como se ve

en la figura 5.6.
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Figura 5.6. Curso de la inmovilizacion de la FSA en Co-IDA-sefarosa. La inmovilizacion se
llevd a cabo en tampoén fosfato de sodio 50 mM a pH 8,0 en presencia de NaCl 300 mM e imidazol
20 mM a 25 °C ofreciendo 8 U mL* de soporte. La desviacién estandar se calcul6 a partir de 2

réplicas en cada caso.

La concentracion de enzima ofrecida fue aumentando hasta que se detecté la
presencia de enzima en el sobrenadante tras la inmovilizacion, ya que el soporte
no podia asimilar mas mg de FSA. La carga maxima se determiné mediante la
diferencia entre la concentracién de FSA ofrecida al soporte y la concentracién
de FSA que se midi6é en el sobrenadante tras la inmovilizacion y la actividad
retenida determinada a baja carga. Asi la carga maxima determinada para la Co-
IDA-sefarosa fue de 466,7 U mL! de soporte. La actividad de este derivado
determinada con el ensayo de actividad de la FSA fue de 7,4 U mL™* debido a las

limitaciones difusionales.

El biocatalizador obtenido tras la inmovilizacion de la FSA en el soporte Co-IDA-
sefarosa demostré ser un excelente candidato para catalizar los ciclos de
reaccion aldolica debido a su elevado rendimiento de la inmovilizacion y a su
elevada actividad retenida tras la inmovilizacion. En este proceso no se formo un
enlace covalente entre la enzima y el soporte, pero la interaccion resulté ser lo
suficientemente fuerte ya que solo se liber6 al medio en presencia de

concentraciones de imidazol superiores a 300 mM.
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5.3.1.2.2. Inmovilizacién en MANA-agarosa

La inmovilizacion en MANA-agarosa se realiza en dos fases, una primera de
adsorcion idnica y una segunda en la cual se promueve la formacion de enlaces
covalentes entre la FSA y la resina mediante la adicion de EDAC al medio. La
adsorcion idnica de la enzima requiere de dos condiciones, baja fuerza ionica en
el medio y trabajar en un intervalo de pH entre el punto isoeléctrico de la enzima
y el pKa del grupo amino del soporte que es 6,8 (Fernandez-Lafuente et al.
1993). Al trabajar en este intervalo de pH se produce la adsorcion i6nica ya que
la enzima tiene carga neta negativa y el soporte carga positiva. La FSA tiene un
punto isoeléctrico de 5,9 por lo que la inmovilizacion se realizé en tampoén fosfato
de sodio 10 mM a pH 6,0. De la misma manera que en el soporte Co-IDA-
sefarosa, se procedi6 a realizar varias inmovilizaciones aumentando la cantidad
de unidades ofrecidas a un mililitro de soporte y se observo que a partir de 6 U
mL-! se detectaron limitaciones difusionales al medir la actividad del derivado ya
que al aumentar la actividad ofrecida al soporte la actividad retenida no
aumentaba de forma proporcional. Debido a ello la inmovilizacion se caracterizd
ofreciendo 4 U de FSA por mL de soporte. La absorcién idnica de la FSA en
MANA-agarosa se produjo rapidamente ya que tras 15 minutos de inmovilizacion
no se detectod actividad en el sobrenadante y al finalizar esta etapa la actividad

retenida medida en el derivado fue de mas del 98% (Tabla 5.3.).

El EDAC es un compuesto que presenta en su estructura un grupo carbodiimida
(R-N=C=N-R), el cual interactia con los grupos carboxilo de la enzima
activandolos y haciéndolos sensibles al atague nucleofilico de los grupos aminos
del soporte, formando asi el enlace covalente entre enzima y soporte (Gilles,
Hudson, and Borders 1990). Tras realizar la incubacion con el EDAC se procede
a realizar la incubacion en NaCl 1 M durante una hora con la finalidad de evaluar
la cantidad de enzima que se ha unido mediante enlace covalente al soporte, ya
gue al aumentar la fuerza i6nica del medio la enzima unida mediante adsorcién

se eluye del soporte y solo queda retenida la FSA unida covalentemente.

Tras la caracterizacion de la inmovilizacion de la enzima por adsorcion se

procedié a incubar el derivado con distintas concentraciones de EDAC con la
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finalidad de seleccionar la concentracion de carbodiimida con la cual se obtiene
una mayor actividad retenida tras realizar la inmovilizacion mediante formacion
de enlaces covalentes. Para este estudio se incubaron los derivados con
concentraciones de EDAC entre 5 mM y 25 mM durante tres horas. Al afiadir una
concentracion de EDAC 5 mM se midié una actividad retenida del 53% después
de incubarlo 1 hora en NaCl 1 M. Seguidamente se aumento la concentracion a
15 mM y se determiné una actividad retenida 88% al final del proceso.
Finalmente, al incubar el derivado con EDAC 25 mM se determiné una actividad
retenida del 89%.

Tras estudiar la adicion de distintas concentraciones de EDAC a la inmovilizacion
se determin6 que la concentracién 6ptima de EDAC para este proceso era 25
mM ya que con esta concentracion se observaba mayor actividad retenida tras
la fase de desorcion (Tabla 5.3). Asi tras la incubacion del derivado con NaCl 1
M durante 1 hora se determiné un rendimiento de inmovilizacion del 93% y una

actividad retenida superior al 89% (Figura 5.7.).
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Figura 5.7. Curso de la inmovilizacién de la FSA en MANA-agarosa. La primera fase es la
inmovilizacion de la enzima por absorcion iénica. En la segunda fase se adiciona una
concentracion de EDAC 25 mM (linea punteada) y se incuba durante 3 h para la formacion de
los enlaces covalentes entre enzima y soporte. La tercera fase consiste en la desorcion de la

enzima no unida covalentemente tras la adicién de NaCl 1 M (linea solida). La inmovilizacion se
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llevé a cabo en tampon fosfato de sodio 10 mM a pH 6,0 y 25 °C ofreciendo 4 U mL-! de soporte.

La desviacion estandar se calcul6 a partir de 2 réplicas en cada caso.

Con la finalidad de determinar la carga méaxima de FSA que se pude inmovilizar
mediante este meétodo se realizaron varias inmovilizaciones ofreciendo
concentraciones crecientes de FSA al medio. Asi al ofrecer 400 U mL* de
soporte se observé que la carga maxima de FSA era 347 U mL™! de soporte y la
carga maxima de enzima activa fue activa de 336 U mL! de resina ya que la
eficiencia de esta inmovilizacion es del 97,8%. Sin embargo, al medir la actividad
del derivado utilizando el test de actividad se midié una actividad de 4,7 U mL"!

debido a las limitaciones difusionales del derivado.

La inmovilizacion covalente a través de los grupos carboxilo de la superficie de
la enzima permitié obtener un biocatalizador que mantiene un elevado porcentaje
de la actividad enzimatica ofrecida y permite recuperar la FSA del medio de

reaccion para reutilizarlo en sucesivos ciclos de reaccion aldélica.

5.3.1.2.3. Inmovilizacién en glioxal-agarosa

El soporte glioxal-agarosa se preparé mediante eterificacion de la agarosa 4 BCL
con glicidol y su posterior oxidaciéon con periodato sodico (Guisan 1988). La
inmovilizacion de la FSA en este soporte se realiz6 mediante una aminacién
reductora, en la que los grupos amino de la superficie de la enzima reaccionaron
con los de los aldehidos del soporte formando una base de Schiff que
posteriormente fue reducida a una amina secundaria utilizando como agente
reductor el borohidruro sodico. La FSA es estable en valores de pH basicos por
lo que se selecciond el borohidruro sédico como agente reductor ya que esta
especie es estable en valores de pH superiores a 10,0. Asi se realizo la
inmovilizacién en tampoén bicarbonato 50 mM a pH 10,0 y una vez formadas las
bases de Schiff entre enzima y soporte se afiadié el borohidruro para reducirlas
a enlaces C-N y reducir los grupos aldehido libres en alcoholes menos reactivos
(Tabla 5.3.).
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Las limitaciones difusionales se estudiaron siguiendo la metodologia empleada
en los anteriores soportes y se observaron a partir de 5 U mL de resina, por lo
que para realizar la caracterizacion de esta inmovilizacion se ofrecieron 4 U por
mL de soporte. Durante tres horas los grupos amino de la enzima reaccionaron
con los aldehidos del soporte formando bases de Schiff lo que se tradujo en una
caida de la actividad del sobrenadante, mientras que el blanco se mantenia al
100%. Ademas, se observa que la FSA se desactiva durante el proceso de

inmovilizacién ya que la actividad de la suspension también cae durante las 3 h.

Tras tres horas de inmovilizacibn no se detectd actividad de FSA en el
sobrenadante por lo que se procedi6é a afiadir NaBH4 para reducir las bases de
Schiff a enlaces -C-N- formando asi una union méas estable entre enzima y
soporte. Tras media hora de incubacién con borohidruro la actividad en el blanco,
el sobrenadante y la suspensién apenas se han modificado, por lo que se
procedi6 a lavar el derivado con tampon de inmovilizacidén para eliminar el exceso
de agente reductor y enzima no unida covalentemente al soporte. Se determiné
un rendimiento de inmovilizacién superior al 99% con una actividad retenida

superior al 53% para esta inmovilizacion (Figura 5.8.).
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Figura 5.8. Curso de la inmovilizacion de la FSA en glioxal-agarosa. La inmovilizacion se
llevd a cabo en tampon bicarbonato 50 mM a pH 10,0 y 25 °C. La primera fase consiste en la
formacion de las bases de Schiff entre enzima y soporte y tras la adicion del borohidruro sédico
(la linea vertical) se redujeron las bases de Schiff a un enlace sencillo entre carbono y nitrégeno.

La desviacion estandar se calcul6 a partir de 2 réplicas en cada caso.

91



La inmovilizacion covalente de la FSA en glioxal-agarosa a través de los grupos
aminos de la superficie de la enzima resulto en la pérdida aproximada de la mitad
de la actividad enzimatica ofrecida al soporte por lo cual este no es un método
tan eficiente como la inmovilizacion en Co-IDA-sefarosa o0 MANA-agarosa, aun
asi, este derivado fue seleccionado como un posible candidato para catalizar los
ciclos de reaccién aldodlica para disponer de la maxima informacion posible sobre
las propiedades cataliticas de este derivado inmovilizado. Con la finalidad de
determinar la carga maxima de FSA activa que puede asumir este soporte se
ofrecieron cantidades cada vez mayores de la enzima a la inmovilizacion y se
determind que la carga maxima de enzima activa en este soporte es de 174,1 U
mL1y la medida en el test de actividad fue de 5,1 U mL*debido a las limitaciones

difusionales.

5.3.1.2.4. Inmovilizacion en Eupergit CM

El Eupergit CM es un soporte sintético fabricado a partir de la acrilamida, por lo
que a diferencia de los soportes derivados de la agarosa su matriz tiene caracter
hidrofébico. Este soporte esta funcionalizado con grupos oxirano, por lo que la
inmovilizacidn en este soporte se produjo en dos fases, una primera de adsorcion
mediante interacciones hidrofébicas y la segunda en la cual los grupos
nucleofilicos de la superficie de la enzima (-NHz, -OH, -SH) atacaron al epéxido

formando el enlace covalente entre enzima y soporte (Tabla 5.3.).

Para realizar la inmovilizacién se ofrecieron 4 U de FSA a 1 mL de soporte
hidratado en tampén fosfato de sodio 100 mM a pH 6,0 en presencia de NaCl
250 mM. Al inicio de la inmovilizacion se observé una rapida caida en la actividad
tanto del sobrenadante como el blanco, por debajo del 40%, mientras que la
suspension se mantuvo por encima del 80% (Figura 5.9.). Se siguio el curso de
la inmovilizacion durante 48 horas y se observo que el proceso de inmovilizacion
era muy lento. A las 48 horas la actividad en el sobrenadante era de
aproximadamente el 20% de la ofrecida y la de la suspension un 70%, mientras
que el blanco se mantuvo en el 40% del inicio del proceso. La inmovilizacion se

mantuvo en agitacion orbital a 20 °C hasta las 48 horas, momento en que la
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actividad en el sobrenadante se mantuvo estable en el tiempo, por lo que se
dedujo que el proceso de inmovilizacion habia finalizado. Se recuperé el
derivado por filtracion a vacio y se lavé con tampon fosfato 50 mM a pH 8,0, el
tampon de almacenamiento de la FSA. Al medir la actividad en el derivado se
determind un rendimiento de inmovilizacion del 81,4% y una actividad retenida
del 39,7%.
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Figura 5.9. Curso de lainmovilizacion de la FSA en Eupergit CM. La inmovilizacién se llevo
a cabo en fosfato de sodio 100 mM a pH 6,0 en presencia de NaCl 250 mM y 25 °C durante 48
h ofreciendo 4 U mL-! de soporte. La desviacion estandar se calcul6 a partir de 2 réplicas en cada

caso.

Los grupos epéxido de la superficie del soporte son grupos muy reactivos por lo
gue es necesario realizar el blogueo de los grupos que permanecen libres tras
la inmovilizacion. Con la intencién proponer un protocolo de bloqueo adecuado
se estudiaron dos agentes bloqueantes diferente: el B-mercaptoetanol y la
glicina. Para estudiar el bloqueo del soporte se incubaron los derivados
inmovilizados caracterizados anteriormente con B-mercaptoetanol 0,1 M y con
glicina 0,1 M en tampon fosfato de sodio 0,1 M a pH 6,0 durante 24 horas. El -
mercaptopetanol resulté ser un agente demasiado reactivo ya que tras cinco
minutos no se detecté actividad FSA en el derivado. La glicina en cambio resultd
ser un agente mucho menos agresivo, pero tras 24 horas de incubacion la
actividad del derivado bajo de 39,7% antes del bloqueo a un 6,5% tras el

tratamiento con glicina.
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La inmovilizacidon en Eupergit CM resultdé no ser un buen método para la
inmovilizacion de la FSA ya que la elevada fuerza idnica en el medio requerida
para esta inmovilizacion desactiva la enzima. Al observar el perfil de la
inmovilizacion se vio que a los dos minutos de incubacion la actividad del blanco
y del sobrenadante caen por debajo del 40% de la actividad ofrecida mientras
que la de la suspension se mantiene por encima del 80%, indicando un aumento
de la estabilidad en el medio de la enzima inmovilizada con respecto a la FSA
soluble. La inmovilizaciébn se mantuvo durante 48 horas, momento en el cual
apenas se observaban cambios en la actividad de la suspension y del
sobrenadante, por lo que el proceso habia finalizado sin inmovilizarse toda la
FSA ofrecida al soporte. Ademas, tras realizar el bloqueo con glicina la actividad
del derivado disminuye hasta un 6,5%. Esta incompatibilidad entre la enzima y
las condiciones de inmovilizacion descarté este método como una alternativa
para preparar un biocatalizador capaz de ser utilizado en los ciclos de reaccion

de adicion aldélica.

Tabla 5.3. Resumen de la inmovilizacion de la FSA en distintos soportes de
macroparticulas. Se ofrecieron 8 unidades de FSA para la inmovilizacion en Co-IDA-sefarosa y
4 U de FSA para el resto de los derivados ya que a esta carga no se observaron limitaciones
difusionales. La desviacién estandar se determiné mediante dos réplicas de la medida de

actividad de la FSA en cada caso.

Soporte _ _R_end@miento Actividad retenida
inmovilizacion = D.E. (%) + D.E. (%)
Co-IDA-sefarosa >99+2]1 93,8+3,2
MANA-agarosa 934+1,6 89,7+6,1
Glioxal-agarosa >99 + 0,9 539+1,1
Eupergit CM 81,4+27 39,7+1.2

Se realiz6 el estudio de la inmovilizacion de la FSA en distintos soportes y se
obtuvieron dos derivados con una actividad retenida muy alta. El derivado
inmovilizado en Co-IDA-sefarosa a través de sus colas de histidina se inmovilizo
con un rendimiento superior al 99% y con una actividad retenida por encima del
93%, mientras que el derivado inmovilizado en MANA-agarosa se inmovilizé con
un rendimiento de inmovilizacién por encima del 93% y con una actividad

retenida mayor al 89%. Estos dos derivados demostraron ser grandes
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candidatos para reutilizarse en ciclos de adicion aldélica debido a su elevada
actividad retenida. El derivado inmovilizado en glioxal-agarosa se inmovilizd con
un rendimiento superior al 99% pero con una actividad retenida del 54%, lo que
se traduce en la pérdida de practicamente la mitad de la enzima ofrecida al
soporte, pero se seleccion6 para realizar la adicion alddlica con la finalidad de
estudiar sus propiedades cataliticas. Finalmente, el derivado inmovilizado en
Eupergit CM demostré no ser un método adecuado para inmovilizar la FSA ya
que se inmovilizé con un rendimiento del 81% a las 48 de inmovilizacién y con

una actividad retenida de solo el 39,7% (Tabla 5.3.).

5.3.1.3. Estudio de la reutilizacion del biocatalizador
inmovilizado

Se seleccionaron los derivados inmovilizados en Co-IDA-sefarosa, MANA-
agarosa, glioxal-agarosa y mNC-NH2 como candidatos para catalizar la reaccion
de adiccién de la DHA al pB-CHO. Se utilizaron estos biocatalizadores en la
reaccion con la finalidad de evaluar su capacidad para reutilizarse en sucesivos
ciclos de condensacion alddlica. Para realizar esta reaccion de adicion se
establecieron las condiciones de reaccion expuestas en la tabla 5.4. Se
selecciond el buffer HEPES 50 mM a pH 8,0 como el buffer de reaccion ya que
permite trabajar en el pH 6ptimo de la FSA. La concentraciéon de 3-CHO se
establecié en 30 mM ya que es la solubilidad méaxima del aldehido en el buffer
de reaccién y se propuso un exceso de la concentracién de DHA de 1,5 para
desplazar el equilibrio de la reaccion hacia la produccion de pre-D-fagomina.
Finalmente se establecié una concentracion de 1 U de FSA mL* de reaccion,
carga maxima del derivado inmovilizado de la FSA en mNC-NH, para poder
comparar todos los biocatalizadores mediante la determinacién de diferentes

pardmetros cinéticos y cataliticos de estos.
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Tabla 5.4. Condiciones para la reaccién aldélica catalizada por los derivados
inmovilizados de la FSA. La reaccion se llevé a cabo en tampén HEPES 50 mM a pH 8,0 y 25

°C bajo agitacion orbital en un volumen total de 10 mL.

Variable Valor Unidades

B-CHO 30,0 mM

DHA 45,0 mM

FSA 1,0 U mL?
pH 8,0
Temperatura 25 °C

Se prepararon 5 reacciones bajo las mismas condiciones para utilizar los
derivados inmovilizados de la FSA en mNC-NHz2, en Co-IDA-sefarosa, en MANA-
agarosa y en glioxal-agarosa y para la FSA soluble, con el objetivo de poder
comparar los parametros cinéticos de cada uno de los biocatalizadores en esta

reaccion (Tabla 5.5.).

Tabla 5.5. Rendimiento de reaccién, conversién y velocidad inicial de la reaccién de
adicién aldélica catalizada por FSA inmovilizada en mNC-NH,, en Co-IDA-sefarosa, en

glioxal-agarosa y en MANA-agarosay enzima soluble con 1 U FSA mL™* de reaccién.

. : Rendimiento Conversioén Velocidad inicial
Biocatalizador

(%) (%) (LM/min)
Soluble >99 >99 800
MNC-NH2 91,6 86,5 480
Co-IDA-sefarosa 95,5 96,5 780
MANA-agarosa 67,6 95,1 730
Glioxal-agarosa >99 98,4 1050

La reaccion catalizada por 1 U de FSA soluble mL logré la conversiéon completa

del B-CHO a las 5 horas de reaccion (Figura 5.10.). Esta reaccion fue
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seleccionada como la referencia para comparar todos los derivados
inmovilizados, por lo que todas las reacciones tuvieron una duracion de 5 horas.
Tras 5 horas de reaccion, los resultados mostraron que las inmovilizaciones en
Co-IDA-sefarosa (Figura 5.10.B.) y en glioxal-agarosa (Figura 5.10.D.) no
afectaron a la capacidad de la enzima para realizar la adicién alddlica. Estos
derivados catalizaron la sintesis de pre-D-fagomina con una velocidad inicial de
reaccion y una conversion final de sustrato similar a la reaccion catalizada por la

enzima soluble (Tabla 5.5.).

El derivado inmovilizado en MANA-agarosa (Figura 5.10.C.) alcanzé una
conversion tedrica del 95,2% del sustrato, pero el rendimiento aparente de
producto fue solo del 67,7% con una velocidad inicial de reaccion similar a la de
la enzima soluble. La desaparicion de sustrato y la aparicion de producto no
concuerdan en esta reaccion, esto podria explicarse porque el 3-CHO podria
reaccionar con los grupos amino del soporte formando una base de Schiff. Este
efecto se observa en la figura 5.11.C. cuando se observa que a los 2 minutos
aproximadamente un 30% del aldehido ha desaparecido con respecto al curso
de la reaccion soluble a los dos minutos. Finalmente, el rendimiento de pre-D-
fagomina es cercano al 70% ya que se ha visto que un 30% del sustrato ha
reaccionado con el soporte y no esta disponible en el medio de reaccion.

La desapariciéon del B-CHO del medio pone en manifiesto esta reaccion
secundaria entre el sustrato y el soporte, la cual impide alcanzar un rendimiento
de reaccién del 100% al utilizar el derivado de la MANA-agarosa ya que
aproximadamente un 30% del aldehido no esta disponible en el medio para
reaccionar con la DHA. Por lo tanto, podemos concluir que la inmovilizacién a
través de los grupos carboxilo de la superficie de la enzima no afecta a las
propiedades cataliticas de la FSA, pero no es un método adecuado para esta
reaccion ya que parte del B-CHO puede reaccionar espontaneamente con el

soporte (Figura 5.10.).
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Figura 5.10. Reaccion de adicion de la DHA al B-CHO (e) para la producciéon pre-D-
fagomina (m) catalizada por FSA soluble, FSA inmovilizada en mNC-NH; (A), en Co-IDA-
sefarosa (B), en MANA-agarosa (C) y en glioxal-agarosa (D). La reaccion catalizada por la
enzima soluble se representé con una linea discontinua en todos los perfiles de la
reaccion. El medio de reaccion contenia DHA 45 mM, B-CHO 30 mM y 1 U de FSA ml?! de
reaccion. La adicién alddlica se realizé a 25 °C y pH 8,0 bajo agitacion suave en el roller durante
5 horas.

Por su parte la FSA inmovilizada en mNC-NH: (Figura 5.10.A.) cataliz6 la misma
reaccion con una velocidad inicial de reaccion y una conversion final de sustrato
menor que los otros candidatos (Tabla 5.5.). A su vez el biocatalizador
inmovilizado en mMNC-NH2 demostré las peores propiedades cataliticas y la
actividad retenida mas baja, un 29% de la ofrecida. Debido a la baja actividad
especifica de la FSA y a la baja actividad retenida tras la inmovilizacion se
necesitaron concentraciones muy elevadas de mNC en el medio para poder
afiadir 1 U de FSA mL™* de reaccién. Este hecho increment6 la viscosidad del
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medio de reaccion y segun la bibliografia, las propiedades cataliticas de una
enzima inmovilizada en nanoparticulas dependen del tamafio de particula y de
la viscosidad del medio ya que estos parametros estan relacionados con la
difusion y el choque entre particulas (Jia et al. 2003). Estos resultados junto al
hecho de que las nanoparticulas se aglomeraban en la suspension descartaron

los MNC como un soporte adecuado para la inmovilizacion de la FSA.

Al comparar los biocatalizadores observamos que el derivado inmovilizado en
MANA-agarosa mostré propiedades cataliticas y actividad retenida similares al
derivado inmovilizado en Co-IDA-sefarosa, pero la reaccion espontanea entre el
sustrato y el soporte disminuyd la productividad de esta reaccion. A su vez el
derivado de la glioxal-agarosa demostré propiedades cataliticas similares a las
de la enzima soluble, pero la actividad retenida tras la inmovilizacion fue de
aproximadamente el 50% de la actividad ofrecida al soporte, por lo que se
necesita la doble cantidad de enzima para producir la misma concentracion de
producto en el tiempo de reaccion establecido. Finalmente, el biocatalizador
inmovilizado en Co-IDA-sefarosa poseia propiedades cataliticas similares a las
de la enzima soluble y una actividad retenida de casi el 94%, por lo que la
inmovilizacion por afinidad con colas de histidina no afectaba a la actividad de la
enzima y se seleccion6 este derivado, junto con la enzima soluble, como el

candidato mas adecuado para catalizar la sintesis de pre-D-fagomina.

Una de las principales ventajas de trabajar con enzimas inmovilizadas es la
posibilidad de recuperar el biocatalizador y reutilizarlo en mdultiples ciclos de
reaccion. Con la finalidad de evaluar la capacidad de reutilizar los distintos
derivados inmovilizados de la FSA se realizaron sucesivos ciclos de adicion
alddlica en las condiciones preestablecidas reutilizando estos biocatalizadores
para asi poder comparar las métricas de la reaccion de cada uno de los
candidatos y asi poder seleccionar el que permita aumentar la productividad de

la reaccién al maximo (Figura 5.11.).
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Figura 5.11. Ciclos de adiciéon aldélica de la DHA con la B-CHO produciendo pre-D-
fagomina catalizados por la FSA inmovilizada en mNC-NH: (A), en Co-IDA-sefarosa (B), en
MANA-agarosa (C) y en glioxal-agarosa (D). El medio de reaccion contenia DHA 45 mM, B-
CHO 30 mMy 1 U de FSA ml!de reaccién. La adicion alddlica se realizé a 25 °C y pH 8,0 durante
5 horas en agitacion orbital.

Los candidatos mostraron diferentes estabilidades y propiedades cataliticas en
los ciclos de reaccion. El derivado de la FSA inmovilizado en mNC-NH2 fue
nuevamente el derivado que mostré peores resultados en reaccion, fue el
derivado que consiguié la menor conversion en la primera reaccion y tras
recuperar el derivado con un iman, alcanzé una conversion del 20% en el
segundo ciclo de reaccion y solo un 2% en el tercero. Este derivado demostré
las peores propiedades cataliticas, la actividad retenida méas baja de todas las
inmovilizaciones y mostr6 muy baja estabilidad en reaccion debido a la

agregacion de los mNC y por ello se descartd definitivamente a este derivado.

El derivado inmovilizado en Co-IDA-sefarosa fue seleccionado como el mejor
candidato para catalizar una reaccion individual porque el perfil de la reaccion
demostré que tenia practicamente las mismas propiedades cataliticas la enzima
soluble. Al recuperar el derivado y reutilizarlo en una segunda reaccion la

100

80
60 60
40 E 40
20 I 20 I I
0 . [ | -— 0
1 2 3 4 1 2 3 4 5 6



conversion bajé hasta el 40% y en las sucesivas reacciones la conversion
descendi6 por debajo del 20%. Esta caida en la conversion a través de los
sucesivos ciclos de reaccion demostrdo que la enzima inmovilizada en este
soporte se desactivaba durante las reacciones. Con la finalidad de comprobar
esta premisa se incubo el derivado en condiciones de reaccion y se comprobo
gue la enzima no se despega del soporte durante el lavado, por lo que la caida
de la actividad del biocatalizador es debida a la desactivacion de la enzima en
reaccion. A pesar de que este derivado fue el que demostré mejores propiedades
cataliticas en una reaccion aislada, su baja estabilidad en reaccién lo descarto

para utilizarlo en ciclos de adicion aldélica.

El siguiente derivado que demostré mejores propiedades cataliticas en la adicion
alddlica y poseia elevada actividad retenida fue el inmovilizado en MANA-
agarosa, pero este derivado poseia la desventaja de la reaccion secundaria entre
soporte y sustrato. Al reutilizar este derivado en los ciclos de reaccion se observo
que mostraba mayor estabilidad en reaccién que los derivados de mMNC-NH2 y
Co-IDA-sefarosa, catalizando dos ciclos por encima del 50% de conversion y
cayendo en los sucesivos ciclos de reaccién, por lo que podria ser una alternativa

viable para realizar los ciclos de reaccion.

El candidato que fue seleccionado finalmente como el mejor biocatalizador para
realizar la sintesis de pre-D-fagomina fue el derivado inmovilizado en glioxal-
agarosa. Este derivado inmovilizado cataliz6 los ciclos de adicién alddlica con
las mejores propiedades cataliticas y la mayor estabilidad en reaccion, aunque
posee la desventaja de tener una baja carga maxima ya que su actividad retenida
es de solo un 53%. Este derivado cataliz6 el primer ciclo de reaccién con un perfil
de reaccion muy similar al de la enzima soluble y consiguié alcanzar una

conversion superior al 50% en los 3 siguientes ciclos de reaccion.

Con el objetivo de demostrar que el derivado inmovilizado en glioxal-agarosa era
el candidato mas adecuado para catalizar estos ciclos de reaccién, a pesar de
tener una actividad retenida mas baja, se procedi6 a calcular la productividad, el
rendimiento total de la reaccion y el rendimiento del biocatalizador tanto para la

enzima soluble como para los tres biocatalizadores inmovilizados en soportes
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derivados de la agarosa (Tabla 5.6.). El derivado inmovilizado en mNC fue
descartado debido a que su baja estabilidad solo le permiti6 realizar tres ciclos
de reaccion, por lo que los resultados no son comparables al del resto de

candidatos.

Tabla 5.6. Productividad, rendimiento total de reacciéon y rendimiento de biocatalizador
calculados para los ciclos de reaccién catalizados por los derivados inmovilizados de la
FSA en 1 mL de los soportes derivados de la agarosa y la reaccion con la enzima soluble.
Las reacciones se llevaron a cabo con 1 U mL de reaccion en un volumen final de 10 mL. La
productividad se calcul6 sumando los pmoles producidos en cada ciclo y dividirlos por el tiempo
total de los ciclos y las unidades. El rendimiento se calculé sumando los pmoles producidos en
cada ciclo y dividirlos por la suma de los pmoles de sustrato. El rendimiento de biocatalizador se
calculé sumando los umoles producidos en cada ciclo y dividirlos por las unidades de enzima.
Los datos de la enzima soluble se calcularon a partir de 6 reacciones en las que se reponia la

enzima soluble en cada una de ellas.

_ _ Productividad Rendimiento total Rendimiento de
Biocatalizador L, . :
(umoles/h*U) de reaccion (%) biocatalizador (umoles/U)
Enzima soluble 1,0 >99 30,0
FSA-Co-IDA 1,6 27,7 47,9
FSA-MANA-
1,6 37,1 46,6
agarosa
FSA-glioxal-
2,0 67,0 60,3
agarosa

La posibilidad de reutilizar los biocatalizadores inmovilizados en seis ciclos de
reaccion consecutivos mejord la productividad global y el rendimiento del
biocatalizador del proceso frente a la reaccién catalizada por la enzima soluble
a pesar de que no se alcanza la conversion completa del sustrato en esos 6
ciclos. Al comparar los derivados inmovilizados se concluyd que los derivados
de MANA-agarosa y Co-IDA-sefarosa mostraron una productividad y rendimiento
de biocatalizador similares en el proceso global y mejores que los de la enzima
soluble. Pero estas métricas de la reaccion confirmaron la hipotesis de que a
pesar de su baja actividad retenida el derivado de la FSA inmovilizada en glioxal-

agarosa fue el biocatalizador mas adecuado para los ciclos de adicién alddlica
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en estas condiciones. La sintesis de pre-D-fagomina utilizando este
biocatalizador alcanz6 una productividad y rendimiento del biocatalizador dos
veces mayor que el mismo proceso utilizando la enzima soluble gracias a la
posibilidad de reutilizar la enzima en varios ciclos de reaccién con una conversion
de sustrato superior al 50% en lugar de afadir nueva enzima soluble en cada

reaccion.

Tras realizar el estudio de la reaccion con los derivados inmovilizados con 10 U
mL* de soporte se procedié6 a modificar la inmovilizacién en glioxal-agarosa vy,
en lugar de inmovilizar 10 unidades de FSA ml, se inmovilizé la carga maxima
de FSA activa que acepta 1 ml de este soporte, 174,1 U mL™L. Este biocatalizador
de alta carga se probo en los ciclos de reaccion en las mismas condiciones, pero
la carga de FSA se aumenté a 4 U mL* de reaccién para que los ciclos fuesen

mas cortos (Figura 5.12.).

La FSA inmovilizada en glioxal-agarosa se seleccion6 como el candidato mas
estable en condiciones de reaccion y el derivado mas adecuado para catalizar
los ciclos de adicidn alddlica debido a sus excelentes propiedades cataliticas. El
derivado inmovilizado a carga maxima en glioxal-agarosa se utilizé en la reaccién
de adicion aldélica con el objetivo de estudiar el efecto de la alta carga enzimatica
en la reutilizacion del biocatalizador a través de multiples ciclos de reaccion. Al
utilizar el derivado a alta carga se aumenta la eficiencia volumétrica del
biocatalizador ya que para afiadir la misma cantidad de enzima se afiade menor
cantidad de derivado. En el primer ciclo de reaccion el catalizador logré la
conversion total del B-CHO tras dos horas de reaccién, por lo que todos los ciclos
de este derivado a en estas condiciones duraron dos horas. Este biocatalizador
se reutilizé en 6 ciclos consecutivos de adicion alddlica convirtiendo toda la
cantidad del sustrato, pero en los ciclos posteriores la conversion disminuyo
paulatinamente hasta el doceavo ciclo de reaccion, en el que se alcanzo una
conversion del 58,4% del sustrato. Este derivado de alta carga enzimatica pudo
reutilizarse en mas ciclos de reaccion al utilizar 4 U de FSA mL? ya que la
reaccion era mas rapida y el catalizador era mas estable que el derivado de

glioxal-agarosa a baja carga. Asi este derivado catalizando 12 ciclos de reaccion
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aumenté 10 veces la productividad del proceso en comparacién con una

reaccion de sintesis de pre-D-fagomina utilizando enzima soluble.

Este derivado se puede aplicar en la misma reaccion ofreciendo mayor cantidad
de unidades en reaccion, pudiendo asi realizar més ciclos de reaccidén en
periodos mas cortos de tiempo, lo que se traduciria en un aumento de la
productividad global del proceso.
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Figura5.12. Ciclos de adicién de la DHA al B-CHO produciendo pre-D-fagomina catalizados
por la FSA inmovilizada en glioxal-agarosa a carga maxima. El medio de reaccion contenia
DHA 45 mM, -CHO 30 mM y 4 U ml de reaccion. La reaccion se llevé a cabo a 25 °C y pH 8,0
durante 2 horas en agitacion orbital.

La inmovilizacién de FSA en glioxal-agarosa proporcioné el biocatalizador mas
adecuado para los ciclos de reaccion de sintesis de pre-D-fagomina ya que la
unién covalente evitdé la desorcion de la enzima en el medio de reaccion y
permitio reutilizar el biocatalizador manteniendo los parametros de actividad de
la enzima soluble y aumentando su estabilidad en condiciones de reaccion, por
lo que resultd en un proceso mas rentable que agregar nueva FSA soluble en
cada nueva reaccion de sintesis.
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5.3.2. Inmovilizacién de la CPO

La inmovilizacion de la CPO ha sido mas estudiada que la de la FSA, por ello
existen gran cantidad de trabajos publicados sobre la inmovilizacién de la CPO
utilizando diversos métodos. Existen derivados inmovilizados de la CPO por
atrapamiento en matrices (Fan et al. 2018), por adsorcion en diversos materiales
(Mufioz-Guerrero et al. 2015) o por union covalente al soporte (Guerrero et al.
2013). En nuestro grupo particularmente se han publicado dos trabajos sobre la
inmovilizacion de la CPO, uno en el soporte MANA-agarosa (PeSic¢ et al. 2012) y

el otro es un estudio sobre su inmovilizacion en mMNC (Masdeu et al. 2018).

El objetivo final de este capitulo es proponer un protocolo para la co-
inmovilizacion de la CPO y la FSA para aplicarlo en la reaccion acoplada de
sintesis de pre-D-fagomina, por ello se probaron los mismos protocolos de
inmovilizacién que se utilizaron con la FSA (Tabla 5.3.). La CPO no se puede
inmovilizar en Co-IDA-sefarosa ya que no posee colas de histidinas y ya ha sido
inmovilizada en MANA-agarosa, por lo que en este capitulo se abordara la

inmovilizacién de la CPO en glioxal-agarosa y Eupergit CM.

5.3.2.1. Inmovilizacion en glioxal-agarosa

La inmovilizacién de la FSA en este soporte se realiz6 mediante la aminacién
reductora indirecta del soporte con borohidruro sédico en tampén bicarbonato 50
mM a pH 10,0. Sin embargo este protocolo no puede utilizarse para la CPO ya
gue esta enzima es muy inestable en pH basicos y el borohidruro a pH acidos,
por lo que se propuso realizar la reduccion de las bases de Schiff formadas entre
la enzima y el soporte con un agente reductor mas suave, el cianoborohidruro, a
dos pH distintos: pH 5,0 y pH 6,0.
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Figura 5.13. Curso de la inmovilizacién de la CPO en glioxal-agarosa. La gréfica A es pH
6,0 y la B a pH 5,0. La inmovilizacién se llevé a cabo en fosfato de sodio 25 mM a 25 °C
ofreciendo 5 U mLL. La actividad de la CPO se calculé mediante el ensayo de actividad descrito

en materiales y métodos. La desviacién estandar se calcul6 a partir de 2 réplicas en cada caso.

La inmovilizacion de la CPO en glioxal-agarosa no mostré buenos resultados ya
gue se alcanzo6 un rendimiento de inmovilizacion del 51% a las 78 horas en los
dos valores de pH estudiados y la actividad retenida de los dos derivados fue
practicamente nula ya que la actividad de la suspension y del sobrenadante
caian practicamente en paralelo a lo largo de la inmovilizacion (Figura 5.13.). El
blanco de inmovilizacion a pH 5,0 mantiene el 100% de su actividad durante las

78 horas y el blanco a pH 6,0 pierde rapidamente actividad durante las primeras
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tres horas, pero luego se mantiene constante en un 80% de la actividad inicial
hasta las 78 horas de inmovilizacién. Estos resultados concuerdan con la
estabilidad de esta enzima a ambos valores de pH, por lo cual el
cianoborohidruro no interfiere con la actividad enzimatica. Al analizar las
inmovilizaciones se observa que la enzima pierde su actividad al inmovilizarse a
través de sus grupos aminos en superficie, lo cual puede indicar que estos
grupos tienen un papel fundamental en la actividad de la enzima ya que los
blancos de inmovilizacion no se desactivan en las mismas condiciones. Debido
a ello se descarté la inmovilizacién de la CPO en glioxal-agarosa y se propuso

estudiar otros métodos de inmovilizacibn mas adecuados para esta enzima.

5.3.2.2. Inmovilizacion en Eupergit CM

Tras descartar la inmovilizacién en glioxal-agarosa como un método adecuado
para la inmovilizacién de la CPO se recurrio a la inmovilizacién en Eupergit CM
como alternativa. El protocolo de acondicionamiento del soporte ya fue descrito
en materiales y meétodos. La inmovilizacion se prepar6 en las mismas
condiciones que con la FSA, con la intencion de evaluar una posible co-

inmovilizacién en este soporte.
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Figura 5.14. Curso de lainmovilizacién de la CPO en Eupergit CM. La inmovilizacion se llevé

a cabo en fosfato de sodio 0,1 mM a pH 6,0 en presencia de NaCl 250 mM a 25 °C ofreciendo 5
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U mL1. La actividad de la CPO se calcul6 mediante el ensayo de actividad descrito en materiales

y métodos. La desviacion estandar se calcul6 a partir de 2 réplicas en cada caso.

La inmovilizacion de la CPO en Eupergit CM obtuvo peores resultados que la
inmovilizacion de la FSA en el mismo soporte, asi al final de la inmovilizacion se
alcanzé un rendimiento de inmovilizacion del 67,4% pero la actividad retenida
fue de solo un 5,3%, por lo que nuevamente se descart6 la inmovilizacién de la
CPO en este derivado como un método adecuado. (Figura 5.14.) Los resultados
obtenidos en la inmovilizacion de la CPO en Eupergit CM fueron muy similares
a los obtenidos en glioxal-agarosa ya que nuevamente se inmovilizo a través de
los grupos amino en la superficie de la enzima y nuevamente se observo que la
enzima se desactivaba al inmovilizarse a través de estos grupos, por lo que se
puede deducir que estos residuos tienen algun papel importante en la actividad

de la enzima.

5.3.2.3. Inmovilizacion en MANA-agarosa

La inmovilizacion de la CPO en MANA-agarosa ha sido estudiada en nuestro
grupo y fue publicada (PeSi¢ et al. 2012). Con la intencion de estudiar y
reproducir la inmovilizacion de la CPO en MANA-agarosa se procedido a
inmovilizar la CPO en la misma MANA-agarosa comercial 4 BCL que se utilizd

para la inmovilizacién de la FSA (Figura 5.15.).

Tras medir la actividad del derivado inmovilizado se determiné un rendimiento
de inmovilizacidbn mayor al 99% vy tras lavar el derivado se midié una actividad
retenida y fue del 42,3% por lo cual la CPO también pierde actividad al
inmovilizarse mediante los residuos carboxilo de su superficie, pero no pierde
toda su actividad como ocurria con los residuos amino. Se ofrecieron distintas
concentraciones de CPO a esta inmovilizacién y se determind que la carga

maxima de enzima activa que admite este soporte es 4900 U mL* de soporte.
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Figura 5.15. Curso de la inmovilizacién de la CPO en MANA-agarosa. La inmovilizacién se
llevd a cabo en tampén fosfato de sodio 10 mM a pH 5,0 y 25 °C ofreciendo 5 U mL?. La fase 1
es la absorcion iénica de la enzima en el soporte. La fase 2 es la formacion de enlaces covalentes
entre enzima y soporte tras la adicién del EDAC 25 mM (linea punteada). La fase 3 se desorba
la enzima no unida covalentemente tras afiadir NaCl 1 M (linea solida). La actividad de la CPO
se calcul6 mediante el ensayo de actividad descrito en materiales y métodos. La desviacién
estandar se calcul6 a partir de 2 réplicas en cada caso.

Estos resultados reprodujeron de forma eficaz la inmovilizacién publicada de la
CPO en MANA-agarosa, por lo cual se selecciond este soporte para realizar la

co-inmovilizacion de la CPO y la FSA.

5.3.3. Co-inmovilizacion de la CPO y la FSA

Al analizar las inmovilizaciones de ambas enzimas se llegd a la conclusion de
que la co-inmovilizacién tendria que realizarse en el soporte MANA-agarosa ya
que es el soporte en el que se consigue mayor actividad retenida tanto para la
FSA como para la CPO. Para realizar esta co-inmovilizacion se comparo el
protocolo de inmovilizacion de ambas enzimas en MANA-agarosa y se observo
que ambas inmovilizaciones se realizaban en tampon fosfato de sodio 10 mM y
con una concentracion de EDAC 25 mM, por lo que la Unica diferencia entre
ambos protocolos era el pH de inmovilizacion, pH 5,0 para la CPO y pH 6,0 para
la FSA. Debido a ello se procedio6 a estudiar la co-inmovilizacion a diferentes pH
(Tabla 5.8.).
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5.3.3.1. Estudio del efecto del pH

Para estudiar la co-inmovilizacién se ofrecieron 5 U de FSAy5U de CPOen 1l
mL de MANA-agarosa y se siguio la inmovilizacion de ambas enzimas mediante
el protocolo descrito en los apartados anteriores.
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Figura 5.16. Curso de la co-inmovilizacion de la FSA (A) y la CPO (B) en MANA-agarosa.
La inmovilizacién se llevé a cabo en tampdn fosfato de sodio 10 mM a pH 6,0 y 25 °C ofreciendo
10 U de FSA y 10 U de CPO por mL de soporte. La fase 1 es la absorcién i6nica de la enzima
en el soporte. La fase 2 es la formacién de enlaces covalentes entre enzima y soporte tras la
adiciéon del EDAC 25 mM (linea punteada). La fase 3 se desorba la enzima no unida

covalentemente tras afiadir NaCl 1 M (linea solida). La actividad de la CPO y de la FSA se
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determinaron mediante los ensayos de actividad descritos en materiales y métodos. La

desviacion estandar se calculd a partir de 2 réplicas en cada caso.

Tras realizar el estudio de la co-inmovilizacion de ambas enzimas a distintos
valores de pH se observo que la inmovilizacion de la CPO no se ve afectada por
la variacion de pH del medio, siendo los valores de rendimiento de inmovilizacion
y actividad retenida muy similares en las tres condiciones. En cambio, la
inmovilizacion de la FSA se vio afectada por las variaciones de pH, pasando de
un rendimiento del 84,0% a pH 6,0 a un 57,4% a pH 5,0 y de una actividad
retenida del 86,6% a pH 6,0 a un 43,8% a pH 5,0. Esta disminucion del
rendimiento de inmovilizacién de la FSA se justifica con el punto isoeléctrico de

la enzima.

Para que se produzca la adsorcion idnica entre la enzima y el soporte, el pH de
inmovilizacién debe ser menor al pKa de los grupos amino del soporte (6,9) y
mayor al punto isoeléctrico de la enzima (5,9 para la FSA y 4,45 para la CPO).
Al trabajar en este margen de pH el soporte tiene carga neta positiva y la enzima
carga negativa. Asi, al realizar la co-inmovilizacién a pH 5,5 y pH 5,0 la mezcla
se encontrd por debajo del pl de la FSA, por lo que no toda la enzima tenia carga
negativa y por lo tanto el rendimiento de inmovilizacién fue menor que a pH 6,0.
Sin embargo la inmovilizacién de la CPO no se vio afectada ya que su punto
isoeléctrico es mucho mas bajo. Por lo tanto, la co-inmovilizacién debe realizarse
a pH 6,0 ya que a este pH se alcanzan los mayores rendimientos de
inmovilizacién y actividad retenida para ambas enzimas (Figura 5.16.).

Al analizar los resultados de la co-inmovilizacion a pH 6,0 se observa que el
curso de la inmovilizacién de la FSA es muy similar al de la inmovilizacion de la
enzima sola, pero se llega a una actividad retenida ligeramente menor, un 86,6%
frente al 89,7% de la FSA sola (Figura 5.16.). En cuanto a la CPO la actividad
retenida a pH 6,0 fue del 33,3% frente al 42,3% que alcanzaba al inmovilizarse
solaapH 5,0 (Tabla 5.7.).
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Tabla 5.7. Resumen de la co-inmovilizacion de la FSA y la CPO en MANA-agarosa a

diferentes pH.

Enzima pH Rend.ir.nietho de Acti.vidad | Efic-i.enci.a de
inmovilizacién (%) retenida (%) inmovilizacién (%)
5,0 99,1 40,1 40,5
CPO 55 95,8 30,3 31,6
6,0 95,6 33,3 34,8
5,0 57,4 43,8 76,3
FSA 55 74,8 59,6 79,6
6,0 84,0 86,6 >99,0

5.4. Conclusiones

Las dos enzimas propuestas para el sistema multienzimatico de sintesis de pre-
D-fagomina presentan caracteristicas muy distintas, las cuales condicionan tanto
al acoplamiento del sistema como a la co-inmovilizacién de dichas enzimas. La
FSA es una aldolasa de gran tamafio (229,9 kDa) que posee una actividad
especifica baja, en torno a 15 U mg* de FSA y presenta una elevada estabilidad
a pH mayores de 6,0, por debajo de este pH precipita. La CPO en cambio es una
peroxidasa de 40,5 kDa que presenta una elevada actividad especifica 1400 U
mg?! de CPO y es muy inestable a pH por encima de 6,0. Asi el sistema

multienzimatico se vio limitado por estas caracteristicas de ambas enzimas.

Debido a los problemas detectados para la reaccion acoplada utilizando enzimas
solubles se propuso como objetivo dltimo del capitulo la co-inmovilizacién de
ambas enzimas en un mismo soporte ya que al estar ambas enzimas
inmovilizadas en la misma particula, teéricamente se simplificaria el proceso
debido a la cercania en el espacio de los centros activos de ambas enzimas.
Este hecho disminuiria los problemas de transferencia de sustratos y reduciria

la acumulacién de productos secundarios de reaccion.
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Al realizar el estudio de las condiciones de inmovilizacion de compromiso para
ambas enzimas se observo que el derivado inmovilizado de la FSA en glioxal-
agarosa fue el derivado que demostré mejores propiedades cataliticas y mayor
estabilidad al realizar ciclos de sintesis de pre-D-fagomina a partir de DHA y -
CHO sin embargo, este soporte fue descartado para realizar la co-inmovilizacion
de ambas enzimas ya que la CPO pierde practicamente toda su actividad al

inmovilizarse a través de los residuos aminos de su superficie.

El soporte MANA-agarosa fue el seleccionado para llevar a cabo la co-
inmovilizacién de la CPO y la FSA ya que fue el Unico soporte en que se
inmovilizé la CPO con una actividad retenida considerable y el protocolo de
inmovilizacién de ambas enzimas en este soporte era practicamente el mismo,
pero a diferentes valores de pH, para la CPO pH 5,0 y para la FSA pH 6,0. Al
estudiar el efecto del pH en la co-inmovilizacion se observé que este fue limitado
por el punto isoeléctrico de la FSA (5,9) ya que el rendimiento de inmovilizacion

de esta enzima disminuia considerablemente al trabajar por debajo de pH 6,0.

Finalmente, se propuso un protocolo de co-inmovilizacion de la CPO y la FSA'y
se caracterizd dicha inmovilizaciébn para poder utilizar este derivado en la
reaccion acoplada de sintesis de pre-D-fagomina. La co-inmovilizacién se realizé
en el soporte MANA-agarosa en tampoén fosfato 10 mM a pH 6,0 e incubando 3
horas con EDAC 25 mM a 25 °C.
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6. Aplicacion del derivado co-
Inmovilizado
en la sintesis de pre-D-

fagomina
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6.1. Introduccioén

La aplicacion del derivado co-inmovilizado de la FSA y la CPO en la reaccion
multienzimatica disefiada para la sintesis de pre-D-fagomina requirié el estudio
de las condiciones de reaccion con el fin de seleccionar unas condiciones
Optimas y adecuadas para ambas enzimas, con el fin de alcanzar el rendimiento

maximo de producto final.

La FSA es una aldolasa con gran aplicacion en el campo de la sintesis quimica
debido a su elevada capacidad catalitica, su estereoselectividad y su
promiscuidad en cuanto a la aceptacion de sustratos. Estas caracteristicas han
favorecido que durante la ultima década se hayan disefiado diversas rutas
sintéticas utilizando esta enzima como biocatalizador. La capacidad sintética de
esta aldolasa ha sido contrastada en diversos trabajos publicados, en los cuales
se emplea la FSA en la sintesis de pre-D-fagomina y diversos compuestos
polihidroxilados (Castillo et al. 2006)(Camps Bres et al. 2013)(Sanchez-Moreno
et al. 2012). La sintesis de pre-D-fagomina ha generado gran interés por lo que
la aplicacién de la FSA a este proceso ha sido ampliamente estudiada y se ha
propuesto un modelo matemético para la condensacion alddlica de la
dihidroxiacetona (DHA) y el 3-[(Bencil oxicarbonil)amino]propionaldehido (B-
CHO) catalizado por la FSA (Sudar et al. 2013b). Este modelo predice la
produccién de pre-D-fagomina catalizada por la variedad mutante FSA A129S,
estudiada en este trabajo y por la variedad doble mutante FSA A129S/A165G.
Ambas variedades se probaron en reactor en “batch” y en reactor en continuo y
se determind que la vida media de la variedad doble mutante es siete veces
mayor que la de la FSA A129S en el reactor en “batch” pero se necesitaba mayor
cantidad de enzima doble mutante para alcanzar la misma produccion que con
la FSA con una mutacion. Ambas enzimas demostraron muy baja estabilidad en
el reactor en continuo. Este modelo demostr6 que la produccion de pre-D-
fagomina era mayor cuanto mayor era la concentracion inicial de sustratos ya
que el B-CHO inhibe la reaccion retroalddlica, por lo que el equilibrio se desplaza
hacia la produccion de pre-D-fagomina. Asi al realizar la reaccion en tampon TEA

HCI50 mM a pH 7,5 con etilacetato 10% v/v a 25 °C con una concentracion inicial
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de B-CHO 76,3 mM, de DHA 100,8 mM y FSA 2,3 mg mL se alcanza una

conversion de aproximadamente el 90%.

La reaccion alddlica catalizada por la FSA es una reaccion muy eficiente, rapida,
estereoselectiva y con una elevada “economia atomica” por lo cual es una
herramienta de gran interés para formar enlaces C-C en la industria quimica.
Debido a ello existen diversos trabajos que estudian su aplicacion sintética
(Concia et al. 2009; Sudar et al. 2013a; Sugiyama et al. 2007). Esta reaccion
requiere un compuesto donador, generalmente una cetona que se adiciona a un
aldehido aceptor formando el enlace entre carbonos (Windle et al. 2014). Los
aldehidos son fuertes electréfilos y por ello pueden producir gran cantidad de
reacciones secundarias con componentes del medio de reaccion e incluso
pueden desactivar o inhibir la aldolasa mediante uniones no selectivas. Por ello
en este proyecto se propuso este sistema multienzimético en el cual se produce
B-CHO in situ a partir de B-OH. La importancia de la produccién del aldehido in
situ para la reaccion aldélica ha sido estudiada por Mifsud et al (Mifsud et al.
2012). Este trabajo se enfocaba en estudiar la oxidacion del alcohol furfurilico
mediante distintos sistemas enzimaticos o quimicos para producir furfuraldehido
in situ para acoplar la reaccion alddlica catalizada por la FSA. Este trabajo
estudié la oxidacion del alcohol mediante distintos sistemas, entre ellos el
sistema laccasa/TEMPO, la alcohol oxidasa, la CPO y el sistema Au/Pd-TiOz2.
En esta tesis se selecciond finalmente como oxidante la CPO ya que en el grupo
de investigacion existe experiencia en la oxidacion de alcoholes con estructura

similar utilizando esta enzima.

La oxidacion del B-OH catalizada por la CPO apenas ha sido estudiada con la
intencion de acoplar esta reaccion a la adicion alddlica en este sistema
multienzimatico (Masdeu et al. 2016). Debido a la complejidad del sistema
acoplado y a que las condiciones Optimas de cada una de las enzimas son muy
distintas se propuso un modelo cinético para este sistema (Masdeu 2017). Este
modelo matematico ha sido validado y predice las condiciones 6ptimas para la
reaccion acoplada.
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Con la finalidad de establecer unas condiciones adecuadas para trabajar en el
sistema multienzimatico diversos parametros fueron estudiados. Trabajos
anteriores dentro de este proyecto determinaron que el pH de la reaccién debia
ser 6,5 ya que por debajo de este pH la FSA precipita y por encima de él se
observo que la CPO se desactiva rapidamente. Asi se estableci6 el tampdn MES
100 mM a pH 6,5 como el buffer adecuado para la reaccion acoplada. Otros
parametros como la seleccion del peroxido o la desactivacion de las enzimas
fueron estudiados por un compafero del laboratorio, Gerard Masdeu, el cual
propuso un modelo cinético para este complejo sistema multienzimético (Masdeu
2017).
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Figura 6.1. Reacciones del sistema multienzimético de sintesis de la pre-D-fagomina.

Imagen tomada de la tesis de Gerard Masdeu.

Para realizar este modelo se procedi6 a estudiar cada una de las reacciones de
forma individual con la finalidad de reducir los efectos colaterales de las otras
reacciones (Figura 6.1.). Se estudi6 la reaccidon de oxidacion del B-OH por la
CPO, la adicion alddlica catalizada por la FSA y finalmente la reaccion acoplada.
El estudio de la reaccion de oxidacion del 3-OH abordé la desactivacion de la
CPO en presencia del t-BuOOH, la reaccion quimica entre el t-BuOOH vy el -
CHO, la oxidacién del B-CHO por parte de la CPO y la propia oxidacion del -
OH por la CPO.
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La ecuacién de la descomposicion del t-BuOOH por parte de la CPO (1) y de la
desactivacion de la CPO en presencia de t-BuOOH (2) se expresan a

continuacion:

- :kcm*e—dePO*f*[t—BuOOH]” (1)
4 ko +[t—BuOOH]"

Kka*2%1y
kd =2 2
cro = 2t (2)

Tabla 6.1. Valores estimados de los parametros de las ecuaciones 1y 2.

Parametros Valores Unidades
Kcata 2,068 + 0,095 umol*min-t*mgCPO!
Ka 51,54 + 3,40 mM
n 1,433 £0,018 -
Ka 7,038*102 + 0,172*10%2 mint
a 3,656*102 + 0,409*1072 mM*min-?

La reaccién quimica entre el aldehido y el peréxido se expresa como una
reaccion reversible entre los sustratos y el producto, un hidroxialquilperéxido
(HAP) (3):

r3 = k3; * [ — CHO] * [t — BUuOOH] — k3;; x [HAP] (3)

Tabla 6.2. Valores estimados se los parametros de la ecuacion 3.

Parametros Valores Unidades
Ksi 1,489*103 + 4,8*10° mM-1*min-t
Ksii 1,248*101 + 5,6*103 min1

Las reacciones de oxidacion de la CPO siguen un mecanismo en ping-pong, asi
la oxidacion del B-OH (4), del B-CHO (5) y la DHA (6) se expresan a continuacion,

donde Ycro es la concentracién de CPO en mg mL™:

r. = kcatl*YCPO*e_dePO*t*[ﬁ—OH]*[t—BuOOH] (4)
1 KM'ﬁ_OH*[t—BuOOH]+KM‘t_BuOOH*[ﬁ—0H]+[t—Bu00H]*[ﬁ—0H]
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Kcat2*Y cpo*e KACPO*t«[—CHO]*[t—BuOOH]

r = (%)

" Ky p-cro*[t—BuOOH]|+Kp t—puoon*[—CHOl+[t—BuOOH]+[f—CHO]

o= Keats*Y cpoxe KACPO*t«[DHA]+[t—BuOOH] 6)
57 KM’DHA*[t—BuOOH]+KM’t_BuOOH*[DHA]+[t—Bu00H]*[DHA]

Tabla 6.3. Valores estimados de los parametros de las ecuaciones 4, 5y 6.

Parametros Valores iniciales Unidades
Kcat1 11,23 umol*mint*mgCPO!
Kcat2 3,973 umol*mint*mgCPQO-*!
Kcats 50,34 umol*min-*t*mgCPO*!
KM,t-BuoOH 66,18 mM
Kwm,-oH 311,3 mM
Kwm, p-cHO 42,53 mM
KM,DHA 779,6 mM

El estudio de la reaccion de la FSA se expresa con la ecuacion de la adicidon
aldolica (7) y la retroalddlica (8), conde Yrsa es la concentracién de FSA en mg

mL1:

- kcate*Y Fsa*[DHA]*[—CHO] 7)
6 Ky g-cHo*[DHAI+KM,pHA*KM,g-cHO+IDHA]*[B—CHO]

r o= kcar7*YFsa*Ipre—D—fagominal )
4 KM,pre—D—fagomina+[PT€—D—fag0mina]

Tabla 6.4. Valores estimados de los parametros de las ecuaciones 7 y 8.

Parametros Valores iniciales Unidades
Kcate 19,31+ 1,00 umol*min-t*mgFSA-1
Kcat7 13,06 + 0,69 umol*min-t*mgFSA-1
Km,pHA 9,004 + 1,703 mM
Kwm,g-cHo 20,94 £ 2,25 mM
KM,pre-D-fagomina 59,68 + 1,93 mM
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Finalmente, para estudiar la reaccion acoplada se determind la ecuacion de la
desactivacion de la FSA en presencia de CPO y t-BuOOH (9) y en presencia de
CPO, t-BuOOH y DHA (10).

kdpsar =k 21, (9)

kdgsa, = ky x5 (10)

Tabla 6.5. Valores estimados de los parametros de las ecuaciones 9 y 10.

Parametros Valores iniciales Unidades
ki 9,792*102 + 3,57*103 mM-1
ko 6,704 + 0,240 mM-1

El modelo predice las condiciones Optimas para la reaccién acoplada utilizando
las enzimas solubles, alcanzando un rendimiento maximo del 14%. Por ello a lo
largo de este capitulo se estudiaron las condiciones de reaccion con la finalidad
de aumentar el rendimiento utilizando el derivado co-inmovilizado de la FSA y la
CPO en la sintesis de pre-D-fagomina. Asi, se han abordado las posibles
configuraciones del reactor, la proporcion de ambas enzimas en el biocatalizador

o la adicion de t-BuOOH durante la reaccion.

6.2. Objetivos

El objetivo principal de este capitulo es la utilizacién del derivado co-inmovilizado
de la FSA y la CPO en la sintesis multienzimatica de pre-D-fagomina y el estudio
de las condiciones de reaccién para aumentar el rendimiento.
Los objetivos especificos son:
- Determinar la carga enzimatica 6ptima para cada una de las enzimas en
el derivado co-inmovilizado.
- Reducir las reacciones secundarias y la aparicion de productos
secundarios de la reaccion.
- Comparar los resultados obtenidos con la reaccion catalizada por las

enzimas solubles y la catalizada por el derivado co-inmovilizado.
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6.3. Resultados y discusién

Estudios previos en el grupo de investigacién descubrieron tres problemas
principales en el sistema multienzimatico: existen diversas reacciones
secundarias dentro del sistema, la acumulacion de B-COOH como producto
secundario de la reaccion y la rapida desactivacion de la FSA al incubarla con
CPO y t-BuOOH. El modelo predice unas condiciones 6ptimas para la reaccién
en soluble, en las cuales se alcanza un rendimiento de pre-D-fagomina maximo
del 14% y ha sido validado experimentalmente. Estas condiciones optimas se

pueden ver en la tabla 6.6.

Tabla 6.6. Valores 6ptimos propuestos por el modelo para la sintesis de pre-D-fagomina
catalizada por CPO/FSA en soluble. A 25 °C en tampon MES 100 mM a pH 6,5 a 1000 rpm.
(Masdeu 2017)

Reactivo Valor Unidades

B-OH 16,0 mM

DHA 72,6 mM

t-BUuOOH 39,9 mM

FSA 200 UmL?

CPO 5000 UmL?

6.3.1. Sintesis de pre-D-fagomina en “batch”

Se eligieron las condiciones ¢ptimas para la reaccion acoplada catalizada por
CPO/FSA solubles para realizar la misma reaccion con el derivado co-
inmovilizado a carga maxima. Para ello se prepard un derivado co-inmovilizado
manteniendo la proporcion CPO/FSA (25:1) propuesta por el modelo, este
derivado poseia 195,8 U de FSA y 4900 U de CPO mL! de soporte.
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Debido a que el reactor en “batch” permite una relacibn derivado
inmovilizado/volumen total maxima de 1:10 (v/v), no se pudo disponer de la
misma concentracion de enzimas en reaccion que la propuesta por el modelo.
Afadiendo la méxima cantidad de derivado que admitia el reactor se dispuso de
19,6 U de FSA y 490 U de CPO mL™ de reaccién, un orden de magnitud por
debajo de lo que proponia el modelo. A pesar de ello se utilizé este biocatalizador
en la reaccion acoplada con la finalidad de evaluar los resultados y se observo
que tras 60 minutos de reaccion no se habia consumido nada del 3-OH, pero si
un 10% del t-BuOOH, indicando asi una posible reaccion secundaria entre la
CPO vy el peréxido sin oxidar el alcohol. Una vez finalizada la reacciéon no se
detecto actividad ni de FSA ni de CPO en el derivado.

Con la intencion de explicar los resultados de la reaccion en “batch” se realiz6
una reaccion empleando las enzimas solubles en las mismas concentraciones
gue la reaccion con el co-inmovilizado. Pasada una hora de reaccidon no se
detectdé consumo de alcohol, pero si un 23% de peroxido, sin observarse la
aparicion de pre-D-fagomina. Estos resultados indicaron que la concentracion de
enzimas no era lo suficientemente alta para producir pre-D-fagomina en estas
condiciones. Ademas, se observo que la oxidaciéon del alcohol empleando el
derivado co-inmovilizado es més lenta que la misma reaccion empleando enzima
soluble a la misma cantidad de unidades, indicando asi problemas de

transferencia de materia en el derivado.

Tal como predecia el modelo observamos una reaccion secundaria entre la CPO
y el t-BuOOH, en la cual no se produce la oxidacion del alcohol. EI modelo
cinético propuso que él producto de esta reaccion secundaria es la especie
guimica que desactiva la FSA durante la reaccion. Con la finalidad de poner en
evidencia esta reaccion y estudiar la desactivacion de la CPO, se incubaron 5000
U de CPO en presencia de distintas concentraciones de t-BuOOH a 25 °C y 1000
rpm en tampon MES 100 mM pH 6,5 durante 24 horas (Tabla 6.7.).
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Tabla 6.7. Consumo de distintas concentraciones de t-BuOOH por 5000 U de CPO. En los
tubos de la A la G se incubaron 5000 U de CPO con distintas concentraciones de t-BuOOH y los
tubos H e | eran blancos en los que no habia CPO. Las muestras se incubaron a 25 °C en tampon
MES 100 mM pH 6,5 durante 24 horas a 100 rpm.

=0 t=24h
Muestra Concentracion de Actividad Concentracion de Actividad
t-BUOOH (mMM) (UmL?)  t-BuOOH (mM)  (UmL?)
A 0 5000 0 4998,7
B 16 5000 0 2956,0
= 8 5000 0 3859,5
D 4 5000 0 4137,8
E 2 5000 0 4465,3
F 038 5000 0 4776,3
G 160 5000 51,6 0
H 160 0 156,6 0
| 16 0 16,3 0

Al incubar las 5000 U de CPO con distintas concentraciones de peroxido se
observé que todo el peroxido se consumia a las 24 horas excepto en el tubo en
que habia una concentracion de t-BuOOH de 160 mM, en el que tras 24 horas
de incubacion se detecté una concentracion de perdxido de 51,6 mM. Se
prepararon dos muestras sin CPO en las que se observd que el peréxido es
estable en estas condiciones durante 24 horas y asi se descartd la
descomposicion espontanea del t-BuOOH en las muestras. El efecto de esta
reaccion también se observé en el color de los tubos ya que a mayor
concentracion de peroxido mayor fue la perdida de color observada en la

muestra y mayor la pérdida de actividad (Figura 6.2.).

Este estudio puso en evidencia la existencia de la reaccion secundaria entre
CPO y t-BUOOH. Debido a esta reaccion se propuso estudiar la adicion de
peréxido al medio de reaccion con la finalidad de optimizar la sintesis de pre-D-

fagomina.
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Figura 6.2. Estudio de la reaccion entre distintas concentraciones de t-BuOOH y 5000 U

de CPO. Las muestras van de izquierda a derecha de la A a la G.

6.3.2. Efecto de la naturaleza del perdxido en la sintesis de pre-
D-fagomina

El derivado co-inmovilizado resultd ser incapaz de catalizar la oxidacion del
alcohol al utilizar como agente oxidante el t-BuOOH en una concentracién 40
mM. Debido a ello se procedié a estudiar la reaccion utilizando como agente
oxidante el peroxido de hidrogeno a la misma concentracién. Como alternativa
se procedio a probar la misma reaccién utilizando pulsos de cada uno de los
perdxidos con la finalidad de aumentar la velocidad de oxidacion del alcohol y
evitar la aparicion de reacciones secundarias (Tabla 6.8.).
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Tabla 6.8. Resumen de las reacciones de sintesis de pre-D-fagomina en “batch”. Se
expresa el biocatalizador empleado, el peréxido afiadido, su concentracién inicial y la adicién o
no de pulsos de peréxido con la finalidad de restituir una concentracién 3mM. Las reacciones en
gris se desarrollaron en el apartado 6.3.1.

Concentracion

Biocatalizador  Peroéxido g Pulso
inicial (mM)

Co-inmovilizado t-BuOOH 40 No
Enzimas ¢ g ,00H 40 No
solubles

Co-inmovilizado t-BuOOH 3 Si
Enzimas ;
solubles t-BUuOOH 3 Si

Co-inmovilizado H.0, 40 No
Enzimas
solubles H20, 40 No

Co-inmovilizado H.0, 3 Si
Enzimas .
solubles H20, 3 Si

6.3.2.1. Reaccion en “batch” con H20240 mM

La primera alternativa estudiada fue realizar la reaccion en “batch” con las
condiciones propuestas por el modelo cambiando el t-BuOOH por el H20:.
Nuevamente se realiz6 la reaccion tanto con el derivado co-inmovilizado como
con las enzimas solubles y tras dos horas de reaccion se determind una
conversion de 3-OH del 2% con el derivado y del 3% con las enzimas solubles,
por lo cual esta alternativa fue descartada para esta reaccion. Tras finalizar la
reaccion se observé que el derivado no tenia actividad FSA, pero se determing
una actividad aparente de 4,1 U CPO mL™ derivado (Tabla 6.9.).

6.3.2.2. Restitucidn de una concentracion 3 mM de t-BuOOH cada hora

Debido a la reaccion secundaria observada en el reactor en “batch” con t-BuOOH
40 mM se procedié a bajar la concentracién de perdxido a 3 mM y se afiadié un
pulso de t-BUOOH cada hora equivalente a la restitucién de una concentracion 3
mM en el reactor. Se decidié restituir una concentracion 3 mM cada hora
basandose en la experiencia previa en el grupo en oxidacién de aminoalcoholes
utilizando la CPO (Pes$i¢, Lopez, and Alvaro 2012). Asi pasada una hora de
reaccion se afadié un pulso de 10 pL de una solucién stock 3 M de t-BuOOH a
los 10 mL de reaccién, tanto para la reaccidén con el co-inmovilizado como para

la reaccidn en soluble. Pasadas dos horas de reaccién se observdé una
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conversion de B-OH del 3% y no se detectd perdxido acumulado en el medio

tanto en la reaccidon en soluble como con el derivado co-inmovilizado.
Nuevamente al medir la actividad del derivado no se detect6 actividad ni de FSA

ni de CPO (Tabla 6.9.).

Estos resultados descartaron al t-BuOOH como agente oxidante en la sintesis
de pre-D-fagomina utilizando el derivado co-inmovilizado en esta configuracion
de reactor. Ante este hecho se decidi6 cambiar el t-BuOOH por el peréxido de
hidrogeno como agente oxidante.

6.3.2.3. Restitucién de una concentracién 3 mM de H202cada hora

De la misma forma que con el t-BuOOH, se procedio a realizar una prueba de la
misma reaccion empleando pulsos de peréxido de hidrogeno equivalentes a
restituir una concentraciéon 3 mM cada hora. Para ello se montaron en paralelo
la reaccion con el derivado co-inmovilizado y con las enzimas solubles con la
finalidad de poder comparar los resultados de ambas reacciones. Tras dos horas
de reaccion la conversion de alcohol fue menor al 3% para el derivado co-
inmovilizado y al 4% para las enzimas solubles. Una vez finalizada la reaccién
se determinaron 1,7 U FSAy 4,3 U CPO mL1derivado (Tabla 6.9.).

Tabla 6.9. Resumen de las reacciones de sintesis de pre-D-fagomina en “batch”. Se
expresa el biocatalizador empleado, el peréxido afiadido, su concentracién inicial y la adicién o
no de pulsos de perdxido para restituir una concentracion 3 mM cada hora. Ademas, se expresa

la conversion de B-OH y la deteccién o no de actividad CPO y FSA al final de la reaccion.

Biocatalizador  Peréxido Concentracion Pulso Conversion  Actividad  Actividad
inicial (mM) (%) FSA CPO

Co-inmovilizado t-BuOOH 40 No 0 No No
Enzimas t-BUOOH 40 No 6 No No
solubles

Co-inmovilizado t-BuOOH Si 3 No No
Enzimas t-BUOOH si 3 No No
solubles

Co-inmovilizado H20 40 No 2 No Si
Enzimas H,0, 40 No 3 No Si
solubles

Co-inmovilizado H20 Si 3 Si Si
Enzimas . . .
solubles H20: Si 4 Si Si
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Estos resultados descartaron definitivamente la configuracion del reactor en
“batch” para la sintesis de pre-D-fagomina utilizando el derivado co-inmovilizado
y se decidié cambiar la configuracion del reactor a un reactor en lecho fijo como

la alternativa para este proceso.

6.3.3. Reaccion acoplada en reactor de lecho fijo operado en

discontinuo

La baja velocidad de oxidacién del B-OH catalizada por la CPO vy la rapida
desactivacion de la FSA resultaron ser los principales factores limitantes
detectados en la sintesis de pre-D-fagomina utilizando el derivado co-
inmovilizado en el reactor en “batch”. Con la finalidad de aumentar la
concentracion de las enzimas en la reaccion se cambid la configuracion del

reactor a un reactor de lecho fijo (Figura 6.3.).

Flujo 1,3 mL min‘?

(A)

(B)

Figura 6.3. Reactor de lecho fijo: (A) Esquema del reactor y (B) foto del reactor con
derivado co-inmovilizado. El caudal se establecié en 1,3 mL min-tya que es el caudal minimo

que permite la bomba.

6.3.3.1. Estudio de la capacidad del derivado co-inmovilizado para catalizar

la adicion aldélica

Durante el estudio de la reaccion con el derivado co-inmovilizado se observo que

la cantidad de CPO que se ofrecia a la reaccion era insuficiente para oxidar el 3-
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OH de forma eficiente, pero no se pudo evaluar si la cantidad de FSA en el
derivado era suficiente para catalizar la sintesis de pre-D-fagomina ya que no
habia produccion de B-CHO en la primera reaccion. Con la finalidad de evaluar
si el derivado co-inmovilizado era capaz de catalizar la adicion de la DHA al (3-
CHO se empaqueto el co-inmovilizado en el reactor en lecho fijo y se dispuso a
realizar la reaccion aldolica en las condiciones Optimas propuestas para la
reaccion acoplada, asumiendo un rendimiento de B-CHO del 100%, para
determinar asi si la cantidad de FSA inmovilizada era suficiente para catalizar la
sintesis de pre-D-fagomina o si seria el paso limitante de la velocidad de reaccion
en esta configuracién de reactor. La reaccion se llevd a cabo en el reactor de

lecho fijo siguiendo las condiciones expuestas en la tabla 6.10.

Tabla 6.10. Condiciones de lareaccion alddlica catalizada por el derivado co-inmovilizado.
La reaccién se llevo a cabo con 98 unidades de FSA y 2450 U de CPO mL! de reaccion a 25 °C,

en tampdén MES 100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 24 h a un caudal de 1,3 mL min-

1.

Reactivos Unidades Valor
B-CHO mM 16,0
DHA mM 72,6
t-BuOOH mM 39,9
FSA UmL? 97,9
CPO UmL? 2450

La reaccion alddlica utilizando el derivado co-inmovilizado en lecho fijo alcanzé
la conversién total de B-CHO al primer minuto de reaccion, demostrando asi que
la cantidad de FSA en este reactor era suficiente para catalizar la reaccion
acoplada sin ser el paso limitante de la velocidad del sistema en estas

condiciones.
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6.3.3.2. Sintesis de pre-D-fagomina en las condiciones del modelo

Operar en el reactor de lecho fijo permiti6 aumentar la concentracion de las
enzimas en la reaccion hasta practicamente la mitad de la concentracién
propuesta por el modelo. Por ello se procedio a realizar la reaccién acoplada en
este reactor siguiendo las condiciones Optimas propuestas por el modelo (Tabla
6.11.) a 25 °C en tamp6n MES 100 mM a pH 6,5 recirculando el medio a través
de la columna con un caudal de 1,3 mL min, caudal minimo permitido por la

bomba.

Tabla 6.11. Valores éptimos propuestos por el modelo para la sintesis de pre-D-fagomina

catalizada por CPO/FSA en soluble y condiciones de lareaccién en el reactor de lecho fijo.

Reactivos Modelo Reactor lecho fijo

B-OH 16,0 mM 16,0 mM
DHA 72,6 mM 72,6 mM
t-BuOOH 39,9 mM 39,9 mM

FSA 200 U mL? 97,9 U mL?

CPO 5000 U mL* 2450 U mL?

Al realizar la reaccion acoplada en el reactor de lecho fijo con el biocatalizador
co-inmovilizado se detect6 produccion de pre-D-fagomina, lo cual no se observo
en la reaccion en el reactor en “batch” en las mismas condiciones y utilizando el
mismo biocatalizador. Esta diferencia se explico al disponer de una
concentracion de enzimas cinco veces mayor en el reactor de lecho fijo que en

la configuracion de reactor anterior.
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W 3-OH B-CHO B-COOH pre-D-fagomina t-BuOOH
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Figura 6.4. Curso de lareaccion acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado con 98 U
de FSA y 2450 U de CPO mL de reaccion. La reaccion se llevo a cabo a 25 °C, en tampon

MES 100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 24 h a un caudal de 1,3 mL min-1,

Al analizar el curso de la reaccion (Figura 6.4.) se observé que la velocidad de
reaccion fue maxima hasta las 2 horas de reaccion, a partir de este punto baja
la velocidad tanto de la oxidacion del alcohol como de la adicion alddlica. A partir
de las 4 horas se manifestd la progresiva desactivacién de la FSA ya que se
comenzo a detectar acumulacién de aldehido y acido en el medio de reaccion.
Esta acumulacion de aldehido y acido aument6 con el transcurso de la reaccion
ya que la FSA se desactivd mucho mas rapido que la CPO y la aldolasa era
incapaz de convertir el B-CHO que se iba formando. Ademas, se observo el
desacoplamiento de la reaccion debido a que la CPO descompone el t-BuOOH
sin oxidar ningn compuesto, hecho que se manifiesta ya que se consumen 400

pmoles de peroxido y solo 60 pmoles de (3-OH.

Esta reaccion alcanzé un rendimiento de pre-D-fagomina del 16,6% a las 24
horas, frente al 11% que se alcanzé en una hora al realizar la reaccion con
enzimas solubles en las mismas condiciones Optimas propuestas por el modelo.
Al comparar ambos resultados se observd que la reaccion soluble duraba una
hora debido a que pasado este tiempo toda la FSA se habia desactivado en la
reaccion, mientras que con el derivado co-inmovilizado la reaccion se pudo

mantener hasta las 24 horas ya que la desactivacion de la enzima era mucho
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mas lenta. Debido a ello se concluy6 que el derivado co-inmovilizado aumenta
considerablemente la estabilidad de la FSA frente al producto de la reaccion
entre CPO y t-BuOOH. Ademas, se pudo confirmar que la oxidacién del 3-OH
con el derivado co-inmovilizado era mucho mas lenta que la oxidacién catalizada
por la CPO soluble debido a la presencia de problemas de transferencia de
materia en el derivado. La baja velocidad de oxidacion limitaba la reaccion
acoplada ya que en el apartado 6.3.3.1. se comprob6 que la cantidad de FSA en
el reactor de lecho fijo convertia una concentracion de aldehido equivalente a un
100% de conversion de 3-OH en un minuto de reaccion. Asi, se propuso estudiar
del efecto de modificar las proporciones de CPO y FSA en el derivado co-

inmovilizado con la finalidad de aumentar el rendimiento de la reaccion.

6.3.3.3. Estudio de la proporcion de ambas enzimas en el derivado

Debido a que la oxidacion del B-CHO es el paso limitante de la reaccion y que la
FSA es capaz de convertir todo el aldehido en menos de un minuto, se procedid
a aumentar la proporcion CPO/FSA con la intencion de aumentar la velocidad de
oxidacion del alcohol y asi producir la mayor cantidad posible de f-CHO antes
de la desactivacion total de la aldolasa. En el apartado anterior (6.3.3.2.) se
estudi6 el derivado con 196 U de FSA (15 mg de FSA mL* de soporte) y 4900
U de CPO mL? de soporte (10 mg de CPO mL de soporte) y en este se

estudiaran otros dos derivados con distintas proporciones CPO/FSA.

A) Derivado con 163,2 U de FSA (12,5 mg de FSA mL'de soporte) y 6125
U de CPO mL1de soporte (12,5 mg de CPO mL1de soporte)

Al aumentar la concentracién de CPO a 3062,5 U por mililitro de reaccion se
observé un aumento de la velocidad inicial de oxidacion del 3-OH (14,8 pumoles
h) con respecto al derivado anterior (12 umoles ht). Al mismo tiempo de
reaccion, 24 horas, en esta reaccién se alcanzé un rendimiento de pre-D-

fagomina mayor, del 21,9%.

En el curso de la reaccion (Figura 6.5.) se observo que la CPO descompone el
t-BuOOH a una velocidad mucho mayor que la de la reaccién de oxidacion, asi
pasadas 4 horas se han consumido los 400 pmoles de peréoxido y solo se han
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consumido 40 umoles de alcohol. Ademas, se observd que la CPO oxida el
aminoalcohol y el aminoaldehido incluso cuando el perdxido se ha agotado del
medio, pero a una velocidad mucho menor. Debido a ello se procedié a afadir
un pulso de perdxido a las 19 horas de reaccion y la velocidad de oxidacion volvio
a aumentar, por lo cual se propuso estudiar la adicion continua de t-BuOOH al
medio durante la reaccion, con la finalidad de evitar que la reaccidon de oxidacion

se detenga al agotarse el t-BuOOH en el medio, a las 4h de reaccion.
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Figura 6.5. Curso de lareaccién acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado acon 81,6
Ude FSAy 3062,5U de CPO mL* de reaccién. La reaccion se llevo a cabo a 25 °C, en tampdn
MES 100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 24 h a un caudal de 1,3 mL min-1.Se realizd

un pulso de t-BuOOH a las 19 h con la intencién de restituir una concentracion 40 mM.

En este derivado se disminuy6 las unidades de FSA por lo que se detecto la
acumulacion de aldehido en el medio antes que en la reacciéon anterior.
Finalmente se observo que a tras 24 horas se acumulaba -CHO y B-COOH, por
lo que la FSA, la cual hemos bajado su concentracién en el reactor, se ha
desactivado finalmente durante la reaccion, hecho que se comprobd al no

detectarse actividad de FSA en el derivado al final de la reaccion.
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B) Derivado con 130,6 U de FSA (10 mg de FSA mL1de soporte) y 7350
U de CPO mL1de soporte (15 mg de CPO mL*de soporte)

Al aumentar de nuevamente la proporcion CPO/FSA en el derivado se observo
un nuevo aumento en la velocidad inicial de oxidacion del B-OH (17,6 pmoles h
1), lo cual permiti6 conseguir un rendimiento del 23,5% a las 20 horas de
reaccion. Asi, este derivado cataliz6 la reaccion acoplada alcanzando un mayor

rendimiento de pre-D-fagomina en un menor tiempo de reaccion.

W 3-OH B-CHO 3-COOH pre-D-fagomina t-BuOOH

16 B 40
Pulso de t-BuOOH
35
12 30
% —
£ 25 2
c £
0 =
E 8 20 g
= (@]
C
g 15 @
g L)
© 4 T I T 10
. L 1 1
% T PN 1 5
1
r & I ¥ z
o b 2 b - 0
0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h)

Figura 6.6. Curso de la reaccion acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado con 65,3
U de FSAy 3675 U de CPO mL de reaccidn. La reaccion se llevo a cabo a 25 °C, en tampon
MES 100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 24 h a un caudal de 1,3 mL min-. Se realizé

un pulso de t-BuOOH a las 20 h con la intencién de restituir una concentracion 40 mM.

En esta reaccion (Figura 6.6.) se observo que al volver a bajar la concentracion
de FSA en el reactor se detectd acumulacion de aldehido desde la primera media
hora. A partir de las 2 horas, la velocidad de ambas reacciones baja, por lo que
a las 20 horas se afiadidé un pulso de peréxido con la intencion de restituir una
concentracion 40 mM en el reactor y se observo que la velocidad de oxidacion
aumento rapidamente al consumirse 1,6 umoles de 3-OH en 4 horas y detectarse
acumulacion tanto de aldehido como acido al final de la reaccion. Se deduce que
a las 20 horas de reaccién se ha desactivado la FSA ya que al aumentar la
produccion de B-CHO no aumentd el rendimiento de pre-D-fagomina.

Nuevamente se observo que, al afiadir un pulso de peroxido, a las 20 horas de

134



reaccion, la velocidad de oxidacion aumentd, por lo cual el siguiente paso a
estudiar fue el sistema de adicion de peroxido para optimizar la sintesis de pre-

D-fagomina.

Se seleccion6 el derivado con 130,6 U de FSA'y 7350 U de CPO mL™* de soporte
como la proporcion mas adecuada de ambas enzimas en el biocatalizador para
la sintesis de pre-D-fagomina ya que alcanzo6 el mayor rendimiento de pre-D-
fagomina (23,5%) en un menor periodo de tiempo (20 horas). Esta proporcién de
enzimas aumentd la velocidad de oxidacion del alcohol, produciendo mayor
cantidad de aldehido en el reactor antes de que ocurra la desactivacion total de
la FSA (Tabla 6.12.).

Tabla 6.12. Resumen del estudio de la proporcién de FSA y CPO en el derivado co-
inmovilizado. Se expresa las unidades de cada enzima por mL de soporte, el rendimiento de
pre-D-fagomina y el tiempo de reaccidn. La reaccién se llevé a cabo a 25 °C, en tampén MES
100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 24 h a un caudal de 1,3 mL min,

Derivado FSA(UmL?) CPO (UmL?) Pre-D-fagomina (%) Tiempo (h)

A 196,0 4900 16,6 24
B 163,2 6425 21,9 24
C 130,6 7350 23,5 20

En estas reacciones se observaron los principales problemas del sistema
multienzimatico descritos por el modelo. La CPO oxid6 el B-OH a aldehido y
volvié a oxidar el 3-CHO hasta acido por lo que se detecté acumulacion de [3-
COOH como producto secundario de la reaccion. Nuevamente se detecto la
aparicion de la reaccion secundaria de descomposicion del t-BuOOH catalizada
por la CPO. Ademas, se observo la desactivacion de la FSA en presencia de
CPO y t-BuOOH, lo cual se manifesté al acumularse B-CHO en el medio de
reaccion, ya que en el apartado 6.3.3.1. se observo que el derivado es capaz de

convertir todo el B-CHO formado en la primera reaccién en menos de un minuto.

6.3.3.4. Efecto de la adicion de t-BuOOH al medio

Tras el estudio del sistema multienziméatico utilizando el derivado co-inmovilizado

se determind que el paso limitante del proceso era la oxidacion del 3-OH por la
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CPO, ya que era la reaccion con menor velocidad. La CPO requeria la adicion
de t-BuOOH al medio para poder oxidar el alcohol, pero ademas de esta reaccion
se detect6 una reaccion secundaria entre el peréxido y la CPO sin necesidad de
la presencia del alcohol. El t-BuOOH también tenia un papel importante en la
desactivacion de las enzimas ya que era el responsable de la desactivacion de
la CPO y el producto de la reaccion espontanea entre CPO y t-BuOOH era el
compuesto que desactivaba la FSA durante la reaccion. Estos factores
justificaron que la concentracion del peroxido en el medio era un parametro clave

en la productividad del sistema.

Con lafinalidad de mejorar el proceso se propuso estudiar el efecto de la adicion
del peroxido al medio de forma continua mediante una microbureta para evitar la
acumulacion de peroxido y garantizar su presencia durante todo el tiempo de

reaccion (Figura 6.7.).

Flujo 1,3 mL min-

t-BuOOH ;

Figura 6.7. Esquema del reactor de lecho fijo acoplado a la microbureta para la adicion
continua de t-BuOOH.
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Tabla 6.13. Disefio del estudio de la adicion continua de t-BuOOH al medio. Se expresan
los parametros estudiados en estas reacciones: concentracion inicial de peréxido, mmoles de

peréxido adicionados cada hora, volumen del pulso de peroxido y el tiempo entre pulsos.

. Concentracion inicial  Adicién t-BuOOH Volumen Tiempo entre
Reaceion t-BuOOH (mM) (mmoles h?) pulso (uL) pulsos (min)
A 16 27,2 5 17
B 16 27,2 1 3
C 16 13,6 1 3
D 16 45,3 1 3
E 0 27,2 1 3

- Adicién de 27,2 mmoles de t-BuOOH cada hora mediante pulsos cada 17

minutos

El estudio de la adicion de peroxido se inicié estudiando la adicién continua de
27,2 mmoles de t-BUOOH mediante pulsos de 5 pL de peréxido cada 17 min,
intervalo maximo que permitia la microbureta. La adicion de estos pulsos de una
solucién stock 1,36 M hacia el medio permitia la restitucién teérica de una
concentracion 6 mM de peroxido en el medio cada hora. Esta reaccion se realizé
en las mismas condiciones que en el estudio de la proporcion de ambas enzimas
en el derivado co-inmovilizado modificando Unicamente la concentracion de
perdxido para estudiar el efecto de su adiciébn continua en la reaccién. La
reaccion se empez0 a una concentracion inicial de t-BuOOH de 16 mM y se fue

afiadiendo el peroxido de forma continua durante 45 horas.

Al adicionar el t-BuOOH de forma continua se observé que la pre-D-fagomina se
producia de forma ininterrumpida durante 45 horas, ya que la oxidacién del 8-
OH no se detenia al no agotarse el peréxido del medio, como ocurria durante el
estudio de la proporcion de ambas enzimas en el derivado co-inmovilizado. Al
inicio de la reaccion se observo una rapida produccion de pre-D-fagomina sin
acumulacion de productos secundarios, debido a la concentracion inicial de
peréxido en el medio, pero a partir de la media hora la velocidad de reaccion bajo
y la produccién de pre-D-fagomina se mantuvo practicamente lineal hasta las 45

horas de reaccion.
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Figura 6.8. Curso de lareaccion acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado con 65,3
U de FSAy 3675 U de CPO mL de reaccion con una adicion de 27,2 mmoles de peréxido
cada hora mediante pulsos cada 17 min. La reaccién se llevo a cabo a 25 °C, en tampdn MES
100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 45 h a un caudal de 1,3 mL min-1.

Estudiando el curso de la reaccion (Figura 6.8.) se comenzé a detectar
acumulacién de B-CHO a las cuatro horas de reaccion, por lo que a partir de este

punto la velocidad de de oxidacion era mayor que la velocidad de la adiccion
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alddlica, poniendo en manifiesto la desactivacion de la FSA. Al irse desactivando
la FSA el derivado era incapaz de convertir todo el B-CHO producido in situ en
pre-D-fagomina, por lo cual la CPO comenzé a oxidar el B-CHO y comenzo a
acumularse 3-COOH en el medio , el cual fue detectado en reaccion a partir de
las 10 horas.

Al comparar esta reaccion con la reaccién sin adiciéon continua de peréxido
empleando el mismo derivado co-inmovilizado se observo que la produccién de
pre-D-fagomina a las 24 horas era practicamente la misma en ambas, un 21%,
por lo que aparentemente no se ganaba en produccion afiadiendo el peroxido de
esta forma. Con la finalidad de entender estos resultados se procedi6 a estudiar
la evolucién de la concentracion de t-BuOOH y su consumo durante la reaccion
y se observé que esta configuracién de adicion en pulsos cada 17 minutos
favorecia la aparicién de picos de alta concentracién de peroxido que podian
afectar a la estabilidad de ambas enzimas en la reaccion, por lo cual se decidio
realizar otra reaccion afiadiendo nuevamente 27,2 mmoles cada hora, pero con
adiciones mas cortas, asumiendo una adicion continua para evitar la

acumulacion de peroxido en el medio de reaccion.

La reaccion se mantuvo durante 45 horas hasta que la elevada acumulacién de
productos secundarios, 14,5% B-CHO y 16,9% B-COOH, indic6 que la FSA ya
no era capaz de catalizar la adicién alddlica alcanzando asi un rendimiento

maximo del 26,2% y una conversion de 3-OH del 53,4%.

- Adicién de 27,2 mmoles de t-BuOOH cada hora mediante pulsos cada 3

minutos

Con la finalidad de evitar la aparicion de picos de t-BuOOH se acorto el intervalo
entre pulsos al minimo posible que nos permitia el aparato y se procedi6 a afiadir
1 pL de una solucion nueva de t-BuOOH 1,36 M cada tres minutos al medio de
reaccion, permitiendo asi una restitucion tedrica de una concentracion 6 mM

cada hora.
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El montaje del reactor se realiz6 de la misma forma y en las mismas condiciones
gue en la reaccidn con pulsos cada 17 minutos con la finalidad de que la Unica
variable modificada en este estudio fuese el tiempo entre los pulsos de t-BuOOH.
En esta reaccion (Figura 6.9.) nuevamente se observo una rapida produccién de
pre-D-fagomina al inicio de reaccién y posteriormente la velocidad de produccion
fue disminuyendo con el tiempo. Al comparar esta reaccion con las dos
reacciones anteriores se observo que a las 24 horas se llegaba a una conversion
de pre-D-fagomina mayor, un 27% frente al 21% de los casos anteriores. Este
resultado demostré que la adiccion del t-BuOOH a pulsos mas pequefios y en
menores intervalos de tiempo evitaba la acumulacion del peréxido en el medio y
la consecuente desactivacion del biocatalizador. Para comprobar este supuesto
se estudié el consumo de peroxido en la reaccién y se observé que al inicio de
la reaccién el consumo era elevado, en torno a 80 mmoles h', pero fue
disminuyendo gradualmente hasta estabilizarse en un consumo constante de 27
mmoles ht. Esta variacion del consumo se explicé ya que la reaccion empezd
con una concentracion inicial de peréxido de 16 mM y a partir de ahi el aporte de
perdxido fue continuo a 24 mmoles cada hora, por lo que no se acumulaba en el

medio.
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Figura 6.9. Curso de lareaccion acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado con 65,3
U de FSAy 3675 U de CPO mL de reaccion con una adicion de 27,2 mmoles de peréxido
cada hora mediante pulsos cada 3 min. La reaccion se llevo a cabo a 25 °C, en tampén MES

100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 48 h a un caudal de 1,3 mL min-L.
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Ademas de conseguir una mayor concentracién de producto y no detectarse t-
BuOOH en el medio, a las 24 horas de reaccidén no se detectd presencia de [3-
CHO y solo se detectdé un 6% de B-COOH, por lo cual esta configuracion de
reactor permitié disminuir la produccién de productos secundarios y al no
acumularse aldehido se consiguié aumentar la estabilidad de la FSA en reaccion
(Figura 6.9.).

La reaccion se mantuvo hasta las 48 horas con la intencién de observar si el
derivado era capaz de alcanzar una conversion mayor de pre-D-fagomina pero
el rendimiento de producto aumentd solo un 2% desde las 24 hasta las 48 horas,
llegando a un rendimiento final del 29%. En cambio, el rendimiento de acido
aumentd de un 6% a las 24 horas a un 47% a las 48, por lo cual se dedujo que
la FSA préacticamente se habia desactivado a las 24 horas y por ello el alcohol
fue convertido a acido. Ademas de la acumulacion de acido, a las 48 horas se
detecté una concentracion de t-BuOOH de 2,2 mM, por lo cual al final de la
reaccion la CPO ya no era capaz de convertir todo el perdxido que se afiadia en
el medio. Al finalizar la reaccion se observd que el derivado co-inmovilizado
habia cambiado de color desde un marrén oscuro al inicio de la reaccion hasta
un amarillo claro al final de esta y no se detecté actividad de ninguna de las

enzimas dos enzimas en el biocatalizador (Figura 6.10.).

La adicién continua de peréxido permitié alcanzar un rendimiento global mayor
tras 24 horas de reaccidn que en los anteriores casos a pesar de que la
conversion de B-OH fue menor, un 32,9% frente al 43,3% de la reaccién sin
adicion continua de t-BuOOH y la de pulsos cada 17 minutos. Esto demostré que
la velocidad de adicion del peréxido tenia un papel fundamental no solo en la
velocidad de oxidacion sino, también en la estabilidad de las enzimas en el medio
de reaccion y por ello se propuso estudiar la misma reaccion utilizando el mismo
derivado co-inmovilizado en las mismas condiciones, pero variando la cantidad
de mmoles de peréxido que se afiaden cada hora, manteniendo los pulsos de 1

puL cada 3 minutos.
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Figura 6.10. Derivado co-inmovilizado antes de la reaccién (izquierda) y después de la

reaccion (derecha).

- Adicién de 13,6 mmoles de t-BuOOH cada hora mediante pulsos cada 3

minutos

Se dispuso a realizar una reaccion bajando la adicién de peréxido a 13,6 mmoles
cada hora con la intencion de evaluar si un aporte menor de t-BuOOH permitiria
alcanzar una mayor produccion pre-D-fagomina. Esta hipoétesis se bas6 en que
las enzimas deberian ser mas estables al estar expuestas a una menor
concentracion de t-BuOOH en el medio. Con este objetivo se realizé el mismo
montaje que en la reaccion anterior, pero la concentracion del stock de t-BuOOH
se bajo a 0,68 M, para que asi realizando exactamente la misma adicion a pulsos

cada 3 minutos se afadiesen 13,6 mmoles cada hora.

La reaccién acoplada con esta adicién de perdxido (Figura 6.11.) esté limitada
por la baja velocidad de la oxidacién del B-OH, mucho mas lenta que la adicion
alddlica a esta carga enzimatica. Al bajar el caudal de adicion de perdxido se
favorecio la estabilidad de las enzimas durante la reaccion ya que estaban
expuestas a una menor cantidad de equivalentes de t-BuOOH. A su vez la

disminucién del caudal de adicién de perdxido disminuyé la velocidad de la
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oxidacion de la CPO y por consiguiente la del sistema multienzimatico en

general.
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Figura 6.11. Curso de lareaccién acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado con 65,3
Ude FSAy 3675 U de CPO mL de reaccion con una adicion de 13,6 mmoles de peréxido
cada hora mediante pulsos cada 3 min. La reaccion se llevé a cabo a 25 °C, en tampén MES

100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 45 h a un caudal de 1,3 mL min-.

Tras 45 horas, solo se alcanzé un rendimiento de pre-D-fagomina del 18% frente
al 29% que se alcanzaba en 48 horas con una adicién de t-BuOOH de 27,2
mmoles cada hora. En este punto se alcanzd una conversién del aminoalcohol
del 20% y un rendimiento de aldehido del 3,4%, sin detectarse la presencia de
acido en el medio. Estos resultados permitieron deducir que la FSA seguia activa
en el derivado, tal y como se esperaba al bajar el caudal de peréxido. Se observo
que al inicio de la reaccién el consumo de t-BuOOH era elevado (64 mmoles h-
1) debido a la concentracion inicial de perdxido, pero acabé estabilizandose en
un consumo de 13,5 mmoles h'%, indicando que esta limitado por la velocidad de

adicion.

El aumento de estabilidad de las enzimas no compensoé la disminucién de la
velocidad de oxidacién del B-CHO ya que se requeria de un tiempo mucho mayor
para alcanzar un rendimiento de pre-D-fagomina igual o mayor al alcanzado con
la adicion de 27,2 mmoles cada hora, por lo que la productividad global del

sistema se veria afectada debido al elevado tiempo de reaccion. Al final de la
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reaccion el derivado co-inmovilizado no habia cambiado de color y aun se
detectaba actividad tanto de FSA como de CPO, por lo que se comprobdé que el

bajar el caudal de t-BuOOH aumentaba la estabilidad del biocatalizador.

- Adicién de 45,3 mmoles de t-BuOOH cada hora mediante pulsos cada 3

minutos

El estudio de la adicion de peréxido demostré que bajar el caudal de adicién a
13,6 mmoles cada hora resultaba en una menor productividad del sistema debido
a los elevados tiempos de reaccidn. Por lo cual se decidi6 estudiar el
comportamiento del sistema al aumentar el caudal de adicion de t-BuOOH a 45,3
mmoles cada hora, permitiendo asi una restitucion tedrica de una concentracion
10 mM cada hora. El aumento de la adicién de perdoxido deberia aumentar la
velocidad de oxidacion de la CPO y por lo tanto la velocidad del sistema, por lo
qgue si la FSA en el co-inmovilizado fuese lo suficientemente estable podrian
conseguirse mayores rendimientos en menores periodos de tiempo,

aumentando asi la productividad del sistema.
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Figura 6.12. Curso de lareaccién acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado con 65,3
U de FSAy 3675 U de CPO mL de reaccion con una adicion de 45,3 mmoles de peréxido
cada hora mediante pulsos cada 3 min. La reaccion se llevé a cabo a 25 °C, en tampén MES

100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante 45 h a un caudal de 1,3 mL min-L.
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Se observé que al aumentar la adicion de t-BuOOH se alcanz6 un rendimiento
de pre-D-fagomina a las 45 horas del 14%, menor aun que el 18% alcanzado
afiadiendo 13,6 mmoles cada hora en el mismo tiempo. Al estudiar el curso de
la reaccién (Figura 6.12.) se vio que el elevado caudal aportaba una cantidad de
t-BuOOH por hora mayor al consumo de t-BuOOH por parte de la CPO, por lo
que, a diferencia de las otras dos reacciones, siempre existia una concentracion
detectable de perdxido en el medio. El t-BuOOH se fue acumulando hasta
alcanzar la concentracion inicial a las 24 horas y superarla en un 42,7% a las 45
horas de reaccion.

Esta elevada concentracion de peréxido en el medio favorecio la desactivacion
tanto de la FSA como de la CPO y por ello se llegd a un rendimiento de reaccién
tan bajo. Al estudiar el consumo de peréxido se observo que el consumo inicial
era de 111,1 mmoles por hora y después se estabiliza en 44 mmoles por hora,
incluso al detenerse la reaccion de oxidacion, lo cual vuelve a demostrar que
existe una reaccion espontanea entre la CPO y el t-BuOOH sin necesidad de

oxidar ningun sustrato.

La baja acumulacion de B-CHO (16%) y B-COOH (6,7%) a las 45 horas de
reaccion junto con la baja produccion de pre-D-fagomina (14%) demostré que
tanto la FSA como la CPO han sido desactivadas debido a la elevada
concentracion de peréxido en el medio. La desactivacién ademas se manifestd
en el cambio de color del biocatalizador que pas6 de marrén oscuro a un tono
blanco y no se detect6 actividad de ninguna de las dos enzimas al final de la
reaccion (Figura 6.13.).
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Figura 6.13. Derivado co-inmovilizado antes de la reaccién (izquierda) y después de la

reaccion (derecha).

- Adicién de 27,2 mmoles de t-BuOOH cada hora mediante pulsos cada 3

minutos sin adicion inicial de t-BuOOH

El estudio de la adicion de peréxido determino que mejor la adicion era mediante
pulsos cada tres minutos para evitar asi la acumulacién de picos de alta
concentracion de t-BuOOH en el medio. Ademas, determiné que el aporte
adecuado de t-BuOOH era 27,2 mmoles cada hora. Al bajarlo a 13,6 mmoles
cada hora la reaccidén era muy lenta y al subirlo a 45,3 mmoles por hora la adicion
de peréxido era demasiado elevada y desactivaba rapidamente las enzimas.
Para completar el estudio de la adiciébn de t-BuOOH se realizé una nueva
reaccion con una adicion de perédxido de 27,2 mmoles cada hora, pero sin afiadir

una concentracion inicial de peréxido al inicio de la reaccion.

En la reacciéon sin adicion inicial de peréxido (Figura 6.14.) no se observé la
rapida produccion de pre-D-fagomina que se observaba en las otras reacciones
ya que no existia una concentracion inicial alta de peroxido para que la CPO

pudiera oxidar el B-OH. La reaccion comenz6 mas lentamente ya que durante
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las dos primeras horas no se detectd ni consumo de B-OH ni aparicién de pre-D-
fagomina pero a las 24 horas de reaccion el rendimiento de pre-D-fagomina
alcanzé era del 22% vy la conversion de alcohol del 25%, por lo que apenas se

detectaron trazas de los productos secundarios de la reaccion (Figura 6.14.).

Tras 48 horas se alcanzo un rendimiento final del 26% y una conversion de B-
OH del 28,6%, detectando apenas un 1% de aldehido y un 2% de acido. A las
48 horas el derivado ya habia adquirido el color amarillento caracteristico de la
desactivacion del biocatalizador y no se detect6 actividad de ninguna de las dos

enzimas.
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Figura 6.14. Curso de lareaccién acoplada utilizando el derivado co-inmovilizado con 65,3
Ude FSAy 3675 U de CPO mL de reaccion con una adicion de 27,2 mmoles de peréxido
cada hora mediante pulsos cada 3 min sin afiadir concentracion inicial de t-BuOOH. La
reaccion se llevo a cabo a 25 °C, en tampén MES 100 mM pH 6,5 recirculando el medio durante
48 h a un caudal de 1,3 mL min=.

La reacciéon sin adicion inicial de peréxido alcanz6 un rendimiento de pre-D-
fagomina a las 48 horas ligeramente inferior (26%) que la reaccion con la misma
adicion de peroxido afiadiendo una concentracion inicial de 16 mM (29%). Sin
embargo, en la reaccion sin adicién inicial de peroxido apenas existe un 3% de
los productos secundarios frente al 50% que se detectan en la otra reaccién, de
los cuales un 47% es B-COOH, el cual no puede reutilizarse en otra adicion

alddlica. Por lo tanto, se concluyé que la mejor configuracion de adicion de
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peroxido para este sistema se habia alcanzado utilizando este biocatalizador era
mediante una adicién de 27,2 mmoles de t-BuOOH cada hora, en pequefios
pulsos de 1 pL cada tres minutos y sin afiadir una concentracion inicial de
perdxido. Esta configuracion permitié que no se acumulase peroxido en el medio
ya que el consumo de peréxido permanecio constante durante todo el proceso a

27,2 mmoles por hora, coincidiendo con la velocidad de adicion del t-BuOOH.

Esta configuracion permitié obtener un 26% de pre-D-fagomina frente al 14% de
rendimiento maximo que proponia el modelo para la reaccion con las enzimas
solubles. El derivado co-inmovilizado no solo consiguié casi el doble de
rendimiento de pre-D-fagomina utilizando la mitad de las unidades de FSA y de
CPO, sino que ademas apenas se detect6 aparicion de productos secundarios,
un 3% frente al 11% que se producian en la reaccion con las enzimas solubles.
Por lo tanto, el derivado co-inmovilizado catalizo la sintesis de pre-D-fagomina
de forma mas eficiente y selectiva y permitiria recircular el medio de reaccion a
través de distintos reactores hasta agotar el sustrato del medio de reaccion,

aumentando asi el rendimiento.

6.4. Conclusiones

Se comprobd que al utilizar el derivado co-inmovilizado a carga maxima en un
reactor en “batch” la concentracion de las enzimas era demasiado baja para
catalizar la sintesis de pre-D-fagomina, por lo que se decidi6 trabajar en una
configuracion de reactor en lecho fijo, que permitié aumentar la concentracion de

las enzimas en la reaccién utilizando el mismo derivado co-inmovilizado.

Durante el estudio de las condiciones de reaccion se observo que la estabilidad
de la FSA aumentaba y la velocidad de la oxidacién del B-OH disminuia al co-
inmovilizar las enzimas. Asi el aumento de la estabilidad de la FSA en reaccion
permiti6 aumentar la relacibn CPO/FSA sin comprometer su capacidad de

catalizar la reaccion alddlica.

La adicion de t-BuOOH resultdé ser un parametro clave en sistema
multienzimatico ya que su concentracion en el medio condicionaba la velocidad
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de oxidacion del B-OH, la reaccion secundaria entre CPO y t-BuOOH vy la
estabilidad de las enzimas en la reaccion. El estudio de la adicion de t-BuOOH
permitié alcanzar un rendimiento de pre-D-fagomina (26%) dos veces mayor al
obtenido con las enzimas solubles (11%) y con una aparicibon mucho menor de

productos secundarios (menor al 3%).

Debido al problema de tiempo que hacia terminar la parte experimental de la
tesis, no pudo llegarse a optimizar el sistema, pero si se han sentado las bases
para entender su funcionamiento. En trabajos futuros deberia estudiarse la
adicion de t-BuOOH en valores por encima y por debajo de 27,1 mmoles h* con
la finalidad de seleccionar el caudal de adicion Optimo. Ademas, deberian
estudiarse distintas concentraciones iniciales de t-BuOOH con la finalidad de
aumentar la velocidad inicial de la reaccién sin adicion inicial de oxidante ya que

durante las dos primeras horas no se detecta conversién de -OH.

Seguidamente se deberia estudiar el escalado del sistema, lo cual permitiria
trabajar con volimenes mayores y la adicion del t-BuOOH podria ser continua.
Este escalado permitiria ademas trabajar con la velocidad de recirculacion del

medio y el volumen de reaccion.

Finalmente, ya que el biocatalizador se desactiva y no puede reutilizarse, deberia
estudiarse la posibilidad de recircular el medio de reaccion a través de varios
reactores con derivado co-inmovilizado con la finalidad de agotar el sustrato del

medio.
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