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Resumen

Las reacciones de epoxidacion catalizadas por cloroperoxidasa (CPO) de
Caldariomyces fumago se presentan como una aproximacion biocatalitica
interesante para la obtencién de epdxidos. Sin embargo, su implementacién a gran
escala presenta dos limitaciones importantes: la baja solubilidad de sustratos
hidrofobicos en el medio acuoso donde se llevan a cabo estas reacciones, y la
baja estabilidad operacional de la CPO frente a concentraciones cataliticas del
peréxido de hidrégeno debido a su inactivaciéon suicida. Para contrarrestar estas
limitaciones se han desarrollado diferentes estrategias, como el uso de co-
solvente organico en el medio de reaccion, la dosificacion del H,O, y la
inmovilizacion de enzimas. Por esta razén, en el presente trabajo se propuso
mejorar la estabilidad operacional de la CPO en la biocatélisis de las reacciones
de epoxidacidon del estireno y algunos derivados m-sustituidos, mediante su
inmovilizacién en soportes nanoestructurados no magnéticos de silice (MCF y
MSU-F) vy titania (anatasa y nanotubos), y en nanomateriales magnéticos de
oxidos de hierro (nanoparticulas y nanotubos). También se procedié al ajuste de
algunas condiciones de la reaccion relacionadas con el uso de un co-solvente
organico y la dosificacion de peroxido de hidrégeno.

El establecimiento de los parametros de operacién evaluados permitié el
mejoramiento de la eficiencia catalitica y de la estabilidad operacional de la
enzima libre. Por otra parte, las preparaciones de CPO inmovilizada en materiales
mesoporosos nanoestructurados no magnéticos presentaron un mejoramiento
significativo de la eficiencia catalitica y de la estabilidad operacional con respecto
a CPO libre. Los mejores resultados se obtuvieron con el sistema CPO/TiO,(NT) el
cual presentd un numero de recambio total (NRT) de 273040 utilizando
3-aminoestireno como sustrato, esto representd un aumento de 15 veces en la
estabilidad operacional con respecto a la enzima libre. En cuanto a los
biocatalizadores obtenidos con los soportes nanoestructurados magnéticos, la
CPO presentd un leve incremento en la estabilidad operacional, mientras que las
eficiencias cataliticas fueron similares o inferiores a las de la enzima libre.
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Abstract

Epoxidation reactions catalyzed by chloroperoxidase (CPO) from
Caldariomyces fumago are presented as an interesting biocatalytic approach for
obtaining epoxides. However, its large-scale implementation has two important
limitations: the low solubility of hydrophobic substrates in aqueous medium where
these reactions are carried out, and the low CPO operational stability to catalytic
concentrations of hydrogen peroxide due to its suicide inactivation. To counter
these drawbacks different strategies have been developed, such as the use of
organic co-solvent in the reaction medium, the dosage of H,O, and enzyme
immobilization. Therefore, in this work was proposed to improve the operational
stability of CPO in epoxidation reaction biocatalysis of styrene and some of its m-
substituted derivatives by its immobilization on silica (MCF and MSU-F) and titania
(anatase and nanotubes) non-magnetic nanostructured supports, and iron oxides
(nanoparticles and nanotubes) magnetic nanomaterials. The adjustment of some
reaction conditions related to organic co-solvent use and hydrogen peroxide

dosage also it was performed.

Setting of evaluated operating parameters allowed improving the catalytic
efficiency and operational stability of the free enzyme. Moreover, CPO
preparations immobilized on non-magnetic nanostructured mesoporous materials
showed a significant improvement in catalytic efficiency and operational stability
with respect to free CPO. The best results were obtained with CPO/TiO,(NT)
system, which presented a total turnover number (TTN) value of 273040 using
3-aminostyrene as substrate, representing a 15-fold increase in operational
stability with respect to free enzyme. Regarding to biocatalysts obtained with
magnetic nanostructured supports, CPO showed a slight increase in operational

stability, while catalytic efficiencies were similar or lower than free enzyme.
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CAPITULO 1

Introduccion

Los epodxidos y los dioles vecinales en sus formas enantiopuras son
intermediarios sintéticos importantes para la obtencibn de compuestos
farmacéuticos, compuestos con actividad biolégica o de reactivos quirales. La
versatilidad sintética de los epoxidos se debe a la facilidad con que la funcion
oxirano puede abrirse por el ataque de diversos nucledfilos generando una
variedad de intermediarios con gran importancia sintética [1]. Aunque en la
actualidad existen diferentes métodos de sintesis enantioselectiva de estos
compuestos [2], las alternativas biocataliticas se presentan como las mas
interesantes  por diversas razones: generalmente presentan altas
estereoselectividades y regioselectividades, logran el mejor desempefo bajo
condiciones de reaccidn suaves (a temperatura ambiente y presidon atmosférica), y
el nivel de contaminacién es minimo si se compara con un gran numero de

procesos quimio-cataliticos [1].

Una aproximacioén biocatalitica para la obtencion de epoxidos es el uso de la
enzima cloroperoxidasa (abreviada CPO; E.C. 1.11.1.10), la cual es obtenida a
partir del hongo marino Caldariomyces fumago. Esta enzima cataliza la
epoxidacion asimétrica de una amplia variedad de sustratos olefinicos con altos
excesos enantioméricos (ee) y rendimientos [3-6]. Entre los subproductos
principales de esta reaccion con CPO se encuentran los dioles vecinales

generados por la hidrélisis de los epdxidos en medio acuoso, los cuales conservan

17



su centro estereogénico manteniendo su importancia sintética como sintones
quirales. Las reacciones de epoxidacion biocataliticas mediadas por CPO
presentan varias ventajas debido a que esta enzima es la peroxidasa mas rapida
conocida hasta ahora, no necesita cofactores y el aceptor final de electrones, el
peréxido de hidrogeno, es un compuesto ambientalmente amigable. Ademas, la
enzima puede producirse en grandes cantidades y es relativamente estable bajo
condiciones de almacenamiento no oxidantes [7,8]. A esto, se suma la facilidad del
proceso de purificacion de los productos de interés debido a la generacion minima
de subproductos, reduciendo a su vez el impacto ambiental de estas reacciones
comparadas con otros metodos de sintesis. Sin embargo, existen dos limitaciones
principales para la implementacion a gran escala de la produccion biocatalitica de
epoxidos utilizando CPO. La primera, la solubilidad de los sustratos hidrofébicos
es muy baja en el medio acuoso en el que se llevan a cabo estas reacciones vy,
ademas, los epoxidos generados sufren hidrolisis en este medio. En segundo
lugar, y como ocurre con todas las peroxidasas, la CPO presenta una estabilidad
muy baja frente a concentraciones cataliticas del peréxido de hidrégeno debido a
su inactivacion suicida [9,10], lo cual da lugar a una reduccidn considerable de su
estabilidad operacional, siendo esto un problema limitante clave para su eficiencia
biocatalitica [11]. Ademas, esta es una de las razones mas importantes por las
cuales en la actualidad no se encuentran ejemplos de la aplicacion industrial de la
CPO en sintesis organica, por lo que se hace imperativo el mejoramiento de la
estabilidad operacional de la enzima. La importancia de este parametro radica en
que su valor, expresado como el numero de recambio total (NRT), es un indicador
de la productividad de las aplicaciones industriales a gran escala, ya que expresa
la cantidad total de producto generado por mol de enzima o por gramo de peso
seco de células [11]. Entre mas estable sea biocatalizador (mayor NRT) menor
sera su costo para el proceso, con lo cual se generan mayores posibilidades de

comercializacion del mismo.

Todo lo anterior ha generado el desarrollo de diferentes estrategias que
permiten contrarrestar las limitaciones operacionales que presentan las enzimas

en general. Una de ellas consiste en la adicion de un co-solvente organico en la
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mezcla de reaccion para aumentar la solubilidad de sustratos hidrofébicos, con lo
cual se logran minimizar los problemas difusionales asociados con el sustrato,
estabilizar los productos de reaccién y suprimir parcialmente las reacciones
colaterales que son favorecidas en medio acuoso [12,13]. Entre los co-solventes
organicos mas ampliamente ensayados en biocatalisis se encuentran el
acetonitrilo, el 2-metil-2-propanol, el 2-metil-2-butanol, entre otros [5,14-21].
Ademas de los solventes organicos, los liquidos iénicos también han sido
estudiados como co-solventes para el mejoramiento de la actividad, estabilidad y
enantioselectividad enzimatica, asi como para el aumento de la solubilidad del
sustrato [22—-28]. Por otra parte, la dosificacion de peréxido de hidrogeno es un
método efectivo para minimizar la inactivacion de la CPO debida a este
compuesto, ya que se garantiza una concentracion baja del mismo gracias a su
adicioén controlada en el medio de reaccion, y ademas, se favorece la actividad de
epoxidacion sobre la actividad catalasa de la enzima (estas dos actividades
siempre estan presentes bajo las condiciones en que se llevan a cabo las
reacciones de epoxidaciéon) [9,11]. Otra estrategia de gran interés que permite
mejorar la estabilidad operacional de las enzimas es su inmovilizacién, debido a
que incrementa la estabilidad mecanica y térmica de la enzima, facilita el reciclaje
del biocatalizador (la enzima pasa a ser insoluble) y, en ciertos casos, las
preparaciones de enzima inmovilizada pueden ser utilizadas en medios con altos

contenidos de co-solvente organico [29,30].

Existen una gran variedad de métodos de inmovilizacion de enzimas (ver
figura 1.1), sin embargo las tres estrategias mas utilizadas son la adsorcion fisica,
la union covalente y el entrecruzamiento de moléculas de enzima [31]. La
adsorcion de enzimas es uno de los métodos mas sencillos de inmovilizacion, el
cual involucra interacciones fisicas superficiales de tipo enlace de hidrégeno,
fuerzas electrostaticas e interacciones hidrofébicas entre el soporte y la enzima.
Generalmente, estas interacciones fisicas por si solas no son lo suficientemente
fuertes para evitar que la enzima se desprenda del soporte durante la catalisis.
Para evitar la ocurrencia de este fendmeno debe garantizarse una

correspondencia de tamarfos entre los poros del soporte y la enzima, puesto que
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[

Encapsulacion

Adsorcion Interaccion electrostatica Complejacion Unién covalente

Figura 1.1. Métodos de inmovilizacion de enzimas mas utilizados (tomado de
[32]).

si el tamafo de esta ultima es igual o mas grande que el diametro de poro del
soporte se tendra como resultado una carga baja de enzima y simplemente ésta
se adsorbera en la superficie externa del soporte, mientras que si su tamafio es
mucho mas pequefio que el diametro de poro del material la enzima se
desprendera libremente desde el interior del mismo. El encapsulamiento es un
método alternativo que reduce el “leaching’ y la desnaturalizacion excesiva de la
enzima, ya que esta queda confinada fisicamente en el interior de un soporte que
actua como hospedador. Otra estrategia de inmovilizacion es la union covalente, la
cual involucra el enlace de residuos de las cadenas laterales de aminoacidos de la
enzima (-NH;, -COy’, -SH) a la matriz del soporte. Este método es conocido por
requerir soportes con superficie especifica alta y diametros de poro grandes,
donde el sustrato y el producto puedan difundir libremente sin la desventaja de
sufrir desprendimiento de enzima. Desafortunadamente, esta estrategia disminuye
la actividad de la enzima en la mayoria de la ocasiones [33]. Para la seleccién de
uno u otro método deben considerarse diferentes factores, como por ejemplo, la
compatibilidad entre las condiciones de inmovilizacion y la enzima, y las

propiedades fisico-quimicas tanto de la enzima como del soporte, por ejemplo, sus
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puntos isoeléctricos, el tipo y la disponibilidad de grupos funcionales en la
superficie, tamafio de la enzima, diametros de poro de los materiales, etc [34].

En términos generales, para la inmovilizacién de enzimas se han ensayado
diversos materiales como soportes con estructuras y caracteristicas quimicas
diferentes que incluyen polimeros organicos, quitosano, hidrogeles, geles de silice,
zeolitas, nanomateriales y materiales mesoporosos [35,36]. En el caso particular
de la CPO se han reportado diferentes métodos de inmovilizaciéon, entre ellos la
adsorcion y la interaccion electrostatica, ya sea sobre sélidos microporosos como
la celita y el talco [37,38], o en sdélidos mesoporosos de tipo MCF-150, MCM-48,
SBA-15 y SBA-16 [15,39,40]. La CPO también ha sido inmovilizada por unién
covalente a soportes de diferente naturaleza quimica, como silice, espumas de
poliuretano, nanotubos de carbono de pared multiple, esferas y nanoparticulas
magnéticas de Oxidos de hierro, entre otros [41-48]. Otras estrategias de
inmovilizacion de CPO son la encapsulacion en diferentes tipos de matrices
poliméricas organicas o inorganicas (por ejemplo, biocompdsitos hibridos de silice
y polisacarido, matrices de silice dopadas con polietilenglicol 200 y nanoreactores
de polimerosomas [49-51]), y el entrecruzamiento de enzimas (CLEs), ya sea
como cristales (CLECs), o como agregados de la misma (CLEAs), utilizando

glutaraldehido como agente entrecruzante [52,53].

Ahora bien, los materiales mesoporosos son excelentes candidatos para la
inmovilizacion de enzimas debido a que el tamafio de sus poros (2 — 50 nm)
coincide con el tamano de las enzimas. Particularmente, los materiales de silice
mesoporosa han probado ser soportes promisorios para la inmovilizacién de
enzimas debido a su superficie especifica alta, estructura de poro especial,
estabilidad térmica y biocompatibilidad [54]. Las espumas mesocelulares
(abreviada MCF de su sigla en inglés) y la silice de la Michigan State University
(MSU-F) estan entre los materiales mesoporosos siliceos mas promisorios para la
inmovilizacion de enzimas, incluyendo la CPO [15,39,55,56]. Adicionalmente,
estos materiales mesoporosos son atractivos por su robustez, estabilidad

hidrotermal, estructura de poro bien definida e interconectada, y por sus tamafnos
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de poro ultra largos (24-42 nm) que facilitan la difusion del sustrato. Sin embargo,
es importante resaltar que los materiales tipo MSU-F han sido poco empleados
como soporte para este propésito, a pesar de poseer propiedades quimicas y

fisicas similares al MCF.

Otro material adecuado para la inmovilizacion de enzimas es la titania
anatasa (TiO2(AN)), la cual también presenta estructura mesoporosa, buenas
propiedades mecanicas y quimicas, estabilidad térmica, biocompatibilidad, segura
ambientalmente y ampliamente utilizada en aplicaciones cataliticas [32,57]. Sin
embargo, hasta la fecha la informacion disponible sobre inmovilizacién de enzimas
en titania mesoporosa es bastante limitada, incluso en los materiales
nanoestructurados de TiO,. Recientemente, nanoparticulas de TiO, fueron
empleadas para la inmovilizacién de lacasa por adsorcion fisica [58], y nanotubos
de titanato para la inmovilizacion covalente de catalasa, previa funcionalizacién de
los grupos carboxilato de la superficie de la enzima [59]. En otro trabajo se evalu6
la relacién entre la topografia geométrica de los mesoporos en el TiO; y la
adsorcion de algunas proteinas en su punto isoeléctrico, como la albumina de
suero bovino, la mioglobina y la lisozima [60]. En contraste con las pocas
aplicaciones biocataliticas, este 6xido ha sido ampliamente utilizado en otro tipo de
aplicaciones, entre ellas como soporte en catalizadores de Au para catalisis
heterogénea de epoxidacion de alquenos [61] y como modificador de electrodos
para la inmovilizacion de peroxidasa de rabano (HRP) en biosensores

electroquimicos [62—66].

Los nanomateriales magnéticos (NMM) por su parte, también han sido
probados exitosamente como soportes para la inmovilizacibn de enzimas
[32,35,67]. Entre las caracteristicas mas importantes de estos materiales estan su
baja toxicidad y buena biocompatibilidad, presentan una relacién superficie
volumen alta en el caso de las nanoparticulas, minimos problemas difusionales
externos (en este caso la difusion externa se refiere a la difusion de cualquier
compuesto desde el seno de la solucion hasta la superficie del material) y

permiten una separacion facil del medio de reaccion mediante la aplicacion de un
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campo magnético externo [67-70]. Sin embargo, son pocos los reportes
encontrados en la literatura relacionados con la inmovilizacién de CPO en este tipo
de materiales. Bayramoglu y colaboradores [46] inmovilizaron covalentemente
esta enzima sobre esferas magnéticas basadas en acrilato (con tamafos entre los
100 y 150 pym de diametro) y evaluaron el efecto de las condiciones de la
inmovilizacion sobre la actividad de la CPO. En un trabajo posterior se reporta un
nuevo meétodo para la obtencion de un nanobiocatalizador, que consiste en
nanoparticulas magnéticas (NPM) con nucleo de o6xido de hierro y una capa
polimérica a la cual se unié covalentemente la CPO [48], el cual fue utilizado en la
reaccion de sulfoxidacion enantioselectiva de tioanisol. Recientemente, Cui y
colaboradores reportaron una estrategia para la inmovilizacion de la CPO en NPM

de manera eficiente obteniendo buenos resultados de inmovilizacion [47].

Lo descrito anteriormente pone de manifiesto una excelente oportunidad para
el desarrollo de nuevos sistemas biocataliticos basados en CPO inmovilizada
sobre silice de tipo MSU-F, titania mesoporosa y nanoestructurada, y
nanomateriales de o&xidos de hierro, con el fin de explorar sus posibles
potencialidades como biocatalizadores en reacciones que sean de interés para la

quimica fina o para la industria farmacéutica.

Por lo tanto, en la presente investigacién se evaluaron los parametros
operacionales de la epoxidacion biocatalitica utilizando CPO libre e inmovilizada,
con el fin de obtener una mayor actividad catalitica de la enzima durante la
evaluacion de los parametros cataliticos con los diferentes sustratos. Ademas, se
determiné el efecto del co-solvente organico en el medio de reaccion sobre la
actividad catalitica y la estabilidad operacional de la CPO. Tanto la enzima libre
como las preparaciones de biocatalizador fueron ensayadas en combinacién con
la adicidon controlada de perdxido de hidrégeno con el propédsito de aumentar la
estabilidad operacional de la CPO, la cual fue caracterizada en términos del
numero de recambio total (NRT). Los sistemas inmovilizados fueron obtenidos por
interaccion electrostatica en los materiales no magnéticos y magnéticos, y por

unidén covalente unicamente en los soportes magnéticos. Para este estudio se
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utilizaron el estireno y cuatro derivados m-sustituidos, con grupos donadores y
sustractores de densidad electronica. Con los valores de k., obtenidos para la
enzima libre y para uno de los biocatalizadores de CPO inmovilizada se intentara
establecer una posible relacion cuantitativa entre la actividad catalitica y algunas
propiedades fisicoquimicas de los sustratos evaluados. Los epoxidos generados a
partir de estos estirenos son utilizados como materiales de partida para la
obtencién de moléculas biolégicamente activas, tales como SR 58611A, AJ-9677 y
FR165914 (agonistas de los receptores B3-adrenérgicos), CL 316,243 (agente
antidiabético y antiobesidad) y farmacos de tipo (R)-feniletanolaminas en general
[5,71-73]. Finalmente, se compararon los dos tipos de inmovilizaciones realizadas
en los materiales magnéticos y se analizé el efecto de su morfologia sobre la

actividad catalitica y la estabilidad operacional de los sistemas inmovilizados.

Con base en lo expuesto anteriormente, en este trabajo se plantearon las

siguientes hipotesis:

i) Los materiales basados en titania son soportes adecuados para la
inmovilizaciéon de la CPO de C. fumago, dadas sus caracteristicas fisicas y
quimicas (morfologia, caracteristicas texturales, punto isoeléctrico, etc),

generando biocatalizadores eficientes y estables operacionalmente.

i) La inmovilizacion covalente de la CPO en soportes magnéticos
nanoestructurados de 6xidos de hierro permitira la obtencion de biocatalizadores
con una estabilidad operacional elevada en comparacion con los sistemas
inmovilizados por interaccion electrostatica, tanto en materiales magnéticos como

no magnéticos.

1.1 Objetivo general

Mejorar la estabilidad operacional de la cloroperoxidasa de Caldariomyces
fumago en la biocatélisis de las reacciones de epoxidaciéon de derivados del

estireno, mediante su inmovilizacibn en soportes nanoestructurados no
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magnéticos y magnéticos, y el ajuste de algunas parametros operacionales de la

reaccion.

1.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de diferentes condiciones operacionales de la reaccion
sobre la actividad catalitica de la CPO libre, con el fin de establecer un
conjunto de condiciones de operacion que permitan obtener una mayor
actividad catalitica de la enzima durante la realizacion de los experimentos

de estabilidad operacional.

2. Establecer los parametros cataliticos (kcat, K, kea/K') y la estabilidad
operacional de la CPO libre para las reacciones de epoxidacion del estireno y

sus derivados, llevadas a cabo a temperatura ambiente (20 °C).

3. Inmovilizar la CPO en los diferentes soportes nanoestructurados propuestos:
MCF, MSU-F, TiO2(AN), TiO2(NT), nanoparticulas de maghemita (NPy-Fe.0;)
y nanotubos de magnetita (NTFe;0:), y llevar a cabo su correspondiente
caracterizacion fisico-quimica, con el fin de determinar la actividad catalitica

de los biocatalizadores obtenidos.

4. Determinar los parametros cataliticos (kcat, K, kea! K) y la estabilidad
operacional de las diferentes preparaciones inmovilizadas de CPO para las
reacciones de epoxidacion del estireno y sus derivados, llevadas a cabo a

temperatura ambiente (20 °C).

5.  Comparar los parametros cataliticos y los numeros de recambio total
obtenidos para la CPO libre e inmovilizada, con el fin de evaluar si hay un
mejoramiento en la biocatélisis de las reacciones de epoxidacion y en la
estabilidad operacional de la enzima.
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CAPITULO 2

Metodologia

2.1 Reactivos quimicos

Las siguientes sustancias quimicas fueron adquiridas a través de Merck
KGaA (Darmstadt, Germany): solucion de peroxido de hidrogeno al 30 %(m/m), 2-
metil-2-propanol (2M2P) y 2-metil-2-butanol (2M2B), acido acético glacial y acetato
de sodio. La titania (99,7 %, anatasa) fue adquirida de Alfa Aesar® y la silice
mesoporosa MSU-F fue obtenida de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). La espuma
mesocelular (MCF), asi como los nanotubos de titania (TiO2(NT)) y de magnetita
(NTFe;0,) se obtuvieron tal como fue reportado previamente [15,74,75]. La
cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago fue obtenida y purificada de acuerdo
con la metodologia reportada por Pickard y colaboradores [7]. La preparacién de
enzima utilizada contenia 6530 U mL™ (actividad halogenasa), con un Rz;=1,0 y
una concentracion de enzima de 289 umol L. Todas las demas sustancias
quimicas utilizadas en este trabajo fueron suministradas por Sigma-Aldrich, a

menos que se indique lo contrario.

2.2 Caracterizacion de los soportes nanoestructurados

Los valores de superficie especifica se obtuvieron a partir de las isotermas

de adsorcion de nitrogeno a 77 K, realizados en un equipo automatico
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Micromeritics modelo ASAP 2010 en el rango de presion relativa de 0,05 — 0,30.
Se utilizé el método de Barrett-Emmett-Teller (BET) para calcular las superficies
especificas utilizando la parte lineal del grafico BET de acuerdo con las
recomendaciones de la IUPAC. El volumen de poro y las distribuciones de tamafio
de poro fueron calculados a partir de las ramas de desorcién de las isotermas,
utiizando el método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH). En el caso de las
nanoparticulas de y-Fe»O3 (NPy-Fe;03), el area superficial especifica expresada en
m? g'1 se calculé matematicamente a partir del diametro promedio de particula
(medido a partir de las micrografias TEM), la densidad del material (p = 4,87 g cm’
3 [76]) y calculando el volumen (v = (4/3)mr°), la masa (m = p x V) y el area
superficial de una NP (A = 41Tr2), haciendo la aproximaciéon que la forma de las

NPs corresponde a la de una esfera.

Las mediciones de potencial zeta se llevaron a cabo en un equipo Zetameter
3, empleando 20 mg de muestra dispersada en 200 mL de una solucion de KCI 1
mmol L. El pH se ajusté con soluciones de KOH o HCI 1 mmol L. El punto

isoeléctrico (pl) fue tomado a velocidad de migracién cero.

Las curvas de magnetizacion de las suspensiones acuosas (100 uL) se
llevaron a cabo en un magnetémetro de muestra vibrante (VSM; MLVSM9 MaglLab
9 T, Oxford Instrument).

2.3 Actividad enzimatica

Para las mediciones de actividad de la CPO se emplearon dos ensayos

estandar: la actividad peroxidasa y la actividad halogenasa.

La actividad peroxidasa se utilizd para llevar a cabo la caracterizacion
completa de los biocatalizadores y de las soluciones de CPO que fueron usadas
durante la inmovilizacién, ya que la biocatalisis de esta reaccién tiene una
velocidad comparable con la biocatalisis de la reaccion de epoxidacion. Esta

actividad se determiné espectrofotométricamente usando guaiacol como sustrato a
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pH 6,0 y midiendo el incremento en la absorbancia a 470 nm. La velocidad de
transformacion se estimo utilizando un coeficiente de extincidon molar de 26,6 mM’

cm™’, correspondiente al producto de la reaccion, el tetraguaiacol [77].

Por otra parte, la actividad halogenasa fue utilizada para verificar la actividad
inicial y final de la CPO en todos los experimentos de NRT, debido a su mayor
sensibilidad a las concentraciones bajas de esta enzima. Esta actividad de la CPO
se determind por medio del ensayo estandar de la monoclorodimedona (MCD)
[78], el cual se realizé en buffer acetatos pH 3,0, conteniendo KCI (20 mM) y H20,
(1,0 mM). La cloracion de la MCD es seguida por la disminucién de la absorbancia
a278 nm(e=12,2mM"' cm™).

En ambos casos, una unidad de actividad (U) se define como la cantidad de

enzima requerida para catalizar la conversion de 1 pmol de sustrato por minuto.

2.4 Determinacion de los parametros cataliticos de la CPO.

Para determinar los parametros cataliticos de la enzima libre e inmovilizada
se utilizé la ecuacion de Hill (Ec. 1) como modelo de ajuste de los datos

experimentales [79]:

E_ [ST™
g, = Feat (m) Ec.(1)

donde v es la velocidad de la reaccion calculada como la concentracion total de
epoxidos y dioles producidos por minuto, E; es la concentracion total de enzima y
kcat representa la constante de velocidad catalitica. La concentracion inicial de
sustrato esta definida por [S], n corresponde a la cooperatividad del sustrato hacia
la enzima y K’ es una constante que incluye diferentes factores de interaccion y la
constante de disociacion intrinseca Ks del complejo enzima—sustrato. La actividad

especifica de la CPO (Usp) esta definida como la relacion v/E;, expresada en min™.
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Los parametros cataliticos fueron evaluados en las reacciones de
epoxidacion, las cuales se llevaron a cabo en buffer fosfatos 60 mM, pH 3,0 y pH
6,0, a 20,0 °C y 300 rpm, conteniendo sustrato (0,05 a 10 mM), 15 %(v/v) de co-
solvente y 800 nM de concentracién final de CPO. La reaccion fue iniciada por la
adicién de una solucion de peroxido de hidrogeno (40 mM) a un flujo de 0,2 ymol
min”, hasta alcanzar una concentracién final de 1,0 mM (concentracién de
saturacion). Las reacciones fueron detenidas después de 5 minutos por la adicion
de 1 mL de acetonitrilo y el enfriamiento rapido en un bafio de agua/hielo. Cada
punto de las cinéticas fue realizado por triplicado y para cada uno de ellos se
hicieron los respectivos controles sin enzima. Posteriormente, las mezclas de
reaccion fueron analizadas en un cromatografo liquido de alta eficiencia (HPLC)
marca Knauer, equipado con un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) Smartline
2850 (HPLC-PDA). La elucién fue realizada con una fase mévil de acetonitrilo-
agua en relacion 65:35 (v/v), con un flujo de 1,0 mL min™, utilizando una columna
C+s en fase reversa Eurospher 100-5 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym). Las longitudes
de onda de deteccion fueron ajustadas a 207 nm y 216 nm para medir los dioles y
los epoxidos generados, respectivamente. Todos los extractos obtenidos de los
diferentes experimentos fueron filtrados a través de filtros de nylon de 0,22 ym
(Membrane Solutions), previo a su analisis por HPLC. Las curvas de calibracion
para cada sustrato y sus correspondientes epoxidos y dioles fueron realizadas de

manera previa a los experimentos cataliticos.

La dosificacion continua de perdxido de hidréogeno se realizé mediante una
bomba de HPLC Metering Series | (Scientific Systems, Inc.). Los ensayos de
actividad enzimatica y otros experimentos de UV-VIS fueron realizados con un
espectrofotometro UV-VIS UV2310Il (Techcomp). El control de temperatura y
agitacion de todos los experimentos se hizo por medio de una placa de
calentamiento-agitacion MR Hei-standard (Heidolph), equipada con un control

electronico de temperatura EKT Hei-Con (Heidolph).
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2.5 Evaluacion del co-solvente organico sobre la actividad
catalitica de la CPO

Inicialmente, se evaluaron tres co-solventes a una concentracion del 15
%(v/v) en el medio de reaccion, acetonitrilo (ACN), 2-metil-2-propanol (2M2P) y 2-
metil-2-butanol (2M2B). En este caso, se utilizd estireno como sustrato en una
concentracion que varié de 0,1 a 3,0 mM. Posteriormente, para el co-solvente que
presentd la mejor actividad catalitica (2M2P), se evaluaron diferentes
concentraciones de solvente: 5, 15, 30, 60 y 90 %(v/v), esto se realizd para tres
sustratos seleccionados. En todos los experimentos el peroxido de hidrégeno (40
mM) se dosifico a un flujo de 0,2 pmol min™" hasta alcanzar una concentracion final

1,0 mM. El tiempo de reaccion fue 5 minutos.

2.6 Sintesis de las nanoparticulas magnéticas (NPy-Fe,0;)
por co-precipitacion.

Para llevar a cabo esta sintesis se siguio la metodologia descrita por Massart
[80], realizando algunas modificaciones. Se afiadieron, con agitacion vigorosa, 43
mL de una disolucion de FeCls (27 %, Aldrich) sobre 400 mL de agua miliQ en un
vaso de precipitados de un litro de capacidad y provisto de agitador magnético. A
continuacién se anadieron 10,8 g de FeCly,4H,0 previamente disueltos en 45 mL
de agua, con lo cual se obtuvo una disolucion de color naranja. Posteriormente, se
afadieron 75 mL de NH4OH al 25 % de forma rapida, la mezcla de reaccion se
torn6é de color negro inmediatamente, con mucho sdélido en suspension. Se dejo
con agitacion durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se puso la mezcla sobre un
iman potente y se dejé que el solido decantara. Se separo6 la fase acuosa y el
sélido negro de nanoparticulas se lavé con agua miliQ 3 veces mas con 500 mL
cada vez. Se anadieron 300 mL de una disolucion de HNO3; 2M, se agité durante
15 minutos y luego se separé y desechd el liquido con ayuda del iman. A

continuacion, se anadieron 75 mL de Fe(NOs); 1M y 130 mL de agua y se calent6
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hasta ebullicién. Tras 30 minutos se dejé enfriar la mezcla hasta temperatura
ambiente y se volvié a separar la fase acuosa con ayuda del iman. Se afiadieron
otros 300 mL de HNO3; 2M y se agitdé nuevamente durante 15 minutos. El sdlido se
separ6 de la fase acuosa y se lavd 3 veces con acetona (250 mL) utilizando el
iman para su separacion. Finalmente, el solido se seco en una estufa a 60 °C con

vacio durante 8 horas para eliminar la acetona residual.

2.7 Inmovilizacion de CPO en soportes nanoestructurados
por interaccion electrostitica.

La inmovilizacion de la CPO fue llevada a cabo en buffer fosfatos 60 mM, a
pH 3,0 para MSU-F y MCF, a pH 5,0 para TiO2(AN) y TiO»(NT), y a pH 6,0 para
NPy-Fe,0; y NTFe;0.. A cada soporte (100,0 mg) se adicion6 una soluciéon 30 uM de
CPO preparada en el buffer correspondiente, se agité a 400 rpm y se incub6 a 4
°C por 8 horas (las suspensiones con materiales magnéticos se agitaron
orbitalmente a 180 rpm). A continuacion, las suspensiones se centrifugaron a 6000
rom por 4 minutos y se removié el sobrenadante. Luego, los biocatalizadores
soélidos fueron lavados varias veces con 1 mL de su respectivo buffer hasta que el
lixiviado de CPO en los lavados fue menor al 0,1 % de la actividad peroxidasa
inicial de la enzima. Los biocatalizadores resultantes se resuspendieron en buffer
fresco y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. En cada caso, tanto el sobrenadante
como los lavados fueron conservados para la medicion de sus actividades y para

la cuantificacion de enzima correspondiente.

También se llevaron a cabo varios experimentos de control (blancos):
experimentos sin soporte para compensar la desactivacion de la enzima libre bajo
las condiciones de inmovilizacion; experimentos sin enzima, para comprobar que
no habia oxidacion del sustrato por parte del perdxido; y experimentos en los que
se utilizaron los soportes sin enzima para evidenciar adsorcion del sustrato en
estos materiales, o algun tipo de reaccion del soporte bajo las condiciones de las

reacciones de epoxidacion.

31



La cantidad de CPO inmovilizada en los diferentes materiales fue estimada
midiendo la diferencia de absorbancia a 398 nm (CPO ¢ = 85000 M cm™) entre la
solucion inicial de CPO y los sobrenadantes después de la inmovilizacién,

incluyendo todos los lavados.

Con el fin de determinar la efectividad de las inmovilizaciones de CPO se
calculd la eficiencia de inmovilizacion (E), de acuerdo con Sheldon y van Pelt [81].
Este parametro describe el porcentaje de actividad de enzima que es observada

en el biocatalizador:

)

E; (%) = (M) x 100% Ec.(2)
UO i US+L

donde Uy es la actividad inicial total de la solucién de CPO, Us., es la actividad de

enzima residual total que permanece en la solucion de enzima después de la

inmovilizacion (sobrenadante y lavados) y Upiocat €S la actividad medida para el

biocatalizador.

2.8 Inmovilizacion de CPO sobre nanoparticulas (NPy-
Fe;0;) y nanotubos magnéticos (NTFe;0,) por union
covalente.

Inicialmente, se llevé a cabo la funcionalizacion de la superficie de los dos
materiales con un agente de acoplamiento, el 3-(cloropropil)-trimetoxi-silano
(CPTMS), el cual permite la unién covalente de la enzima con el soporte. En los
dos casos, 100,0 mg de soporte se dejaron reaccionar con CPTMS (6,0 mmol) en
tolueno seco a temperatura de reflujo por 72 horas. A continuacién, esta
suspension se dejo enfriar y el material magnético funcionalizado (CPTMS-NPy-
Fe,0, Y CPTMS-NTFe0,) fue separado de la solucion con ayuda de un iman para
descartar posteriormente el sobrenadante. El solido se lavo varias veces con 20
mL de acetona y, posteriormente, se dejo secar en la estufa a 60 °C con vacio por

8 horas.
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Para la inmovilizacién de la CPO se adicioné a cada soporte funcionalizado
(50,0 mg) una solucion 5 uyM de CPO preparada en buffer fosfatos 60 mM pH 6,0 y
se incubé a 4 °C por 48 horas con agitacion orbital (180 rpm). Durante la
incubacion se hizo seguimiento del avance de la reaccién de inmovilizacién
midiendo la disminucién de la actividad enzimatica en el sobrenadante hasta que
su valor fue constante, de esta forma se establecio el tiempo de inmovilizacién. A
continuacion, el sdlido resultante (biocatalizador) se separd de la solucién con
ayuda de un iman y se removié el sobrenadante de enzima. Luego, cada
biocatalizador fue lavado varias veces con 1 mL de buffer hasta que el lixiviado de
CPO en los lavados fue menor a 0,1 % de la actividad peroxidasa inicial de la
enzima. Los biocatalizadores (CPO-CPTMS-NPy-Fe,0; y CPO-CPTMS-NTFe;0.) se
resuspendieron en buffer fresco y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. En cada
caso, tanto el sobrenadante como los lavados fueron conservados para la

medicion de sus actividades y para la cuantificacion de enzima correspondiente.

Para la determinacion de la cantidad de CPO inmovilizada y la efectividad de

las inmovilizaciones se procedio de la forma descrita en el numeral 2.7.

2.9 Determinacion de la estabilidad operacional de la CPO
libre e inmovilizada

El numero de recambio total (NRT) esta relacionado con la estabilidad
operacional de la enzima. Los valores de NRT se determinaron cuantificando el
numero de moles de producto (como epoxidos y dioles) que fueron generados por
un mol de enzima hasta que ocurre su inactivacion. Los productos fueron seguidos
y cuantificados por HPLC-PAD a 207 nm (dioles) y 216 nm (epodxidos), previa
calibracion. Durante el experimento se garantizO un exceso de sustrato y el
perdxido de hidrégeno se adiciond a un flujo continuo de 25 nmol s™. Para verificar
la inactivacion de la enzima, se midié periddicamente la actividad halogenasa de la

CPO en el medio de reacciéon hasta que no hubo actividad detectable.
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CAPITULO 3

Evaluacion de parametros operacionales de
las reacciones de epoxidacion con CPO libre

La eficiencia biocatalitica de la CPO esta limitada por algunos factores que
afectan su estabilidad operacional. Uno de ellos esta relacionado con el peroxido
de hidrégeno. De acuerdo con antecedentes previos, se sabe que concentraciones
elevadas de este compuesto desactivan la CPO por degradacion oxidativa del
grupo hemo [9,82], por lo que se hace necesario su adicion regulada durante las
reacciones catalizadas por CPO [30]. Otro factor importante que afecta en general
la estabilidad de las enzimas es el uso de co-solvente organico en el medio de
reaccion [13,83], el cual permite la utilizacion de compuestos organicos poco
solubles en agua como sustratos para las enzimas. Existen varios reportes del uso
de la CPO en mezclas acuosas con co-solvente [3,15,17,18,84,85], siendo
algunos de ellos promisorios para su aplicacion en biocatalisis. Aguila y
colaboradores [15] obtuvieron altos numeros de recambio para la CPO
inmovilizada en MCF en reacciones de oxidacion de estireno utilizando hasta un
60 %v/v de ACN como co-solvente, mientras que van Deurzen y colaboradores
[17] encontraron que el uso de 30 %(v/v) de 2M2P como co-solvente mejoro la
eficiencia catalitica de la CPO para las reacciones de oxidacion. Por esta razon, se
debe hacer una seleccion adecuada del co-solvente, asi como de la proporcién en

el medio para evitar la desnaturalizacion de la enzima. En este caso se evalud el
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uso de diferentes co-solventes con el fin de mejorar la eficiencia catalitica de la

enzima con el uso de sustratos hidrofébicos como el estireno y sus derivados.

La seleccion de las condiciones operacionales de la reaccion, ademas de
mejorar la estabilidad operacional de la enzima, permitié obtener los parametros
adecuados para llevar a cabo la epoxidacion de derivados del estireno como el 3-
cloroestireno y el 3-nitroestireno, los cuales, reaccionaron lentamente con la CPO
(presentaron una V. baja) en condiciones de reaccion no mejoradas. A
continuacién, se describen las etapas seguidas para la evaluacion de las
condiciones de reaccion que permitieron finalmente el mejoramiento de la
eficiencia catalitica y de la estabilidad operacional de la CPO libre utilizando los
sustratos antes mencionados. Inicialmente, se evaluaron las variables mas
relevantes asociadas con el uso del peréxido de hidrogeno en la biocatalisis de las

reacciones de epoxidacion.

3.1 Efecto de la concentracion del peroxido de hidrogeno

En este experimento se evalu6 el efecto de la concentracion del peréxido de
hidrogeno sobre la actividad especifica de la CPO. Se utilizaron concentraciones
de peréxido entre 0,5 y 40 mmol L™, las cuales fueron expresadas en términos de
la relacién RH,0.cPo. En todos los experimentos el perdxido se adiciond en un solo
paso y se mantuvieron constantes las concentraciones de CPO (800 nmol L") y de
estireno (3,0 mmol L™).

Tal como se observa en la figura 3.1, la actividad especifica de la CPO
aumenta en la medida que la relacion RH,0.cPo incrementa, alcanzando su valor
maximo entre 12500 y 25000. Para relaciones superiores a esta, la actividad de la
enzima cae drasticamente alcanzando un valor cercano a cero para una RH,0,/cPO
de 10° (la concentracion de peréxido en este punto es 40 mmol L7). El
comportamiento inicial de la actividad puede explicarse si se considera el ciclo

catalitico de la cloroperoxidasa (ver figura 3.2). A partir de este ciclo, se puede
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Figura 3.1. Efecto de la relacion RH.0./CPO sobre la actividad catalitica de la CPO
en la reaccién de epoxidacion, utilizando estireno 3,0 mmol L' como sustrato y 5

%(v/v) de acetonitrilo como co-solvente en el medio de reaccion.

afirmar que la adicion de soluciones de perdxido de hidrégeno cada vez mas
concentradas hace que aumente progresivamente la concentracién del compuesto
(I) de la CPO, el cual a su vez da lugar al compuesto (ll), siendo esta especie la
que finalmente reacciona con el estireno para formar el epdxido. A mayor
concentracion de compuesto Il, mayor produccion de epdxido y por tanto, mayor
actividad [9]. La caida drastica que experimenta la actividad catalitica de la CPO a
relaciones RH,0,/cPo superiores a 25000 se debe a la desactivacion de la enzima
por el peroxido, como se menciono inicialmente. Manoj y Hager [9] reportaron este
comportamiento de desactivacion de la CPO para concentraciones de perdxido
superiores a 10 mmol L, a un pH de 6,5. En su trabajo utilizaron peréxido de
hidrégeno como sustrato y la actividad catalitica maxima se obtuvo para la relacion
RH.0./cPo de 28500.
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Figura 3.2. Ciclo catalitico de una hemo-tiolato haloperoxidasa. Compuestos y
especies intermediarias: (1) enzima férrica en reposo; (2) compuesto | de CPO; (3)
compuesto X que libera acido hipohaloso, HOX; (4) compuesto Il protonado; (5)

compuesto Il de CPO (Tomado de [86], con modificaciones).

A partir de estos resultados se seleccion6 una RH,0,cpo de 12500 para los
experimentos posteriores. Esta relacién permite obtener una actividad enzimatica
lo suficientemente alta, sin llegar a exponer la enzima a condiciones de peréxido
que resulten en su desactivacion.
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Una vez establecida esta condicidn, se hizo su evaluacion sobre la
epoxidacion de los sustratos 3-cloroestireno y 3-nitroestireno (datos no
mostrados), obteniendo solo ligeras mejorias en la reaccion con el derivado
halogenado, mientras que con el 3- nitroestireno la cantidad de epdxido obtenido
fue apenas detectable. Esto hizo necesario continuar con la evaluacion de otros

parametros de la reaccion.

3.2 Efecto de la dosificacion del peroxido de hidrogeno

Es sabido que la dosificacion del peréxido de hidrogeno en las reacciones
catalizadas por CPO favorece la generacion de productos, y a su vez, reduce el
efecto desactivante que ejerce el peréxido sobre la enzima [17,30]. Por esta razén,
se decidié ensayar la dosificacién del peréxido de hidrégeno correspondiente a la
relacion RH,0.,cpo 12500. Para cada sustrato se evalud la dosificacion del perdxido
a diferentes tiempos de reaccion (5, 10, 20, 30, 40 y 60 minutos). En todos los
casos se mantuvo constante el volumen de soluciéon de perdxido adicionado,
mientras que los flujos se ajustaron de acuerdo con el tiempo de reaccion a
evaluar: 3,0, 1,5, 0,75, 0,50, 0,38 y 0,25 uymol min”", respectivamente. Al completar
el periodo de tiempo respectivo, se garantizO que la concentracion total de
peréxido adicionada fuera 10,0 mmol L™ en el volumen total de reaccion, ya que la
concentracion de sustrato utilizada para las reacciones fue 10,0 mmol L. Estos
experimentos fueron disefados de forma tal que la velocidad de dosificacion del
peréxido de hidrégeno disminuye a medida que se incrementan los tiempos de la

reaccion.

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 3.3, se observa que
para los tres sustratos evaluados la produccibn de epoxido aumenta
progresivamente con la disminucion en la velocidad de dosificacién del perdxido
(incremento en el tiempo de reaccion). Es decir, la adicidn dosificada y lenta del
peréxido de hidrogeno favorecio la formacidon del epdxido inclusive para aquellos

sustratos cuya velocidad de reaccion es muy lenta, como el 3-cloroestireno y el
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Figura 3.3. Efecto de la velocidad de adicién del perdxido de hidrégeno sobre la

produccién de epoxido a partir de la CPO (RH,0,/CPO = 12500).
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3-nitroestireno, en los experimentos usando una sola adicion de peroxido. La
estabilizacién de la concentracion de epodxido en el caso del estireno a partir de la
reaccion de 20 minutos sugiere que para este sustrato la adicion de perdxido a
0,75 pmolx,0, min”' da lugar a la mayor cantidad de epdxido. En el caso del 3-
nitroestireno y 3-cloroestireno, esta velocidad fue de 0,75 y 1,5 umolH,0, min™,
respectivamente. De acuerdo con estos resultados, se estableci6 que la
dosificacion de H,O, debe realizarse a una velocidad que no supere los 1,5

pmolh,0, min™.

La ventaja que tiene la dosificacion del peréxido en el tiempo de reaccién
sobre su adicibn en una sola dosis es que se desfavorece la reaccion de
descomposicion de H2O, por la CPO (accidn catalasa) y se favorece la reaccidn
de epoxidaciéon [87]. Para ilustrar mejor este fendmeno consideremos el ciclo
catalitico de las hemo-tiolato haloperoxidasas, aplicable a la cloroperoxidasa
(figura 3.2). Inicialmente, la enzima reacciona con el perdoxido de hidrégeno para
formar el compuesto (1) de la CPO; si hay H,O, en exceso, este reaccionara con el
compuesto (l) via accion catalasa, de acuerdo con la reaccion sefialada con
asterisco en esta figura, con lo cual se disminuye la disponibilidad del compuesto
(I) para continuar en la via de formacion de los epdxidos. Cuando la concentraciéon
de H>O; en el medio es baja, el compuesto (I) de la CPO formado inicialmente,
estara disponible para continuar hacia la formacioén del compuesto (ll), que es la
especie que finalmente reacciona con el sustrato para dar la reaccion de
epoxidacion [9]. Lo anterior explica el hecho importante de que solo bajo estas
condiciones es posible la obtencién de cantidades cuantificables del epdxido
correspondiente al 3-nitroestireno, ya que esto no es posible lograrlo en
condiciones donde la concentracién efectiva de H,O, es elevada. Cuando se
tienen cantidades bajas de H,O, se desfavorece la accion catalasa de la CPO vy
aumenta la probabilidad de formaciéon del compuesto (Il), con lo cual se favorece
la ruta de la reaccion de este compuesto (ll) con el 3-nitroestireno.

Una vez controladas las variables asociadas al peroxido de hidrégeno, se

procedid a seleccionar un co-solvente que favoreciera la biocatalisis de las
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reacciones de epoxidacion del estireno y de sus derivados 3-cloroestireno y 3-

nitroestireno.

3.3 Efecto del tipo y contenido de co-solvente

Los solventes seleccionados para la realizacion de estos experimentos
fueron acetonitrilo (ACN), 2-metil-2-propanol (2M2P) y 2-metil-2-butanol (2M2B). El
ACN [15,18] y el 2M2P [17,88] se han utilizado previamente en reacciones
enzimaticas catalizadas por CPO, mientras que el solvente 2M2B ha sido utilizado
en aplicaciones biocataliticas con diferentes enzimas, entre las que se incluyen
lipasas [19,89,90], beta-galactosidasa [20] y diferentes hidrolasas [21]. Por otra
parte, estos solventes presentan diferencias en su hidrofilicidad y en su polaridad,
las cuales podrian tener efectos marcados sobre la estabilidad y la actividad de la

enzima [13].

Algunos ensayos preliminares realizados con ACN y 2M2P (figura 3.4)
mostraron que la actividad especifica de la CPO fue muy similar en los dos casos
para un contenido de co-solvente de 5 %(v/v). Sin embargo, el aumento en el
contenido de co-solvente de 5 a 15 %(v/v) redujo en 66 % la actividad especifica
de la enzima para el caso del ACN, mientras que con 2M2P la actividad aumenté
en casi 50 %. Este efecto podria estar relacionado con la diferencia de polaridades
entre estos solventes. La estructura nativa de las proteinas es mantenida por un
balance complejo de interacciones no covalentes, tales como enlaces de
hidrogeno e interacciones ionicas, van der Waals e hidrofébicas, en las cuales el
agua juega un papel importante para promover muchas de estas interacciones.
Por lo tanto, el desplazamiento de las moléculas de agua por la presencia de
solventes organicos pueden interrumpir este balance de fuerzas, conduciendo al
desdoblamiento de la proteina [91]. Particularmente, aquellos solventes polares
que pueden penetrar en la proteina son capaces de inducir mas cambios en su
estructura secundaria y terciaria en comparacion con los solventes apolares, los

cuales carecen de la habilidad de particionarse a través de la esfera externa polar
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de una proteina [92,93]. Debido a esto, a menudo se observa una mayor actividad
catalitica en los solventes no polares. Esta paradoja puede ser un resultado parcial
de la explicacion anterior, en la cual los solventes polares son capaces de penetrar
en la estructura tridimensional de la proteina, dando como resultado su
perturbacion estructural [93]. Este fendmeno fue evidenciado por Yang vy
colaboradores [94], quienes a través de simulaciones de dinamica molecular
evaluaron el efecto de diferentes moléculas de solventes organicos (octanol,
acetonitrilo y tetrahidrofurano) sobre la hidratacion de la subtilisina BPN’ y sobre el
enlazamiento del solvente en el sitio activo. Sus experimentos mostraron una
dependencia inversa entre la actividad enzimatica y la polaridad del medio
organico empleado. Considerando lo anterior, se podria afirmar que posiblemente
la mayor polaridad del ACN hace que este solvente interaccione de forma mas
intima con la enzima, afectando aquellas moléculas de agua que son importantes
para la conservacién de su estructura tridimensional, especialmente la del sitio
activo de la enzima. En cambio, el 2M2P mucho menos polar y mas hidrofébico
que el ACN (ver tabla 3.1), podria interactuar principalmente con la superficie de
la enzima sin llegar a desplazar las moléculas de agua que intervienen en el

balance de fuerzas que estabilizan la estructura tridimensional del sitio activo, sin

Tabla 3.1. Algunas propiedades fisicoquimicas de los solventes utilizados como
co-solventes en las reacciones de epoxidacion y la fraccion molar de estireno en el

medio de reaccion con 15 %(v/v) de co-solvente.

Coeficiente de Constante Fraccion molar

Co-solvente b ticion, Log P[95] dieléctrica, € [96]  Xectirono (20 °C)*

ACN -0,34 36,6 (20 °C) 0,623
2M2P 0,80 12,5 (25 °C) 0,459
2M2B 1.4 5,8 (25 °C) 0,111

" Medidas realizadas por HPLC.
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afectar de manera importante su actividad catalitica. Por otra parte, los contenidos
muy bajos de estos co-solventes (inferiores al 5 %(v/v)) tendrian un efecto similar
sobre la estructura tridimensional de la enzima y de su sitio activo, lo cual se
refleja en los valores de actividad catalitica tan cercanos que presento la enzima

con estos dos solventes bajo esta condicion.
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Figura 3.4. Efecto del contenido de co-solvente (ACN y 2M2P) sobre la actividad
especifica de la CPO. Se utilizé estireno 1,0 mmol L™ y una RH.0,/cPo de 1250.

Con base en estos resultados, y pensando en mejorar la solubilidad del
estireno y sus derivados en el medio de reaccion, se decidié incrementar el
contenido de co-solvente a 15 %(v/v). Bajo esta nueva condicion de reaccion, se
procedié a evaluar el efecto del tipo de co-solvente (ACN, 2M2P y 2M2B) sobre la
actividad catalitica de la CPO, por medio de la determinacién de los parametros

cataliticos correspondientes.

La figura 3.5 presenta la epoxidacion del estireno en un medio que contiene
15 %(v/v) de diferentes co-solventes organicos. Aqui se observa claramente que el
2M2P favorece la actividad catalitica de la CPO para la reaccion de epoxidacion,

mientras que con ACN la enzima mostré la actividad mas baja. Los datos cinéticos
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obtenidos fueron ajustados a la ecuacion de Hill para poder estimar los parametros
cataliticos ket Y K’ de la CPO (ver tabla 3.2). El 2M2P mostré la constante
catalitica mas alta y el K’ mas bajo para el estireno. Por otra parte, los valores de
K’ para el 2M2P y el 2M2B fueron similares, mientras que con ACN su valor fue al
menos 4 veces mas grande que el presentado en estos dos solventes. Ahora bien,
podria considerarse que los valores de K’ son equivalentes a la constante de
Michaelis K, debido a que los valores de n son muy cercanos a 1 para los
modelos cinéticos obtenidos de los tres solventes. De esta forma, los valores de K’
en los primeros dos solventes pueden indicar una afinidad mas grande del
complejo enzima-sustrato en comparacion con el ACN. Adicionalmente, los
valores de k../K’ indican la especificidad de la enzima por el sustrato, la cual, para
los casos en los que se utilizo 2M2P y 2M2B, fue 6,2 y 3,0 veces mas grande,

respectivamente, que para el caso donde se utilizé ACN.

90

* 2M2P
A 2M2B
o ACN

Actividad especifica Ugp (min-1)

0 0,8 1,6 2,4 c fi

Concentracién de estireno (mmol L-1)
Figura 3.5. Efecto del tipo de co-solvente sobre las curvas de actividad especifica
de la CPO para la reaccién de epoxidacion del estireno: acetonitrilo (ACN), 2-metil-

2-butanol (2M2B) y 2-metil-2-propanol (2M2P). Se utilizé un contenido de co-
solvente de 15 %(v/v) y una RH,0./cPO de 1250.
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Tabla 3.2. Parametros cinéticos de las reacciones de epoxidacion del estireno
catalizadas por CPO, utilizando 15 %(v/v) de co-solvente organico en el medio de

reaccion y una RH.0,/cPo de 1250°.

Kcat K’ Ajuste del

Co-solvente  iny  (mmolnL™) (keaK) n modelo (R?)
ACN 66£1  27+0,1 24 0,901 0,986
2M2B 5143 0701 73 1001 0.992
2M2P 89+3 06401 148 1.1 £0.1 0.987

? Para las condiciones experimentales ver la seccién 2.5.

El comportamiento anterior puede explicarse considerando la capacidad que
tiene el solvente de estabilizar o desestabilizar al complejo [E:S] con respecto a los
reactantes E+S, y al estado de transicion [E:SJ con respecto a [E:S]. La diferencia
de energia entre los estados E+S y [E:S] (energia libre de estabilizacion AG)
define a K, mientras que la diferencia de energia entre [E:S] y [E:S] (energia
libre de activaciéon AGiat) esta relacionado con k.. Entre mas pequenos sean

AGc y AG s, mas grandes seran Ko, y kear, respectivamente (figura 3.6) [83].

Considerando el analisis anterior, en conjunto con los parametros cataliticos
observados en la tabla 3.2 y la miscibilidad del estireno en el medio con los
diferentes co-solventes utilizados (ver tabla 3.1), se puede decir que: i) tanto el
2M2P como el 2M2B estabilizan mas al complejo [E:S] comparados con el ACN,
ya que en estos dos solventes se obtuvieron los valores de K’ mas bajos (mayor
AGg) y, por otra parte, el estireno presenté una mayor miscibilidad en el medio que
contiene ACN, lo que explicaria el mayor valor de K’ en este medio; vy ii) el 2M2P
estabiliza mas al estado de transicidon [E:S]* en comparacién con el 2M2B vy el
ACN, debido a la mayor actividad catalitica (kcat) mostrada por la enzima en este

medio (implica una menor AG”cx).

Con el analisis anterior seria posible tener una idea de la hidrofobicidad y

polaridad de las especies que se estan considerando (intermediarios y estados de
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transicion), con base en las propiedades de los solventes que los estabilizan (ver
tabla 3.1).

E+P
K1 Kcat

E+S ——= [E:S]—— E+P
K.

Figura 3.6. Relacion entre los parametros cataliticos de una reaccion enzimatica y

las energias libres de Gibbs.

Subsecuentemente se evaluaron diferentes concentraciones de 2M2P en el
medio de reaccion con el fin de reducir las limitaciones por transferencia de masa
de los sustratos insolubles en medio acuoso (Figura 3.7). Ademas, es bien sabido
que la presencia de co-solventes organicos en la mezcla de reaccién es un factor
importante que afecta la estabilidad general de las enzimas [13]. El efecto del
contenido de co-solvente se evaluo para tres sustratos: estireno, 3-cloroestireno y
3-nitroestireno. La actividad enzimatica de la CPO aumentdé para todos los
sustratos con el incremento en la concentracion de 2M2P desde 5 a 15 %vlv,
encontrandose las actividades maximas entre 10 y 15 %v/v de co-solvente. Los

resultados también mostraron claramente que la enzima se inactivd a
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Figura 3.7. Efecto del contenido de 2M2P sobre la actividad especifica de la CPO
para la reaccion de epoxidacion llevada a cabo a pH 6,0. Condiciones de la
reaccion: 0,2 mM de sustrato, 0,2 pmol min™ de H,O, (1 pmol total adicionado),
una RH,0,/cPo de 1250, 20 °C, 400 rpm y 5 minutos de reaccion.

concentraciones de co-solvente superiores a 20 %(v/v), presumiblemente por la
alteracion conformacional del sitio activo [97]. Aunque existen algunos reportes
relacionados con el uso de mezclas de co-solvente acuosas en reacciones
catalizadas por la CPO [3,15,17,18], la eleccion racional de co-solventes organicos
no ha sido facil, incluso se han reportado algunas aproximaciones para establecer

su eleccidn racional termodinamica [19-21,89,90,98].

Con base en los resultados obtenidos en esta seccion se eligié el 2M2P
como co-solvente en una proporcion del 15 %(v/v) debido a la mayor eficiencia
catalitica que mostr6 la CPO bajo estas condiciones.
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3.4 Parametros cataliticos y estabilidad operacional de la
CPO libre

Una vez establecidas todas las condiciones operacionales de la reaccion de
epoxidacion se procedid a llevar a cabo la determinaciéon de los parametros
cataliticos y la estabilidad operacional de la CPO libre con el estireno y cuatro
estirenos m-sustituidos, dos de ellos con grupos sustituyentes sustractores de
densidad electrénica (grupos —Cl y —NO,) y otros dos con grupos dadores de
densidad electrénica (grupos —CH3s y —NH3), con el fin de observar posibles efectos
electronicos sobre la biocatélisis de las reacciones de epoxidacion. Las
condiciones establecidas fueron: relacion perdxido/enzima (RH.0.cpo) de 1250 al
final de la reaccion, una adicién controlada de H.O; a 0,2 umol min™, 15 %(v/v) de
2M2P como co-solvente, una temperatura de 20 °C y un tiempo de reaccion de 5
minutos. La estabilidad operacional fue expresada en términos del numero de
recambio total (NRT), calculado como las moles totales de producto (epdxidos y
dioles) generados por mol de enzima hasta su inactivacion completa. Para la
determinacion de este parametro, los tiempos de reaccién fueron superiores a 150

minutos.

En la tabla 3.3 se registran los parametros cataliticos k.: y K’ de la CPO
para los diferentes sustratos, asi como los valores del numero de recambio total
(NRT). Los parametros cataliticos fueron obtenidos a partir del ajuste de los datos
cinéticos a la ecuacion de Hill. De acuerdo con los valores de k:, se evidencia
claramente la mayor actividad catalitica de la CPO con el 3-aminoestireno (3869
min™"), siendo 43 veces mas rapida en comparacién con el estireno (90 min™) y
casi 300 veces mas rapida que en la reaccién con el 3-nitroestireno (13 min™)
donde la enzima presentd su menor actividad. En cambio, las actividades
enzimaticas en los casos del 3-metilestireno (58 min™) y del 3-cloroestireno (25
min™") fueron solo 4,5 y 2 veces superiores a la presentada con el nitro derivado,
respectivamente, e inferiores a la actividad mostrada con el estireno. De esta

manera, se establece un orden de actividad catalitica de la CPO basado en las
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Tabla 3.3. Parametros cataliticos y estabilidad operacional de la CPO libre en las
reacciones de epoxidacion del estireno y de algunos derivados m-sustituidos,
utilizando 15 %(v/v) de 2M2P como co-solvente, 0,2 pmol min™ de H.0,, una

RH,0,/cPO de 1250 al final de la reaccion.

Sustrato® nf;;a) (mm’o(l’,. L kelKn hiuste ‘:;'2) NRT
STR 90 +6 073+019 123 1,1+0,1 0,099 6700
3.Cl 25 + 1 0,39+004 64 12%02 0,980 1920

3-NO, 1342 6,7+12 19 12:02 0,994 690
3-CH, 58 + 1 026+003 223 20+02 0,985 1360
3.NH, 3869+309 042+0,08 9212 0,9+0,1 0,092 18510

* STR: estireno, 3-Cl: 3-cloroestireno; 3-NO,: 3-nitroestireno; 3-CHs: 3-metilestireno; 3-NH,: 3-
aminoestireno.

constantes cataliticas obtenidas con cada uno de los sustratos evaluados:
3-aminoestireno >> estireno > 3-metilestireno > 3-cloroestireno > 3-nitroestireno

En esta oportunidad también se encontré que en la mayoria de los casos
(excepto para el 3-metilestireno) el valor de n es cercano a 1,0 en la ecuacion de
Hill, y por tanto, K’ sera igual a la constante de Michaelis K,,. En este sentido, se
puede decir que las mayores afinidades del complejo [E:S] se dieron en los casos
del estireno, 3-aminoestireno y 3-cloroestireno, cuyos valores fueron similares,
mientras que la afinidad mas baja se presenté con el 3-nitroestireno. En relaciéon
con los valores de especificidad (kc.#/K’) de la enzima por el sustrato, se encontrd
que para el 3-aminoestireno y el estireno estas constantes fueron 4850 y 65 veces
mas altas, respectivamente, que la presentada para el 3-nitroestireno. La mayor
especificidad presentada hacia el 3-aminoestireno estuvo determinada por su alto
keat (3869 min™), y por el bajo K’ (0,42 mmol L™, lo cual, en términos de los

diagramas de energia de la reaccion, seria indicativo de una energia de activacion
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pequefia (AG ¢c4) y de una alta energia libre de estabilizacién (AG¢), mientras que
la baja especificidad para el 3-nitroestireno estuvo determinada por su menor kca
(13 min™") y en buena parte por su alto valor de K’ (6,7 mmol L"), lo que estaria

asociado a una AG ¢y alta y una AG¢ baja (ver figura 3.7).

En lo relacionado con la estabilidad operacional de la CPO libre, se observa
que la enzima presentd el valor de NRT mas alto con el 3-aminoestireno
(NRT=18510), mientras que el valor mas bajo se obtuvo con el 3-nitroestireno
(NRT=690). La tendencia general observada para este parametro es: 3-
aminoestireno > estireno > 3-cloroestireno > 3-metilestireno > 3-nitroestireno.
Considerando los parametros cataliticos y los datos de estabilidad operacional de
la CPO (tabla 3.3), se observa que existe una correlacion directa entre los valores
de NRT vy la actividad catalitica (kcs), excepto en el caso del 3-metilestireno. Esta
correlacion explicaria la tendencia observada en los valores de NRT de la CPO

con los diferentes sustratos.

Finalmente, es importante resaltar que el valor obtenido de NRT para el
estireno de 6700 es aproximadamente 4,5 veces mas grande que el valor
reportado por Zaks y Dodds para este mismo compuesto (NRT = 1500) [99], el
cual fue medido a pH 5, con flujo continuo de H,0O, y en ausencia de co-solvente.
Lo anterior indica que los ajustes realizados a las condiciones de la reaccién
mejoraron en buena medida la eficiencia catalitica y la estabilidad operacional de
la CPO.
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CAPITULO 4

Biocatalisis de las reacciones de epoxidacion
utilizando CPO inmovilizada en materiales
nanoestructurados no magnéticos de silice y
titania

Una vez establecidos los parametros operacionales de las reacciones de
epoxidacion que influyen de manera importante sobre la actividad catalitica y la
estabilidad operacional de la cloroperoxidasa, se procedié con la preparacién y la
caracterizacion biocatalitica de los sistemas inmovilizados, previa caracterizacion
de los diferentes soportes, asi como con la determinacion de los parametros

cataliticos y de la estabilidad operacional de los biocatalizadores.

4.1 Caracterizacion de los soportes

Los materiales nanoestructurados no magnéticos utilizados como soportes
para la inmovilizacion de la CPO fueron el MCF, el MSU-F, el TiO2(AN) y el
TiO2(NT). Los dos primeros materiales son espumas celulares mesoestructuradas
siliceas, los cuales poseen estructuras mesoporosas de poros ultra-grandes
continuos, con celdas esféricas grandes interconectadas por ventanas uniformes
[100]. A pesar de que estos dos soportes tienen caracteristicas fisicoquimicas

similares, unicamente el MCF ha sido utilizado ampliamente para la inmovilizacion
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de enzimas [15,39,40]; no hay en la literatura reportes del uso de MSU-F para este
proposito, ni del uso como soporte para otro tipo de biomoléculas. Por otra parte,
el TiO2(AN) y el TiOx(NT) son también materiales mesoporosos con estructura
cristalina definida, pero que se diferencian en su morfologia, el primero tiene forma
de particulas prismaticas y el segundo de nanotubos [75]. Aunque la aplicacion del
TiO, como soporte en catalisis heterogénea es abundante, sus aplicaciones en
biocatalisis son bastante escasas. En la figura 4.1 se presentan las micrografias
TEM obtenidas para el MSU-F y el TiO,(AN), donde se puede observar su

morfologia.

- -
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Figura 4.1. Micrografias TEM del MSU-F (izquierda) y del TiO(NT) (derecha).

En la tabla 4.1 se resumen las principales caracteristicas texturales de los
materiales utilizados, asi como sus puntos isoeléctricos (Pl). A partir de los
diametros de poro se puede decir que todos los materiales son candidatos
adecuados para la inmovilizacion de CPO, ya que las dimensiones de la enzima
(5,3 nm x 4,6 nm x 6,0 nm) son mas pequefas que los diametros de poro de estos
soportes permitiendo la difusidon de la enzima hacia los poros [40,101]. Ademas, la
CPO tiene un PI cercano a 4,0 [102] que difiere del Pl de cada uno de los
materiales empleados, lo que permite llevar a cabo la inmovilizacién de la enzima

por interaccion electrostatica con solo ajustar el pH del medio a un valor
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Tabla 4.1. Caracterizacion de los materiales nanoestructurados utilizados como
soporte para la inmovilizacion de CPO.

Superficie especifica® Volumen total de Dpsin)’

Soporte BET (m?g™) poro® (cm® g™) (nm) P
MCF 588 2,00 12,1 2,3
MSU-F 225 1,50 29,9 2,2
TiOa(AN) 146 0,30 83* 58
TiO2(NT) 313 0,66 10,2 5,2

2 Calculada utilizando el método Brunauer-Emmett-Teller BET.

® Calculado utilizando el método Barrett-Joyner-Halenda BJH.

° Diametro de poro, Dp, determinado a partir de la rama de desorcion.
* Distribucion bimodal de poros (4,8 y 12,4 nm, respectivamente).

intermedio entre los puntos isoeléctricos de la enzima y del soporte

correspondiente.

De acuerdo con las isotermas de adsorcion/desorcion de N, a 77 K obtenidas
para estos materiales (figura 4.2) y segun la clasificacién de isotermas de la
IUPAC [103], todos los materiales mostraron isotermas de adsorciéon tipo IV,
aunque con diferentes ciclos de histéresis. Tanto el MCF como el MSU-F
presentaron ciclos de histéresis tipo H1 en un rango de presiones relativas de 0,5
a 1,0y 0,8 a 1,0, respectivamente, indicando que poseen aglomerados de poros
esféricos compactados con diametros uniformes, tipicos de las espumas
mesocelulares [56,104]. Estos dos materiales presentaron una distribucién de
diametros de poros ancha (unimodal) con valores maximos en torno a 12 y 30 nm,
respectivamente. Por otra parte, el TiO2(AN) mostroé un ciclo de histéresis tipo H3
que corresponde a un sistema mesoporoso desordenado. Su distribucion de
diametros de poro fue bimodal con un valor promedio de 8,3 nm, mostrando una
distribucion estrecha con un valor maximo en 4,8 nm, y otra distribucion bastante

amplia (se extiende desde los 8 hasta los 40 nm, aproximadamente) con un valor
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Figura 4.2. Isotermas de adsorcién/desorcion de nitrégeno para el MSU-F (a) y el
TiO2(AN) (b). Los recuadros muestran la distribucién de tamafos de poro
calculadas a partir de la rama de desorcion de las isotermas utilizando el método
BJH. Las isotermas correspondientes a MCF y TiO,(NT) estan reportadas en [15]

y [75], respectivamente.
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maximo en 12,4 nm (ver recuadro de la figura 4.2 (b)). Dada la distribucion de
tamafos de poro observada para este material, podria sugerirse que sus poros
presentan forma de “embudo”, presentando diametros de poro mayores a 8 nm
por un extremo y valores menores a este por el otro extremo. En el caso del
TiO2(NT), se reportd que este material presenta un ciclo de histéresis intermedio
entre H1 y H3, correspondiente a poros estrechos tipo canal, lo cual concuerda
con la morfologia observada en las micrografias TEM de estos nanotubos [75].
Este soporte presentd una distribucion de tamafos de poro estrecha (unimodal) en

tornoa 10,2 nm.

Las diferentes caracteristicas texturales y morfologias que presentaron estos
materiales podrian generar algun efecto sobre la actividad especifica de la CPO
inmovilizada y también en su estabilidad operacional [34,105]. Estos aspectos

seran analizados y discutidos en las secciones siguientes.

4.2 Inmovilizacion de la CPO en  materiales
nanoestructurados no magnéticos

La inmovilizaciéon de proteinas sobre la superficie de silice involucra
interacciones débiles, tales como enlaces de hidrégeno, interacciones
electrostaticas y atracciones de van der Waals [106]. Si existe interaccion
electrostatica entre las cargas opuestas de los residuos de aminoacidos
superficiales de las moléculas de enzima y la superficie de material, se logra
mejorar la adsorcion de la enzima y minimizar su desprendimiento. La carga total
en la superficie de la enzima y en la superficie del material se puede controlar
variando el pH de la solucion. Una interaccion atractiva entre la enzima y el
soporte se obtiene a un valor de pH entre el punto de carga cero del material y el

punto isoeléctrico de la enzima especifica.

La cloroperoxidasa fue inmovilizada por interaccion electrostatica en estos

materiales nanoestructurados aprovechando la diferencia entre los puntos
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isoeléctricos de los materiales y el Pl de la enzima. En el caso de los soportes
basados en silice, la inmovilizacion de la CPO se llevé a cabo a pH 3,0,
garantizando bajo estas condiciones que la carga neta global de la enzima es
positiva y la de los materiales negativa (el P/ tanto del MSU-F como del MCF es ~
2,0). Por otro lado, la inmovilizacion de CPO en los materiales basados en titania
se realiz6 a pH 5,0, de tal forma que la carga neta global de la enzima es negativa,
mientras que la de los materiales es positiva (Pl ~ 5,8 para el TiO2(AN) y ~ 5,2
para el TiOz(NT)).

Una vez obtenidos los sistemas inmovilizados, se procedid6 a su
caracterizacion biocatalitica y a la determinacion de algunos parametros que
describen la eficacia del proceso de inmovilizacion en cada caso. Estos resultados
fueron condensados en la tabla 4.2. Alli se observa que, en términos generales,
los soportes basados en silice presentan cargas de enzima mas altas con
respecto a los materiales de titania, lo cual estaria directamente asociado con las
propiedades texturales que presentan las espumas mesocelulares. En el caso
particular de los silicatos mesoporosos no se observa ninguna relacion entre la
carga de CPO y propiedades texturales tales como la superficie especifica y el
volumen total de poro. Sin embargo, se observa que la carga enzimatica aumenta
con el correspondiente aumento en el diametro de poro entre el MCF y el MSU-F.
Este hecho podria estar relacionado con la formacién de agregados de CPO al
interior de los poros, cuyos tamafos dependeran del diametro de las cavidades
(ver tabla 4.1). Segun Jung y colaboradores [39], las enzimas se agregan
naturalmente en las cavidades de los silicatos tipo espumas mesocelulares por el
proceso de adsorcion y a continuacién los agregados crecen de forma controlada
segun el tamafio de las cavidades, lo cual estuvo de acuerdo con la mayor carga

observada en el material con un mayor diametro de poro (MSU-F).

Con respecto a las inmovilizaciones realizadas en los materiales de titania,
tampoco se observo correlacién alguna entre la carga de enzima y las diferentes
propiedades texturales de estos soportes. A pesar que el TiO(NT) presenta mayor

superficie especifica, mayor volumen total de poro y mayor diametro de poro en
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Tabla 4.2. Caracterizacion biocatalitica de los biocatalizadores obtenidos

utilizando materiales nanoestructurados.

Biocatalizador Carga Actividad especifica® E,
(nmolcpo g”'sop) (U g™'sop) (%)
CPO/MCF 3184 1301 9
CPO/MSU-F 6807 6406 18
CPOI/TiO2(AN) 1781 260 3
CPO/TiO2(NT) 169 258 26

@ Calculada como actividad Per0)1<idasa. Las unidades reportadas para actividad especifica
son equivalentes a nmol min™ mg™ sop.

comparacién con el TiO2(AN), su carga de enzima fue casi 10 veces menor (169
nmolcro g 'sop) a la carga observada en la titania anatasa (1781 nmolcro g 'sop).
Existen dos factores que podrian estar relacionados con la tendencia observada
para la carga de enzima en estos dos materiales. Uno de ellos es la cercania entre
el Pl del TiO2(NT) y el pH de inmovilizacién (pH 5,0), lo cual pudo generar una
superficie del solido casi neutra, lo que daria lugar a interacciones electrostaticas
mas débiles con la CPO, y por consiguiente, una carga baja de enzima. Para el
caso del TiO2(AN) ocurre lo contrario, la diferencia entre su Pl y el pH de
inmovilizacién es mayor, lo que podria conducir a una carga neta mas positiva en
la superficie del soporte e interacciones electrostaticas mas fuertes con la enzima,
lo que garantizaria una mayor cantidad de enzima inmovilizada. El otro factor que
tendria relacion con la carga de enzima observada en los soportes basados en
titania es la diferencia de morfologias entre los dos materiales, ya que se sabe que
algunas caracteristicas como la estructura tridimensional de los poros y la
interconectividad entre ellos pueden facilitar o evitar la pérdida de enzima durante
el proceso de lavado de los biocatalizadores con los buffers respectivos [107]. Los
poros con forma de embudo que presentaria el TiO2(AN) (véase secciéon 4.1)

tendrian la capacidad de retener mayor cantidad de enzima en comparacion con
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los nanotubos de TiO; (poros tipo canal), ya que uno de los extremos de los poros
presenta diametros inferiores a las dimensiones de la CPO lo que evitaria la
pérdida de enzima durante los lavados del biocatalizador, dando como resultado

una carga de CPO mas alta.

Por otra parte, se encontré que la actividad especifica de las preparaciones
obtenidas en las espumas mesocelulares esta correlacionada con la carga de
enzima, tal como era de esperarse en todos los casos (ver tabla 4.2). Sin
embargo, lo anterior no ocurrié para las inmovilizaciones realizadas en los
materiales basados en titania, ya que a pesar de que el sistema CPO/TiO2(AN)
tuvo aproximadamente 10 veces mas enzima inmovilizada que el CPO/TiO2(NT),
sus actividades especificas fueron practicamente iguales (260 y 258 U g'sop,
respectivamente). En el caso de los biocatalizadores basados en silice se observa
que el CPO/MSU-F tuvo 2,1 veces mas enzima inmovilizada que el CPO/MCF
(6807 nmolcpo g 'sop ¥ 3184 nmolcpo g 'sop, respectivamente), mientras que su
actividad fue 4,9 veces superior (6406 U g'sop contra 1301 U g'sop). Estos
resultados son ejemplos claros de que la actividad especifica de un biocatalizador
no solo se encuentra relacionada con la cantidad de enzima inmovilizada, sino que
también existen otros factores que la pueden influenciar, tales como la orientacion
adecuada del sitio activo de la enzima, la formacion de agregados de enzima y las
limitaciones por transferencia de masa, entre otras [40,108]. La influencia de estos
factores sobre la actividad especifica se puede evidenciar analizando los valores
de eficiencia de inmovilizacion (E;) reportados en la tabla 4.2. Este parametro
muestra la fraccion de enzima inmovilizada que esta activa en el biocatalizador. En
todos los biocatalizadores, el valor E; fue pequeno indicando que solamente una
pequena fraccion de la CPO inmovilizada es accesible al sustrato, es decir, tiene
una orientacion adecuada del sitio activo. Es importante sefalar que hay una
correlacion directa entre el parametro E; y el diametro de poro de los materiales,
indicando que a mayor diametro de poro mayor es la fraccion de enzima expuesta
y accesible al sustrato. Esta afirmacion se aplica principalmente a los silicatos tipo

espumas mesocelulares, ya que su red de poros tridimensionales permite que el
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sustrato acceda facilmente a la enzima que estda mas expuesta y orientada de

manera adecuada en el interior de las cavidades de los poros [52].

Adicionalmente, es importante destacar que la actividad especifica de los
biocatalizadores obtenidos es comparable o incluso superior a la actividad
reportada en estudios previos de CPO inmovilizada en materiales mesoporosos.
Aburto y colaboradores [40] inmovilizaron CPO en silicatos tipo SBA-16, tanto por
adsorcion fisica como por union covalente, logrando una actividad especifica
maxima de 313 U g'1sop. Por otra parte, Jung y colaboradores [52] inmovilizaron
CPO en MCF, tanto por fisisorcion como por formacion de agregados de enzimas
entrecruzadas (estrategia abreviada como CLEA) en el interior de los poros de
este material, obteniendo actividades especificas de 1848 U g”'sop ¥y 9073 U g™'sop
para los sistemas CPO/MCF y CPO-CLEA/MCEF, respectivamente. Por lo tanto, es
posible decir que se logré obtener un biocatalizador (CPO/MSU-F) con una
actividad especifica alta en un material siliceo que no habia sido aplicado antes

para la inmovilizacién de CPO.

Una vez caracterizados, los sistemas inmovilizados fueron ensayados en la
biocatalisis de las reacciones de epoxidacion del estireno, bajo las condiciones de
dosificacion continua de peroxido de hidrégeno y el uso de 2M2P como co-
solvente, establecidas previamente para la CPO libre (ver capitulo 3), con el
propésito de evaluar la eficiencia catalitica y la estabilidad operacional de la

enzima inmovilizada.

4.3 Eficiencia catalitica y estabilidad operacional de los
biocatalizadores no magnéticos

Inicialmente, se evalué Ila eficiencia catalitica de los diferentes
biocatalizadores para la oxidacion de estireno a dos valores de pH, 3,0 y 6,0 (ver
figura 4.3). Estos dos pH fueron seleccionados considerando estudios previos que

reportaron un pH 6ptimo acido de ~ 3,0 para reacciones de peroxidacion asistidas
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Figura 4.3. Curvas de actividad especifica de diferentes biocatalizadores para la
reaccion de epoxidacion del estireno llevadas a cabo a pH 3,0 (a) y pH 6,0 (b). Las
lineas sdlidas corresponden al ajuste de los datos experimentales a la ecuacién de
Hill utilizada como modelo. Condiciones de la reaccion: buffer fosfatos 60 mmol
L™, 18 U de biocatalizador, 15 %(v/v) de 2M2P como co-solvente, perdxido de

hidrégeno (0,2 umol min™"), 293 K, 400 rpm y 5 min de reaccion.
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por el ion cloruro, y otro pH éptimo de ~ 6,0 para peroxidaciones llevadas a cabo
en la ausencia de ion cloruro [109]. La actividad especifica se determiné
monitoreando los epdxidos y los dioles bajo las dos condiciones de pH ensayadas.
Los epodxidos producidos pueden estar parcialmente hidrolizados a pH 6,0 o casi
completamente hidrolizados a pH 3,0. En la mayoria de los casos, los datos
cinéticos se ajustaron a un comportamiento sigmoideo, y por tanto se utilizo la
ecuacion de Hill para determinar las constantes cataliticas (ver tabla 4.3). En
todas las preparaciones, la actividad catalitica (kcs) @ pH 6,0 fue ligeramente mas
alta que aquella encontrada a pH 3,0. Lo anterior estaria relacionado con el hecho
que la CPO es mas activa para la actividad halogenasa a pH bajos, y que su
actividad peroxidasa es favorecida a pH mas altos [109]. Otro aspecto interesante
que se debe resaltar es la mayor actividad catalitica que presentaron casi todas

las preparaciones de enzima inmovilizadas con respecto a la enzima libre,

Tabla 4.3. Parametros cataliticos obtenidos para los biocatalizadores de CPO a

partir de la ecuacién de Hill para dos valores de pH, en la epoxidacién de estireno.

. . Kcat K’ Ajuste del
pH Biocatalizador (min'1) (mmol” L™) n modelo (Rz)
3,0 CPO libre 99+6 0,11+£0,04 1,7+£0,3 0,972

CPO/MCF 2395 + 240 0,8+0,2 1,0+£0,3 0,966
CPO/MSU-F 646 + 120 1,0+£0,6 1,5+0,2 0,987
CPO/TiO2(AN) 50+ 6 22+0,1 25104 0,991
CPOI/TiOy(NT) 831+ 15 1,6 £0,1 24+0,3 0,997

6,0 CPO libre 90+6 0,7+£0,2 1,1+£01 0,999
CPO/MCF 3146 + 180 43101 29107 0,982
CPO/MSU-F 590 + 18 1,3+0,1 2,0+0,2 0,994
CPO/TiO2(AN) 876 1,4+01 1,701 0,999
CPOI/TiOy(NT) 1441+ 70 1,2+0,1 1,6 +0,3 0,983
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exceptuando la CPO/TiO,(AN). La tendencia general para los valores de ks de los

sistemas ensayados, en las dos condiciones de pH evaluadas, fue la siguiente:
CPO/MCF > CPOI/TiO2(NT) > CPO/MSU-F > CPO libre 2 CPO/TiO,(AN)

El sistema CPO/MCF mostré la actividad catalitica (kcsf) mas alta a los dos
valores de pH ensayados, alcanzando actividades que fueron 24 y 35 veces mas
elevados que las obtenidas con la enzima libre a pH 3,0 y 6,0, respectivamente. El
biocatalizador CPO/TiO,(NT) fue 8 y 16 veces mas activa que la CPO libre,
mientras que la CPO/MSU-F incrementd su actividad catalitica en 6,5 veces para
los dos valores de pH. En cambio, el biocatalizador CPO/TiO2(AN) mostro la
eficiencia mas baja en las dos condiciones de pH evaluadas, alcanzando
solamente una actividad catalitica similar a la de la CPO libre a pH 6,0, y la mitad
de la actividad a pH 3,0 (ver recuadros en la figura 4.3). El aumento considerable
de la actividad catalitica (kca) en los sistemas inmovilizados con respecto a la
enzima libre podria explicarse en términos de la pérdida de grados de libertad que
presentan las moléculas de enzima por efecto de la inmovilizaciéon y al
confinamiento tanto de la enzima como del sustrato en el interior de los poros,
facilitando de esta manera que el sustrato encuentre el acceso al sitio activo de la
enzima [29,110]. Estos efectos sobre la actividad catalitica de la CPO inmovilizada
en materiales mesoporosos ya han sido reportados previamente [15,40]. Por otra
parte, las diferencias en las constantes cataliticas de los diferentes
biocatalizadores podrian estar asociadas principalmente a orientaciones definidas
de las moléculas de enzima en el interior de los poros de cada soporte [110], las
cuales podrian facilitar u obstaculizar el acceso del sustrato al sitio activo de la
CPO. Las orientaciones adoptadas por la enzima estaran dadas por el pH del
medio en el que se realice la inmovilizacion, ya que este define las cargas
superficiales tanto del soporte como de la enzima. Para comprender mejor este
fenomeno, en la figura 4.4 (a) se presenta un ejemplo de la distribucién de la
densidad de carga en la superficie de la CPO a pH 7, y en la figura 4.4 (b) una
curva donde se describe el comportamiento de la carga superficial de la enzima

con respecto al pH [111]. Considerando los valores de pH de inmovilizacion, a pH
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Figura 4.4. (a) Distribucion del potencial superficial electrostatico Poisson-
Boltzmann de la CPO calculado en GRASP a pH 7 (el azul representa areas de
carga positiva, y el rojo, areas de carga negativa), y (b) carga calculada sobre la

CPO en funcién del pH (figuras tomadas de la referencia [112]).

5 la enzima tendria una carga superficial de ~ - 5 unidades, lo cual indicaria que
las zonas de carga negativa en la superficie de la CPO (color rojo) disminuirian
con respecto a las presentadas a pH 7 (carga ~ - 20 unidades), y las zonas de
carga positiva (color azul) aumentarian su proporcion, conservando el balance
global de carga negativa. Esta distribucion de cargas daria orientaciones bastante
definidas de la enzima al interactuar con los soportes de TiO3(AN), cargado
positivamente a pH 5 (Pl ~ 5,8). Por otra parte, a pH 3 la carga superficial de la
CPO seria ~ 20 unidades, lo cual indicaria que las zonas de carga positiva (color
azul) cubririan la mayor parte de la superficie de la enzima (seria el caso opuesto
al observado a pH 7 en la figura 4.4 (a)). Esta distribucion de cargas daria lugar a
orientaciones practicamente aleatorias al adsorberse la enzima en la superficie de
los soportes de silice cargados negativamente a pH 3 (Pl ~ 2,0). La orientacién
aleatoria de la enzima en los biocatalizadores CPO/MCF y CPO/MSU-F podria dar
lugar a orientaciones que permiten que el acceso al sitio activo esté menos
impedido, lo que generd posiblemente los altos valores de kq;; observados aqui.
En el material basado en TiO2(AN), la CPO adquiere orientaciones mas definidas,

las cuales estarian dificultando el acceso del sustrato al sitio activo, si se
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considera que el sistema CPO/TiO2(AN) presentd la menor actividad catalitica
(kcat) de todos los biocatalizadores. En el caso del biocatalizador CPO/TiO,(NT), la
morfologia del soporte podria haber influido en el aumento sorpresivo de la
actividad catalitica de este biocatalizador en comparacién con la CPO/TiO2(AN) y
la CPO/MSU-F. Sin embargo, aun no es clara la manera en que la morfologia del
material podria afectar la actividad en este caso.

A pesar de la mayor actividad observada para la CPO inmovilizada
comparada con la CPO libre, no es posible decir que se generé un aumento en la
especificidad por el sustrato. De acuerdo con la estructura de la cloroperoxidasa
[113], la superficie del grupo hemo no esta facilmente disponible para interaccionar
con el sustrato, existe una pequena apertura arriba del grupo hemo la cual permite
el acceso del sustrato al centro Fe**=0 del compuesto |. Asi, el sitio activo en la
CPO (el grupo hemo) esta localizado profundamente en el interior de la molécula
de proteina (ver figura 4.5). Por esto, el proceso de inmovilizacion solamente
alteraria la conformacion de la superficie de la CPO, sin afectar el sitio activo
propiamente. El proceso de inmovilizacion aumenté la actividad catalitica de la
CPO inmovilizada [114], posiblemente debido a los siguientes factores [29,110]:
i) un aumento de la concentracion del sustrato en la proximidad del soporte debido
a una mayor afinidad de este por el soporte que por el medio de reaccién, lo cual
genera un microambiente al interior de los poros que favorece la difusion del
sustrato a través de los mismos, y ii) la movilidad restringida de la enzima por su
interaccion electrostatica con el soporte al interior de los poros, lo cual facilita el

acceso del sustrato al sitio activo.

En la tabla 4.3 también se muestran otros parametros, como la
cooperatividad del sustrato hacia la enzima (n) y la “afinidad por el sustrato” (K’).
En los casos donde n fue igual a 1,0, la ecuacion de Hill se convierte en la
ecuacion de una hipérbola rectangular, y por consiguiente, K’ es igual a la
constante de Michaelis-Menten (K;;) cuyo valor corresponde a la concentracion de
sustrato que genera la mitad de la velocidad maxima. Esta situacion se presento

en dos casos especificos: la CPO libre a pH 6,0 y el biocatalizador CPO/MCF a pH

64



3,0. La inmovilizacién de la enzima incremento significativamente el valor de K’ en
comparaciéon con la enzima libre, lo cual sugiere la presencia de limitaciones de
transferencia de masa del sustrato para alcanzar el sitio activo de la enzima

cuando esta se encuentra inmovilizada.

Acceso al
sitio activo Acceso al
sitio activo

Grupo hemo
(sitio activo)

Figura 4.5. Accesos al sitio activo en la estructura tridimensional de la CPO
(RCSB Protein Data Bank: 1CPO [113]). La region azul corresponde a los
aminoacidos que conforman el canal de acceso al grupo hemo. Las lisinas

superficiales estan senaladas como referencia.

Con respecto a la estabilidad operacional de la cloroperoxidasa, los bajos
valores que se obtienen para este parametro son el cuello de botella para la
generacion de una posible aplicacion industrial de esta enzima. Con el fin de
evaluar esta propiedad, se determin6 el numero de recambio total (NRT) de las
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preparaciones de enzima libre e inmovilizada para la oxidacion del estireno a pH
3,0 y 6,0, empleando 2M2P como co-solvente en diferentes concentraciones (ver
figura 4.6). Para contenidos de 2M2P de 15 %(v/v), los biocatalizadores
CPOITiOy(NT) y CPO/TiO,(AN) presentaron los valores maximos del NRT a pH
6,0 (NRT = 11300 y NRT = 10100, respectivamente), representando un
incremento de la estabilidad operacional del 69% y 51% en cada caso, con
respecto a la enzima libre (NRT = 6700). Sorpresivamente, el biocatalizador
CPOI/TiO2(AN) mostré un NRT alto a pesar de que su actividad catalitica fue la
mas baja a pH 6. Todo lo contrario se observé a pH 3,0, donde los mejores
biocatalizadores fueron el CPO/MSU-F (NRT = 8280) y el CPO/MCF (NRT =
7060), con un incremento en el NRT del 86% y 59%, respectivamente, en relacion
con la CPO libre (NRT = 4440). En términos generales, al incrementar el contenido
de co-solvente a 30 %(v/v) los valores de NRT disminuyeron entre 30 y 60 % a las
dos condiciones de pH evaluados, sin embargo, todos los soportes continuaron
ofreciendo mayor estabilidad operacional a la CPO inmovilizada en comparacién
con la enzima libre. Finalmente, cuando se trabajé con 60 %(v/v) de co-solvente,
los valores de NRT de todos los biocatalizadores fueron bastante similares a los
presentados por la CPO libre, indicando que a estas concentraciones de co-
solvente la estabilidad que ofrecen los diferentes soportes a la enzima es muy baja
o practicamente nula. La disminucion de la estabilidad operacional de la enzima
inmovilizada con el aumento gradual en el contenido de 2M2P esta relacionado
con el efecto desnaturalizante que ejerce el solvente organico sobre las enzimas

[13,97], el cual fue discutido ampliamente en la seccién 3.3.

El aumento en la estabilidad enzimatica gracias a la inmovilizacion es debida
a que la interaccion entre el soporte y la superficie de la proteina podria estabilizar
la estructura tridimensional de la enzima, lo cual se traduce en una mayor
estabilidad operacional, como fue reportado por Mozhaev y Melik-Nubarov [115].
Otro aspecto para resaltar es que, aunque los biocatalizadores CPO/TiO2(AN) y
CPOI/TiOy(NT) presentaron la mayor estabilidad operacional a pH 6,0, su
comportamiento a pH 3,0 fue completamente contrario, mostrando una estabilidad

operacional mas baja que la presentada por el CPO/MSU-F y la CPO/MCF, y sus
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Figura 4.6. Efecto del contenido de 2M2P como co-solvente sobre la estabilidad
operacional de la CPO en términos del NRT, para los diferentes biocatalizadores

en la reaccion de epoxidacion de estireno, evaluado a (a) pH 3,0 y (b) pH 6,0.
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valores fueron muy cercanos al registrado por la enzima libre. Este
comportamiento podria explicarse si se considera que las interacciones
electrostaticas, previamente establecidas entre la enzima y los soportes de TiO»
durante la inmovilizacion a pH 5, son interrumpidas cuando los biocatalizadores
son sometidos a un pH por debajo de los correspondientes puntos isoeléctricos,
generando interacciones repulsivas que producen el desprendimiento de la

enzima.

El valor menor del NRT a pH 3 comparado con el valor a pH 6 esta
relacionado con la mayor capacidad que presenta la CPO de generar radicales
hidroxilo a pH 3. El mecanismo de transformacion peroxidasa de la CPO esta
mediado por la produccion de radicales libres y son estos radicales libres
producidos los responsables de su inactivacion auto-oxidativa. Entre mas rapido
se produzcan los radicales libres, mas rapida sera la inactivacion peroxidasa
[116,117]. Debido a que la CPO es mas activa a pH 3 que a pH 6, la inactivacion
de la enzima por radicales libres a pH 3 seria mas alta, mientras que a pH 6 esta
deberia minimizarse [118]. Lo anterior también es consistente con los valores altos
del NRT obtenidos a pH 6.

Los altos valores de NRT obtenidos a pH 6,0 con la enzima inmovilizada en
TiO2(AN) y TiOy(NT) podrian deberse a varios factores: i) menor actividad
peroxidasa, lo que se traduce en una produccidén de radicales libres mas lenta
reduciendo la auto-inactivacion e incrementando el tiempo de vida de la enzima, y
ii) el tamafo de poro de los dos soportes, el cual es comparable con el diametro
de la enzima, lo que genera una interaccién estrecha entre el soporte y las
moléculas de enzima al pH de inmovilizacion, estabilizando su estructura [115]. La
importancia del tamafo del poro fue demostrada por Na y colaboradores con la
inmovilizacibn de catalasa en MCF, encontrandose que la estabilidad de
almacenamiento y la estabilidad térmica aumentan cuando los didmetros de poro
coinciden con el diametro de la molécula de enzima [54]. En el caso de los
biocatalizadores de CPO/MCF y CPO/MSU-F, el tamafio de poro ejercié un menor

efecto estabilizante sobre la estructura de la CPO, ya que los diametros de poro
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de estos dos materiales fueron 2 y 5 veces mas grandes comparados con el
didmetro de la enzima, respectivamente.

En el caso del estireno, los valores mas altos del NRT se obtuvieron a pH 6,0
y utilizando 15 %(v/v) de 2M2P como co-solvente. También se determinaron los
NRT bajo estas condiciones para dos derivados del estireno, el 3-cloroestireno y el
3-nitroestireno (ver figura 4.7). La tendencia seguida por los valores del NRT
obtenidos fue: estireno > 3-cloroestireno > 3-nitroestireno, tanto para la enzima
libre como inmovilizada. EI NRT maximo para el 3-cloroestireno se obtuvo con el
biocatalizador CPO/TiO2(NT) (NRT = 5810), logrando un incremento en este valor

del 203 % comparado con la enzima libre (NRT = 1920), mientras que para el

12000 - 11300
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1
8000 -+
. |
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2000 5 / CPOIMSU-F
0 | / CPOITIO2(AN)
SR Lo TRV cPorTio2NT)
3-NO2
Sustratos

Figura 4.7. Numero de recambio total (NRT) para la CPO libre e inmovilizada, en
la reaccion de epoxidacién a pH 6 del estireno (STYR), 3-cloroestireno (3-Cl) y 3-
nitroestireno (3-NOy), utilizando 15 %(v/v) de 2M2P como co-solvente, 1,5 ymol

min”' de H,0- (flujo continuo) y 20 °C.
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3-nitroestireno el mejor biocatalizador fue el CPO/TiO2(AN) (NRT = 2390)
proporcionando un incremento del 246 % en relacion con la CPO libre (NRT =
690).

4.4 Relacion estructura - actividad

Finalmente, se evaluaron los parametros cataliticos del biocatalizador
CPOITiOy(NT) en la epoxidacion del estireno y cuatro de sus derivados m-
sustituidos (ver tabla 4.4), con el propdsito de identificar si existe alguna relacion
entre la actividad catalitica de la enzima y algunas propiedades de los sustratos
cuyos grupos sustituyentes son sustractores o donadores de densidad electrénica.
El sistema CPO/TiO2(NT) se escogid debido a que presentd las mejores
eficiencias cataliticas de todos los biocatalizadores evaluados anteriormente. Los
parametros cataliticos fueron obtenidos a partir del ajuste de los datos cinéticos a
la ecuacion de Hill. Adicionalmente, se midié la estabilidad operacional para este
biocatalizador con el 3-metilestireno y el 3-aminoestireno.

En la tabla 4.4 se observa que, para la enzima inmovilizada, las constantes
cataliticas mas bajas comparadas con la obtenida para el estireno se obtuvieron
con los sustratos cuyos grupos sustituyentes son sustractores de densidad
electronica, mientras que la constante catalitica mas alta se presenté con el grupo
amino, dador de densidad electronica. El caso del 3-metilestireno es particular, ya
que la constante catalitica obtenida con este compuesto es menor a la obtenida
con el estireno, a pesar de que el grupo metilo es dador de electrones. Estos
comportamientos podrian estar relacionados con efectos electronicos que
estabilizan los estados de transicion, en el caso de grupos sustituyentes dadores
de densidad electronica.

Comparando los valores de kg4t con aquellos obtenidos para la CPO libre (ver
tabla 4.4) se encontr6 que en todos los casos la actividad catalitica de la
CPOI/TiOy(NT) mejoré sustancialmente, dado que para el 3-cloroestireno el

incremento fue de 8 veces, con el 3-nitroestireno 42 veces, en el caso del estireno
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Tabla 4.4. Parametros cataliticos y estabilidad operacional del biocatalizador
CPOITiOy(NT) y de la CPO libre, en las reacciones de epoxidacion del estireno y
de algunos derivados m-sustituidos, utilizando 15 %(v/v) de 2M2P como co-

solvente, 0,2 umol min™ de H,0,, una RH.0./cPo de 1250 al final de la reaccion.

Keat K’ Ajuste del

a b

Sustrato® CPO (min™) (mmol" L™) n modelo (R?) NRT
STR L 90 +6 0,73+0,19 1,1+0,1 0,999 6700
[ 1441 + 70 1,2+0,1 1,6+0,3 0,983 11300

3-Cl L 25+ 1 0,39 £ 0,04 1,2+0,2 0,980 1920
[ 199 + 6 0,21+0,15 2,3+1,3 0,981 5810

3-NO, L 13+2 6,7+1,2 1,2+0,2 0,994 690
[ 541 + 51 43 +5 1,1+0,2 0,993 1630

3-CHs; L 58 +1 0,26 + 0,03 20+£0,2 0,985 1360
[ 779 £ 19 0,39+ 0,03 1,7+0,2 0,992 25990
3-NH, L 3869 + 309 0,42 + 0,08 0,9+0,1 0,992 18510

[ 9347 + 166 0,0064 £ 0,0066 2,6 +0,3 0,991 273040

# STR: estireno, 3-Cl; 3-cloroestireno; 3-NO,: 3-nitroestireno; 3-CH;: 3-metilestireno; 3-NH,: 3-
aminoestireno.

® L: Datos correspondientes a la CPO libre. I: Datos correspondientes a la CPO inmovilizada
(biocatalizador CPO/TiO,(NT)).

16 veces, con el 3-metilestireno 13 veces y con el 3-aminoestireno aumentoé 2,4

veces. Este comportamiento confirmaria que existe un efecto asociado al soporte.

Por otra parte, los valores de NRT para la enzima inmovilizada presentan un
comportamiento similar al descrito por las constantes cataliticas con respecto a la
naturaleza dadora o sustractora de densidad electronica de los grupos
sustituyentes. Por un lado, la CPO/TiO2(NT) incrementd su estabilidad operacional

con respecto a la enzima libre en 15y 19 veces en los casos del 3-aminoestireno y
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del 3-metilestireno, respectivamente. Este comportamiento podria asociarse
presumiblemente con las diferencias en la actividad catalitica (k.s¢) presentada por

la enzima.

Los valores de k¢4t obtenidos con el biocatalizador CPO/TiO,(NT) y la CPO
libre seran empleados para establecer una posible correlacién cuantitativa entre

estos valores y algunas propiedades fisicoquimicas de los sustratos evaluados.

De este modo, se estudid la posible relacion cuantitativa entre algunas
propiedades fisicoquimicas de los sustratos, tales como el potencial de ionizacion
(El) y la constante de hidrofobicidad (r7) de los grupos sustituyentes, y las
constantes cataliticas (kcst) de la CPO para las reacciones de epoxidacion, tanto
para la enzima libre como para el biocatalizador CPO/TiO2(NT). Para este estudio
se realiz6 un analisis de regresion lineal multiple utilizando el software
STATGRAPHICS Centurion XVI.l. Los valores de El y mr utilizados en el analisis
estadistico fueron normalizados previamente, con el fin de obtener modelos cuyos
coeficientes de las variables puedan ser comparables entre si, y de esta forma,

poder establecer el peso relativo de estos en el modelo correspondiente.

Las propiedades utilizadas como variables independientes en este estudio
fueron seleccionadas considerando algunos trabajos previos en los que se han
relacionado propiedades de los sustratos con las constantes cataliticas en
reacciones de epoxidacién catalizadas por sistemas artificiales analogos al sitio
activo de la CPO. Por ejemplo, algunos estudios experimentales realizados por
Collman y colaboradores [119] mostraron que la naturaleza de los sustratos
olefinicos determinaba las constantes de velocidad obtenidas para la epoxidacién
de olefinas, utilizando como catalizador un compuesto metaloporfirinico modelo,
analogo a la especie oxidante activa de los citocromos P450. Por otra parte,
Kumar y colaboradores [120] realizaron un estudio computacional por DFT sobre
la epoxidacion de sustratos a partir del compuesto | de citocromos P450 para
establecer los factores fundamentales que gobiernan las reacciones de
epoxidacion catalizadas por estas enzimas, encontrando por primera vez que la

constante de velocidad para la epoxidacion de alquenos estaba correlacionada
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con el potencial de ionizacién de los sustratos. En un trabajo posterior, Sainna y
colaboradores [121] sintetizaron compuestos tipo complejos cation radical
hierro(IV) — oxo porfirina, analogos al sitio activo de la Citocromo P450 y de la
CPO, y estudiaron su reactividad en fase gas con varias olefinas para la reaccion
de epoxidacion, encontrando que las velocidades de reaccion correlacionaron

linealmente con el potencial de ionizacién de los sustratos olefinicos utilizados.

En el presente trabajo se quiso encontrar esta correlacion a partir de las
constantes cataliticas experimentales obtenidas para la epoxidacion de estirenos
m-sustituidos catalizadas directamente por la CPO, y no por modelos
biomiméticos. Para establecer las correlaciones cuantitativas entre la actividad
catalitica y propiedades fisico-quimicas de los sustratos, se emplearon dos
parametros, la energia de ionizacion de los sustratos y la constante de
hidrofobicidad de los grupos sustituyentes. La determinacion de las energias de
ionizacion (El) de los sustratos se realizé por medio de célculos DFT (Density
Functional Theory) con un nivel de teoria UB3LYP/6-311+G*, haciendo la
diferencia de energia entre el compuesto neutro y el respectivo catién radical,

mediante el esquema presentado en la figura 4.8.

CH i CH Ml T
L il e

X i QI

Figura 4.8. Esquema de la ionizacion de los estirenos m-sustituidos, considerado

para el calculo de la energia de ionizacion (EJ).

Por su parte, los valores de las constantes de hidrofobicidad () de los
sustituyentes fueron tomados de la literatura [122]. En la tabla 4.6 se presentan
los valores de El, 1y sus respectivos valores normalizados ElnormaL Y TTNORMAL

utilizados en los analisis estadisticos, asi como el logaritmo de las constantes
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cataliticas relativas de la CPO libre e inmovilizada, las cuales fueron obtenidas en

este trabajo y reportadas en la seccién 4.4.

Tabla 4.6. Datos utilizados para los analisis de regresién multiple.

CPO libre CPOI/TiO,(NT) =
X El m T
( eV) NORMAL NORMAL
ke  Log(kx/kn) k& Log(ksx/ki)
H 90 0,0 1441 0,000 8,149 0,1481 0,00 -0,0062
NO, 13 -0,84 541 -0,425 8,762 1,1589 -0,28  -0,37
Cl 25 -0,56 199 -0,860 8,302  0,4004 0,71 0,91
CH; 58 -0,19 779 -0,267 7,974 -0,1405 0,56 0,72
NH, 3869 1,6 9347 0,8120 7,109 -1,5668 -1,23  -1,59

: Indica el sustituyente en el estireno m-sustituido. ;
Corresponde al valor de k., para cada sustrato, expresada en min .

El analisis de regresion multiple permitié obtener la siguiente ecuacion
modelo ajustada (modelo 1), a partir de los valores de Log(kx/ky) para la CPO libre

\ los valores de EINORMAL Y TTNORMAL-

log (ﬁ) = 0,0092 — 0,7638 * Elyormar — 0,2879 - wyppuar  (Ec..Ec. 3)
H’” MoD1

El valor de R? para este modelo fue 0,9934, lo cual indica que el modelo predice
en un 99,34% la variabilidad del Log(kx/ky). En este caso, el analisis de varianza
(ANOVA) arrojo un valor de P de 0,0520 para la variable myormar Yy de 0,0079 para
Elnormar. Como el valor P para el modelo fue inferior a 0,01 (valor P = 0,0066),
existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables para un nivel
de confianza del 99%.
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Dado que el numero de datos de Log(kx/ky) es muy limitado para tener en
consideracion dos parametros (El y ), se decidid simplificar el modelo a una sola
variable. Teniendo en cuenta que el valor de P para mnorumar (P = 0,0520) es
superior a 0,01, esto indica que el término es estadisticamente significativo para
un nivel de confianza del 90%, mientras que para Elyormar (P = 0,0079) su valor
es inferior a 0,01, siendo esta variable estadisticamente significativa para un nivel
de confianza del 99%. Por lo tanto, se simplifica el modelo dejando solamente a E/
como variable independiente para trabajar con el nivel de confianza mas alto.
Ademas, la El presenté la mayor contribucidén sobre el modelo, de acuerdo con los
coeficientes que presentaron las dos variables. En estas condiciones, se procedio
nuevamente a realizar el analisis de regresion lineal multiple obteniendo el
siguiente modelo ajustado (modelo 2):

kx
log (—) = 0,0092 — 0,9320 - ElyormaL (Ec.4)
H?” MoD2
Este modelo mostré un R? de 0,9346, siendo este valor ligeramente mas bajo que
en el caso anterior, pero presentando todavia un buen grado de prediccion en la
variabilidad de Log(kx/kn) (93,46%). Ademas, a través del ANOVA se determind un
valor P de 0,0072 para el modelo. Considerando que el valor P del modelo es
menor a 0,01, se tiene que la variable Elyoruar €S estadisticamente significativa

para un nivel de confianza del 99%.

Con base en los resultados anteriores y considerando el numero limitado de
datos experimentales de k., se seleccion6 el modelo 2 (ecuacién 4) como la
expresion mas adecuada para la prediccion de Log(kx/ky). La figura 4.9 permite
observar el grado de correlacién entre los valores experimentales de Log(kx/ky) y

los correspondientes valores calculados a partir del modelo 2 (R? = 0,9347).

En el caso del biocatalizador CPO/TiO2(NT), se obtuvo el modelo ajustado
(modelo 3), haciendo nuevamente un analisis de regresion lineal multiple,

utilizando sus constantes cataliticas:
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Figura 4.9. Correlacion entre los valores experimentales y los calculados a partir

del modelo 2 para el Log(kx/kn), correspondientes a la CPO libre.

k
log <_X) - _0,14‘8 - 0,3065 = EINORMAL = 0,3620 = T[NORMAL (EC. EEC. 5)

kn MoD3
En este caso el modelo presentd un R? de 0,9203, indicando que el modelo
explica en un 92,03% la variabilidad de Log(kx/ky). También se observa que la
contribucion de las dos variables al modelo es bastante parecida, siendo
ligeramente menor la contribucion de Elnormar. A partir del ANOVA se obtuvo un
valor P de 0,1825 para la variable Elyormar Y de 0,1412 para mnormar. Como el
valor P para el modelo fue inferior a 0,10 (P = 0,0797), existe una relacion
estadisticamente significativa entre las variables para un nivel de confianza del
90%. Aunque el nivel de confianza del modelo es adecuado, la mayor limitacion
radica en la relacion existente entre el numero de parametros del modelo (El'y )y

el bajo numero de observaciones experimentales (se evaluaron 5 sustratos) [123].
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Desde este punto de vista, el anterior modelo deberia ser probado con un mayor

numero de sustratos.

Del analisis anterior se puede decir que unicamente se establecié una
correlacion cuantitativa entre la energia de ionizacion de los sustratos y las
constantes cataliticas para la enzima libre, mientras que para el sistema
inmovilizado CPO/TiOx(NT) la existencia de dos parametros (E/ y m) que
correlacionen con la actividad catalitica de la enzima, debe ser probado con un
mayor numero de sustratos, y de esta forma, establecer un modelo sobre bases

mas solidas y estadisticamente aceptables.
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CAPITULO 5

Biocatalisis de las reacciones de epoxidacion
utilizando CPO inmovilizada en materiales
nanoestructurados magnéticos de oxidos de
hierro

En este capitulo se presentan los estudios sobre los biocatalizadores de
CPO inmovilizada en materiales magnéticos. Los biocatalizadores fueron
obtenidos por dos estrategias de inmovilizacion, una por interaccion electrostatica
y otra por unién covalente. Cada una de estas estrategias fue probada en dos
materiales basados en Oxidos de hierro con diferentes estructuras cristalinas y
diferentes morfologias. Se evalu6 el desempeiio de los biocatalizadores obtenidos
mediante la determinacion de sus eficiencias cataliticas y de la estabilidad

operacional en la reaccion de epoxidacion de 3-aminoestireno.

5.1 Caracterizacion de los soportes

Uno de los materiales seleccionados como soporte magnético fue la
maghemita (y-Fe;Os3), con morfologia de nanoparticulas (NPy-Fe,0:), la cual fue
obtenida por el método de co-precipitacion de Fe?* y Fe3*. Este es un sdlido no
poroso cuya superficie especifica varia entre 8 y 130 m? g, seglin sea el método

de sintesis [76]. Pese a su area superficial baja, la alta relacién superficie:volumen

78



proporcionada por las nanoparticulas magnéticas favorece una alta capacidad de
enlazamiento y una alta especificidad catalitica para las enzimas conjugadas a
este material [35]. El otro material magnético seleccionado para la inmovilizaciéon
de CPO fue la magnetita (Fe30O4), con morfologia de nanotubos (NTFe;0.), el cual
fue sintetizado en nuestro grupo de investigacidon a partir de la obtencion inicial de
hematita (a-Fe;O3) por un tratamiento hidrotermal de FeCl; en presencia de
algunos aditivos, y su posterior proceso de reduccion a altas temperaturas. Este
tipo de materiales basados en magnetita no son porosos y, en general, poseen
una superficie especifica muy baja que depende de la morfologia (por ejemplo, las
NPFe;0, alcanzan valores de 100 m? g como maximo) [76]. Por otra parte, los
NTFe;0, poseen diametros lo suficientemente grandes (entre 70 y 150 nm [74]), los
cuales son adecuados para la inmovilizacién covalente de enzimas, ya que se
disminuyen las limitaciones difusionales por transferencia de masa. Al igual que
los NT, las NP también pueden funcionalizarse para unir covalentemente la

enzima, debido a la presencia de grupos hidroxilo en su superficie.

En la figura 5.1 se pueden apreciar claramente la morfologia y las
dimensiones de los dos materiales seleccionados para este estudio. Las
principales caracteristicas texturales y Pl determinados a los soportes NTFe;0, ¥
NPy-Fe,0; se reportan en la tabla 5.1. Aqui se observa que las superficies
especificas medidas se corresponden con los valores encontrados en la literatura
para estos materiales [76]. Por otra parte, el tamafo de particula promedio
determinado para las NP (9 nm) indicaria que estas son super-paramagnéticas, ya
que este tamano solo puede contener dominios individuales de 6xido de hierro.
Las propiedades super-paramagnéticas de las NP fueron confirmadas por medio
de un analisis por VSM, y cuyos resultados se presentan en la figura 5.2. En esta
figura se observa que el ciclo de magnetizacion para este material es cerrado, y
por tanto no presenta magnetizacion remanente en ausencia de campo aplicado.
Gracias al tamano pequeino de las NP, estas mostraron una superficie especifica
dos veces mayor a la de los NT. Por otra parte, tanto la maghemita como la
magnetita poseen puntos isoeléctricos superiores al de la CPO (Pl ~ 4,0). Incluso,

sus Pl estan por encima del pH en el que se realizan las reacciones de
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Figura 5.1. Micrografias TEM de los materiales magnéticos NPy-Fe,0; (izquierda) y

NTFe;0. (derecha).

epoxidacion (pH 6,0), siendo esta condicion la que permiti6 que el pH
seleccionado para la inmovilizacion de la CPO en los materiales magnéticos fuera
6,0. En este sentido, los dos materiales cumplieron los requerimientos para llevar

a cabo la inmovilizacion de la CPO por interaccion electrostatica.

Tabla 5.1. Caracterizacion de los materiales magnéticos seleccionados para la

inmovilizacion de CPO.

. = rgn Ve Cc

Soporte Superf|c2|e ﬁspecmca Diametro Pl
(m* g”'sop) (nm)

NTFe;0, 602 96 +43 6,8

NPy-Fe,0s 137" 9+2 6,6

? Parametro determinado por el método Brunauer-Emmett-Teller BET.

® Parametro determinado utilizando las micrografias de TEM. La superficie especifica fue
calculada como se indica en la seccién 2.2.

¢ Corresponde al diametro de poro para el caso de los NT, y al didmetro de particula en el
caso de las NP, ambos medidos por TEM.
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Figura 5.2. Curva de magnetizacion obtenida para las NPy-Fe,0; utilizando un

magnetometro de muestra vibrante (VSM) a 298 K.

En la literatura se encuentran principalmente reportes de inmovilizacion de
enzimas por unién covalente a este tipo de soportes basados en éxidos de hierro,
mientras que los trabajos de inmovilizacion por interaccion electrostatica son muy
limitados (no hay reportes con CPO), probablemente porque estos materiales en
particular no presentan porosidad, lo cual genera varias desventajas de tipo
operacional para los biocatalizadores obtenidos utilizando esta estrategia. Sin
embargo, en este trabajo también se intenté la inmovilizacién por interaccién
electrostatica a pH 6,0 aprovechando las capacidad de adsorcion de aniones que
presentan los 6xidos de hierro [76], ya que a este pH la CPO presenta una carga

neta negativa.
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5.2 Inmovilizacion de CPO por interaccion electrostdtica y
por union covalente a nanomateriales magnéticos.

Inicialmente, la cloroperoxidasa fue inmovilizada por interaccion
electrostatica, tanto a las NPy-Fe,0; como a los NTFe;0,, aprovechando la diferencia
entre los puntos isoeléctricos. En ambos casos, la inmovilizacion se llevo a cabo a
pH 6,0, con lo que se garantiza que la carga neta global de la enzima es negativa
(Pl ~4,0) y la de los materiales positiva (sus P/ estuvieron entre 6,6 y 6,8).

La caracterizacion de los biocatalizadores obtenidos se reporta en la tabla
5.2. Alli se observa que la cantidad de enzima inmovilizada en los NT fue minima
(0,39 nmolcpo g 'sop) comparada con las NP (31 nmolcpo g”'sop), dando un valor
de actividad especifica que apenas fue medible y parametros de inmovilizacion
bastante pobres que confirmaron la ineficacia del proceso de inmovilizacion. Estos
resultados fueron originados posiblemente a la poca dispersion que presentd este
material en el medio acuoso donde se llevé a cabo la inmovilizacion, formando
agregados grandes y estables que evitaron que toda la superficie del soélido

quedara expuesta a la solucion de enzima. Lo anterior, sumado a la superficie

Tabla 5.2. Caracterizacion biocatalitica de los biocatalizadores de CPO obtenidos
a partir de estrategias de inmovilizacién diferentes y dos nanomateriales

magnéticos de oxidos de hierro.

Tipo de . . Carga Usp® E,
inmovilizacién Biocatalizador (nm0|cpo g-1sop) (U g-1sop) (o/o)
Interaccion CPO/NTFe;0,4 0,39 0,18 8
electrostatica CPO/NPy-Fe;03 31 11 7

Uniodn CPO-CPTMS-NTFe;0, 17 8,4 9
covalente CPO-CPTMS-NPy-Fe;0; 21 46 40

@ Actividad especifica calculada como actividad peroxidasa, utilizando guaiacol como sustrato.
Las unidades reportadas para la actividad especifica son equivalentes a nmol min™ mg'1sop.
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especifica baja de la magnetita, serian los responsables de los malos resultados
observados.

Por otra parte, la inmovilizacion de CPO estuvo mas favorecida en el caso de
las NPy-Fe,0;, ya que este material no formaba agregados durante el proceso de
inmovilizacién, permaneciendo disperso en la solucion por mas tiempo. Aqui se
logré obtener una carga de 31 nmolcpo g 'sop y Una actividad especifica de 11 U g
'sop. Si se comparan estos valores con los obtenidos para los sistemas
inmovilizados en materiales no magnéticos (ver tabla 4.3), se concluye que las
propiedades biocataliticas del sistema CPO/NPy-Fe,0; son bastante bajas. Por otra
parte, el valor bajo de la eficiencia de inmovilizacion (E)) indica la presencia de
efectos que reducen significativamente la actividad de la CPO, dentro de los que
podrian citarse la orientacion inadecuada de la enzima y posibles cambios

conformacionales de la enzima por la interaccion con el soporte [110].

Dadas las deficientes propiedades biocataliticas de las preparaciones de
enzima obtenidas por interaccion electrostatica en los NTFe;0, ¥y en las NPy-Fe,0s,
se decidido ensayar la inmovilizacion de la CPO por unidén covalente, y de esta
forma establecer con cual de las dos estrategias se obtiene el mejor biocatalizador

en este tipo de nanomateriales magnéticos.

Para la inmovilizacion de CPO por unidon covalente a los soportes magnéticos
se utiliz6 como agente de acoplamiento el compuesto 3-cloropropiltrimetoxisilano
(CPTMS), con el que se silanizé previamente la superficie de los dos materiales.
Este clorosilano proporciona un sitio reactivo (el atomo de carbono unido al cloro)
como punto de anclaje de la CPO a través de sus grupos amino superficiales, y
cuya reaccion se dio de manera exitosa en este caso. En la figura 5.3 se
representan las etapas llevadas a cabo para la inmovilizacién covalente de la CPO

a los materiales magnéticos.

Como se puede observar en la tabla 5.2 con respecto a los sistemas
inmovilizados por unidn covalente, la carga de enzima obtenida en los dos casos

fue practicamente la misma, a pesar de que las NP presentan el doble de la
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Figura 5.3. Esquema simplificado de la inmovilizacion covalente de CPO a los

materiales magnéticos, utilizando CPTMS como agente de acoplamiento.

superficie especifica de los NT. Lo anterior podria indicar que los NT presentaron
un mayor grado de funcionalizacion de la superficie con el CPTMS, compensando
asi la diferencia marcada en superficie especifica entre estos dos materiales.
Ahora bien, la actividad catalitica que mostré el biocatalizador de NP (46 U g''sop)
fue 5,5 veces mas alta que la del sistema con NT (8,4 U g”sop), lo cual no tiene
correspondencia con las diferencias observadas en cuanto a la carga de enzima
inmovilizada. Esto podria explicarse si se consideran los valores de eficiencia de
inmovilizacién (E;), donde se observa claramente que la fraccibn de enzima
inmovilizada activa es 4,9 veces mayor en las NP. El valor bajo de E; mostrado en
los NT deja en evidencia la presencia de algunos factores que estan reduciendo la
actividad especifica de la enzima en este sistema. Lo que podria estar ocurriendo
aqui es que la enzima se une a este soporte por varios puntos, dada la superficie
plana que este material presenta con respecto a la superficie de la enzima,
modificando su estructura terciaria y alterando la estructura tridimensional del sitio
activo. Analizando la estructura de la CPO (figura 5.4), se observa que la enzima
presenta 5 grupos aminos superficiales, de los cuales 3 estan ubicados

superficialmente por el lado opuesto al sitio activo y estarian enlazados
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covalentemente al soporte. La uniéon multipunto ha sido reportada por varios
autores y relacionada con la disminucion de la actividad de la enzima por el
proceso de inmovilizacidén covalente [110]. En las NP el anclaje multipunto no seria
favorecido debido a que tanto el material como la enzima presentan una forma
esférica y, ademas, son de tamanos comparables (9 nm de diametro para las NP y
6 nm de diametro para la CPO). Estas dos condiciones, favorecerian la unién de la

enzima preferencialmente en un solo punto. En la figura 5.5 se ilustra este efecto.

Lys 112
pOCO expuesta)

'
Lys 115

Lys 211 (menos expuesta)

(mas expuesta)

Acceso al sitio activo

Cara 1 Cara 2

Figura 5.4. Ubicacion de los grupos €-amino de las lisinas superficiales en la
estructura tridimensional de la cloroperoxidasa obtenida a partir de difraccion de
rayos X (RCSB Protein Data Bank: 1CPO [113]).

Comparando la carga de enzima obtenida por unidén covalente en este
trabajo con algunos reportes en la literatura, relacionados con la inmovilizaciéon
covalente de CPO en materiales magnéticos, se encuentra que los valores
obtenidos utilizando CPTMS como agente de acoplamiento son bastante bajos
(entre 0,88 y 0,71 mgcro g 'sop). Uno de los primeros reportes de inmovilizacién
de CPO en materiales magnéticos fue realizado por Bayramoglu y colaboradores

[46], quienes obtuvieron una carga de 2,94 mgcpo g 'sop, Uniendo la CPO a
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Figura 5.5. Posible efecto de la inmovilizacion multipunto sobre la estructura

W

Grupos —NH, ¢

tridimensional de la CPO.

esferas magnéticas de magnetita recubiertas por una capa polimérica y utilizando
glutaraldehido como agente de acoplamiento. Siguiendo una estrategia de
inmovilizacién similar, Wang y colaboradores [48] lograron inmovilizar 16,1 mgcpo
g'sop en nanoparticulas magnéticas (NPM) revestidas con una capa polimérica
delgada. Recientemente, Cui y colaboradores [47] reportaron una estrategia
bastante innovadora y especifica para unir covalentemente la CPO a NPM de
Fes;04, a través de un ensamble controlado capa por capa por interacciones de
afinidad avidina — biotina, alcanzando una carga de 128,2 mgcro g 'sop. En
nuestro caso, la ineficiencia del proceso de inmovilizacion pudo deberse a que en
la etapa previa de funcionalizacién de los materiales, esta se llevd a cabo de
manera parcial por la formacion de agregados estables de estos 6xidos en el

medio organico donde se realiz6 este proceso.

Finalmente, al comparar las dos estrategias de inmovilizacién entre los
sistemas que utilizaron el mismo soporte, se observa en términos generales que la
inmovilizacidn por union covalente permitid obtener los biocatalizadores con las
actividades especificas mas altas, siendo 8 veces superior en el caso de los NT y
4 veces en el caso de las NP. El biocatalizador CPO-CPTMS-NPy-Fe,0; fue el mas

activo con 46 U g™'sop. Su mayor actividad especifica estaria relacionada con la



minimizaciéon de las limitaciones difusionales que ofrecen las NP, y a que el
acceso al sitio activo estaria menos impedido para el sustrato, gracias a la
pequefia separaciéon de la superficie que ofrece el agente de acoplamiento
[110,124].

5.3 Eficiencia catalitica y estabilidad operacional de los
biocatalizadores magnéticos

Se determin6 la eficiencia catalitica de los biocatalizadores magnéticos
evaluando su desempeno en la reaccién de epoxidacion del 3-aminoestireno a pH
6,0. Se escogiod este sustrato para la reaccion modelo debido a que con este
compuesto la CPO alcanzé la actividad catalitica (kcor) mas alta en comparacion
con todos los demas sustratos evaluados hasta el momento (ver seccién 3.5), lo
que permitiria determinar de manera confiable los parametros cataliticos de los

biocatalizadores magnéticos cuyas actividades especificas fueron bastante bajas.

La actividad especifica se determind mediante el seguimiento de los
epoxidos y los dioles producidos durante la reaccion a pH 6,0. En cada caso, los
datos cinéticos fueron ajustados a la ecuacion de Hill para la obtencién de los
parametros cataliticos respectivos (figura 5.6). En esta figura se observa que el
biocatalizador CPO/NPy-Fe.0; presentd una actividad catalitica similar a la de la
enzima libre, mientras que los dos sistemas inmovilizados covalentemente
mostraron una actividad catalitica menor. Con el biocatalizador CPO/NTFe;0, no se
pudieron obtener cantidades cuantificables de los productos dada su actividad
especifica tan pequefia, por lo tanto, no se reportan los parametros cataliticos

correspondientes a este sistema.

Este comportamiento queda reflejado en los valores de las constantes
cataliticas (kca) obtenidas y que se reportan en la tabla 5.3. Las diferencias
observadas para este parametro posiblemente estan asociadas con las diferencias

en la naturaleza quimica que presenta la superficie del soporte en cada caso y su
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Figura 5.6. Curvas de actividad especifica de la CPO libre y de biocatalizadores

magneéticos para la reaccion de epoxidacion de 3-aminoestireno a pH 6,0. Las

lineas sdlidas corresponden al ajuste de los datos experimentales a la ecuacién de

Hill utilizada como modelo. Condiciones de la reaccion: buffer fosfatos pH 6,0

60 mmol L™, 2 U de biocatalizador, 15 %(v/v) de 2M2P como co-solvente, peréxido

de hidrégeno (0,2 pmol min™"), 293 K, 400 rpm y 5 min de reaccion.

Tabla 5.3. Parametros cataliticos obtenidos para los biocatalizadores magnéticos

de CPO a partir de la ecuacion de Hill, para la reaccion de epoxidacion de

3-aminoestireno a pH 6,0.

. . Kca: K’ , Ajuste del
Biocatalizador (min'1) (mmol" L™) keat | K n modelo (Rz)
CPO libre 3869+ 309 0,42+008 92x10° 0,9+0,1 0,992
CPO/NTFe;304 n.d. n.d. - n.d. n.d
CPO/NPy-Fe,0; 3681 + 101 0,20+0,02 1,8x10* 1,0+0,1 0,997
CPO-CPTMS-NTFe;0, 517 + 28 0,19+0,03 2,7x10° 1,0+0,1 0,995
CPO-CPTMS-NPy-Fe,03 1920 + 57 0,46+0,02 1,2x10* 1,1+0,1 0,995
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efecto sobre la estructura tridimensional de la enzima. Por un lado, las condiciones
de pH utilizadas para la inmovilizacion electrostatica en las NPy-Fe.0; (pH 6,0)
permitieron que la enzima interaccionara directamente con la superficie del
soporte sin sufrir cambios conformacionales que afectaran de manera significativa
su actividad, lo que explicaria su constante catalitica similar a la de la enzima libre.
Por otro lado, la funcionalizacién de la superficie de los soportes (tanto NP como
NT) con CPTMS para la inmovilizacion covalente de la CPO, posiblemente cambio
el microambiente, la orientacién y la flexibilidad conformacional de la enzima [110]
afectando su estructura tridimensional, lo cual se manifesté en las actividades
cataliticas de forma negativa, presentando valores mas bajos que el observado
con la enzima libre (ver figura 5.7). El contacto cercano de la enzima con el
soporte modificado en su superficie y la subsecuente interaccién entre ellos,
inevitablemente altera el balance de las fuerzas que mantienen la estructura de las
enzimas nativas, conduciendo a la modificacion de la funcién y estructura de la
enzima, las cuales dependeran principalmente de la naturaleza quimica del

soporte y del medio utilizado [125].

Capa de difusion Seno de la solucion

Figura 5.7. Cambio de conformacion de la enzima aproximandose al soporte —
efecto de la naturaleza quimica del soporte sobre las moléculas de enzima
(tomado de [110]).
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Analizando los coeficientes de cooperatividad n se observa que en todos los
casos su valor fue 1,0, lo que permite aproximar el valor de K’ a la constante de
Michaelis K. Por consiguiente, a partir de los valores del parametro K’ se puede
decir que en los tres biocatalizadores magnéticos la enzima presentd la misma
afinidad por el sustrato, siendo esta 2 veces mas alta que la presentada por la
enzima libre (K’ se redujo a la mitad en los sistemas inmovilizados). Lo que
posiblemente ocurre aqui es que el 3-aminoestireno podria tener cierta afinidad
por el soporte generando un ligero aumento de su concentracién en torno a la
enzima inmovilizada, manifestandose esto como un aumento en la afinidad. El
anterior es un efecto del particionamiento del sustrato [29]. La afinidad del
3-aminoestireno por el soporte estaria dada por la posible formacion de enlaces de
hidrogeno con los grupos hidroxilos disponibles en la superficie de los dos 6xidos
de hierro [76]. Por otra parte, las constantes de especificidad (k./K’) de los
biocatalizadores mostraron ligeros cambios con respecto a la enzima libre: los
sistemas CPO/NPy-Fe,0; y CPO-CPTMS-NPy-Fe,0; aumentaron 2,0 y 1,3 veces,
respectivamente, mientras que el biocatalizador CPO-CPTMS-NTFe;0, se redujo
en 0,3 veces. El comportamiento mostrado por este parametro estuvo determinado
principalmente por el valor de k., puesto que el efecto de K’ fue el mismo en

todos los casos.

Finalmente, en la tabla 5.4 se reportan los valores de NRT para los
diferentes biocatalizadores que utilizan soportes magnéticos, excepto para el
sistema CPO/NTFe;04, el cual no arrojé6 resultados cuantificables en este
experimento por su actividad especifica muy baja. En esta tabla se observa que
los sistemas CPO/NPy-Fe.0; y CPO-CPTMS-NPy-Fe,0; presentaron las
estabilidades operacionales mas altas, con valores de NRT de 30780 y 25730,
respectivamente, los cuales fueron superiores al valor mostrado por la enzima libre
(NRT=18510). Sin embargo, si se comparan estos valores con el obtenido para el
sistema CPO/TiO2(NT) en la seccion 4.4 (NRT = 273040), se observa claramente
que la estabilidad operacional ofrecida por las NPy-Fe.0; a la CPO es mucho mas
baja en comparacion con el TiOy(NT). Por otra parte, el biocatalizador CPO-

CPTMS-NTFe;0. fue el menos estable (NRT=9260), con un valor que es la mitad
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Tabla 5.4. Estabilidad operacional para diferentes biocatalizadores de CPO
medidos a pH 6,0, utilizando 3-aminoestireno como sustrato y dos nanomateriales

magnéticos de 6xidos de hierro como soportes.

__Tipode Biocatalizador NRT Factor de
inmovilizacion estabilidad
Interaccion CPO/NTFe;0. n.d.* -
electrostatica CPO/NPy-Fe;053 30780 1,66
Unién CPO-CPTMS-NTFe;0,4 9260 0,50
covalente CPO-CPTMS-NPy-Fe;0; 25730 1,39

# Calculado con respecto al valor de NRT para la CPO libre (NRT=18510).
* No determinado.

del NRT de la CPO libre. Este resultado indica claramente que la interaccion entre
la enzima y el soporte NTFe;0, modificado con CPTMS esta ejerciendo un efecto
adverso sobre la estabilidad operacional del biocatalizador. Lo anterior podria
relacionarse con la posibilidad de formacion de acoplamientos multipunto entre la
enzima y el soporte, que deforman la estructura tridimensional de la CPO y que
desfavorece su estabilidad operacional. Esta hipotesis también fue sugerida como
explicacion para la baja eficiencia de inmovilizacion (E;) de este biocatalizador (ver

seccidn 5.2), sin embargo, no pudo ser confirmada experimentalmente.

En términos generales, la tendencia observada en los valores de NRT esta
correlacionada directamente con las constantes de especificidad (kc..#/K’) que
presentaron los diferentes biocatalizadores, y por consiguiente, estarian
determinados por los mismos factores que se discutieron para este parametro.
Aunque la formacién de agregados de los materiales magnéticos desfavorecio la
inmovilizacién de la enzima, los resultados obtenidos muestran claramente que la
CPO soportada en las NP dio lugar a una mayor especificidad por el sustrato y
mayor estabilidad operacional comparada con la enzima libre y la inmovilizada en

los NTFe;0..
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CAPITULO 6

Conclusiones y perspectivas

Se lograron establecer algunos parametros operacionales de la epoxidacion
de estirenos catalizadas por CPO, los cuales mejoraron la eficiencia catalitica y la
estabilidad operacional de la enzima libre. El ajuste de la concentracion y la
dosificacion del perdoxido de hidrégeno, la seleccion de un co-solvente y su
proporcion adecuada en el medio de reaccion, permitié el mejoramiento de los
parametros cataliticos y del NRT de la CPO con sustratos como el 3-cloroestireno,
3-nitroestireno, 3-metilestireno y 3-aminoestireno, los cuales no habian sido
reportados hasta el momento. Por otra parte, se logro incrementar en 4,5 veces el
valor del NRT para el estireno (NRT = 6700) con respecto al valor reportado por
Zaks y Dodds utilizando CPO libre (NRT = 1500).

Se logré la inmovilizacion exitosa de la CPO sobre materiales como el MSU-
F, titania anatasa y nanotubos de TiO3, los cuales no habian sido utilizados antes
para este fin particular. El aumento considerable de la estabilidad operacional de
la enzima en estos soportes y su buen desempeio como biocatalizadores de las
reacciones de epoxidacion de derivados del estireno permite postular a estos
materiales como potenciales soportes para la inmovilizacién de la CPO, si se

considera una futura aplicacién en quimica fina o para la industria farmacéutica.

La carga de enzima inmovilizada en los materiales nanoestructurados no

magneéticos dependio principalmente de dos factores. El primero, de cuan grande
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fue la diferencia entre el punto isoeléctrico del material y el pH de inmovilizacion, lo
cual define la concentracion de cargas en la superficie del material y condiciona la
fuerza de la interaccion electrostatica entre la enzima y el soporte; y el segundo
factor, de la morfologia de los materiales, ya que los poros que forman cavidades
conducen a la formacién de agregados de enzima, mientras que los poros tipo

canales como los nanotubos no lo permiten.

La inmovilizacion de la CPO sobre materiales nanoestructurados no
magnéticos de tipo espumas siliceas mesocelulares y de titania mesoporosa con
diferentes morfologias, permitié el mejoramiento de la actividad catalitica de la
enzima (excepto en el biocatalizador CPO/TiO2(AN)) y el aumento de la
estabilidad operacional de la CPO para las reacciones de epoxidacién del estireno
y de los derivados considerados. En relacién con la actividad catalitica a pH 6 con
el estireno, el sistema CPO/MCF la incrementd en 35 veces con respecto a la
CPO libre, mientras que la CPO/TiO2(NT) lo hizo en 16 veces y la CPO/MSU-F en
6,5 veces. Por otra parte, los sistemas inmovilizados basados en TiO, presentaron
los mayores valores de NRT con todos los sustratos evaluados, especialmente
con el 3-aminoestireno, donde la estabilidad operacional de la CPO/TiOx(NT)
(NRT = 273040) incrementd aproximadamente 15 veces con respecto a la CPO
libre (NRT = 18510). De todos los biocatalizadores obtenidos, el CPO/TiO2(NT) fue
el que presentd el mejor balance entre eficiencia catalitica y estabilidad

operacional.

Se establecié una correlacion lineal entre las energias de ionizacion (E/) de
los estirenos m-sustituidos determinada por calculos DFT y las constantes
cataliticas experimentales de las reacciones de epoxidacion correspondientes
catalizadas por la CPO libre, lo que confirmd la existencia de una relacion
estructura — actividad para la epoxidacion de compuestos olefinicos, establecida

previamente sobre modelos biomiméticos por otros investigadores.

Se logré llevar a cabo la inmovilizacion de CPO en dos materiales
nanoestructurados magnéticos de o6xidos de hierro: nanotubos de magnetita

(NTFes;0:) y nanoparticulas de maghemita (NPy-Fe.0;). Los biocatalizadores que
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presentaron los mejores parametros cataliticos y las estabilidades operacionales
mas altas fueron los obtenidos con NPy-Fe,0; a partir de las dos estrategias de
inmovilizacidn ensayadas (interaccién electrostatica y unién covalente). Sin
embargo, las actividades especificas presentadas por todos los sistemas
inmovilizados en los soportes magnéticos fueron muy bajas en comparacion con
los sistemas obtenidos en los materiales no magnéticos, debido principalmente a

las cargas de enzima extremadamente bajas.

La inmovilizacion de CPO por union covalente utilizando 3-cloropropil-
trimetoxi-silano (CPTMS) como agente de acoplamiento podria proponerse como
una potencial estrategia para la inmovilizacion de enzimas sobre soportes
magnéticos de o6xidos de hierro, siempre y cuando se mejoren algunas
condiciones de reaccién para la funcionalizacién eficiente de estos soportes, ya
que el medio apolar en el que se lleva a cabo este proceso (tolueno) favorece la
formacion de agregados de estos materiales (son materiales hidrofilicos), o que
reduce la eficiencia de esta etapa de funcionalizacion y que al final repercute

sobre la cantidad de enzima que puede inmovilizarse.

Por otra parte, no se encontraron reportes en la literatura sobre el uso de
CPTMS como agente de acoplamiento en la inmovilizacion de enzimas, por lo que
seria muy importante continuar explorando su uso para la inmovilizacion covalente
de CPO sobre otros tipos de materiales idoneos para este propésito, tales como
nanoparticulas de silice o de titania.
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