UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTORA EN CIENCIA'Y
TECNOLOGIA DE LOS MATERIALES

Sintesis y caracterizacion de particulas magnéticas
para su aplicacion en biotecnologia.

Paula Nicolas

BAHIA BLANCA ARGENTINA

1 de Febrero de 2017







PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado
Académico de Doctora en Ciencia y Tecnologia de los Materiales, de la
Universidad Nacional del Sur y no ha sido presentada previamente para la
obtencion de otro titulo en esta Universidad u otra. La misma contiene los
resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ambito del
Departamento de Quimica durante el periodo comprendido entre el 1lde
abril de 2012 y el 1 de febrero de 2017 bajo la direccion de la Dra. Maria
Lujan Ferreira y codireccion de la Dra. Veronica L. Lassalle.

Paula Nicolas

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

Secretaria General de Posgrado y Educacidn Continua

La presente tesis ha sido aprobada el 23/3/2017, mereciendo la calificacién de

Sobresaliente 10(Diez))







A Maite

A los valientes estudiantes de las ciencias duras de América latina, que a través de

su complejidad vislumbran la paz.






AGRADECIMIENTOS

A la UNS, la ANPCyT y el CONICET por el soporte financiero para el

desarrollo de la presente tesis.

A la Planta Piloto de Ingenieria Quimica (PLAPIQUI) por proveer el

equipamiento y el espacio fisico para la realizacion de este trabajo.

A todo el personal de apoyo y  técnicos del instituto PLAPIQUI,
especialmente del grupo de Catalisis por su invaluable ayuda en la utilizacion de

equipos necesarios para el trabajo experimental de la tesis.
Al personal administrativo de PLAPIQUI, en especial a Nora Pascual.

A Maria Julia Yanez por aportar su pericia en las técnicas de microscopia

electronica.
A la Dra. Susana Morcelle por realizar el SDS-PAGE.

A mis directoras, las Dras. Maria Lujan Ferreira y Veronica Lassalle por su

confianza, paciencia y conocimiento.

A mis companeros y companeras de PLAPIQUI, por su carino y amistad.






RESUMEN

La presente tesis estudia dos lineas de investigacion paralelas y
complementarias: por un lado, la sintesis de particulas de magnetita mediante el
método de co-precipitacion en presencia de surfactantes; por otro lado el diseno
de biocatalizadores a base de la lipasa B de Candida Antarctica (CALB) y soportes
magnéticos. La CALB ha sido estudiada en profundidad por el grupo de
biocatalisis del instituto PLAPIQUI a lo largo de varios afnos. La performance de
los biocatalizadores obtenidos fue testeada en la reaccion de esterificacion de

acido oleico con etanol sin solvente.

El capitulo I introduce los conceptos basicos sobre catalisis en general y,
con un nivel mayor de detalle, los relacionados con la catalisis enzimatica
resaltando su importancia en relacion a multiples aspectos biotecnologicos,

ambientales y economicos.

Se resumen los distintos métodos de inmovilizacion estudiados en la
literatura a lo largo de la historia de esta disciplina, sefialando las ventajas y
desventajas de cada uno. También se hace una revision de la variedad de

materiales utilizados como soportes soélidos.

Se puntualiza en soportes magnéticos, en particular a base de
nanoparticulas del 6xido de hierro FezOs, magnetita (MAG). Se explicitan las
caracteristicas de la MAG, seleccionada para este trabajo. Las estrategias de
sintesis de este 6xido de hierro son brevemente resefiadas, profundizando en el
meétodo de co-precipitacion. Finalmente se enumeran los objetivos puntuales de

las tesis.

En el capitulo II se detalla el procedimiento experimental para la
inmovilizacion de CALB. Se establecen las condiciones de reaccion en las que se
medira la actividad catalitica (reaccion test) y un protocolo de muestreo adecuado
para la determinacién de conversion. Por ultimo, se describen las técnicas de
caracterizacion aplicadas a los catalizadores y materiales precursores junto con el

tratamiento necesario de las muestras para cada una.

El capitulo II incluye el estudio de la sintesis de los soportes

nanoparticulados a base de magnetita. Se analizan la influencia del tipo y



concentracion de estabilizante empleado en el medio de coprecipitacion de MAG
sobre las propiedades fisicoquimicas de las particulas formadas. Los modificantes
explorados fueron acido oleico, dodecilsulfato de sodio, polietilénglicol de alto
peso molecular (35000) y hexametiléntetramina. Ademas, se estudia la
funcionalizacion de las particulas magnéticas con grupos amino (NHz) empleando
quitosano (QUIT) o lisina. Las muestras fueron caracterizadas por SEM-EDX,
TEM, DRIFTS y DLS. Se establecen las formas en que cada sustancia organica
participa en el mecanismo de cristalizacion y mediante éste se logra explicar las
diferencias observadas en el tamano, forma y funcionalidad superficial de las

particulas.

En el capitulo IV se estudia la inmovilizacion covalente de CALB sobre
particulas magnéticas modificadas con acido oleico, quitosano (QUIT) y
glutaraldehido (GLUT). Las interacciones QUIT-GLUT, GLUT-CALB y CALB-CALB
son estudiadas en profundidad. Se propone una relacion entre las propiedades
del soporte y el biocatalizador con la actividad catalitica. En base a esta relacion,
se sugiere un mecanismo de inmovilizacion que explica el comportamiento del
sistema y se determinan cuales son las variables criticas a ajustar para mejorar

el protocolo de inmovilizacion.

En el capitulo V constituye un trabajo de optimizacion del catalizador
preparado en el capitulo IV. Para ello, se investiga la inmovilizacion de CALB
sobre el mismo soporte estudiado en el capitulo IV, previa modificacion de la
superficie con cantidades variables de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) y de
mas GLUT. La influencia de la cantidad nominal de CALB ofrecida también fue
evaluada. Un programa computacional se emple6 para disenar los experimentos y
analizar estadisticamente los resultados. Se obtuvieron modelos matematicos que
permitieron identificar las variables significativas para cada respuesta evaluada:
conversion, carga enzimatica y actividad especifica. Se seleccionaron los mejores
catalizadores para comprobar su estabilidad operacional y retencion de actividad
en almacenamiento. Los mecanismos de inmovilizacion sobre las distintas
superficies que explican estas propiedades son propuestos. Los diferentes
catalizadores y materiales precursores fueron caracterizados ampliamente por

varias técnicas.



En el capitulo VI se exploran distintos métodos de cuantificacion de
proteinas en vista de los errores encontrados en los mas comunes (Bradford,
Lowry) y que se implementan en forma rutinaria para el calculo de la carga
enzimatica en los biocatalizadores preparados. CALB fue determinada en el caldo
comercial, los sobrenadantes de inmovilizacion y aguas de lavado de varias
muestras mediante 4 protocolos distintos, combinando el clasico ensayo de
Bradford con la determinacion de azufre por emision atoémica. Se analizd la
influencia del patron de concentracion elegido para el método colorimétrico y se
identificaron las interferencias presentes en ambas técnicas. Fue posible
establecer un protocolo de cuantificacion de esta lipasa que, a diferencia de otros,
arrojo valores de carga enzimatica concordantes con la actividad de los
catalizadores. La demostracion de los errores sistematicos cometidos a través del
ensayo de Bradford sugiere que este método sea recon siderado - e incluso
descartado- para cuantificar cualquier proteina, ya sea en un medio de

inmovilizacién o no.

En el capitulo VII se investiga la inmovilizacion de CALB un nuevo soporte:
magnetita funcionalizada con el aminoacido lisina (LIS). Este material posee
propiedades diferentes a MAG-QUIT en cuanto a tamano de particula y
estabilidad en suspension acuosa. El acoplamiento de la lipasa se realizo
mediante dos técnicas: A- adsorcion simple sobre MAG-LIS seguida de
entrecruzamiento con GLUT de concentracion variable, y B-activacion de MAG-
LIS con GLUT de una concentracion especifica (determinada segun los resultados
del método A) y posterior inmovilizacion covalente. Se logr6 disefiar un protocolo
que permite obtener un biocatalizador activo, facilmente separable del medio de
reaccion, reutilizable, resistente a los reusos y total preservacion de actividad

durante largos periodos de almacenamiento.

En capitulo VIII se enumeran las conclusiones globales de todo la
investigacion realizada y se establecen los lineamientos considerados pertinentes

para el trabajo a futuro.



ABSTRACT

The present thesis follows two parallel and complementary lines of
research: on the one hand, the synthesis of magnetite particles by the co-
precipitation method in the presence of surfactants; and on the other, the use of
different materials prepared as new supports for the immobilization of Candida
Antarctica lipase B (CALB), an enzyme in depth studied by the biocatalysis group
of the PLAPIQUI institute over several years. The performance of the obtained
biocatalysts was tested in the solvent-free esterification reaction of oleic acid with

ethanol.

Chapter I introduces general concepts of catalysis and, with a greater level
of detail, those related to enzymatic catalysis. The importance was highlighted in
relation to multiple aspects such as biotechnology, environment and economy.
Different methods of immobilization studied in the literature throughout the
history of this discipline are summarized, pointing out the advantages and
disadvantages of each one. There is also an extensive review of the variety of

materials used as solid supports.

Magnetic supports are well described, particularly those based on
magnetite nanoparticles. The characteristics of the magnetite as the one chosen
for this work are explained. The synthesis strategies of nanoparticulated iron
oxide are briefly reviewed, deepening in the co-precipitation method. Finally the

specific objectives of the theses are listed.

Chapter II details the experimental procedure for CALB immobilization.
The reaction conditions in which the catalytic activity (test reaction) and a
suitable sampling protocol for conversion determination are measured are set
forth. Finally, the characterization techniques applied to the catalysts and
precursor materials are described together with the necessary treatment of the

samples for each one.

Chapter III includes the study of the synthesis of nanoparticulated
supports based on magnetite. The influence of the type and concentration of
stabilizer used for MAG coprecipitation medium on the physicochemical

properties of the formed particles is analyzed. The modifiers screened were oleic



acid, sodium dodecylsulfate, high molecular weight polyethylene glycol (35,000)
and hexamethylenetetramine. In addition, the functionalization of the magnetic
particles with amino groups (NH:) using chitosan (QUIT) or lysine was studied.
Samples were characterized by SEM-EDX, TEM, DRIFTS and DLS. The rol of each
organic substance in the mechanism of crystallization are established. This analysis
allows to explain the differences observed in the size, shape and surface

functionality of the particles.

Chapter IV studies the covalent immobilization of CALB on magnetic
particles modified with oleic acid, chitosan (QUIT) and glutaraldehyde (GLUT).
The QUIT-GLUT, GLUT-CALB and CALB-CALB interactions are studied in depth.
A relation between the properties of the support and the biocatalyst with the
catalytic activity is proposed. Based on this relationship, an immobilization
mechanism is suggested that explains the behavior of the system and determines
which are the critical variables to be adjusted to improve the immobilization

protocol.

Chapter V is an optimization work for catalyst prepared in Chapter IV. For
this purpose, CALB was immobilized on the same support studied in Chapter IV,
after modification of the surface with varying amounts of 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTS) and more GLUT. The influence of the nominal
amount of CALB offered was also evaluated. A computer program was used to
design the experiments and statistically analyze the results. Mathematical models
were obtained to identify the significant variables for each evaluated response:
conversion, enzymatic loading and specific activity. The best catalysts were
selected to check their operational stability and activity retention after storage.
The mechanisms of immobilization on the different surfaces that explain these
properties are proposed. The prepared catalysts and precursor materials were

widely characterized by various techniques.

In Chapter VI, different methods of protein quantification are explored
considering the errors found in the most common ones (Bradford, Lowry) ,
routinely implemented for the calculation of the enzymatic loading in biocatalysts.
CALB was determined in the commercial broth, the immobilization supernatants

and washing waters of several samples by 4 different protocols, combining the



classic Bradford test with the determination of sulfur by atomic emission. The
influence of the concentration standard chosen for the colorimetric method were
studied and the interferences present in both techniques were identified. It was
possible to establish a protocol for quantification of this lipase which, unlike
others, yielded values of enzymatic loading consistent with the activity of the
catalysts. The demonstration of the systematic errors made through the Bradford
test suggests that this method be considered - and even ruled out - to quantify

any protein, whether in immobilization medium or not.

Chapter VII investigates the immobilization of CALB on a new support:
magnetite functionalized with the amino acid lysine (LIS). This material has
different properties from MAG-QUIT in terms of particle size and stability in
aqueous suspension. Lipase coupling was performed by two techniques: A-
simple adsorption on MAG-LIS followed by cross-linking with GLUT of variable
concentration, and B- activation of MAG-LIS with GLUT of a specific
concentration (determined according to the results of method A) and subsequent
covalent immobilization. It was possible to design a protocol that allows to obtain
an active biocatalyst, easily removable from the reaction medium, reusable,
resistant to reuse and with total preservation of activity during long periods of

storage.

Chapter VIII lists the overall conclusions of the research carried out and

establishes the guidelines considered relevant for future work.
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CAPITULO I

Introduccion






1.1. Introduccién

Proveer de bienes y servicios de un modo sustentable requiere de la
administracion eficiente de la materia y la energia. Los catalizadores son una de
las varias herramientas que el quimico tiene a su disposicion para enfrentar las
necesidades de la sustentabilidad. El uso de catalizadores, materiales que
aumentan la velocidad de las reacciones quimicas, ya se ha afianzado en las
industrias de la gran mayoria de los productos que consumimos, incluyendo
alimentos, vestimenta, farmacos, combustibles y plasticos. Ademas, los
catalizadores poseen una casi intrinseca capacidad de abordar directamente la
problematica de la sustentabilidad dado que disminuyen costos energéticos,
aumentan la selectividad de las reacciones, vuelven mas eficiente el consumo de
los recursos y abren puertas al uso de materias primas alternativas [1]. Alcanzar
una sociedad sustentable es entonces un desafio multifacético que requiere
contribuciones de empresas, gobiernos y la comunidad en general asi como del

sector cientifico.

En 1998, Paul Anastas y John Warner publicaron “Quimica verde: teoria y
practica”, que fue un llamado a los quimicos a disenar (y redisefiar) procesos que
reduzcan o eliminen completamente desechos peligrosos [2]. Los Doce Principios
de la Quimica Verde son una guia para asistir a los quimicos en la creaciéon de
reacciones “ambientalmente benignas” y procesos que reduzcan o eviten la

formacion de residuos:
LOS DOCE PRINCIPIOS DE LA QUIMICA VERDE
1. Es mejor prevenir el desperdicio que limpiarlo luego de que se origine.

2. Los métodos de sintesis deben ser disefiados para maximizar la incorporacion

de todos los materiales usados en el proceso al producto final.

3. Siempre que sea posible, los métodos de sintesis deben ser disefiados para
usar y generar sustancias que sean minima o nulamente toxicas para la salud

humana y el ambiente.

4. Los productos quimicos deben disenarse preservando la eficacia de su funciéon

a la vez que se minimice su toxicidad.



S. El uso de sustancias auxiliares (como solventes y agentes de separacion)
deberian ser innecesarios siempre que sea posible o inocuos en el caso que se

empleen.

6. Los requerimientos energéticos deben enfrentarse por sus efectos tanto

ambientales como economicos y deben ser minimizados.

7. Un material en bruto o materia prima deberia ser renovable en vez de agotable

siempre que sea técnica y economicamente viable.

8. La derivatizacion innecesaria (bloqueo de un grupo, proteccion/desproteccion,
modificacion temporal de un proceso fisico o quimico) debe ser evitada siempre

que sea posible.

9. Se emplearan catalizadores (lo mas selectivos posible) en lugar de los reactivos

estequiométricos.

10. Los productos quimicos deben disenarse de tal forma que al final de su

funcion no persistan en el ambiente y se descompongan en derivados inocuos.

11. Se deben desarrollar métodos analiticos que faciliten el monitoreo y control

en tiempo real e in situ, antes de que se formen sustancias peligrosas.

12. Minimizar el potencial de accidentes quimicos. Se elegiran las sustancias
empleadas en los procesos quimicos de forma que se minimice el riesgo de

accidentes quimicos, incluidas las emanaciones, explosiones e incendios.

La presente tesis ha tenido en cuenta el espiritu de estos principios en su
disefio y desarrollo. En particular, se orienta a avanzar sobre lo establecido en el

principio 9.

Una forma practica de cuantificar la eficiencia de un proceso quimico es
establecer una relacion entre la masa de desperdicio generado (todo lo obtenido
excepto el producto deseado: solventes, productos secundarios, sales, etc.) por
unidad de masa del producto de interés obtenido. A esta relacion se la denomina

factor E:

masa total de residuos (kg)

masa de producto obtenido (kg)



En 2007 se publico una estimacion comparativa del factor E en diferentes

sectores productivos (Tabla 1.1, [3]).

Tabla 1.1. Factor E de diferentes sectores productivos

Sector industrial Tonelaje 2 Factor E
Petroquimica 106 - 108 <0,1

Quimicos en bulk 104 - 1096 <1-5
Quimica fina 102 - 104 5->50
Farmaceéutica 10 - 1083 25->100

a) Volumen de produccion anual de un producto en un solo lugar (valor mas bajo) o
a nivel mundial (valor mas alto)

El factor E se incrementa drasticamente al bajar de procesos en bulk hacia
quimicos finos, en buena parte debido a que la produccién de estos ultimos
involucra sintesis en varios pasos, pero también al empleo de reactivos

estequiométricos en vez de catalizadores.

La catalisis se ocupa de los cambios en la ruta hacia la transformaciéon de
los reactivos en productos. Se trata de la cinética de reaccion, es decir, de cuan
rapido puede ocurrir esa transformacion. La velocidad de una reaccion esta
estrechamente relacionada con la energia necesaria para que se disocien los
enlaces de los reactivos y se formen los de los productos. A esta “barrera
energética” se la denomina energia de activacion (Ea). Cuanto mayor sea Ea,

menor sera la velocidad de reaccion.

Un catalizador puede definirse como una sustancia capaz de alterar el
mecanismo de una reaccion quimica disminuyendo la Ea, por lo que el proceso
avanzara mas rapidamente. Ademas, los catalizadores tienen la capacidad de
regenerarse en el medio de reaccion, por lo que nunca se consumen [4],
idealmente. La realidad es mas compleja, pero la definicion general se ha

mantenido.

Tradicionalmente, se distinguen dos tipos principales de catalizadores: los
homogéneos y los heterogéneos. Esta distincion se basa en si el catalizador esta
presente en la misma fase en la que se encuentran los reactivos (homogéneos), o

se encuentra formando parte de una segunda fase (heterogéneos). Actualmente, a



esta clasificacion se han sumado los biocatalizadores o enzimas. Las enzimas
son los catalizadores que regulan procesos en las células de los seres vivos y se
han adaptado naturalmente para actuar en condiciones fisiologicas. Sin embargo,
la biocatdlisis se refiere al uso de enzimas como catalizadores de procesos
artificiales (in vitro), por lo que un gran desafio es transformar estos catalizadores
fisiologicos en catalizadores capaces de funcionar bajo las adversas condiciones

de reaccion de un proceso industrial.

Si bien las enzimas podrian catalogarse como una subclase de
catalizadores homogéneos, se han ganado un lugar propio en el ambito de la
catalisis gracias ciertas caracteristicas que las distinguen de los catalizadores
tradicionales (homogéneos/heterogéneos): manifiestan gran especificidad
quimica, lo cual es una cuestion importante en productos farmacéuticos y
quimicos finos; son activas en condiciones moderadas, por lo que la inestabilidad
del producto o sustrato en condiciones drasticas deja de ser un problema, y son
catalizadores compatibles con restricciones ambientales estrictas (que hoy en dia
es —o deberia ser- una situacion general). Ademas, las enzimas contribuyen con la
etiqueta de “producto natural”, lo cual es una ventaja comercial en el caso de las

aplicaciones alimentarias y cosméticas, entre otras [3].

1.2. Catalisis enzimatica
1.2.1. Enzimas

Las enzimas son estructuras moleculares proteicas altamente
evolucionadas, adaptadas para realizar una tarea con eficacia y precision. Existen
cuatro niveles de estructuracion de las proteinas y por ende, de las enzimas. El
primer nivel o estructura primaria, consiste en la union de aminoacidos
ordenados de acuerdo a la codificacion genética del organismo del cual provienen.
La union entre aminoacidos llamada enlace peptidico, da origen a la estructura
secundaria que esta determinada por los angulos de rotacion del enlace entre
atomos constituyentes de los aminoacidos y que fijan cadenas en forma de
tirabuzon (a-hélice) o de laminas (B-plegadas). La conformacion de estos dos

niveles es bastante estable y su rompimiento requiere cambios profundos del



microentorno de la enzima. El siguiente nivel de estructuracion (estructura
terciaria) tiene en cuenta la cercania entre a-hélices y laminas pB-plegadas en
donde se potencian las interacciones ionicas, las hidrofébicas y especialmente los
enlaces disulfuro entre cadenas. Finalmente la estructura cuaternaria, que no
ocurre en todas las enzimas, hace referencia a la unién de varias cadenas de
estructura terciaria, formando dimeros, trimeros, etc. Estos ultimos dos niveles
de estructuracion son mas sensibles al microentorno de la enzima y pequenos
cambios en el pH, la temperatura y la presencia de iones inorganicos pueden
desestabilizarla cambiando totalmente su actividad catalitica [6]. El Esquema 1.1

ilustra los diferentes niveles de estructuracion de una proteina genérica.

Primaria Secundaria Terciaria Cuaternaria

Esquema 1.1. Niveles de estructura molecular en una proteina. Disponible

en [7].

Las enzimas surgen como una alternativa atractiva a los catalizadores

tradicionales, ya que presentan numerosas caracteristicas compatibles con la
quimica verde:

-Provienen de fuentes virtualmente inagotables como plantas, animales,
bacterias u hongos.

-Demandan minimos requerimientos energéticos, ya que pueden actuar en

condiciones de reaccion moderadas como temperaturas cercanas a la ambiente.



-En muchas de las reacciones para las cuales fueron disenadas, son

quimio, regio y estereoselectivas.

La condicion de catalizador de las enzimas reside en su estructura
proteica. El sitio activo —una especie de nicho molecular en el que tiene lugar la
catalisis- representa una porcion muy pequena de la enzima (s6lo unos pocos
residuos de aminoacidos), mientras que el resto de la molécula actia como un
andamio y proporciona estabilidad estructural. Muchas enzimas son proteinas
conjugadas con otras moléculas que pueden o no intervenir en el proceso

catalitico.

La catalisis enzimatica involucra el uso de enzimas como catalizadores
biolégicos disociados de la célula de la que derivan. El principal desafio en este
proceso es la construccién de catalizadores enzimaticos robustos capaces de
funcionar bajo condiciones que generalmente se alejan de las fisiologicas. El
objetivo es preservar las propiedades sobresalientes de las enzimas como
catalizadores (especificidad, reactividad bajo condiciones suaves) superando al
mismo tiempo sus limitaciones (principalmente su pobre estabilidad
configuracional). Las ventajas y limitaciones asociadas a las enzimas como
catalizadores son consecuencia de su compleja estructura molecular. La labilidad
de estas macromoléculas hace de la estabilizacion un prerrequisito para su
aplicacion efectiva [8]. En la Tabla 1.2 se detallan las propiedades de las enzimas

desde el punto de vista catalitico.

Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de las enzimas como catalizadores

Ventajas Desventajas
Provienen de fuentes renovables Dificil manipulaciéon
Activas bajo condiciones suaves Posible desactivacion
Selectividad Contaminacion de productos

Una reaccion biocatalizada requiere que los residuos aminoacidicos que

constituyen el sitio activo se orienten en direcciones especificas y bien definidas.



Este fenomeno se conoce actualmente como “acoplamiento inducido”, ya que la

cercania del sustrato provoca la orientacion de los residuos.

El mecanismo general para este tipo de reacciones se puede representar

mediante la siguiente reaccion:

ky k
E + § —— ES* 3—> E + P
kZ

Donde E representa la enzima, S el sustrato, ES* el complejo enzima-sustrato
(estado de transiciéon), P los productos y ki, ko y ks las constantes de
formacion/disociacion de las especies quimicas. Los enlaces temporales entre la
enzima y el sustrato que forman el estado de transicion facilitan el rompimiento
de los enlaces del sustrato, de esta forma la energia de activacion necesaria para

la obtencién de producto sera menor y la reaccién procedera mas rapidamente.

La cinética de las reacciones con un Unico sustrato y catalizadas por
enzimas solubilizadas puede ser descripta por el modelo de Michaelis-Menten.
Este modelo relaciona la velocidad de reaccién con la concentracion de sustrato

mediante la ecuacién 1.1:

Ecuacion 1.1. Ley de velocidad de una reaccién biocatalizada

v = Vmax * [S
Ku + [S]

donde Vmax es la velocidad maxima de reaccion, [S] es la concentracion de
sustrato y Ku es la constante de Michaelis-Menten. Esta constante corresponde a
la concentracion de S con la cual se alcanza la mitad del valor de Vmax (ver

Figural.l).
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Vmax

Vmax/2

Ku ]

Figura 1.1. Variacion de la velocidad de una reaccion biocatalizada monofasica

en funcion de la concentracion de sustrato.

El significado practico de esta cantidad es una medida inversa de la afinidad que
la enzima tiene con el sustrato: valores bajos de Ky indican que la Vmax se
alcanzara con concentraciones S menores que aquellas reacciones con Ky mas

elevados [5].

1.2.2. Lipasas

Un grupo particularmente interesante de enzimas son las lipasas
(triacilglicerol acil-hidrolasas EC 3.1.1.3) debido a su versatilidad como
biocatalizadores. Si bien su funcion natural es la hidrolisis de triglicéridos,
también son capaces de sintetizar quimicos de alto valor agregado, mediante
esterificaciones, transesterificaciones e interesterificaciones en medios no
acuosos [9] e incluso amindlisis [10]. La principal caracteristica estructural de las
lipasas es la existencia de una cadena de aminoacidos que cubre el sitio activo,
llamada lid o tapa: un bucle anfifilico estabilizado por interacciones
electrostaticas en su cara externa y una region hidrofobica extensa en su cara
interna. Esta ultima esta formada por una cadena de longitud variable para cada
lipasa; posee estados de orden/desorden dependiendo de las condiciones de

cristalizacion de la molécula, y se postula que su movimiento da acceso al sitio
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activo en un fenomeno denominado activacién interfacial [11]. El sitio activo es
una region interna de la molécula donde confluyen las cadenas laterales de tres

aminoacidos: serina (SER), histidina (HIS) y acido aspartico (ASP).

A pesar de la variedad de reacciones y sistemas en los que se emplean las
lipasas, el mecanismo de reaccion conserva lineamientos generalizados. Los

mismos se ilustran en el Esquema 1.2 y se detallan a continuacion [12]:

1) La formacion del complejo de transicion en las lipasas implica re-
ordenamientos de la triada catalitica para potenciar la nucleofilicidad del residuo
oxhidrilo de la SER. El ASP genera un puente de hidrogeno con la histidina. El
nitrégeno de la HIS, puede por lo tanto desprotonar al residuo serina,
potenciando la nucleofilicidad del oxhidrilo. De esta forma, éste podra iniciar el
proceso catalitico sobre el sustrato mediante ataque nucleofilico al carbono

carbonilico del sustrato (R-CO-XR’), formando un intermediario tetraédrico.

2) Dado que el intermedio tetraédrico es un hemiacetal inestable, se
hidroliza rapidamente liberando R'X-H (que puede ser un alcohol, éster o amina
dependiendo de la naturaleza del sustrato) y formando el intermediario acil-
enzima. Para completar la reacciéon, un segundo sustrato puede atacar

nucleofilicamente al complejo acil-enzima.

3) Este ataque nucleofilico permite la formacion de un segundo
intermedio tetraédrico inestable, que se hidroliza para liberar el producto final, y
regenerar el sitio activo de la enzima. Dependiendo del sustrato nucleodfilo
atacante también se puede obtener un triacilglicerol, un éster, un acido

carboxilico o una amida.
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Esquema 1.2. Representacion del mecanismo de reaccion de las lipasas.

El modelo cinético mas aceptado para muchas reacciones catalizadas por
lipasas es el denominado Ping-Pong Bi-Bi [13-15]. A diferencia de Michaelis-
Menten, este enfoque considera dos sustratos convirtiéndose en dos productos, y
que la lipasa existe en dos configuraciones cataliticas alternativas, cada una
transformando un sustrato en un producto. Las ecuaciones de velocidad para
estos mecanismos ping-pong son bastante complejas de derivar y usualmente se
requieren varias suposiciones para obtener expresiones cinéticas consistentes

[16]. Por ejemplo, para la reaccion con solvente:

Anhidrido acético + 1-butanol — acido acético + butilacetato

(A) (B) (P) Q)
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una ley de velocidad propuesta es [17]:

[A] [B] kikoksks (ks + ke) k-7k-sEr

[A] (ks + k6) (k1k2 (k—s + k4) k7 + [B] ks (k-1k4k7 + koksk7 + kikok-7

+ k1k4k—7)) kg + (k—1 + kQ) k7 + ((k—3 + k4) kskek-s [P] + [B] ks (k5k6k—8 [P] + kq (k—sk—g

+ kek-g + k-sks [P] + keks [P] + ksk-s [P])))

Donde los factores k son parametros cinéticos de los pasos elementales que

conforman el mecanismo de la reaccion global.

1.2.3. Concepto de actividad enzimatica

La actividad enzimatica esta estrechamente relacionada con el cambio de
energia necesario para transformar al sustrato en producto. Esta definicion
termodinamica, aunque rigurosa, no tiene significancia practica. Los cambios de
energia libre de una reaccion que involucra una entidad tan inestable como el
complejo ES* no resultan en absoluto faciles de medir [18]. Experimentalmente,
pueden determinarse cantidades de sustrato remanente o bien producto formado.
Estos procedimientos presentaran mayor o menor dificultad en funcion de cada
medio de reaccion. Si el tiempo de reaccion al cual se toma la muestra es lo

suficientemente corto como para entrar en la zona lineal sustrato vs. tiempo,
podra calcularse la velocidad inicial de reaccion (Uo). Este parametro es

sumamente Util para caracterizar el potencial catalitico de la enzima, pero sélo en
condiciones univocamente especificadas: tipo de sustrato y su concentracion,
temperatura, pH (si correspondiera), solvente e incluso modo y velocidad de
agitacion. Si a Uo se la expresa por unidad de masa de enzima, se obtiene la

actividad especifica, que queda definida en micromoles de sustrato consumido (o

producto liberado) por minuto y por miligramo de enzima (Ecuaciéon 1.1),
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Ecuacion 1.2. Actividad especifica de una enzima

umal de §

Actividad especifica = — -
min * mg de E

Donde S es el sustrato consumido y E la enzima.

Otra forma de informar la actividad son las unidades de enzima (UE), que
en general se define como la cantidad de preparado comercial (o catalizador)
necesaria para liberar un mol (0o un submultiplo del mol) de determinado
producto de reaccion catalizada, por unidad de tiempo, en condiciones
experimentales definidas (temperatura, solvente, concentracion de reactivos, etc.).
En el caso de las lipasas, UE es a veces reemplazado por UL (unidades de lipasa).
Para determinar UL, un ejemplo tipico es la hidrolisis de p-nitrofenil-palmitato
50 mM en hexano a 37 °C, en la que se libera p-nitrofenol. A los 5 minutos este
producto es extraido por una fase acuosa alcalina y cuantificado por
espectroscopia UV-Vis [19]. A pesar de ser un valor dependiente de numerosas
variables, las UE suele ser la unica informacién disponible acerca de la
composicion de los preparados comerciales. Por ejemplo, el caldo de CALB
empleado en este trabajo contiene, segiin el fabricante, un minimo de 5000 UL
por gramo de liquido [20]. Es decir, que la velocidad inicial de liberacion de p-
nitrofenol con 1 g de caldo es 5000 micromoles por minuto, en las condiciones

estipuladas para esa reaccion test.

Por ultimo, se define el concepto de conversion (X). Es la relacion entre la
cantidad de sustrato consumido y la inicial de acuerdo a una reaccién test
definida. El final de la reaccion es un tiempo determinado, no necesariamente en
el equilibrio. Si esta magnitud se expresa en porcentaje, se llama conversion por

ciento (X %, Ecuacion 1.3)

Ecuacién 1.3. Definicién de conversiéon por ciento.

X% =2 %100

No
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Donde No son los moles iniciales de sustrato y N los moles encontrados al tiempo

de muestreo.

1.3. Inmovilizacién de enzimas

Si las enzimas no se solubilizaran en el medio de reaccion de interés pero
aun mantuvieran su configuracion activa, podrian aplicarse de la misma forma
que los catalizadores heterogéneos sin contaminar el medio de reaccion y se
podrian manipular con la facilidad de un sélido, posibilitando ademas su reuso
en ciclos sucesivos. Para intentar alcanzar estas condiciones ideales, se lleva a
cabo la inmovilizacién. Este es un proceso por el cual se restringen, completa o
parcialmente, los grados de libertad de movimiento de enzimas, organulos,
células, etc. por diversas técnicas posibles. El término “enzima inmovilizada” se
refiere a enzimas fisicamente confinadas o localizadas en una region definida del
espacio con retencion de la actividad catalitica, y que puede ser usada repetida y

continuamente [21].

El interés en estudiar la inmovilizacion de enzimas ha crecido de manera
exponencial a nivel mundial, al punto de duplicarse el numero de articulos
anuales a lo largo de los ultimos diez anos: en el ano 2006 se publicaron unos
2000 trabajos en la tematica “inmovilizacién enzimatica”, mientras que en 2016
este numero ascendio a 4000. Este aumento se ilustra en la Figura 1.2.

5000
4000
3000

2000

Publicaciones

1000

2006 2008 2010 2012 2014 2016

Figura 1.2. Numero de publicaciones anuales en revistas cientificas sobre

inmovilizacion enzimatica. (Fuente: ScienceDirect).
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Basicamente existen dos metodologias para inmovilizar enzimas; estas son

el confinamiento espacial y la interaccion quimica.
1) Confinamiento espacial mediante:
a) Atrapamiento
b) Encapsulamiento
2) Interacciones quimicas:
a) Entre las mismas enzimas
b) Con un material s6lido, llamado soporte o carrier.

La simplicidad en la clasificacion de estas técnicas es s6lo aparente, ya que
se ha desarrollado una inmensa variedad de combinaciones sobre la base de
estos procedimientos tradicionales [22]. En el Esquema 1.3 se representan estas

cuatro variantes.
1.3.1. Atrapamiento.

Mediante esta metodologia de inmovilizacion las enzimas se retienen en
cavidades internas de una matriz polimérica, de manera que permanecen
atrapadas en una red. Varios polimeros organicos como alginato, poliacrilamida o
poliuretano han sido utilizados para estos fines asi como sistemas sol-gel. Esta
técnica se usa comunmente para inmovilizacion de células enteras. Sin embargo,

en su aplicacion para enzimas libres es inevitable la desorcion [16,23-25].
1.3.2. Encapsulamiento

En el caso del encapsulamiento, grupos de enzimas son encerradas por
una membrana polimérica, permitiendo el paso de sustratos y productos. Las
enzimas pueden o no estar asociadas a la estructura de la membrana. La misma
tiene la capacidad de actuar, con frecuencia, como un tamiz molecular en

reacciones despolimerizantes [16,26-28].
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ATRAPAMIENTO

CONFINAMIENTO

ESPACIAL A:
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ENCAPSULAMIENTO

INMOVILIZACION
ENZIMATICA
ENTRE ENZIMAS
AGREGADOS CRISTALES
INTERACCION
QUIMICA
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+
+
+

Esquema 1.3. Resumen de métodos de inmovilizacion enzimatica.




18

1.3.3. Interacciéon quimica entre enzimas

A partir de esta metodologia, las enzimas son cristalizadas o precipitadas
desde un medio liquido para obtener cristales [29,30] o agregados [31,32],
respectivamente. Los mismos se unen luego unos con otros mediante la accion de
un agente quimico, como el glutaraldehido, que actiia como entrecruzante. A
estos preparados se los denomina cristales enzimaticos entrecruzados (CLECs,
por su sigla en inglés) o agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs). El costo
de los CLECs es extremadamente alto debido a la necesidad de contar con una

solucién ultrapura a partir de la cual se cristaliza la enzima [16].

Los CLEAs, en cambio, son mucho mas viables economicamente ya que los
agregados pueden preparase mediante técnicas convencionales de precipitacion
no desnaturalizantes, tal como la sobresaturacion con sulfato de amonio [33,34].
Una limitaciéon asociada a esta metodologia de inmovilizacion, es la dificultad que
presenta su manipulacion, ya que se las CLEAs se dispersan en el medio de
reaccion al punto de parecer disueltas. Por lo tanto requieren de uno o mas
procedimientos para separarlas, lavarlas y reutilizarlas (centrifugacion/filtracion)
[35].

1.3.4. Interaccién quimica con un soporte sélido

Una molécula puede anclarse a la superficie de un material sé6lido a través
de una adsorcion fisica (atracciones electrostaticas, interacciones hidrofobicas o
hidrofilicas, enlaces puentes de hidrégeno) o bien mediante la formaciéon de
enlaces quimicos covalentes. En particular, las proteinas enzimaticas tienen
residuos de aminoacidos con grupos quimicamente reactivos, capaces de
promover tanto interacciones de tipo ionicas y / o hidrofilicas, asi como dominios
que inducen interacciones hidrofébicas. Estos residuos de aminoacidos y los
dominios hidrofébicos pueden participar en la inmovilizacion de enzimas
mediante las interacciones mencionadas mas arriba. Se utilizan diversos tipos de
soportes insolubles (carriers) en su estado original o luego de una modificacion

apropiada [36].
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Esta técnica de inmovilizacion incluye la posibilidad de disenar
racionalmente la estructura y la quimica del soporte, con el objeto de obtener un
material resistente a las condiciones de reaccion donde se planea utilizar y
también promover una interaccion efectiva y estable con la enzima a inmovilizar.
Estas son caracteristicas indispensables para que cualquier biocatalizador resulte
comercialmente competitivo. Por lo tanto, la estrategia de inmovilizacion elegida

para este trabajo de tesis fue la interaccion quimica con un soporte soélido.

Las propiedades cataliticas de una enzima inmovilizada mediante este
procedimiento estan determinadas tanto por el material que constituya el soporte,

como de la estrategia utilizada para su acoplamiento.
1.3.4.1. Protocolos de inmovilizacion enzimatica sobre soportes sélidos

Para asegurar el acoplamiento efectivo de una proteina al soporte sélido, es
preciso contar con la presencia de grupos funcionales reactivos frente a aquellos
disponibles en la biomolécula. La funcionalizacion de soportes con grupos amino
(-NH2) es una metodologia ampliamente difundida en inmovilizacion enzimatica
gracias a su versatilidad quimica. Los NH, permiten adaptar el protocolo de
inmovilizacion. Si se encuentra en forma cationica (-NHs*), pueden convertir a la
superficie en un intercambiador i6nico, promoviendo la inmovilizaciéon por
adsorcion. La inmovilizacién por enlace covalente es lograda mediante el uso de
agentes entrecruzantes. Estos son compuestos organicos bifuncionales capaces de
reaccionar tanto con el soporte aminado como con la enzima. El procedimiento
por el que se agrega el entrecruzante al soporte funcionalizado se le suele llamar

activacién [37-39] .

Entre los entrecruzantes mas empleados, podemos destacar al
glutaraldehido o 1,5 pentanodial (GLUT), cuya estructura quimica se muestra en

el Esquema 1.4.

o \/\/\/o

Esquema 1.4. Estructura molecular del GLUT



20

El mismo puede emplearse en diferentes etapas del proceso de
inmovilizacion:
-directamente sobre el soporte aminado, para luego inmovilizar la enzima.

-después de haber adsorbido la enzima en los grupos amino, generando un

entrecruzamiento intenso entre enzimas y también con el soporte [40].

La gran reactividad del GLUT puede volverse perjudicial para la retencion
de la actividad catalitica de las enzimas. Un entrecruzamiento intenso deriva a
veces en una alteracion irreversible de la estructura molecular, llevando a la
desnaturalizacion y desactivacion. Este efecto desfavorable de GLUT se ha

comprobado en diferentes tipos de enzimas, incluyendo las lipasas [41].

Por ejemplo, la lipasa B de Penicillium camembertii fue inmovilizada sobre

varios soportes siguiendo diferentes protocolos:

-Adsorcion simple sobre solidos hidrofébicos (octil-agarosa, resina epoxi-

funcionalizada o polihidroxibutirato)

-Adsorcion idnica sobre agarosa funcionalizada con grupos —NH, (MANAE-

agarosa)

-Adsorcién i6nica sobre MANAE-agarosa seguida de entrecruzamiento con

GLUT
-Enlace covalente sobre MANAE-agarosa activada con GLUT.

Empleando el primer método no se logr6 inmovilizar la lipasa. A través del
segundo meétodo (interaccion ionica solamente) la lipasa fue exitosamente
inmovilizada y resulté activa en la hidrolisis de propionato de vinilo. Cuando el
mismo derivado inmovilizado (MANAE-agarosa-lipasa) fue entrecruzado con GLUT
al 1 %, la actividad decayo un 44 %. Finalmente, el método de enlace covalente
sobre MANAE-agarosa-GLUT permitio la inmovilizacion de la enzima, aunque

perdiendo la totalidad de su actividad [42].

Por otro lado, la lipasa de Candida rugosa fue inmovilizada en o6xido de
hierro recubierto de polimeros ricos en grupos —-NH: y amonios cuaternarios,

activado con GLUT al 7 %. El catalizador resultante fue activo en la hidroélisis de
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aceite de oliva, siendo reutilizable al menos hasta diez ciclos perdiendo solamente
el 30 % de la actividad inicial [43]. Los autores propusieron que tanto la
lixiviacion de enzima como su desnaturalizacion en cada uso fueron responsables

de la desactivacion parcial.

El efecto del GLUT se pone claramente en evidencia también al variar la
concentracion utilizada para entrecruzar agregados de enzima en la preparacion
de CLEAs. Un trabajo representativo de este fenomeno es el de Majumder y col.
quienes utilizaron GLUT 10-60 mM para entrecruzar agregados de la lipasa de
Bulcolderia cepacia. Los agregados insolubles sin GLUT hidrolizaron mayor masa
de aceite de oliva en 10 horas que las CLEAs con GLUT. A tiempos de reaccion
mas prolongados, éstas ultimas fueron mas productivas que todas las otras
formulaciones cuando la concentracion de entrecruzante fue 10 mM. Los autores
atribuyen estos resultados a la sobrerrigidizacion de las moléculas enzimaticas

por encima de esa concentracion de GLUT [44].

De estos trabajos surge la importancia de estudiar tanto el efecto del

protocolo de inmovilizacion con GLUT como el de su concentracion.

1.3.4.2. Materiales de soporte para inmovilizacion enzimatica

El material seleccionado como soporte debe cumplir con ciertas condiciones

ideales para que su aplicacion practica resulte eficiente [45]:

» Debe ser quimicamente inerte frente a los solventes, sustratos y productos

de la reaccion a catalizar
» Debe presentar resistencia mecanica a la agitacion y estabilidad térmica

» Debe exhibir compatibilidad quimica con la enzima y/o agentes

funcionalizantes
» Debe ser facilmente separados del medio de reaccion y reciclable

» Debe ser de bajo costo de fabricacion y minimo impacto ambiental en su

sintesis y disposicion final

» Debe presentar alta relacion area/masa y propiedades antimicrobianas
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Naturalmente, es dificil que un mismo material retna todas estas
caracteristicas, por lo que la eleccion de un soporte se vera condicionada a los

requerimientos de la reaccion que desee catalizar.

A lo largo de mas de medio siglo de investigaciones se han estudiado
materiales de diversa naturaleza como soporte para inmovilizacion enzimatica.
Sin exagerar, se podria pensar en una infinidad de carriers al considerar la
combinacion de dos o mas solidos diferentes para obtener soportes compuestos.

La Tabla 1.3 detalla algunos de los mas difundidos.

El trabajo de Cao es una exhaustiva recopilacion de informacion acerca de
inmovilizacion enzimatica sobre soportes solidos [22]. Otras publicaciones
recientes resumen soportes, estrategias de inmovilizacion y aplicaciones para

distintas enzimas [45-49].

Tabla 1.3. Materiales aplicados como soporte sé6lido en inmovilizacion de enzimas

Material de Enzima Reaccion de .
. o LT Referencia
soporte inmovilizada aplicacion
Silice CALB Esterificacion [S0]
Zeolitas Proteasa alcalina Hidrélisis de caseina [51]
de Solanum
melongena
Carbono activado Tirosinasa Oxidacion de L-3,4
y nanotubos de C dihidroxifenilalanina
Glucosa oxidasa Oxidacion de D-
glucosa [52]
CALB Hidroélisis de p-
NO,Ph-palmitato
TiO» CALB * [53]
AlO3 Cloroperoxidasa Oxidacion de [54]
dibenzotiofeno
ZrOs a-amilasa Hidroélisis de [55]

almidon
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Gelatina
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Variantes De
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Fibra de coco
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Fibra de tallos de
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Lipasa de Esterificacion
Rhizopus delemar

Lipasa de Candida Hidrolisis de
rugosa tributirina

Xilanasa de levan Hidrélisis de xilanos
de madera de haya

Inulinasa de Hidrélisis de inulina
levadura
Catalasa Descomposicion de
H->0
o-amilasa Hidrdlisis de
almidon
Deshidrogenasa Conversion de
formaldehido a
metanol
CALB Esterificacion

Rizomucor mehiei
Hidrolisis de
Thermomyces tristearina
lanuginosa

Lipasa de Bacillus Hidroélisis de p-
coagulans NO,Ph-palmitato

Lacasa Degradacion de
colorantes textiles

Amilasa
*
Lipasa de
Pseudomonas

aeruginosa

Oxalato oxidasa Degradacion de
acido urico

Glucosa oxidasa Oxidacion de

glucosa

Peroxidasa de

. . Descomposicion de
rabano picante

H-0-

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[38]

[64]

[65]

[66]

*so0lo se estudio la interaccion soporte-enzima
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Entre la gran variedad de materiales con probada utilidad como soportes,
las sustancias con propiedades magnéticas resultan especialmente atractivas
gracias a la posibilidad de manipularse mediante la aplicacion de un campo
magnético. Si la composicién de un catalizador incluye un material magnético, su
separacion del medio de reaccion (para su lavado y reuso en ciclos cataliticos
sucesivos) se facilita mediante la decantacion magnética, sin necedad de filtrar o
centrifugar. Esta fue una de las motivaciones para emplear materiales

magnéticos en la presente Tesis.

Numerosas publicaciones reportan la inmovilizacion de enzimas en
soportes solidos magnéticos activados con diversos agentes entrecruzantes. Por
ejemplo, las lipasas de Thermomyces lanuginosa (TLL) y Candida rugosa (CRL) se
inmovilizaron sobre particulas magnéticas modificadas con proporciones
variables de (3-mercaptopropil)-trimetoxisilano y 1-(3-trimetoxisilil-propil)-urea.
Estos entrecruzantes contienen, respectivamente, grupos —SH y —-NH> capaces de
reaccionar con residuos aminoacidicos de las proteinas. Los biocatalizadores con
TLL resultaron mas activos que los de CRL en la hidrélisis de p-NOz.Ph-palmitato.
En la transesterificacion de aceite de soja con etanol, TLL inmovilizada retuvo
entre el 70 y el 90 % de su actividad inicial hasta el octavo ciclo. Los autores
destacaron que en cada decantacion magnética entre ciclos, una fraccion de las
particulas permaneci6é en suspension. Con esta pérdida de masa del catalizador

justificaron, en parte, el descenso de la conversion [67].

La tripsina fue inmovilizada sobre particulas magnéticas funcionalizadas
con acido tanico, un compuesto polifendlico. Segin los autores, el acoplamiento
de la enzima se logré por la formacion de un enlace covalente acido-tripsina a pH
9,4. La actividad de la tripsina inmovilizada se teste6é en la hidroélisis de caseina.
En 10 minutos de reaccion a 37 °C, la caseina habia sido degradada

practicamente por completo [68].

En muchos casos las particulas magnéticas requieren algun tipo de
recubrimiento para que sean aptas en la inmovilizacion enzimatica:
nanoparticulas de oro, compuestos organometalicos, polimeros con grupos

epoxido, silice aminada, calix-n-arenos, por mencionar algunos [69-73].
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En todos los casos revisados, las particulas rondan los 10-20 nm. La
importancia del tamano nanométrico de las particulas empleadas como soporte
radica en dos efectos principales: el aumento del area superficial disponible para
acoplar las enzimas, y la alteracion de las propiedades magnéticas del material.

Estas propiedades son detalladas a continuacion.
1.4. Nanotecnologia magnética

Los materiales con propiedades magnéticas pueden tener diferentes
respuestas frente a la aplicacion de un campo magnético externo. Si el campo
magnético externo es suficientemente amplio, los spines de cada domino pueden
rotar y quedar paralelos a la direccion del campo aplicado hasta que los dipolos
se alineen. La region del plateau en la curva de la Figura 1.3, correspondiente a la
curvas de magnetizacion, es la magnetizacion a saturacion (Ms). Ms es una
medida de la magnetizacion (M) por gramo de material. Cuando el campo
magnético aplicado disminuye, también lo hace la magnetizacion del material. Si
la curva de desmagnetizacion, durante la remocion del campo magnético, no
sigue la curva de magnetizacion inicial, se dice que el material manifiesta
histéresis, tal como se observa en la Fig. 1.3. La remanencia (Mr) es la
magnetizacion remanente cuando el campo aplicado es cero (H = 0). El campo
magnético aplicado en la direccion negativa, requerido para retornar la

magnetizacion a cero es la fuerza coercitiva o coercitividad (Hc).

Los materiales superparamagnéticos presentan coercitividad y remanencia
nulas (Hc = Mr = 0). Esto significa que al retirar el campo, la temperatura
ambiente es suficiente para desorganizar los spines magnéticos
instantaneamente, lo cual se cumple cuando la dimensién de las particulas es
nanométrica. En caso contrario, los spines permanecerian paralelos y su

magnetizacion desapareceria a una intensidad de campo determinada.
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Magnetizacion (unidades
electromagnéticas)

»
»

Campo
magnético
aplicado H

L (Oersted)

Figura 1.3. Curva de histéresis magnética

Gracias a las propiedades peculiares de las nanoparticulas magnéticas
(NPMs), se han estudiado y utilizado desde hace varias décadas en diversos
campos de aplicacion y han sido profundamente reportadas [74-77]. Entre las
areas de mayor incidencia, podemos distinguir a la medicina, la remediacion
ambiental y la biotecnologia. En el area médica, las NPMs sirven como agente de
contraste en la resonancia magnética nuclear [78,79] y como portadores de
farmacos para su liberacion controlada dentro del organismo [80,81]. Con
respecto a la remediacion ambiental, las NPMs pueden adsorber contaminantes
de aguas y suelos (metales pesados [82,83], sustancias organicas [84,85]). En
cuanto a la biotecnologia, son utiles como soportes para inmovilizar biomoléculas

(enzimas, otras proteinas, acidos nucleicos) e incluso células enteras [86,87].

Existen varios materiales magnéticos que pueden emplearse para preparar
nanoparticulas [88]:

-Metales de transicién puros: Fe, Co, Ni.
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-Metales y compuestos de tierras raras: sulfuro y é6xido de europio (EusS,

EuO), Gd (gadolinio), Dy (disprosio), Tb (terbio).

-Oxidos metalicos: hematita (a-Fe;Osz), maghemita (y-Fe»Os), magnetita

(Fesz04), wustita (FeO), ferritas de diversos metales (BaFe2O4, MgFe,04, CoFe204)
-Aleaciones: Fe-Co, Fe-Ni, Fe-Pt, Co-Pt

De todas estas sustancias, para el trabajo de esta tesis se selecciono la
magnetita (MAG) ya exhibe numerosas caracteristicas que cubren los

requerimientos de un material de soporte adecuado:

» Puede obtenerse a partir de materias primas de bajo costo y disponibles

localmente
» Es resistente quimica y mecanicamente al medio de reaccion de interés
» Posee reactividad superficial

» Tiene una alta relacion area/masa (aproximadamente 100 m2/g ) cuando las

particulas son nanométricas (< 50 nm, [89,90])
» Presenta una elevada magnetizacion de saturacion
» Es un material biocompatible y no toxico

» Es facilmente recuperable para su reuso mediante decantacion magnética, tal

como se aprecia en la Figura 1.4.

Figura 1.4. Respuesta de nanoparticulas de magnetita dispersas en agua ante un

campo magnético
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1.5. Magnetita
1.5.1. Propiedades de la magnetita

Entre todos los o6xidos de hierro, la MAG posee las propiedades mas
interesantes por la presencia de cationes en dos estados de oxidacion: Fe2+y Fe3+,
en una estructura de espinela inversa. Su celda unitaria se compone de 32
atomos de oxigeno dispuestos en una celda cubica centrada en las caras. En esta
estructura cristalina los iones Fe (II) y la mitad de los iones Fe (III) ocupan los
sitios octaédricos mientras que la otra mitad se dispone en los tetraédricos. La
arista de la celda unidad mide 0,839 nm [91]. En forma esquematica, se

representa la disposicion de los iones en la magnetita en la Figura 1.5.

Hueco octaédrico
Fe (1) y (1)

Hueco tetraédrico
Fe (1)

Anion O

Figura 1.5. Disposicion de cationes Fe2* y Fe3+ y aniones 6xido en la estructura
de MAG. Disponible en

http:/ /condensedconcepts.blogspot.com.ar/2010/01 /examples-of-

inhomogeneous-mixed-valence.html
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La superficie de MAG contiene grupos —-OH que pueden protonarse o
desporotonarse segun el pH del medio en que se encuentren [92]. Estos grupos
funcionales sirven de puntos de anclaje para la incorporacion de otras especies
quimicas que aumentan la posibilidad de interaccion con la biomolécula a

inmovilizar. El Esquema 1.5 ilustra la quimica superficial de MAG.

Grupos OH sobre la superficie de los dxidos de hierro

Medio acido

-1/2 0 +1/2

H
| H f i H
(|, | [
O 0O (0]
™~ AN
Fe —Fe/ Fe Fe/ Fe —\Fe//—f
Fe
Medio alcalino -
RS /0O
(8] 0 O
N AN
Fe Fe/ Fe—— —Fe| Fe —\Fe/—

Fe

Esquema 1.5. Quimica de la superficie de MAG en agua

1.5.2. Métodos de sintesis de MAG

Varias metodologias pueden emplearse para sintetizar nanoparticulas de

MAG. A continuacion se describen las mas utilizadas actualmente.
1.5.2.1. Descomposicion térmica de acetilacetonato de Fe (III)

El compuesto Fe(acac)s (acetilacetonato férrico) es calentado en agua u
otro solvente a temperaturas altas por varias horas, a veces en presencia de un
compuesto organico que actua como surfactante. Una reduccion parcial de los
cationes férricos provee Fe2* para formar la MAG [88,93]. Si bien este método
rinde nanoparticulas monodispersas de muy pequeno tamano (10 nm o menos),
su implementacion practica es dificultosa debido a la necesidad de un reactor
apto para las extremas condiciones de reaccion requeridas (dependiendo de las

condiciones hasta 300 °C), y supone un alto gasto energético.
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1.5.2.2. Microemulsiones

La MAG se forma en microgotas de agua (o algun glicol) dentro de micelas
dispersas en uno o mas solventes organicos de alto punto de ebullicion a 1 atm y
temperaturas superiores a 100 °C. Suelen llamarse micelas inversas por tener las
cabezas hidrofilicas hacia adentro y exponer colas hidrofobas hacia afuera. El
agente precursor es una sal disuelta de Fe(Ill) -como FeCls- que se agrega a la
microemulsion formada por una base (por ej. KOH acuoso) y la mezcla de
solventes, tales como n-octanol y ciclohexano [94]. Aunque se obtienen
nanoparticulas, las mismas tienden a sinterizarse dentro de la microfase acuosa
resultando en agregados de mas de 500 nm [95]. Esta ruta sintética implica
manipular grandes volumenes de reactivos inflamables generando ademas

residuos peligrosos en términos de su toxicidad.
1.5.2.3. Método hidrotermal

A partir de esta técnica también se emplea una sal férrica acuosa junto
con un compuesto alcalino, que forman 6xido férrico solido. Esta suspension se
calienta a altas temperaturas (del orden de los 200 °C) incrementando la presion
de vapor de la fase liquida. El calor se mantiene por unas 4 horas, tiempo
durante el que se forma la MAG. Al igual que la descomposicion de Fe(acac)s, es
necesario un autoclave capaz de resistir las drasticas condiciones experimentales.

Surfactantes pueden estar presentes [96,97].
1.5.2.4. Meétodos electroquimicos

Electrodos de hierro metalico se sumergen en una solucion de una sal de
hierro, organica o inorganica. Al pasar corriente a través de esta mezcla se
produce la oxidacion del Fe anddico y la reduccion del Fe de la sal. Las particulas
de MAG se depositan en el catodo. La reaccion puede realizarse a temperatura

ambiente [98,99].
1.5.2.5. Coprecipitacion

Es el método mas difundido debido a su simplicidad y bajo costo. La co-
precipitacion de MAG se produce a partir de una solucion acuosa de dos sales de

Fe*3 y Fe*2 (pH inicial = 1,5 debido a la acidez de las soluciones acuosas de i6n
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férrico), generalmente en relacion molar 2/1 que es alcalinizada por adicion de
una base (NaOH u otra), en general se opera a 70-80°C [100]; aunque también se
registran antecedentes respecto del uso de temperatura ambiente [101]. La
sintesis se lleva a cabo bajo un flujo de N; para remover el oxigeno y asi evitar la

oxidacion de Fe*2a Fe*3 y la obtencion de otros 6xidos de Fe (Fe2O3) [102].

Este proceso ha sido reconocido por su importancia industrial debido a su
capacidad para ser escalado, su reproducibilidad, y sus condiciones de reaccion

amigables con el medioambiente [103].

El mecanismo de formacion de los cristales de magnetita mediante
coprecipitaciéon involucra dos etapas: nucleacion y crecimiento. El proceso de
nucleacion consiste en la aparicion de una fase solida a partir de los atomos en
solucion y termina en el estado inicial de la formacion de las particulas. Para
lograr particulas de tamanos nanomeétricos es necesario aumentar el numero de
nucleos y reducir el crecimiento de los existentes [104]. En la Figura 1.6 se

ilustra el fenémeno de cristalizacion.

Limite critico de supersaturacion
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Figura 1.6. Variacion de la concentracion de cristales a lo largo del tiempo

de precipitacion. Adaptado de [105] (contenido de acceso abierto).
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En cuanto al crecimiento de los cristales, en la literatura abierta se

postulan tres mecanismos probables:
(A) Crecimiento de los nuicleos que consumen precursores de la solucion

(B) El proceso Ostwald, que tiene lugar cuando particulas grandes crecen a

expensas de disolver las mas pequenas;
(B) Fusion de varias particulas por union orientada (coalescencia).

Estos mecanismos se representan en el Esquema 1.6.

N

© ST —

Esquema 1.6. Mecanismos probables de crecimiento de nucleos de MAG

Uno de los estudios mas recientes sobre nucleacion y crecimiento de MAG
por coprecipitacion se realiz6 monitoreando el medio de reaccién en tiempo real
con crio-microscopia electronica de transmision de alta resolucion. Este articulo
afirma que en el primer minuto de reacciéon se observaron estructuras tipo gel
esparciéndose unos pocos cientos de nm, junto con pequenos agregados de

particulas de 2 nm. Estas particulas primarias no presentaron cristalinidad. A los
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6 minutos, los agregados se volvieron mas densos formando cuasi-esferas de 5 a
15 nm, ya cristalinas. A tiempos mayores estas particulas crecieron en nimero y
tamano a expensas de las primarias. A su vez, también encontraron evidencia de

coalescencia al observar particulas fusionandose entre si [106].

El mecanismo probable de la reaccion quimica de formacion de MAG mediante

co-precipitacion consta de varias etapas [107]:

(1) EI hidroxido férrico es el primer sélido en precipitar, ya que su producto de
solubilidad (Kps) es mas chico que el del ferroso. E1 pH del medio de
reaccion se mantiene en 1,5 porque la base es consumida inmediatamente

a medida que se agrega [103]:
Fe3+(ac) + 30H-(ac) —> Fe(OH)s (s)
(2) Fe(OH)s se convierte en goethita (oxihidroxido):
2Fe(OH)s (s) ——> 2 a-FeOOH (s) + 2H20 (})
(3) Alcanzando un pH de 5, precipita el hidréxido ferroso
Fe2*(ac) + 20H-(ac) ——> Fe(OH)2(s)

(4) Finalmente la goethita y el hidréxido ferroso se combinan para formar

magnetita cuando el pH es entre 9-10:

2FeOOH(s) + Fe(OH)a(s) ———> FesO4 (s) + 2H,0 (1)

Las principales limitaciones del método de coprecipitacion de MAG se
relacionan con un ineficiente control del tamano final de las nanoparticulas y la
tendencia a la agregacion. Esta tendencia se puede asociar a la gran energia

superficial de la magnetita nanométrica [108].

Las estrategias para evitar/minimizar la agregacion se relacionan con el
agregado de aditivos (surfactantes, estabilizantes), que actian a través de dos
mecanismos principales: estabilizacion estérica y estabilizacién por incorporacion

de ligandos.
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La estabilizacion estérica se logra mediante la adicion de moléculas
voluminosas (como polimeros hidrosolubles) a la solucion de sales precursoras,
restringiendo el desplazamiento de las NPMs recién formadas a través del medio
de reaccion, minimizando la agregacion [109]. El polietilénglicol (PEG) de elevado

peso molecular es uno de los mas estudiados [110,111].

La adsorcion de ligandos de distinta naturaleza sobre la superficie de los
nucleos en crecimiento tiene una doble funcion: detener el crecimiento de las
NPMs en una etapa temprana de su formacion, logrando tamanos finales
reducidos; y también pueden aportar grupos funcionales especificos que dotan a
la MAG de caracter hidrofébico o hidrofilico [112,113] . De esta manera, se puede
controlar la dispersion de las NPMs en solventes de distinta polaridad. Por
ejemplo, la repulsion electrostatica entre particulas cargadas las vuelve estables
en agua. El tamano y forma de las NPMs se puede controlar al variar la
concentracion del aditivo, siempre que se mantenga constante la concentracion

de precursores [114].

Si se eligen modificantes con determinados grupos funcionales, se
promueve la incorporacion de otras moléculas, como proteinas o entrecruzantes,

entre muchas otras [113].

1.6. Estudios previos acerca de inmovilizacion enzimatica y NPMs.

La lipasa B de Candida antdrctica (CALB) ha sido estudiada en
profundidad por el grupo de catalisis enzimatica de PLAPIQUI. A partir del
desarrollo de la tesis doctoral de la Dra. Maria Laura Foresti [116], se logré un
importante caudal de conocimientos sobre la inmovilizacion de lipasas de CALB,
Candida rugosa y Pseudomonas fluorescens en polipropileno y quitosano, como
modelos de material hidrofébico e hidrofilico respectivamente. Se aplicé como
reaccion test experimental la sintesis de oleato de etilo sin solvente. La misma se
estudio también tedricamente por métodos de mecanica molecular, analizando
las interacciones lipasa-sustrato; el mecanismo de reaccion y las interacciones
producto/sustrato y sitio activo/agua, en particular de CALB y la lipasa de

Candida rugosa.
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La Dra. Maria del Pilar Guauque Torres desarrolldo su tesis doctoral en
PLAPIQUI aplicando una nueva técnica de inmovilizacion no estudiada hasta ese
momento en el grupo [35]. Las lipasas estudiadas fueron CALB, y las de
Thermomyces lanuginosa (TLL) y Rhizomucor miehei (RML). En particular, los
derivados de CALB preparados como enzimas agregadas entrecruzadas (Cross
Linked Enzyme Aggregates o CLEAs) se evaluaron usando también como reaccion
test la sintesis de etiloleato por esterificacion sin solvente. Se registré el fenomeno
de hiperactivacion para la mayoria de estos derivados de CALB preparados. Es
decir, la enzima en forma de CLEAs result6 mas activa que su forma libre para la

sintesis de etiloleato.

Ademas, la Dra. Guauque Torres evaluo la determinacion de proteina en
los preparados liquidos comerciales de lipasas disponibles en el laboratorio
mediante la precipitacion con (NH4)2SO4. La presencia de estabilizantes, aditivos,
acidos nucleicos, macromoléculas y otras proteinas imposibilita la precipitacion
selectiva de la proteina proveniente de lipasa; por lo tanto el resultado de la
precipitacion hace referencia a la masa de proteina precipitable (PP). Se asume

que cantidades crecientes de PP implican cantidades crecientes de lipasa.

En la tesina de grado “Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de
magnetita-quitosano” realizada por esta tesista se comprob6é que, bajo
condiciones de coprecipitacion controladas, se obtenia un 6xido de hierro de color
negro que respondia a la aplicacion de un campo magnético y que ademas tenia
un difractograma de rayos X igual al de la magnetita pura, disponible en
numerosas bases de datos abiertas. En cuanto a las propiedades magnéticas, la
magnetometria de muestra vibrante (VSM) demostré que las particulas obtenidas
por coprecipitacion eran superparamagnéticas, debido al tamano reducido de los
cristales formados (alrededor de los 10 nm). Por lo tanto, se concluyé que el

compuesto sintetizado bajo esas condiciones era mayormente magnetita [102].

Entonces, lo que se busca en este trabajo es, combinar los conocimientos
adquiridos por el grupo en sintesis de nanoparticulas magnéticas con la
inmovilizacion de lipasas y aplicarlos en la preparacion de un biocatalizador de

alta actividad y estabilidad, utilizando herramientas de nano y biotecnologia.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis: es posible formular biocatalizadores eficientes a base de un soporte

magnético y CALB.

Objetivos:

>

Optimizar las condiciones de sintesis de nanoparticulas de magnetita en
presencia de estabilizantes que permitan controlar su tamano y la
agregacion (concentracion y naturaleza quimica) a partir del método de co-

precipitacion.

Explorar distintos materiales de recubrimiento para funcionalizar las
particulas con grupos amino, promoviendo la interaccion posterior con la

lipasa a inmovilizar (quitosano, lisina).

Evaluar variables determinadas en la preparacion del biocatalizador a
base de CALB inmovilizada en los soportes magnéticos funcionalizados
nano y macroparticulados: concentraciones de enzima y de entrecruzante o

aditivo (en caso de ser utilizado).

Explorar distintas vias de inmovilizacion alterando el protocolo
experimental para lograr biocatalizadores activos y estables en la reacciéon

de interés: entrecruzamiento pre- y post-inmovilizacion.

Estudiar los parametros que aseguran viabilidad e implementacion
practica de los biocatalizadores (estabilidad en el tiempo de

almacenamiento, costo, estabilidad operacional).

Encontrar una metodologia analitica adecuada y confiable para cuantificar
la lipasa inmovilizada, combinando la técnica tradicional de espectroscopia

UV-Vis con emision atomica-ICP.

Caracterizar los materiales obtenidos por microscopia electronica de
barrido y por transmision (SEM/TEM), espectroscopia de rayos X
dispersados (EDX), espectroscopia infrarroja por reflectancia difusa

(DRIFTS) y otras seguin sea necesario.
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1.8. Organizacion de la Tesis

La presente Tesis consta de ocho capitulos. En este primer capitulo se
introducen conceptos basicos sobre catalisis enzimatica y sintesis de
nanoparticulas de magnetita. Asimismo, se presentaron los objetivos propuestos

para el trabajo.

En el capitulo II se detallan los métodos experimentales para la
inmovilizacion de la enzima estudiada y la determinacion de su actividad
catalitica. También se describen las técnicas de caracterizacion aplicadas y los

tratamientos de las muestras en cada una.

El capitulo III estudia la sintesis de nanoparticulas de MAG por
coprecipitacion en presencia de diferentes estabilizantes y su posterior

funcionalizacién.

El capitulo IV consiste en el estudio de la inmovilizacién covalente de CALB

a través de GLUT sobre el NPMs modificadas con quitosano.

En el capitulo V se realiza un analisis sistematico de la influencia de la
cantidad de entrecruzante (GLUT y/u otro) y lipasa ofrecida sobre la actividad y

estabilidad de CALB inmovilizada en NPMs modificadas con quitosano.

El capitulo VI esta dedicado a la aplicacion de diferentes técnicas analiticas
para la cuantificacion de proteinas, con el propésito de calcular la cantidad de

enzima inmovilizada.

El capitulo VII estudia la influencia tanto del protocolo de inmovilizacion
(GLUT antes o después de inmovilizar la enzima) como de la concentracion del
entrecruzante, con el objeto de optimizar la actividad y estabilidad del

biocatalizador.

En el capitulo VIII se exponen las conclusiones globales de todo el trabajo

de tesis y se indican lineamientos generales para investigaciones futuras.
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En este capitulo de describen los lineamientos generales de las
metodologias experimentales empleados en todo el trabajo de tesis.
Oportunamente se ahondara en cada procedimiento en particular a lo largo de los

proximos capitulos.

2.1. Reactivos

Sulfato ferroso heptahidratado, cloruro férrico hexahidratado, hidréxido
de sodio y biftalato de potasio (Anedra, Argentina), hidroxido de amonio (Merck,
Argentina) dodecilsulfato de sodio, acido oleico (94% acidez Anedra, Alemania),
etanol absoluto, éter etilico y heptano Dorwill, acetona y acido acético (Cicarelli
Argentina) , lisina clorhidrato (BDH Biochemicals, Inglaterra), quitosano
(Chitoclear, Islandia), Liposyme CALB-L batch LCN02103 y Novozyme 435
donados por Novo Nordisk (Brasil), fenolftaleina (Anedra, China), 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTS, Avocado Research Chemicals Reino Unido),
glutaraldehido al 25% (Fluka), albumina de suero bovino al 30% (Wiener
Argentina), reactivo de Bradford (Bio-Rad, Estados Unidos), cloruro de sodio
(Anedra, Dinamarca), poli-etilénglicol 35000 (Fluka, Suiza),

hexametiléntetraamina (Biopack), acido clorhidrico (JT Baker, México).

2.2. Métodos experimentales

2.2.1. Inmovilizacion de la enzima.

La inmovilizacion se llevé a cabo poniendo en contacto 100 mg de un
determinado soporte (MAG con modificantes) con 17 mL de una soluciéon de
CALB 0,6 mg/mL (10,3 mg PP/mL) en agua destilada (pH=5,7) durante 7 horas
con agitacion magnética intensa (1000 rpm). Finalmente el catalizador con CALB
inmovilizada se aislo por decantacion magnética, se realizaron 3 lavados con agua
destilada y se seco a 37 °C hasta el dia siguiente. Se almacenoé en heladera a 4 °C

hasta su uso.
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2.2.2. Reaccion test y muestreo.

Se agitaron magnéticamente 1 g de AO, 200 uL H>O, 150 uL de etanol
absoluto y masas variables de catalizador durante 3 horas a una temperatura
determinada en un vial de vidrio de 10 mL de capacidad, con una tapa a rosca

perforada envuelta en teflon.

Para tomar muestras representativas de esta mezcla multifasica, la
misma fue homogeneizada al final de la reaccion agregando 1,5 mL de etanol
absoluto, agitando magnéticamente a 1000 rpm por 5 segundos y en menos de
un minuto el vial se peso, el catalizador se decant6 con un iman de Nd y se
extrajo una alicuota mediante una jeringa provista de una aguja de puncion
lumbar. En un erlenmeyer sellado con teflon y pesado previamente, se inyecto la
muestra inmediatamente para determinar su masa. En el Esquema 2.1 se

representa este procedimiento.

Todo el proceso de muestreo fue disenado para evitar la evaporacion del

etanol, lo cual alteraria la proporciéon de ese reactivo respecto de los demas.

Las alicuotas fueron disueltas en 10 mL de etanol/etiléter (1/1) y
tituladas con KOH etanodlico en presencia de fenolftaleina, determinando la

cantidad de acido graso remanente.

Se tomaron dos muestras de cada medio de reaccion y los valores de

conversion se promediaron con menos de 1% de diferencia.

En los casos donde el catalizador utilizado fue Novozyme® 435, la toma
de muestra se realizd6 segun el protocolo optimizado por Foresti y Ferreira [1].
Brevemente, al finalizar la reaccion el vial se agito manualmente de manera
enérgica por 1 minuto y luego, con agitacion magnética a 1000 rpm, se extrajeron
dos muestras mediante una jeringa y las mismas se depositaron en erlenmeyers

sellados.

2.2.3. Test de leaching

Se agregaron 500 uL de la mezcla de reaccion de esterificacion

homogeneizada (separada del catalizador) a una mezcla de reaccion fresca (1 g de
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AO, 200 uL H0, 150 pL de etanol absoluto) y se agitd6 magnéticamente durante 3
horas a la misma temperatura que se habia realizado la reacciéon con catalizador
magnético. En este caso, la toma de muestra se realizé6 segin el protocolo
reportado en [1]. Para el calculo de conversion se tuvo en cuenta el AO fresco y el

aportado por la alicuota de 500 uL.

1,5 mL 1000 rpm
EtOH 5 segundos
_—>
Mezcla de reaccién
multifasica: 1 g AO, Fase liquida
Iman N
200 L H,0, 150 pl EtOH, man Nd homogénea

Esquema 2.1. Toma de muestra de la sintesis de oleato de etilo con catalizador

magneético.
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2.3. Técnicas de caracterizacion.

Se aplicaron diferentes técnicas de caracterizacion con dos fines
principales: i-determinar propiedades de interés de los materiales preparados,
fundamentalmente los soportes y sus derivados/precursores; ii-las lipasas y los
biocatalizadores obtenidos.

En la Tabla 2.1 se resumen dichas técnicas con la informacion provista por

cada una.

Tabla 2.1. Técnicas de caracterizacion empleadas

Técnica

Caracteristicas a observar

Equipamiento

DRIFTS

DLS

Electroforesis Laser
Doppler

TEM

SEM-EDX

Absorcion atémica
de llama

Emision atémica-ICP

Analisis elemental de
productos de
calcinacion

Espectroscopia UV-
Vis

Presencia de grupos
funcionales

Diametro hidrodinamico
Polidispersion
Potencial ¢

Tamafio y morfologia de
particula

Morfologia superficial-
Anélisis elemental cualitativo

Contenido de hierro

Contenido de azufre, silicio

Contenido de C-N-H

Estimacién de carga
enzimatica. Especiacion de
GLUT

Nicolet Smart Collector

Malvern Zetasizer Nano

Malvern Zetasizer Nano

JEOL 100 CX |

LEO EVO 40-XVP
Perkin EImer AAnalyst
700

Shimadzu Secuencial
1000 modelo 111

Perkin Elmer Series 11
CHNS/O Analyser 2400

PG Instruments T60
Spectrophotometer

Seguidamente, se describen los principios teéricos en los que se basan
cada una de ellas, detallando el tratamiento o preparacion que las muestras

requirieron en cada caso.
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2.3.1. Espectroscopia de reflectancia difusa en el infrarrojo con Transformada de
Fourier (DRIFTS)

La espectroscopia infrarroja es una técnica que permite identificar los
grupos funcionales que componen una muestra a partir de vibraciones
caracteristicas en el espectro infrarrojo, y con ello dar una indicacion de su
naturaleza quimica. Un espectro infrarrojo identifica los movimientos
vibracionales caracteristicos de un enlace dentro de una molécula. Dichos
movimientos vibracionales pueden ser de tension (cambio de la longitud del
enlace pero no del angulo), o de torsion (cambio del angulo del enlace pero no de
la longitud). La energia que se requiere para que las moléculas pasen de un
estado vibracional fundamental al primer estado excitado de vibracion es de 1-10
Kcal/mol. Esta es la energia de la radiacion electromagnética en la region
infrarroja (nimero de onda=4000-400 cm-!). Si un haz de luz en el rango de la
radiacion infrarroja incide sobre la molécula, la luz puede ser absorbida
cambiando el momento dipolar del enlace, y generando un estado vibracional
excitado que podra ser registrado con el equipo de infrarrojo (IR). El
espectrometro en cuestion posee un haz de referencia que permite cuantificar la
cantidad de energia transmitida (transmitancia) a la muestra en una longitud de
onda determinada. La medicion de energia transmitida no es posible en algunas
muestras como polvo, papel y gomas. En estos casos las técnicas de reflexion,
como la reflectancia difusa, representan una alternativa viable. La reflexion
difusa tiene lugar cuando un haz de radiacion, en el rango del IR, choca con una
muestra rugosa que posee diferentes planos sobre los cuales el haz puede
reflejarse en multitud de angulos diferentes al incidente. Este efecto se observa en
el Esquema 2.2. Estos haces reflejados son filtrados y colectados por un detector
que genera el espectro de la muestra. El espectro obtenido usando la reflectancia
difusa es similar al obtenido por transmitancia, pero el procesamiento de la
muestra es mucho mas sencillo ya que so6lo es necesario diluirla al 1% con KBry

analizar el polvo homogenizado, sin necesidad de preparar pastillas [2].
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thaz Tncidonts Componente especular

Componente difuso

Zl

Aire

Muestra

Esquema 2.2. Representacion de la reflexion de radiacion por superficies
rugosas. Disponible en:
http:/ /karin.fq.uh.cu/~cnvl/qf/docencia/pregrado/espectroscopia/Tomo_1_PDF
/IR1.pdf

Al ser la magnetita un material opaco e insoluble, la técnica DRIFTS es
mas adecuada que la tradicional de transmision. Para el analisis de los soportes
magnéticos y los biocatalizadores, se mezclaron manualmente en un mortero de 2
a 5 mg de muestra con 100 mg de KBr seco y luego se transfirio al portamuestra.

El blanco se registré con KBr puro. El equipo se mantuvo purgado con nitrégeno.

2.3.2. Espectroscopia de Emision Atomica con atomizador de plasma acoplado

inductivamente (AE-ICP)

Una de las formas de atomizar una muestra y al mismo tiempo promover
transiciones electronicas es el empleo de una fuente de plasma acoplado
inductivamente (ICP), el cual consiste en una antorcha de argon ionizado rodeada
de una bobina de induccion de radiofrecuencia ilustrada en la Figura 2.1. La
muestra se introduce dentro de la antorcha mediante un flujo de argén (Figura
2.2). Los electrones experimentan transiciones electronicas como consecuencia de
la alta temperatura, pero este estado excitado dura muy poco tiempo (fracciones
de segundo). La relajacion de los atomos de la muestra en este plasma emite una
radiaciéon de lineas caracteristicas de cada elemento cuya intensidad es

proporcional a la concentracion [3].
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Al analizarse muestras en estado liquido (sobrenadantes de
inmovilizacion y aguas de lavado), no se requiri0 ninguna preparacion ni

tratamiento de las muestras.

En los casos donde las muestras fueron soélidas (soportes y
biocatalizadores), una masa conocida -7 a 15 mg- se dispersé y sonic6é en 10,0
mL de HCl al 15% y se calenté a 45 °C hasta la total desintegracion de la
magnetita. Cuando residuos de material polimérico permanecieron en

suspension, la muestra fue filtrada previo a su analisis.

Figura 2.1. Tipica fuente de plasma de acoplamiento inducido. Reproducido de

[4] con permiso de la editorial.
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Figura 2.2. Nebulizador para la inyeccion de muestra en la fuente de plasma.

Reproducido con permiso de [4].

2.3.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido es una técnica que permite la
observacion y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos,
entregando informacioén morfologica del material analizado. Para ello, se hace uso
de un haz de electrones que enfoca sobre la muestra con ayuda de electroimanes,
lo que permite obtener imagenes con un nivel de resolucién cuatro 6rdenes de
magnitud superior a la de un microscopio 6ptico (0.2 A frente a 20004).

La técnica consiste en hacer incidir un haz de electrones sobre la muestra
a analizar. Los electrones que impactan interactian de diferentes maneras con la
muestra, y se dispersan dando origen a multiples sefiales con mayor o menor
energia. Particularmente, la imagen de microscopia electronica se construye con
la senal de electrones secundarios (electrones de baja energia <50eV) que son
detectados en el equipo y transformados en una imagen tridimensional [2]. La
Figura 2.3 esquematiza la disposicion de los componentes del equipo.

Las muestras se aplicaron como polvo metalizadas con oro mediante un

revestidor de bombardeo i6nico (marca SPI).
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Figura 2.3. Representacion de un microscopio electronico de barrido (SEM)

Disponible en: https://mahara.org/view/view.php?id=50413.

2.3.4. Microscopia electronica de transmision (TEM)

La técnica TEM permite la visualizacion de muestras a gran aumento. La
imagen representa la transmision de un haz de electrones a través de una
muestra. Las variaciones de amplitud y fase en el haz transmitido proporcionan
contraste de imagen que es una funcion del grosor de la muestra (la cantidad de
material por la que debe pasar el haz de electrones) y el material de la muestra
(los atomos mas pesados dispersan mas electrones y por lo tanto tienen una

camino libre medio de electrones mas pequeno que los atomos mas ligeros)[5].
La Figura 2.4 esquematiza la disposicion de los componentes del equipo.

Las muestras solidas en polvo se dispersaron en etanol (5-10 mg/mL) y
se sometieron a tratamiento con ultrasonido durante por aproximadamente una
hora. Unas gotas de esta suspension se depositaron sobre una rejilla de cobre de

200 mesh y se secaron a temperatura ambiente.
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Figura 2.4. Representacion de un microscopio electréonico de transmision (TEM).

Disponible en: http:/ /www.biologia.edu.ar/microscopia/microscopial.htm

2.3.5. Dispersion de luz dinamica (DLS)

El principio que permite emplear DLS para medir diametro hidrodinamico
de particulas se basa en que las particulas pequenias y las moléculas que estan
en movimiento térmico aleatorio constante, llamado movimiento browniano,
difunden a una velocidad inversamente proporcional a su tamano: particulas mas
pequenas difunden mas rapido que las particulas mas grandes. La velocidad del
movimiento browniano también es determinada por la temperatura, por lo tanto
la precisién en el control de temperatura es esencial para una exacta medicién
tamano. La velocidad de difusion es determinada a partir del patron producido
por la iluminacion de las particulas con un laser. La intensidad de dispersion en
un angulo especifico fluctia con el tiempo, y esto se detecta utilizando un
detector de fotodiodos de avalancha (APD). Los cambios de intensidad se analizan
generando una funcién de correlacion (ver Figura 2.5). Los datos provenientes de

esta curva son transformados en medidas de diametro hidrodinamico y
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distribucion de tamanos, a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein (Ecuacion.

2.1).

Ecuacion 2.1. Relacion de Stokes-Einstein Dh=kg T
3nD
Dh es el diametro hidrodinamico, kg constante de Boltzmann, T la

temperatura absoluta y D es el coeficiente de difusion traslacional.

Intensidad de luz Funcion de Distribucién de
dispersada correlacion tamafos

Figura 2.5. Representacion del comportamiento de la luz al interaccionar con

particulas pequenas o grandes en suspension. Adaptado de [7].

El coeficiente de difusion traslacional dependera tanto del “ntcleo” de la
particula como de la estructura de la superficie y la presencia de iones en el
medio liquido. Por esta razéon, los tamanos registrados por DLS pueden ser
mucho mayores que los observados en microscopia [6]. La Figura 2.6 ilustra este

efecto.
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Figura 2.6. Ilustracion del fenomeno en el que el Dh es mayor que el tamano del

nucleo de la particula.

La distribucién de Dh puede ser informada por el software del equipo de
tres formas distintas: intensidad, volumen o numero. Estos mecanismos de

ponderacion dependen del principio de mediciéon que se utilice.

-Intensidad: Las técnicas de dispersion dinamica de la luz daran una distribucion
ponderada de la intensidad, donde la contribucién de cada particula en la
distribucion se relaciona con la intensidad de la luz dispersada por esa particula.
Por ejemplo, usando la aproximacion de Rayleigh, la contribuciéon relativa para
particulas muy pequefias sera proporcional al tamano. La aproximacion de
Rayleigh relaciona la intensidad Ide la luz dispersada por una particula en un
haz de luz de longitud de onda A con la intensidad incidente, I; cuando el tamano

de la particula es significativamente menor a A.

-Numero: Una técnica de recuento como el analisis de imagenes dara una
distribucion ponderada en numero en la que cada particula recibe igual
ponderacion independientemente de su tamano. Esto es mas tutil cuando es
importante conocer el numero absoluto de particulas - en la deteccion de
particulas extranas por ejemplo - o donde se requiere alta resolucion (particula

por particula).
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-Volumen: Las técnicas de dispersion estdtica de la luz, tales como la difraccion
laser, daran una distribucion ponderada en volumen. Aqui la contribucion de
cada particula en la distribucion se relaciona con el volumen de esa particula
(equivalente a masa si la densidad es uniforme). Es decir, la contribuciéon relativa
sera proporcional al tamano. Esto es a menudo extremadamente util desde una
perspectiva comercial ya que la distribucién representa la composicion de la
muestra en términos de su volumen / masa y, por tanto, su potencial valor

economico [6].

Cuando se comparan los datos del tamano de particula para la misma
muestra medida por diferentes técnicas, los tipos de distribucion que se miden e
informan pueden producir resultados muy diferentes. Esto se ilustra claramente
tomando como referencia una muestra compuesta por igual numero de particulas
con diametros de S y 50 nm. La distribucion ponderada en numero da igual
ponderacion a ambos tipos de particulas, haciendo hincapié en la presencia de
particulas mas finas de 5 nm. La distribucion ponderada en términos de
intensidad muestra una sefial un millon de veces mas elevada para las particulas
mas grandes que 50 nm. La distribucion ponderada en volumen es intermedia

entre los dos, como se observa en la Figura 2.7.

Numero Volumen Intensidad
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2 2 =
S 1 1 = 1,000 s 1,000,000
© 3 ge
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Figura 2.7. Distribuciones de Dh de una misma muestra expresadas en numero,

volumen o intensidad.
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Para las mediciones de Dh, 1 mg de muestra sélida se dispersé en 10 mL
de agua destilada bajo tratamiento con ultrasonido. 1 mL de la suspension se
coloco en una celda descartable de poliestireno de 12 mm de camino o6ptico. La
misma se muestra en la Figura 2.9a. Se realiz6 una serie de entre 12 y 100

corridas. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

2.3.6. Microelectroforesis Laser Doppler

El potencial zeta ({ pot), también conocido como potencial electrocinético,
es una medida de la carga eléctrica "efectiva" sobre la superficie de las particulas
y permite inferir la estabilidad de carga de las particulas coloidales. Cuando una
particula tiene una carga superficial neta, la carga es "apantallada" por una
concentracion aumentada de iones de carga opuesta cerca de la superficie de las
particulas. Estos iones que rodean a la particula constituyen la capa de Stern.
Esta capa de iones con carga opuesta se mueve con la particula, y junto con la
capa de carga superficial y los iones cargados de forma opuesta se denominan
doble capa eléctrica (ver Figura 2.8). El (pot es una medida de la diferencia de
potencial entre la capa difusa y el fluido en el que se dispersa una particula. Las
particulas con un {pot positivo se unen a las superficies cargadas negativamente,

y viceversa.

La medicion se realiza aplicando un campo eléctrico a través de la
dispersion. Las particulas migraran hacia el electrodo de carga opuesta. El
cambio de frecuencia o fase de un haz laser incidente, causado por el movimiento
de las particulas, se mide como la movilidad electroforética, y ésta es convertida
matematicamente a {pot mediante la ecuaciéon de Smoluchowski o Huickel. Estas
son los dos casos limite de la relacion entre movilidad electroforética y {pot. El
primero es aplicable a particulas grandes con bicapas eléctricas delgadas,
mientras que el segundo es valido si las particulas son muy pequenias y por lo

tanto su bicapa eléctrica es mas gruesa [7].
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Figura 2.8. Representacion de la doble capa eléctrica alrededor de una particula

cargada negativamente (adaptado de [8]).

La misma dispersion preparada para DLS se transfirio a la celda para
electroforesis (Figura 2.9b.) mediante una jeringa sin aguja evitando el ingreso de

burbujas de aire.

Figura 2.9. a)Celda de medicion de diametro hidrodinamico. b)Celda para la

medida de potencial Z (disponible en malvern.com)
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2.3.7. Espectroscopia de absorcion molecular Ultravioleta-Visible (UV-V)

La radiacion UV-V es capaz producir transiciones en los niveles
energéticos de los electrones en las moléculas. En el caso de la espectroscopia
UV-V molecular, la absorcion de la radiacion electromagnética en el rango UV-V
por parte de las moléculas de una muestra puede utilizarse para la identificacion
de compuestos asi como para el analisis cuantitativo de muestras mediante la
aplicacion de la Ley de Lambert-Beer (A = ¢ b C) y la comparacion con patrones
de concentracion conocida, donde A es la absorbancia, b es el camino 6ptico
expresado en cm, C es la concentracion molar de la muestra y ¢ es la

absortividad molar en L'mol--:cm-! [5].

Las muestras analizadas por esta técnica requirieron diferentes
tratamientos y blancos de reactivos, por lo que se detallaran oportunamente a lo
largo de los proximos capitulos. La celda utilizada fue una de cuarzo de 1 cm de

camino o6ptico.
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En este capitulo se analiza la influencia de la naturaleza y concentracion
del estabilizante sobre las propiedades fisicoquimicas de las particulas
magnéticas sintetizadas por coprecipitacion. El proposito de este estudio fue
lograr un control sobre el tamano, polidispersion y carga superficial de los

materiales a utilizar como soporte de la lipasa en el disefio de biocatalizadores.

Para estos fines, se emplearon poli-etilénglicol (PEG) de alto peso molecular
(35000 Da), hexametiléntetraamina (HMTA), acido oleico (AO) y dodecilsulfato de
sodio (SDS). En todos casos el compuesto modificante estuvo presente en el

medio de reaccion antes del agregado de base.

Posteriormente se exploran dos rutas de funcionalizacion de las
nanoparticulas preparadas, para proveer de grupos amino (-NH») a la superficie
de las particulas, con el objeto de intensificar la afinidad quimica del soporte
magnético con la enzima a inmovilizar. Las estrategias adoptadas fueron la

nanoprecipitacion de quitosano (QUIT) y adsorcion de lisina (LIS).

Las diferentes formulaciones fueron caracterizadas por TEM, SEM-EDX,

DRIFTS, electroforesis y DLS.
3.1. Introduccion

El interés en la sintesis de nanoparticulas de magnetita (MAG) con
estructuras bien definidas surge de las propiedades fisicoquimicas notablemente
distintas entre particulas con distintos tamanos y formas. Estructuras como
esferas [1], octaedros [2], bastones [3], cubos [4], cascaras huecas [5], placas [6],
entre otras [7] se han sintetizado con diversa precision en el control del proceso,
utilizando distintos métodos de sintesis. Este control es en parte alcanzado
mediante la introduccion de estabilizantes en el medio de reaccién, los cuales
pueden afectar significativamente la solubilidad y propiedades anisotropicas del
material inorganico, llevando al ordenamiento de los atomos hacia

configuraciones variadas desde la escala nano a micro.

Como se mencion6é en el capitulo I, la coprecipitacion de MAG es
frecuentemente realizada en presencia de estabilizantes de muy variada

naturaleza. Estas sustancia pueden cumplir diferentes roles, como funcionalizar
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la superficie de las particulas, minimizar la agregacion y controlar la forma y
tamano de los cristales. Algunas sustancias conducen a la cristalizaciéon selectiva

en geometrias especificas segun su concentracion [8].

Se seleccionaron estabilizantes organicos de diferente naturaleza, cuya

estructura molecular se muestra en el esquema 3.1.

Acido oleico

HO

O . .
0 Dodecilsulfato de sodio
- \S/
a
7 o
(0]
N
N——N H OH
SN~ n

Hexametiléntetraamina Polietilénglicol

Esquema 3.1. Estructuras de AO, SDS, HMTA y PEG.

En la literatura abierta, el AO es comunmente empleado como surfactante
para minimizar la agregacion de las particulas magnéticas, aun cuando es
agregado al medio de reaccion después de la base. Es decir, una vez que la MAG
ya se ha cristalizado [9-11]. En cambio, en este trabajo, el AO esta presente,

inicialmente, en contacto con la solucion de Fe*2/Fe*3 previo al momento de la
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adicion de la base. Esto permite evaluar si ejerce algiin efecto en el proceso de

crecimiento de los cristales.

El SDS es capaz de estabilizar suspensiones de nanoparticulas de diversos
materiales como oro, silice, magnetita u o6xido de cobre, entre otros [12-15].
Ademas, el control de la forma de las particulas puede ejercerse a través de la

concentracion de SDS [8].

La HMTA es ampliamente utilizada como molécula directora del
crecimiento de cristales de distintas sustancias, tales como o6xido de cinc
(bastones) [16], hidréoxido férrico (nanoplacas) [17], oxido de uranio, aluminio y
circonio (esferas) [18], akaganeita, goethita y hematita de varias geometrias [19], y
ferrita de cobre [4]. En cuanto a MAG, el método utilizado para obtener
particulas de forma controlada por la HMTA es generalmente el hidrotermal [20-

22].

Como estabilizante polimérico, se seleccioné el PEG de alto peso molecular.
Los PEGs comprenden una familia de polimeros hidrofilos ampliamente utilizados
en productos meédicos, farmacéuticos, cosméticos, industriales y alimenticios.
[23]. Como estabilizante de particulas magnéticas, existen reportes del uso de
PEGs como aditivo del medio de reaccion [24], asi como unico solvente, en
reemplazo del agua [25]. En la literatura abierta, no hay un consenso sobre el
mecanismo por el cual este polimero estabiliza las nanoparticulas de MAG. De
todas maneras, en este capitulo lo que se busca determinar es si hay variaciones
en las propiedades finales del material obtenido segin las condiciones

experimentales aplicadas.

Con respecto a la funcionalizacion con grupos amino, se seleccioné el
quitosano (QUIT) y la lisina (LIS) como materiales proveedores de estos grupos
funcionales. La estructura molecular de estos aditivos se muestra en el Esquema

3.2.
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Esquema 3.2. A-Estructura molecular de la lisina y valores de pKa de cada grupo
ionizable. B-Quitosano

El biopolimero QUIT ya se habia explorado con anterioridad como soporte
s6lido en forma de escamas para inmovilizacion enzimatica por adsorcion simple
[26]. En esta tesis, en cambio, se plantea aplicar la técnica de nanoprecipitacion
adaptada para obtener nanoparticulas de MAG recubiertas (total o parcialmente)
de grupos amino de QUIT. La nanoprecipitacion consiste en la adicion lenta de
una solucion de polimero a un medio en el que el que este compuesto no es

soluble, produciéndose una precipitacion controlada [27].

Considerando que los atomos de hierro expuestos del 6xido son capaces de
coordinarse con bases de Lewis, los aminoacidos (AA) surgen como una opcion
atractiva gracias a su bifuncionalidad quimica que cumple con las caracteristicas
requeridas: el grupo funcional compatible con la MAG (carboxilatos) y los aminos,
que dotan de reactividad frente a proteinas que se quieran inmovilizar o bien

otras moléculas que actien de espaciadores o entrecruzantes.

Los AA tienen la estructura general que se muestra en el Esquema 3.3

[28].
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Esquema 3.3. Estructura molecular de un aminoacido genérico

El grupo lateral -R puede presentar una naturaleza variable, esto es, neutro o
cargado, acido o basico, polar o apolar. El caracter de R puede alterar
significativamente la hidrofilicidad de la molécula, y por lo tanto del material

sobre el que se adsorba.

La LIS fue elegida por contar con una cadena lateral aminada, que
aumenta el namero de grupos funcionales reactivos. Ademas, es en general el AA
que provee los grupos NH; en la estructura de las proteinas. Estos grupos —-NH
son utiles para el posterior entrecruzamiento con grupos aldehido a través de
diferentes tipos de reacciones, como formacion de bases de Schiff (enlaces C=N)

entre otras, que se detallaran en profundidad en el capitulo IV.

La modificacion de MAG con AA ha sido reportada mayormente por
coprecipitaciéon para diversas aplicaciones, pero son escasos los trabajos
publicados para inmovilizacion de enzimas. Algunos estudios incluyen el AA en la
solucion de sales precursoras [29-33|, mientras que otros lo incorporan una vez
formado el oxido, luego del agregado de base [34-40]. Observando las
micrografias TEM de estas publicaciones, es notoria la aglomeracién obtenida

mediante el primer procedimiento.

Ahmadi y col. estudiaron la aglomeracion de nanoparticulas de MAG-
cisteina. Emplearon dos protocolos: agregar el AA Unicamente antes de la base, o

bien en los dos momentos, antes y después de la coprecipitacion. El efecto
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dispersante que tuvo la segunda capa de cisteina fue evidente por TEM y por PCS
(photon correlation spectroscopy). El diametro hidrodinamico de los cimulos se

redujo de 164 a 41 nm cuando la segunda capa de AA fue incorporada [41].

El proposito de este capitulo es sintetizar particulas de MAG de forma y
tamano controlado por el método de coprecipitacion en presencia de
estabilizantes, para evaluar si las propiedades fisicoquimicas de las particulas
que componen el soporte (como tamano, forma y carga superficial) tienen un
impacto en la capacidad de carga de la enzima y en la performance de los

biocatalizadores preparados.

Las clasicas técnicas de caracterizacion para cristales magnéticos
(difraccion de rayos X (XRD), magnetometria de muestra vibrante (VSM) y
espectroscopia Mdssbauer) no fueron consideradas para este trabajo ya que no
aportarian nueva informacion util acerca de los materiales preparados en el

marco de interés de la presente Tesis.

Por ejemplo, XRD permite reconocer la estructura cristalina de los sélidos.
En el caso de la coprecipitacion de MAG, un subproducto posible es la maghemita
(y-Fe2O3), formada por oxidacion parcial de los iones ferrosos. Su patron de
difraccion de rayos X es igual al de MAG, por lo que no pueden diferenciarse por

esa técnica.

La espectroscopia Mossbauer, puede ser util para estimar la
estequiometria de los iones Fe2+ y Fe3*, dando una idea de la pureza de la MAG
preparada [42]. De todas maneras, sabiendo que bajo condiciones ya estudiadas
el producto principal en la coprecipitacion es MAG [43], el porcentaje de pureza
no seria un dato necesariamente util en la aplicacion como soporte de

inmovilizaciéon de enzimas.

La VSM permite trazar la curva de magnetizacion y determinar asi la
magnetizacion de saturacion (Ms), remanencia y coercitividad. El requerimiento
del superparamagnetismo y alta Ms en las NPMs es muy importante para las
aplicaciones biomédicas. Estas propiedades permiten localizar las NPMs en el

area deseada del organismo y elevar su temperatura bajo un campo magnético, lo
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cual dispara la liberacion de un farmaco [44]. Para la aplicacion de inmovilizar
enzimas, el magnetismo intrinseco de la MAG es la propiedad de interés para la
decantaciéon magnética, que puede comprobarse simplemente con imanes de alta
potencia comerciales. Ademas, la técnica VSM se habia empleado en un trabajo
previo en el que se comprobd que las particulas preparadas por coprecipitacion

en las condiciones seleccionadas resultan superparamagnéticas [43].

3.2. Experimental
3.2.1. Coprecipitacion de MAG

3.2.1.1. Con hexametiléntetraamina (HMTA) o poli-etilénglicol (PEG) como

estabilizante

Para obtener 500 mg de MAG, 0,6007 g de FeS0O4+.7HO y 1,1681 g de
FeCls.6H20 se disolvieron en 33 mL de agua destilada. Se agregaron 0,25; 0,5 0 1
g de HMTA o PEG y se calent6é a 70 °C purgando el reactor con nitrogeno. Una vez
alcanzada esta temperatura, se agregaron 8,7 mL de NaOH 5 M con velocidad
controlada (2 gotas = 0,1 mL por segundo). La mezcla fue agitada
magnéticamente a 700-800 rpm por media hora mas desde la finalizacion del
agregado de base. El solido se decanté con ayuda un iman de Nd, retirando el
sobrenadante y lavando con agua destilada hasta neutralidad. A estos productos
se los llamara Hi y Pi donde “i”

respecto de MAG (05, 1, 2).

denotara la proporciéon de estabilizante utilizado

3.2.1.2. Con HMTA y PEG como co-estabilizantes

Para obtener 500 mg de MAG, 0,6007 g de FeSO4.7HO y 1,1681 g de
FeCl;.6H20O se disolvieron en 33 mL de agua destilada. Se agregaron masas
iguales de HMTA y PEG para que juntas sumen 250, 500 o 1000 mg. La solucién
se calent6 a 70°C purgando el reactor con nitréogeno. Una vez alcanzada esta
temperatura, se agregaron 8,7 mL de NaOH 5 M a 0,1 mL por segundo. La mezcla
fue agitada magnéticamente a 700-800 rpm por media hora mas desde la

finalizacion del agregado de base. El sélido se decanté con ayuda un iman de Nd,
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retirando el sobrenadante y lavando con agua destilada hasta neutralidad. A

estos productos se los llamara PHi donde “i” denotara la proporcion de

estabilizantes utilizada respecto de MAG (05, 1, 2).
3.2.1.3. Sintesis con PEG mediante co-precipitacion inversa

En esta preparacion, las cantidades de sales de hierro y estabilizante son
las mismas que P2, pero es esta solucion la que es agregada con velocidad

controlada al hidréxido de sodio a 70°C. A esta formulacion se la llamara P2I.

3.2.1.4. Con acido oleico como estabilizante.

Se agrego un exceso de NaOH 5 M (8 mL) a una emulsion formada por 2
mL de AO y 33 mL de una soluciéon acuosa de cloruro férrico hexahidratado (4,3
mmoles) y sulfato ferroso heptahidratado (2,15 mmoles). El agregado se realizo
con velocidad controlada (aproximadamente 0,1 mL por segundo) bajo atmoésfera
de nitrogeno a 70 °C con agitacion magnética. La mezcla fue agitada
magnéticamente a 700-800 rpm por media hora mas desde la finalizacion del
agregado de base. El solido se decanté mediante un iman de Nd. Para purificar el
producto obtenido, se retiré el sobrenadante y se lavé con una mezcla de agua-
etanol absoluto 1/1 para eliminar el AO no adsorbido, y las impurezas (cloruros,
sulfatos e hidroxido de sodio). A este producto se lo llamara MAG-AO. Esta tinica
relacion de masas MAG/AO fue seleccionada en base a experiencias previas las
cuales demostraron que en esas condiciones se obtienen particulas totalmente
recubiertas del estabilizante y son facilmente aisladas por decantacion magnética

[43].

3.2.1.5. Con dodecilsulfato de sodio (SDS) como estabilizante.

2,3362 g de FeCls.6H,O, 1,2005 g de FeS0O4.7H2O y 0,1616 g de SDS se
disolvieron en 72 mL de agua destilada. La solucion se calenté hasta 70 °C y se
agregaron 10 mL de NH4OH SM con velocidad controlada (3 mL por minuto) bajo
atmosfera de nitrogeno con agitacion magnética. La mezcla fue agitada

magnéticamente a 700-800 rpm por media hora mas desde la finalizacion del



-81-

agregado de base. El solido se decanté con ayuda un iman de Nd, retirando el
sobrenadante y lavando con agua destilada hasta neutralidad. Esta tunica
relacion de masas MAG/SDS fue seleccionada en base al trabajo de Azcona y col.,
el cual demostr6 que en esas condiciones se obtiene una mezcla de
nanoparticulas esféricas y bastones alargados [8].

Como se detallara mas adelante, fue necesario desorber el SDS para
facilitar la incorporacion de grupos amino. Para eliminar el surfactante, el
producto seco (500 mg) se sonico en heptano (5 mL) durante una hora. Se retiro
el solvente y se lavo el residuo del mismo con etanol absoluto. A este producto se
lo nombrara como MAG(SDS). Esta nomenclatura con paréntesis implica que la
formulacion no necesariamente contiene SDS, sino que la magnetita fue

coprecipitada en su presencia.

La Figura 3.1 muestra la disposicion del equipamiento utilizado en la
coprecipitacion. En la figura 3.2 puede apreciarse la evolucion del aspecto de la
solucion de sales de hierro/AO a medida que aumenta el pH por el agregado de

base.

—

1
A
‘ Bureta con

base

Reactor
e —
A 4

Figura 3.1 Equipamiento utilizado para la coprecipitacion de magnetita
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Aumento de pH

Figura 3.2. Aspecto del medio de coprecipitacion de MAG-AO a medida que se
agrega la base.

En la Tabla 3.1 se resumen todas las formulaciones preparadas incluyendo las

variables mas importantes adoptadas en el proceso de coprecipitacion.

Tabla 3.1.Tipo y concentracion de estabilizante empleado para obtener 500 mg

de MAG bajo distintas condiciones experimentales.

HMTA PEG AO SDS

Muestra Orden de agregado de reactivos
(mg) (mg) (mL) (mg) e
HOS 250 0] 0
H1 500 0] 0
Base agregada a la solucion de
H2 1000 0] 0] 0
hierro y estabilizantes
POS 0 250 0 0
P1 0 500 0 0
P2 0 1000 0 0
PHOS 175 175 0 0
PH1 250 250 0 0
PH2 500 500 0 0
MAG-AO 0 0 2 0
MAG(SDS) 0 0 0 161,6
P2I 0 1000 0 0 Solucion de hierro y PEG

agregada a la base
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3.2.2. Funcionalizacion con grupos NH>
3.2.2.1. Nanoprecipitacion de quitosano

Las particulas MAG-AO se dispersaron en acetona bajo tratamiento con
ultrasonido. A esta dispersion, se agrego lentamente una solucion de QUIT en
acido acético al 50%, con una concentracion de polimero 10 mg/mL. La relacion
nominal en masa de MAG/QUIT fue de 2 a 1. La decantacion con un iman de Nd
permitiéo recuperar aproximadamente el 50% de la masa de MAG pura empleada
inicialmente, ya que el resto del material permanecié en suspension, formando
una dispersion coloidal sumamente estable. A esta fase liquida (dispersion
coloidal) se la llamara DC. Utilizando la fraccion sé6lida decantada, se realizaron
lavados con agua destilada hasta neutralidad. A las particulas soélidas
recuperadas en este procedimiento se la llamara de aqui en adelante MAG-AO-

QUIT.

3.2.2.2. Adsorcidén de lisina

El producto MAG(SDS) se dispersé en una solucion acuosa de lisina (17
mg/mL manteniendo iguales las masas de oxido y aminoacido) bajo agitacion
magnética durante 7 horas a temperatura ambiente. Se decanté6 magnéticamente,
el sobrenadante fue retirado y se realizaron 3 lavados con agua destilada. A esta

formulacion se la llamara de aqui en mas MAG(SDS)-LIS.

De todos los materiales obtenidos por coprecipitacion, sélo MAG-AO y
MAG(SDS) se usaron como precursores para sintetizar soportes aminados
capaces de interactuar con la enzima. Las demas muestras no fueron utilizadas
para ese fin debido a diferentes razones que se describen brevemente a

continuacion.

Las muestras H1 y H2 resultaron hidrofébicas, por lo que no pudieron
dispersarse en solucion acuosa de LIS. Por esta razén tampoco se exploro la
posibilidad de ponerlas en contacto con QUIT disuelto en solucion acuosa de

acido acético, ni de realizar la inmovilizacion directa usando GLUT.
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Los productos PH resultaron altamente polidispersos en términos de la
forma y tamano de las particulas, por lo que no se consideraron adecuados para
evaluar el efecto de esas caracteristicas del soporte en la actividad de los

biocatalizadores.

Las particulas preparadas con PEG o SDS resultaron muy similares en
cuanto a su morfologia. Como uno de los propositos de esta tesis es obtener un
biocatalizador activo cuya preparacion a mayor escala sea econdémicamente
viable, se selecciond6 MAG(SDS) por ser el estabilizante SDS un material

disponible localmente y de menor costo que PEG.
3.3. Resultados
3.3.1. SEM-EDX

En las Figuras 3.3 a 3.6 se muestran las micrografias SEM de las
magnetitas coprecipitadas en presencia de distintos modificantes. En los casos
donde la incorporacion de la fase organica no pudo confirmarse por otra técnica,
se analizaron también por EDX con el objeto de detectar la presencia de
elementos provenientes de los estabilizantes. Ademas, el equipamiento utilizado
es de una magnificacion relativamente baja, por lo tanto la técnica SEM por si
sola no brinda informacion detallada sobre la morfologia de las nanoparticulas

obtenidas.
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Figura 3.3. SEM-EDX de las muestras P. Escala = 10 pm.
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Figura 3.4. SEM-EDX de muestras H. Escala = 10 um.
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Figura 3.5. SEM-EDX de muestras PH. Escala = 10 um.
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Figura 3.6. SEM de MAG-AO. Escala = 200 nm.

3.3.2. TEM

A continuacion se muestran a las imagenes capturadas por TEM de las
particulas de MAG coprecipitadas en presencia de los distintos modificantes. La
escala indicada en el extremo inferior izquierdo de cada micrografia representa 20

nm, excepto donde se indique otro valor.

Las particulas de MAG-AO presentan forma esférica con diametros de 10 a
20 nm. Una micrografia de una particula aislada (Figura 3.7) permitio distinguir

el nucleo magnético de la capa de estabilizante, de unos 2 nm de espesor.
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Figura 3.7. TEM de MAG-AO

La Figura 3.8 corresponde a las muestras H. Utilizando bajas
concentraciones de HMTA se obtuvieron esferas polidispersas (15 a 55 nm),
mientras que una mayor proporcion respecto de MAG originé octaedros de hasta
200 nm de eje y 100 nm de arista. Las diferentes proyecciones de este cuerpo
geométrico en el plano se observan en algunos casos como paralelogramos (ver
Figura 3.9). En H1 coexisten octaedros definidos con aglomeraciones de esferas

mas pequenas.
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i

Figura 3.8. TEM de muestras H. Escala = 20 nm.

Figura 3.9. Proyecciones en el plano de un octaedro.
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El empleo de PEG condujo a la formacion de particulas sin forma definida,
con tamanos variables de entre 5 y 30 nm, como se observa en la Figura 3.10.

Las de menor tamano se encontraron en P2.

Figura 3.10. TEM de muestras P. Escala = 20 nm
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La combinaciéon de PEG y HMTA (Figura 3.11) gener6 particulas cuyas
formas resultaron ser una combinacion de octaedros y esferas de mayor tamano

(100-200 nm), ademas de bastones de 150 nm de largo y 10 de ancho.

Figura 3.11. TEM de muestras PH. Escala = 20 nm
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La muestra P2I (Figura 3.12) no result6 significativamente diferente a P2.

=

Figura 3.12. TEM de la muestra P2I. Escala = 20 n

El producto MAG(SDS) (Figura 3.13) se compone mayormente de esferas
irregulares de tamanos variables entre 8 y 16 nm. También se observan bastones

de 4 nm de ancho y largos variables hasta 60 nm.

3.3.3. DLS y electroforesis.

La Tabla 3.2 detalla los valores de Dh y (pot registrados para las diferentes
particulas de MAG en dispersion acuosa, asi como los de las muestras H en otros

solventes. Estos resultados se comentaran luego en la seccion de discusion.
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Tabla 3.2. Dh y {pot de las magnetitas coprecipitadas en presencia de

estabilizantes.
Muestra Dh (nm) IPD Zpot (mV)
MAG 66,1 100% 0,376 -8,48
P05 190,4 100% 0,384 -2,5
b1 90,05 99,5% 0,868 -1,05
589,5 0,5%
P2 92,12 100% 0,398 +0,91
HOS 141,9 100% 0,428 +4,0
PHO,5 906,1 0.655 +7,12
PH1 175,8 99,9% 0,446 *
S um 0,1%

PH2 441,8 100% 1,00 *
H2 heptano 615,4 100% 0,417 -
H1 heptano 727,77 100% 0,129 -
HOS heptano 827,6 100% 1,0 -
HOS5 acetona 158,4 100% 0,111 -
H1 acetona 803,8 100% 0,746 -
H2 acetona 650,6 100% 0,774 -
MAG(SDS) lavada 478 0,290 -19,9
con agua
MAG(SDS) lavada 952 0,253 +1,02
con heptano
MAG-AO en agua 689 0,263 -20,8
MAG-AO en acetona 302 0.247 -

820 (73%) 0,495 +17,2

0

MAG(SDS)-LIS >41188 0(1(? 5/‘;2)
MAG-AO-QUIT 714 0,369 +25,7
DC 168,3 0,243 +35,6

*La media no cumpli6 con el estandar de calidad del equipo
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3.3.4. DRIFTS

Cuando se analizaron las muestras P, H y PH por DRIFTS los espectros
obtenidos no mostraron bandas atribuibles a los estabilizantes utilizados, lo cual
se interpreté inicialmente como una ausencia total de una fase organica. Es
decir, se habia obtenido una MAG practicamente pura. Sin embargo, las distintas
formulaciones presentaron comportamientos muy dispares en cuanto a su
hidrofilicidad. Los resultados mas representativos pueden apreciarse en la Figura
3.14.

Figura 3.14. Fotografia de dispersiones de muestras seleccionadas en solventes
de distinta polaridad.

Las muestras con mayor proporcion de estabilizante (H2, P2 y PH2) fueron
analizadas por la tradicional técnica de espectroscopia FTIR por transmision
usando pastillas de KBr. Si bien resultaron intensamente opacas, la
transmitancia fue suficiente como para detectar senales de los grupos funcionales

de los modificantes. Los mismos se indican en las Figuras 3.15-3.17.
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Figura 3.16. Espectro IR de transmision de PH2
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Figura 3.17. Espectro IR de transmision de H2

Para todas las muestras se observan las senales correspondientes a grupos
metileno aproximadamente a 2800-2850 cm-!, aunque con muy poca intensidad.
El enlace O-H proveniente tanto de los grupos terminales de PEG como de la
propia MAG se detecta mediante la banda ubicada en 3400 cm-!. Esta senal es

mucho menos evidente en H2.

El espectro de P2 (Fig. 3.15) exhibe la banda caracteristica de MAG a 583
cm-l, y otra a 630 cm-! atribuible a la presencia de maghemita [45]. La dispersion
acuosa de P2 (ver Fig. 3.14) tiene un color amarronado que constituye otra
evidencia del contenido de una mezcla de ambos 6xidos de hierro. La oxidacion
parcial del Fe2* en contacto con el aire es una posible causa de la formacion de

esta variante del 6xido de hierro [46,47].

Las muestras MAG-AO y MAG(SDS) se analizaron con DRIFTS.
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Figura 3.18. Espectro DRIFTS de MAG-AO

MAG-AO (Figura 3.18) presento la banda de carbonilo (C=0)
aproximadamente en 1710 cm-! desdoblada en las dos bandas de estiramiento

simétrico y asimétrico del carboxilato —-COO-, representativa de la capa de AO

adsorbida a MAG [48]. También se observa la sefial a 3400 cm’' atribuible al O-H
superficial de MAG. El agua adsorbida en la superficie de MAG se pone de

manifiesto a partir de bandas a 3400 cm-!y alrededor de 1620 cm’.

En MAG(SDS) lavada con heptano y etanol (Figura 3.19) se evidencian
bandas asociadas con el estiramiento del enlace O-H aproximadamente a 3400 y
1700 cm-l. Los mismos provienen de la superficie del 6xido. Estas mismas
senales se solapan con las correspondientes a los grupos funcionales de la lisina

(C=0 y N-H) en MAG(SDS)-LIS (Figura 3.20).
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Figura 3.20. Espectro IR de MAG(SDS)-LIS
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Figura 3.21. Espectro IR de MAG-AO-QUIT

En MAG-AO-QUIT, (Fig. 3.21) se observa la banda de N-H a unos 3400 cm-
1. C-N a 1600 solapada con la de AO (COO-). También se aprecia a 1100 cm-! la
senal correspondiente a C-O del QUIT.

3.4. Discusion
3.4.1. Efecto de PEG como estabilizante
3.4.1.1. Tamano y forma

La microscopia de transmision permitio observar que el PEG conduce a la
formacion de particulas de forma irregular a esférica, con tamanos que
disminuyen visiblemente a mayor concentracion del modificante: mientras P05
contiene particulas que van desde los 10 a 30 nm, P2 se compone de particulas

de entre 5 a 15 nm
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Los Dh de P1 y P2 fueron significativamente menores que P05 (90 vs. 190
nm), indicando que la formulaciéon con menor proporciéon de PEG presenta una

tendencia a la agregacion mas marcada en medio acuoso.

Algunos autores justifican la incorporacion de PEG mediante la formacion
de particulas constituidas por el nicleo magnético y una capa de estabilizante.
Esta capa estaria fisicamente adsorbida a través de los grupos OH terminales de
PEG sobre la superficie del 6xido [49]. Sin embargo, cuando el peso molecular del
polimero es muy elevado como en este caso, la concentracion de grupos
oxhidrilos es muy baja, ya que solo se encuentran en los extremos de las
cadenas. Por lo tanto, la probabilidad de interaccion PEG-MAG a través de este
mecanismo es muy baja. El uso de PEG de peso molecular mas bajo demostro ser
una estrategia Util para aumentar la cobertura del nucleo magnético, aunque

resulta en un tamano de particula mayor [49].

Teniendo en cuenta que el tamano de particula se vio afectado por la
concentracion de PEG pero la interaccion PEG-OH/MAG fue minima, podemos
inferir que el efecto de este estabilizante es mas estérico que quimico cuando su
peso molecular es alto. La razon es que el aumento de viscosidad de la solucion
provocado por el polimero restringe la migracion de los iones voluminosos de
hierro hidratados (iones complejos) desde el seno de la solucion hasta la
superficie de un nucleo en formacion, limitando el crecimiento de los cristales de
MAG. Esta inhibicién es proporcional a la concentraciéon y al peso molecular del

PEG agregado al medio de reaccion [S0].

Savi¢ y col. también prepararon MAG en presencia de PEG (400 y 20000) y
no encontraron diferencias en los espectros IR con MAG pura, atribuyendo este

resultado a que los lavados con agua eliminan por completo al polimero [51].
3.4.1.2. Estabilidad en suspension

La facilidad con la que estas particulas PO5-P2 se dispersan en agua se
deriva de la capacidad de la MAG para recubrirse de oxhidrilos, tal como se

describi6 en el capitulo I seccién 1.5.
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Segun el pH del medio acuoso en que se dispersen las particulas de MAG,
las mismas puede estar positivamente (o negativamente) cargadas, de acuerdo a

las reacciones [52]:
JOHx + H:O Kol | JOH + Hs0+
joH + H:0 K2, JO +Hs0"

En este modelo, las particulas actiian como un acido diprético, llevando a
tres posibles sitios reactivos. A pH muy bajos, la mayoria de los sitios estaran en
la forma I—OH2+; I-O- en medio fuertemente basicos, y I—OH (grupos
intermediarios anféteros) cerca del punto isoeléctrico del 6xido. A 25 °C, este
valor se encuentra entre pH = 6,1 y 6,9, dependiendo de la técnica utilizada para
medirlo [53]. Cuantitativamente, cuando pH = pKal, OH2* y OH son equimolares.

Si pH = pKa2, la concentracion de —OH iguala a la de —-O-.

Por lo tanto, las particulas pueden rodearse de moléculas de agua
reteniéndolas fisicamente por puentes de hidrégeno. Estudios tedricos han
demostrado que el agua también interacciona exotérmicamente a través de su

oxigeno con los atomos de hierro de la MAG [54].
3.4.2. Efecto de HMTA como estabilizante
3.4.2.1. Tamano y forma de las particulas

La gran diferencia en el tamano y forma de las particulas de MAG
sintetizadas en presencia de HMTA sugiere una alteracion del mecanismo de

formacion respecto de MAG pura o con PEG.

Cuando la solucion de sales de hierro fue calentada a 70 °C y se le agrego
la amina, se form6é un precipitado naranja-rojizo. El mismo no presentaba
magnetismo. El espectro DRIFTS de este intermediario (Figura 3.22) muestra una
banda muy intensa caracteristica de O-H aproximadamente a 3250 cm-!. Por la

apariencia del solido, puede proponerse que se trata de hidroxido férrico, Fe(OH)s.
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Figura 3.22. Espectro de compuesto intermediario en la coprecipitaciéon de

MAG con HMTA.

La aparicion de este hidroxido se debe a la leve alcalinizacion del medio por

la descomposicion térmica de HMTA liberando amoniaco y formaldehido [18,21]:
(CHa)sNs + 6 H,O __C319" 4 NH; + 6 H-CH=0

Esta reaccion también puede llevarse a cabo mediante irradiacion de la HMTA

acuosa con microondas o ultrasonido [20].
El amoniaco reacciona con el agua, aumentando la concentraciéon de iones OH-:
NH; + HO «—— NHs+ + OH-

La basicidad proporcionada por la descomposicion de HMTA es suficiente para
que precipite el hidroxido férrico, y luego la reaccién contintia con el mecanismo

ya descripto en el Capitulo I [21]:

Fe3+ + 30H- — Fe(OH)s(s)
Fe(OH)s (s) —» FeOOH(s) + H20
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Fe2* + 20H-—» Fe(OH): (s)
2FeOOH(s) + Fe(OH)a(s) —» FesO4(s) + 2HL0

La forma de los cristales estda mayormente determinada por la velocidad
relativa de crecimiento a lo largo de las direcciones xyz. Las particulas con
tamanos nano a micrométricos suelen tener formas definidas porque se trata de
monocristales confinados entre los planos cristalograficos de menor energia [S35].

Para la MAG este plano es el (111) [56].

Numerosas publicaciones reportan la formacion de poliedros de MAG por

diferentes vias.

Hu y col. sintetizaron MAG octaédrica de 1 micra de arista por el método
hidrotermal, tomando muestras a diferentes tiempos de reaccion. A las 6 horas
observaron pequenas particulas fundidas formando placas con bordes
irregulares. Luego de 14 horas muchas de estas placas ya tenian forma triangular
y comenzaban a crecer en espesor. Con 23 horas las placas se observaron
encimadas unas sobre otras formando estructuras escalonadas. Finalmente, a las
29 horas podian distinguirse octaedros con caras porosas y muy pocas placas
libres. Terminaron la reaccion a las 50 horas, donde la superficie de los octaedros
se percibe totalmente plana y compacta. Los autores concluyeron que el

fené6meno de crecimiento se correspondia con el proceso Ostwald [2].

Una evolucion de forma muy similar a ésta (nanoesferas, placas, poliedros)
se obtuvo a partir de la descomposicion térmica de Fe(acac)s en medio organico
con surfactantes, pero llegando a cristales de no mas de 25 nm. Los autores
observaron las formas por TEM e interpretaron que las particulas eran esferas,

cubos, tetraedros o tetraedros truncados [S57].

Chen y col. utilizaron diamina (N2H4) como aditivo en la descomposicion
térmica de Fe(acac)s variando la concentracion de NoHs y la temperatura, (120-160
°C). Para una T fija (160 °C), el aumento de la molaridad de NoHs result6 en la
evolucion de la forma de MAG. Obtuvieron desde s6lo bastones, pasando por una
mezcla de bastones y discos, hasta dodecaedros rombicos de unos 300 nm de

diametro. Si la diamina se reemplazaba por amoniaco, so6lo resultaban
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nanoesferas irregulares (<20 nm). Los autores explicaron este fenéomeno a través
de la siguiente hipoétesis: a una alta concentracion de amina la energia superficial
del plano (111) es la mas alta entre los planos de bajo indice. Moléculas de NoH4 o
iones amonio son selectivamente adsorbidos en ese plano y consecuentemente la
velocidad de crecimiento en esa direccion se reduce. El resultado son los
nanodiscos. Con una cantidad moderada de diamina, la energia del plano 110 es
la mas alta, llevando a la formacién de los dodecaedros de caras rombicas
corresponidentes a ese plano. A baja concentracion de NoH4 la energia del plano
(111) es la menor, por lo que la adsorcion de moléculas e iones se da en otros

planos de bajo indice llevando a la formacion de bastones [58].

Por su lado, Penn propuso que la agregacion orientada de nanoparticulas
es responsable de la formacion de cristales con formas definidas [59]. Este
proceso puede relacionarse con la superposicion de placas observada por Hu y

Chen.

Singh y col. realizaron un exhaustivo estudio de la precipitacion de MAG a
partir de FeCls con FeSO4 o (NHai)2Fe(SO4)2 (sal de Mohr). Las condiciones de
reaccion fueron 150-170 °C por tres horas y alta presion (3,45 bar). Agregaron en
distintos batches del medio de reaccion HMTA, NaOH, NHj;, formaldehido o
combinaciones de ellos. Cuando la hexamina fue el Ginico aditivo y la sal de Mohr
fue la fuente de Fe(ll), se formaron cristales con forma de baston. Al cambiar
HMTA por NaOH obtuvieron poliedros que se aprecian por TEM como
paralelogramos. Los autores los identificaron (quiza erréneamente) como cubos.
Concluyeron que la lenta descomposicion de la hexamina a alta temperatura con
la concomitante elevacion del pH es un factor clave en el crecimiento anisotropico
de MAG, ya que el uso de formaldehido+NaOH o amoniaco como unicos aditivos

no llevaron a la formacion de poliedros [21].

En la preparaciéon de las muestras HOS, H1 y H2, el aumento de la
concentracion de HMTA favorecié la cristalizacion de octaedros probablemente
gracias a un incremento de la velocidad de descomposicién de la hexamina que

acelera el crecimiento de las particulas en la direccion de los planos 111.
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En sintesis: la HMTA no actia solo como estabilizante, sino también como
fuente de amoniaco. Al no haber ninguna otra sustancia que se adsorba sobre
MAG, que obstruya la difusion de iones hacia la superficie, u obstaculice la
coalescencia, las particulas pueden agregarse con la orientacion especifica de

MAG, hasta formar el cristal octaédrico limitado por los planos (111).

3.4.2.2. Estabilidad en suspension

Como se menciono en la secciéon 3.3.1.4, las muestras H1 y H2 resultaron

hidrofébicas.

En general, los métodos hidrotermales rinden particulas de MAG
hidrofébicas y altamente cristalinas como consecuencia del uso de surfactantes
organicos y la alta temperatura. En cambio los procesos de coprecipitacion suelen

resultar en particulas hidrofilicas [60].

El formaldehido proveniente de la descomposicion de HMTA puede
oxidarse sobre el 6xido de hierro, formando acido formico [61]. Este compuesto es
capaz de adsorberse sobre la superficie de la MAG a través del grupo carboxilato
exponiendo el grupo -CH, lo cual dota de caracter hidrofébico al sélido obtenido.
Esto explica la gran estabilidad de la suspension de H2 en heptano y la
imposibilidad de dispersarla en agua. El mecanismo del proceso de oxidacion-

(seguin [61]) y adsorcion se representa el Esquema 3.4.

Las imagenes SEM de las muestras H (Figura 3.4) muestran una
disminucién en la rugosidad de la superficie de MAG con el aumento de
concentracion de HMTA. Esto puede interpretarse como un recubrimiento mas

compacto con mayor cantidad de aniones por nm?2: HCOO- en H2>H1>HOS5.

Las medidas de Dh de las muestras H realizadas en acetona (ver tabla 3.2)
sugieren una importante agregacion para H1 y H2. HOS en cambio pudo
dispersarse con igual facilidad en agua y acetona, no asi en heptano. Estos
resultados estan en concordancia con el modelo de adsorcion de formiato

expuesto anteriormente.
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Esquema 3.4. Mecanismo de oxidacion de formaldehido sobre 6xido de hierro y

representacion de la adsorcion del anion formiato sobre la superficie de MAG.
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3.4.3. Efecto de AO

El mecanismo a través del cual se estabilizan las particulas empleando AO
se conoce como estabilizacion estérica. El fundamento es que el volumen
hidrodinamico del estabilizante en solucién impide que, poco tiempo después de
comenzada la nucleacion, el crecimiento de los cristales contintie. Por lo tanto las
particulas resultan muy pequenas (<20 nm). La forma esférica minimiza la
relacion superficie/volumen, disminuyendo la energia superficial del sistema.
Este tipo de mecanismo se da cuando se emplean estabilizantes voluminosos
como los acidos grasos de cadenas alquilicas largas o polimeros de peso
molecular elevado. Mediante este mecanismo el AO desplazaria a las moléculas de
agua alojadas en la superficie del 6xido e interactuaria a través del grupo COO-
formando un compuesto de coordinacion con el Fe de la MAG, tal como se

muestra en el Esquema 3.5.

3
o C
(on /
| +RCOOH O o o
+3 +
Fe —Fe™— > Fe+3—1:e+*—

Esquema 3.5. Interacciones posibles entre AO y Fe superficial en MAG.

El potencial Zeta ({pot) de MAG-AO fue mucho mas negativo que el del 6xido puro
(-20,8 contra -8,48 mV respectivamente). Este resultado se justifica por la
formacion de una doble capa de AO: la primera enlazada segun el esquema 3.5,y
la segunda retenida a través de las colas alquilicas. Por lo tanto, los aniones -
COO- permanecen expuestos y estabilizan las particulas en agua. En acetona y

con ayuda de ultrasonido, la segunda capa se desorbe y actua de estabilizante.
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Las particulas, ahora hidrofobicas, forman agregados de menor tamano: 689 nm

en agua y 302 nm en acetona (Esquema 3.6).

% A 7~
N o
=S N 2 / N2
PR A : M E/’\\ . .
AL Sz 1) Secado 7\ \ A
Nge WS % / N2
NS TN A .5
1%, 2) USenacetona 7\ AN
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Esquema 3.6. Desagregacion de MAG-AO por sonicacion en acetona.

3.4.4. Efecto de SDS

El mecanismo de estabilizacion de MAG(SDS) es muy similar al de AO. El
anion dodecilsulfato puede actuar como una base de Lewis, adsorbiéndose a
través de los grupos sulfatos sobre el hierro superficial del 6xido. No obstante, las
particulas de MAG(SDS), con la cantidad de estabilizante empleada, resultan de
dos formas distintas: lo que por TEM se perciben como esferas irregulares (que
bien podrian ser proyecciones de poliedros en el plano) y bastones. Estos ultimos
corresponderian, segun al estudio de Ahn y col., a goethita (a-FeOOH)
intermediario en el mecanismo de coprecipitacion [62]. En cambio, otros trabajos
se reportan evidencias de la adsorcién selectiva de SDS sobre planos
determinados, dirigiendo el crecimiento de los cristales en direcciones especificas.
Azcona y col. prepararon MAG coprecipitada en presencia SDS obteniendo tanto
bastones como particulas irregulares mucho mas pequenas. El difractograma de
rayos X registrado no mostré senales atribuibles a otra especie diferente a MAG

[8].

El {pot es considerablemente mas negativo que el de MAG pura (-8,48 mV),
lo cual se atribuye a la formacion de una doble capa de SDS. Esto hace que forme

suspensiones estables en agua.
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3.4.5. Aminaciéon con quitosano

La efectiva incorporacion de QUIT a MAG-AO se verific6 mediante DRIFTS
(Seccion 3.3.1.4).

La proporcion MAG/QUIT 2/1 se eligi6 por derivar en particulas que se
pueden recuperar como soOlido del medio de reacciébn con un rendimiento
relativamente alto (50%). La incorporacion de QUIT promueve la formacion de
suspensiones estables de particulas magnéticas que limitan su recuperacion en
estado so6lido mediante las técnicas tradicionales (centrifugacion, decantacion
magnética o filtracion) [43]. El QUIT en solucion acuosa de acido acético se
encuentra en forma catiénica, con los grupos amino protonados (-NHs*) y rodeado
de aniones acetato (CH3COO-) como contraiones. Cuando esta soluciéon entra en
contacto con la suspension de particulas MAG-AO en acetona, el polimero
precipita por ser insoluble en ese solvente. Sin embargo, al ser polar, la fraccion

organica puede mantener al menos parte del QUIT protonado.

El {pot de las particulas de MAG-AO-QUIT resulto positivo (ver Tabla 3.2),
lo cual denota la naturaleza cationica del polimero. La medida de {pot (pH=3) del
DC fue +35 mV. Tal magnitud provoca que la fuerza de repulsion electrostatica
supere a las fuerzas atractivas dipolo-dipolo magnético que induce a la

agregacion de las NPs y por lo tanto no puedan decantar.

La DC se sometié a evaporacion total. El residuo so6lido tomé la forma de
un film fragil. E1 mismo fue analizado por emision atomica-ICP para determinar el
contenido de hierro, que resulté en 0,056 mg de Fe por mg de residuo sélido. Esto
corresponde a un 7,6 % en peso de MAG. Por lo tanto, mas del 90% del material

disperso en la DC puede atribuirse a AO y QUIT.

Con respecto a MAG-AO-QUIT (recuperado como sélido), se registré un
incremento tanto del tamano como del PDI con respecto al material precursor
MAG-AO. En este caso, la precipitacion del polimero en acetona atrapé cumulos
de particulas de MAG-AO de gran tamano. La determinacién del contenido de
hierro por emision atomica-ICP resulto en un 73 % de MAG en el material solido.

El resto puede atribuirse a AO y QUIT.
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El Esquema 3.7 ilustra los mecanismos de interaccion de MAG-AO con

QUIT.
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3.4.6. Aminacion con lisina

Al dispersar la MAG coprecipitada con SDS (lavada sélo con agua) en una
solucion de LIS, su espectro DRIFTS no presentdé ninguna banda atribuible al
aminoacido. Se argumento entonces que la LIS no es capaz de desplazar al anion
dodecilsulfato de la superficie del 6xido. Para comprobar esta hipotesis, el solido
fue nuevamente lavado usando heptano y ultrasonido. Luego de decantar las
particulas magnéticamente, el sobrenadante fue retirado y el residuo fue lavado
con etanol. Se obtuvieron particulas de MAG con un {pot practicamente cercano
al punto de carga cero, lo cual es un indicador que la superficie contiene
mayormente oxhidrilos -OH. En la figura 3.19 la banda intensa
aproximadamente a 3400 cm! se atribuye a este grupo funcional. La agregacion
de estas particulas en agua se observo al medir el Dh, el cual fue mucho mayor a

MAG con SDS.

El contacto de este nuevo producto MAG(SDS) con LIS acuosa derivo en

MAG(SDS)-LIS, cuyo espectro IR permitié confirmar la presencia del de LIS.

En medios extremadamente acidos, la especie predominante de LIS es la
cationica, con los tres grupos ionizables protonados. La repulsion electrostatica
con MAG (I—OH2+) impide la adsorcion. Por otro lado, en medio decididamente
alcalino, tanto MAG como LIS estaran negativamente cargadas, esto determinaria

una escasa afinidad quimica entre y MAG y LIS [34].

En cambio, al pH del agua destilada (5,7) tanto el a-NH> como el de 1la
cadena lateral permanecen protonados de acuerdo al pKa de cada grupo ionizable
de la LIS (ver esquema 3.2a). Por ende, la interaccion mas favorecida con la MAG
sera a través del grupo carboxilato. El {pot positivo de MAG(SDS)-LIS (tabla 3.2)

se corresponde con el grupo amino protonado expuesto.

El espectro DRIFTS permiti6o confirmar la incorporacion del aminoacido.
Park y col. estudiaron la adsorcion de LIS sobre MAG mediante FTIR.
Identificaron bandas atribuibles a diferentes enlaces Fe-O, concluyendo que las
interacciones son del tipo metal-ligando [63]. En el esquema 3.8 se representan

las estructuras posibles.
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Esquema 3.8. Estructura de LIS adsorbida sobre MAG

En cuanto al Dh, la adsorcion de LIS no altero significativamente el
tamano de los agregados en agua. Por TEM, en cambio se aprecia un incremento

del tamano de particula respecto de MAG(SDS).

3.5. Conclusiones

Se sintetizaron nanoparticulas de MAG por coprecipitacion en presencia de
estabilizantes de distinta naturaleza: PEG, HMTA, AO y SDS. Las particulas
preparadas en presencia de PEG o AO resultaron esferas de 10 a 20 nm. SDS da
lugar ademas a bastones. Todos estos materiales tiene la capacidad de
dispersarse en agua. Se propone que la HMTA, en concentraciones altas, dirige el
crecimiento de los cristales de MAG en la direccién preferencial de los planos
(111) dando lugar a octaedros regulares. El acido formico como subproducto de la
descomposicion de la amina se adsorbe sobre el o6xido dandole caracter
hidrofébico. Por lo tanto, el control de la forma, tamano e hidrofilicidad de las
particulas es posible a través de la eleccion adecuada del tipo y concentracion de

modificante agregado en el medio de reaccion.

La funcionalizaciéon de las particulas MAG-AO con grupos amino fue
posible mediante la precipitacion de QUIT en acetona. Parte del producto MAG-

AO-QUIT permanece como una suspension estable en forma de dispersion
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coloidal. La adsorcion de LIS sobre MAG(SDS) se logré tinicamente eliminando el

estabilizante previamente.

Tanto las particulas modificadas con QUIT como LIS estan positivamente
cargadas gracias a la capacidad del grupo amino de protonarse al pH del agua
destilada. Estos materiales sirven de soportes de partida para promover la
inmovilizacion de enzimas gracia a su versatilidad quimica y propiedades

magneéticas.

Parte de los resultados y conclusiones de este capitulo se incluyé en una
publicacion de una revista internacional con referato y se presentaron en

reuniones cientificas en formato poster:

- P. Nicolas, M. Saleta, H. Troiani, R. Zysler, V. Lassalle, M.L. Ferreira,
Preparation of iron oxide nanoparticles stabilized with biomolecules:
experimental and mechanistic issues, Acta Biomaterialia. 9 (2013) 4754-

4762.

-Nanoparticulas magnéticas: impacto de las condiciones experimentales de
preparacion sobre sus propiedades finales. Paula Nicolas, Veronica Lassalle,
Maria Lujan Ferreira. Simposio Argentino de Polimeros, 15 al 18 de

noviembre de 2011. Bahia Blaca, Argentina.

-Formulaciéon de nanoparticulas de oxido de fe/polimeros: impacto de las
condiciones de reaccion sobre el tamano. Paula Nicolas, Verdnica Lassalle,
Marcelo Avena, Maria Lujan Ferreira. XVII Congreso Argentino de
Fisicoquimica y Quimica Inorganica. 2 al 6 de mayo de 2011, Coérdoba,

Argentina
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CAPITULO IV

Estudio de la inmovilizacion
covalente de CALB sobre
particulas magnéticas y testeo
de su actividad catalitica
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En este capitulo se evalu6 la inmovilizacion de CALB sobre un soporte
magnético compuesto por nanoparticulas de MAG-AO-QUIT modificadas con
glutaraldehido (GLUT). Los materiales fueron caracterizados por diferentes
técnicas fisicoquimicas como DRIFTS, Electroforesis, DLS y microscopia

electronica.

Se determinaron las conversiones en ciclos cataliticos sucesivos en la
reaccion de sintesis de oleato de etilo sin solvente y se estim6 la pérdida de

enzima por lixiviacion en cada uno.

A partir de la informacién obtenida mediante caracterizacion y el
comportamiento catalitico, se estudiaron las formas en que interaccionan el
soporte precursor con el entrecruzante, asi como los posibles mecanismos de

inmovilizacion de CALB.

4.1. Introduccion

Entre la gran variedad de materiales organicos empleados para obtener
particulas con estructura core-shell a partir de un nucleo inorganico, uno de los
mas estudiados es el QUIT. Su versatilidad quimica, sumada a sus propiedades
mecanicas, biocompatibilidad y relativo bajo costo permite la utilizacion de este
polimero en diversos campos de aplicacion: remediacion ambiental [1], la
industria alimentaria [2], la agricultura [3], produccion de papel [4] y cosméticos

[5], biomedicina [6], y biotecnologia [7].

En particular, como soporte para inmovilizacion enzimatica, el QUIT se
utiliza en forma de polvo, copos/escamas o geles, ya sea adquiridos
comercialmente o bien preparados en el mismo laboratorio donde se realizara la

inmovilizacion [8].

Como se indico en el capitulo I, ya se habia estudiado la adsorcion simple
de lipasas sobre QUIT solido, con resultados poco eficientes en términos de
conversion. Recientemente Gilani y col. estudiaron la actividad de la lipasa de
pancreas porcino acoplada a microesferas de QUIT mediante diferentes
protocolos. Demostraron que usando la metodologia de adsorcion simple la

eficiencia de inmovilizacion fue baja y también gran parte de la enzima se
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desorbi6 facilmente. Concluyeron que el empleo de GLUT constituye una
estrategia de suma utilidad para mejorar la eficiencia de los catalizadores,

independientemente de la etapa de la inmovilizacion en la cual se incorpore [9].

La combinacion de las propiedades atractivas del QUIT como soporte, en
términos de su porosidad y funcionalidad superficial, con las propiedades
magnéticas de MAG, conduce a un material con elevada afinidad por numerosas

biomoléculas.

Por ejemplo, la lipasa de Candida rugosa y la [-galacosidasa de
Kluyveromyces lactis fueron inmovilizadas a través de GLUT sobre particulas de
MAG-QUIT con alta retencion de actividad y buena estabilidad operacional [10] .
Algunas otras enzimas de diferente origen también demostraron ser activas y
estables en este mismo soporte [11,12]. Sin embargo, también se reportaron
resultados negativos asociados a pérdida de actividad de pectinasa en la sintesis
de un aztcar reductor a lo largo del tiempo de almacenamiento [13] o en los

mismos ciclos cataliticos [14].

La preparacion de biocatalizadores de CALB se ha estudiado extensamente
sobre soportes que incluyen MAG combinada con modificantes o aditivos de
diversa naturaleza y origen: poli-uretano [15], gelatina [16], poli-

glicidilmetacrilato [17], acido gluconico [18], organosilanos [19], entre otros.

A pesar de la abundante literatura disponible en relacion a la
inmovilizacion de esta lipasa para el disefio de biocatalizadores, no se han
encontrado publicaciones donde se estudie su inmovilizacién en el soporte del

tipo MAG-AO-QUIT-GLUT.

El objetivo principal de este capitulo fue obtener un biocatalizador activo
con propiedades magnéticas capaz de removerse facilmente del medio de
reaccion, generando asi amplias posibilidades de reuso. Para ello se inmoviliz
CALB sobre particulas de MAG-AO-QUIT como material precursor.
Adicionalmente, se pretendié adquirir conocimientos sobre los mecanismos de
interaccion entre los compuestos presentes en cada etapa de la sintesis como una
herramienta para llegar a un biocatalizador oOptimo en términos de su

implementacion practica.
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La reaccion test elegida fue la esterificacion de acido oleico con etanol sin
solvente. Las razones de la eleccion de esta reaccion en particular tienen que ver
con la creciente necesidad de desarrollar procesos industriales rentables de
menor impacto medioambiental, y la conveniencia de disminuir costos de
produccion por presencia de solvente. Los sistemas libres de solvente permiten el
uso de reactores de menor volumen, altas concentraciones de sustrato y,
especialmente, la disminucion de los costos asociados a la purificacion del

producto y recuperaciéon/reciclado del solvente.

No se realizaron estudios cinéticos, como la determinacién de Ilos
parametros del mecanismo de reaccion segun el modelo Michaelis-Menten, ya que
las lipasas inmovilizadas, tal como se describi6 en el capitulo I, no siguen ese tipo

de mecanismo, sino uno mucho mas complejo (ping-pong bi-bi).

4.2. Experimental

4.2.1. Activacion del soporte MAG-AO-QUIT

Para el inicio de las actividades se tomaron como referencia los trabajos
existentes en el grupo de catalisis enzimatica correspondientes a la inmovilizacion
simple de CALB sobre QUIT [20]. Como consecuencia de esto, el objetivo primitivo
fue emplear MAG-AO-QUIT como nuevo soporte. Como se mencionoé en el capitulo
ITII, las particulas de MAG-AO-QUIT se encuentran fuertemente estabilizadas
mediante el mecanismo electrostatico. Para evitar o minimizar la ocurrencia de
este mecanismo de estabilizacion, y aislar particulas solidas, se recurrio al

entrecruzamiento de los grupos amino del QUIT con GLUT.

100 mg de MAG-AO-QUIT se dispersaron en 100 mL de agua destilada y
se calento a 45 °C con agitacion magnética. Se agregé 1 mL de GLUT concentrado
comercial (25 %). Se dejo reaccionar durante una hora, para observar la
ocurrencia de cambios en la velocidad de decantacion del sélido. Se realizo el
agregado continuo de GLUT concentrado, de a 1 mL en intervalos de 1 hora,
hasta conseguir la decantacion de la mayor parte de las particulas. Esto se

evidencio por el aspecto limpido del sobrenadante.
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En total, se agregaron 4 mL de GLUT. Con ayuda de un iman el soporte
activado decanto facilmente. El sobrenadante fue retirado. Se realizaron 3 lavados
con agua destilada y el producto final se secé a 40 °C. A este material se lo

llamara de aqui en adelante SOP.
4.2.2. Inmovilizacion de CALB

Usando el soporte obtenido en 4.2.1. (SOP), se realiz6 la inmovilizacion de
CALB segun el procedimiento detallado en el capitulo II, seccion 2.2.1. Al

biocatalizador resultante se lo denominara de aqui en mas SOP-CALB.
4.2.3. Reaccion test y prueba de leaching

Fueron realizadas siguiendo los procedimientos detallados en el capitulo

II, secciones 2.2.2. y 2.2.3.

4.3. Resultados
4.3.1. Caracterizacion
4.3.1.1. Espectroscopia DRIFTS

En las Figura 4.1 — 4.3 se muestran los espectros IR del soporte después
de la activacion con GLUT, del catalizador con la enzima incorporada y CALB

libre impregnada en KBr.
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Figura 4.2. Espectro DRIFTS de SOP-CALB.
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Figura 4.3. Espectros infrarrojos de soportes precursores, CALB inmovilizada y

CALB libre (continuacion).

La reaccion de GLUT con los grupos —NH; de QUIT llevaria a la formacion
de grupos imina (enlace C=N). La senal asociada a este nuevo doble enlace se
ubica normalmente a 1666 cm-!. En este caso su deteccion se ve dificultada por
el solapamiento con el doblete del grupo carboxilato proveniente del anién oleato
adsorbido directamente a la superficie MAG. Se han reportado en la literatura
multiples formas de interactuar entre el GLUT y el QUIT, por lo que se analizaran

en detalle en la Discusion de resultados (seccion 4.4.1).

Las evidencias de incorporacion de la enzima al soporte son limitadas en
términos de la aparicion de nuevas bandas asociadas a sus grupos funcionales,
debido a que la enzima registra sefiales que coinciden con las correspondientes a
los grupos del soporte. Por ende, sélo se han apreciado incrementos en la
intensidad de bandas caracteristicas como las de amida I y II (ver Figura 4.4.), o
la reaparicion de la senal a 3400-3500 cm-! debida al aporte de grupos amino de
la propia lipasa presentes en residuos aminoacidicos, como cadenas laterales de

lisina.
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H

Figura 4.4. Representacion de los enlaces que dan origen a bandas

caracteristicas de proteinas en el IR.

4.3.1.2. Tamano y {pot

En la Tabla 4.1 se detallan los tamanos, expresados como valores de
diametro hidrodinamico (Dh) con las correspondientes desviaciones estandar (Sd)

y {pot de MAG-AO-QUIT, SOP y SOP-CALB.

No se observan cambios significativos en los valores de Dh por la

activacion del SOP con GLUT ni por la presencia de la enzima.

El signo del {pot se revierte al incorporar el entrecruzante a la superficie
del SOP. La inmovilizacion de la enzima genera una neutralizacion parcial de la

carga superficial negativa, lo que permite confirmar su efectiva incorporacion.

Tabla 4.1 Dh y {pot del catalizador y el soporte

Muestra Dh (nm) % (r?r?l) (grlil (\)/t) pH
MAG-AO-QUIT 714 100 91 +25,7 6,6
SOP 768 94 138 -23,4 5

106 6 11
SOP-CALB 638 100 137 -7,55 5,8
CALB 10 mg PP/mL (dilucion 3965 87 1170 - -

del caldo comercial) 1038 13 240,6
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4.3.1.3. Microscopia electréonica

En la Figura 4.5a se muestra las micrografias TEM del soporte con GLUT,
donde se distinguen particulas de forma irregular con tamanos entre 5y 13 nm.
En la Figura 4.5b se muestra la imagen TEM de SOP-CALB. Con la inmovilizacion

de la enzima, la morfologia del material se altera y se observan agregados

polidispersos de tamafios variables de hasta 1 um (Fig. 4.3b).

Figura 4.5. Micrografias TEM a) SOP. b) SOP-CALB. Las barras en el extremo

inferior izquierdo representan 10 nm.

4.3.2. Actividad catalitica

4.3.2.1. Efecto de la variacion de masa del catalizador en los niveles de

conversion

En la Figura 4.6 se comparan los valores de conversion alcanzados por
masas crecientes del catalizador comercial Novozym435 y el preparado a partir de
MAG-AO-QUIT. En las condiciones de reaccion seleccionadas, la conversion de
equilibrio se alcanzo6 con 10 mg de Novozyme435, mientras que fueron necesarios

33 mg de SOP-CALB para obtener el mismo valor.
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Figura 4.6. Conversion en esterificacion de AO con Novozyme435 y SOP-CALB.

4.3.2.2.Efecto del reuso del catalizador en los niveles de conversion

Se exploraron las posibilidades de reuso del catalizador magnético

utilizando dos metodologias de lavado diferentes entre un ciclo y otro:

i-Lavados cortos de 5 minutos

ii- Lavados largos de 2 horas.

Todos los lavados se realizaron con una mezcla heptano-etanol 1/1.

La actividad retenida % (definida segin la Ecuacion 4.1) para 33 mg de
catalizador se muestra en la Figura 4.7. Se seleccion6 esta masa dado que

permitié alcanzar valores de conversion muy cercanos a la conversion de

equilibrio de la reaccion test en las condiciones aplicadas [21].

Ecuacion 4.1. Actividad retenida % de un ciclo catalitico

Actividad retenida ciclo a = 100 . X% ciclo a

X% ciclo1
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Figura 4.7. Conversion retenida por 33 mg de SOP-CALB. Sustrato:1 gramo de
AO

En la Figura 4.8 se muestran los resultados para la conversion en
esterificacion a 24 °C con 30 mg de catalizador por gramo de acido graso, asi
como la obtenida en los ensayos de leaching. Se seleccion6é esta masa de
catalizador como representativa de la otra proporcion explorada (33mg). Dado que
las cantidades son cercanas, no se espero encontrar diferencias sustanciales.

En los 2 primeros ciclos la pérdida de CALB hacia el medio de reaccion justifica el
descenso en la conversion del ciclo siguiente. Del tercero al quinto en cambio, a
pesar de persistir el leaching, la actividad del catalizador se mantuvo en cada
reaccion consecutiva. Con esta masa de catalizador, la conversion registrada en el

sexto ciclo es minima.
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Figura 4.8. Conversiones medidas en ciclos cataliticos y tests de leaching para

30 mg del catalizador SOP-CALB

4.3.2.3. Efecto del tiempo de almacenamiento en los niveles de conversion

La actividad del catalizador fresco (30 mg) fue también medida luego de
dos meses de almacenamiento a 4 °C. Los ensayos realizados revelaron un valor
de conversion apenas 10 % menor a la obtenida inmediatamente luego de la

inmovilizacion. Los resultados se representan en la Figura 4.9

60 dias

1dia

Tiempo luego de
inmovilizacién

X%

Figura 4.9. Retencion de la actividad de 30 mg de SOP-CALB luego de 2 meses

de almacenamiento a 4 °C.
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4.3.2.4.Carga enzimatica

La cantidad de enzima presente en el biocatalizador fue estimada
mediante determinacion de azufre en el solido por emision atomica-ICP. Los
resultados indicaron una carga enzimatica del 3,9 % de CALB, lo cual equivale a
la inmovilizacion del 38 % de la enzima total ofrecida. Los fundamentos de la
seleccion de este método frente a los tradicionales basados en UV-Vis (Bradford,

Lowry, etc.) se expondran exhaustivamente en el capitulo VI.

4.4. Discusion

Para justificar las caracteristicas de los materiales precursores y entender
el comportamiento de la lipasa inmovilizada en este sistema en particular, es
preciso analizar las diferentes interacciones de los grupos funcionales reactivos

que se encuentran presentes en cada etapa de la preparacion.

4.4.1. Interaccion GLUT-QUIT.

El QUIT en solucion acuosa de acido acético se encuentra en forma
catiénica rodeado de iones acetato como contraiones. Cuando esta solucion entra
en contacto con la suspension de particulas MAG-AO en acetona, el polimero
precipita por ser insoluble en ese solvente. Sin embargo, al ser polar, la fraccion
organica puede mantener al menos parte del QUIT protonado. Como se menciono
en la Seccion 4.1, gran parte de las particulas MAG-AO-QUIT permanecen en
suspension durante periodos prolongados de tiempo como consecuencia de la
estabilizacion electostatica de las particulas debida a los grupos -NHs*. Una
fraccion de las mismas decanta por accion de un campo magnético generado por
un iman de alta potencia. Este solido al ser re dispersado en agua destilada

recupera su estabilidad coloidal generando un nuevo fluido magnético estable.
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La incorporacion de GLUT a esta suspension induce a la decantacion

relativamente rapida, tal como se observa en la Figura 4.10.

GLUT45°C, 4h

ﬁ

Barra
agitadora

MAG-AO-QUIT SOP

Figura 4.10. Aspecto de la suspension acuosa de MAG-AO-QUIT antes y después

del entrecruzamiento con GLUT.

El GLUT en soluciéon acuosa puede dar lugar a diferentes especies
quimicas debido a su facilidad para inducir reacciones intra e intermoleculares.
Las mas importantes se ilustran en la Figura 4.11. La preponderancia de cada
una depende fuertemente de la temperatura [22] y del pH [23], mientras que la
concentracion influye significativamente en la oligomerizacion sélo por encima de
un 10% [24], valor que excede ampliamente al rango habitualmente empleado

para entrecruzar compuestos aminados (inferior al 1%).
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Figura 4.11. Estructuras de los compuestos de GLUT en agua. Tomado de [25]

con permiso de la editorial.

Una forma sencilla de reconocer la presencia de grupos funcionales
insaturados es la espectroscopia de absorcion molecular en UV-Visible. Un doble
enlace carbono-carbono aislado origina una banda intensa alrededor de 190 nm,
mientras que un carbonilo muestra una banda menos intensa aproximadamente
a 275 nm. Sin embargo, cuando estos dos dobles enlaces se encuentran
conjugados, ambas bandas sufren un desplazamiento a mayores longitudes de

onda debido al efecto batocrémico [26].

En la Figura 4.10 se incluye el espectro UV de una solucion acuosa de
GLUT al 2,5 % registrado a temperatura ambiente y a 45 °C. El mismo muestra
dos bandas: una muy intensa a 233 nm (C=C conjugado con C=0) y otra a 280
nm (C=0). En las condiciones bajo las cuales se activo el soporte (45 °C) se

aprecia un aumento de la intensidad de la banda correspondiente al carbonilo
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aldehidico lo cual es un indicador del desplazamiento del equilibrio entre especies
hacia el monémero, o polimeros de menor peso molecular aumentando la
concentracion de grupos aldehido (H-C=0). Si bien un cambio en la temperatura
de la solucion provoca una alteracion de la absortividad molar —y por ende de la
absorbancia registrada-, se observa una gran diferencia en la relacion de
intensidades de las bandas asociadas a doble enlace C=C/C=0. Si el aumento de
absorbancia fuera solamente causado por la temperatura, también se observaria

ese efecto en la banda de 233 nm.

Absaorbancia

—— 45 °C

0,0

Figura 4.10. Espectros UV de GLUT al 2,5 % a temperatura ambiente y a 45 °C.

En base a los datos obtenidos a partir del analisis espectroscopico de la
solucion de GLUT, es posible inferir la presencia de especies que contienen
grupos aldehido conjugados con enlaces dobles C=C (por ejemplo la forma X, Fig.
4.9). Otras estructuras que no absorben en el UV pero cuya presencia se ha
demostrado por 3C-RMN, !'H-RMN [27] y dispersion de luz [24] (como el
hemiacetal ciclico IV, Fig. 4.9) también podrian participar de la reacciéon con el
QUIT debido a que cuentan con sitios reactivos frente a los grupos -NH,. En el
Esquema 4.1 se representan las diferentes reacciones posibles entre QUIT y

GLUT en las condiciones experimentales aplicadas.



-140 -

HO—0O oH

Esquema 4.1. Principales reacciones entre QUIT y GLUT
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Las medidas de {pot confirman la naturaleza cationica del QUIT
precipitado sobre MAG (MAG-AO-QUIT). Evidencias de la incorporacion de GLUT
también se encuentran a partir de los resultados de las medidas de {pot del SOP,
ya que la carga superficial se revierte y pasa a ser negativa. Esto es atribuible a la
desprotonacion de los grupos —NHs* para actuar como nucleéfilos frente a los

grupos funcionales del GLUT.

Sobre la base de los datos de caracterizacion es posible postular que el

soporte activado contiene los siguientes grupos en la superficie expuesta:

i-grupos aldehido aislados
ii-grupos aldehido conjugados con C=C

iii-grupos hemiacetal

La determinacion de la cantidad de GLUT incorporada al soporte se realiz6
mediante espectroscopia UV-Visible. Se registraron los espectros de testigos entre
1y 15 mg/mL para construir una curva de calibrado, tomando la absorbancia de
la banda a 281 nm como referencia. El analisis del sobrenadante y los lavados de
la reaccion entre MAG-AO-QUIT y GLUT revelaron que la linea de base de algunos
espectros habia aumentado (Figura 4.11). En estos casos la cantidad remanente
de entrecruzante calculada resulté mayor a la inicial. Esto se puede atribuir a dos
causas: i. la presencia de particulas que permanecieron en suspension y por lo
tanto dispersan la luz (ver figura 4.8) y; ii.La alteracion irreversible de la
composiciéon de la solucién de GLUT por las multiples reacciones quimicas que
tienen lugar. Como consecuencia de estas observaciones la cuantificacion de

GLUT en SOP no resulté posible usando las herramientas disponibles.
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Figura 4.11. Espectros UV-V de sobrenadantes y lavados de la reaccion MAG-
AO-QUIT con GLUT

4.4.2. Interaccion CALB-GLUT

La forma en que CALB (y las proteinas en general) reacciona con soportes
activados con GLUT puede racionalizarse, en un principio, de manera analoga a
la interaccion QUIT-GLUT, dado que los grupos activos en este caso también
serian los NH,, provenientes de residuos aminoacidicos. Si bien la reacciéon
esperada es el ataque nucleofilico del grupo amino sobre el carbonilo, eso daria
lugar a una imina quimicamente inestable, por lo que la lipasa seria facilmente
removida por los lavados al finalizar la etapa de inmovilizacion. El empleo de
agentes reductores (como el NaBH4, LiAlH4s o NaBH3CN) para transformar el doble
enlace C=N en una amina secundaria ha sido ampliamente reportado como una
estrategia para reforzar la interaccion soporte activado-lipasa. Al comparar la
estabilidad operacional de los biocatalizadores obtenidos mediante esta ruta
reductora con los de una inmovilizaciébn covalente sin ningun tratamiento
posterior, no se encuentran evidencias de que el agente reductor sea el
responsable de la retencién de actividad. Por ejemplo, la lipasa de Candida

rugosa fue inmovilizada sobre polipropileno aminado y activado con GLUT. La
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actividad inicial en esterificacion se mantuvo por 5 ciclos, y perdié menos del 20

% hasta la 12vareaccion [28].

Walt y Agayn recopilaron ya en 1994 informacion valiosa sobre las
multiples reacciones entre proteinas y GLUT, concluyendo que la reduccion, en
muchos casos, no s6lo no es necesaria sino que incluso puede ser perjudicial
para la retencion de la conformacion activa de una enzima, ya que actua sobre
los puentes disulfuro que mantienen esa conformacion [29]. Un ejemplo claro del
efecto desactivante del borohidruro sobre CALB-QUIT es el trabajo de Rodriguez y
col. en el cual, con apenas 0,5 mg NaBH4/mL a 25 °C, la actividad decae en un
32 % respecto al biocatalizador sin reducir [30]. El mismo efecto negativo fue
observado para lacasa inmovilizada sobre fibra de coco [31]. A pesar de estas
evidencias, numerosos autores reportaron hasta muchos anos después que el
NaBH4 era imprescindible para el éxito de la inmovilizacion enzima-GLUT. Por
ejemplo, Khoobi y col. prepararon particulas magnéticas recubiertas de
polietilenimida (PEI) y activadas con GLUT al 1 %, sobre las que inmovilizaron
lipasa de Thermomyses lanuginosa (TLL). Luego trataron con NaBH4 1 mg/mL, y
el catalizador fue testeado en esterificacion de acido valérico con etanol en
hexano. La actividad decrecié gradualmente hasta desaparecer en 10 ciclos [32].
Este protocolo fue repetido por los mismos autores en un nuevo estudio para
TLL, pero usando MCM41 (un tipo de silice mesoporosa) como soporte de partida.
El catalizador MCM-PEI-TLL retuvo el 100% de la actividad inicial por seis ciclos,
conservando mas del 80 % en el 12av [32]. Analizando en profundidad ambos
trabajos, se observa que la diferencia radica en el grado de aminacion del soporte:
mientras que el primero contiene 19,4 % en peso de PEI, el segundo tiene 15 %.
Una mayor densidad de grupos —NH: permite la incorporacion de mas unidades
de GLUT. Ante estas evidencias es claro que la relacion GLUT/soporte-NH,
constituye en factor determinante en la performance de la enzima a inmovilizar,

por sobre la utilizacién de un agente reductor.

Los mecanismos de inmovilizacion posibles se representan en el Esquema
4.2. La estructura IA (del GLUT monomérico) es altamente inestable ya que el
doble enlace C=N es labil frente a la hidroélisis acida. Por otro lado, en las formas
IIA y IIIA la enzima se une al grupo hemiacetal originando aminas secundarias

estables. Por ultimo, el ataque de CALB-NH: sobre carbonilos conjugados con
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enlaces C=C genera iminas estabilizadas por esa conjugacion, resistentes a la
hidrolisis (IVA) [33]. Richards y Knowels propusieron una alternativa valida que
consiste en una adicion del tipo Michael sobre el enlace C=C dando lugar a IVB
[34]. Cuando el GLUT se hubiere enlazado al QUIT en una de sus formas

poliméricas, obtenemos la estructura IVC

_CALBNH, J\/L M
OMO o /( J\,\

I

-HZO 0 N N (@]
H H

I A

A

2) CALB-NH NH
IVA ) CALB-NH, (/ IVB

NH
IvC

Esquema 4.2. Estructuras originadas por la interaccion GLUT-Enzima.
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Es importante notar que para que todas estas reacciones se lleven a
cabo efectivamente, los grupos amino de la enzima deben encontrarse
desprotonados, por lo que el pH del medio de inmovilizaciéon debe ser superior al
punto isoeléctrico. En el caso de las lipasas este valor se encuentra alrededor de

un pH=5 [35].

Los mecanismos de inmovilizacion propuestos (II — IV, Esquema. 4.2)
apuntan a la union irreversible de la enzima. Sin embargo, el catalizador SOP-
CALB no presenta estabilidad en términos de la actividad retenida (Fig. 4.7). En
cada ciclo se observa la pérdida de CALB (leaching), lo que origina la

desactivacion parcial hasta el tercer ciclo.

La retencion del nivel de conversion a partir de este punto no se condice
con el continuo leaching registrado en todos los reusos. Para explicar este
comportamiento, ademas de contemplar la interaccion directa con GLUT, es
preciso considerar la interaccion débil de moléculas de CALB entre si, que se

analizara en detalle en la proxima seccion.

El fenomeno de desactivacion total es mas dificil de explicar, ya que si
atribuimos al leaching de CALB débilmente unida como la Unica causa, aquellas
moléculas enlazadas directamente al soporte por uniones covalentes deberian

permanecer activas.
Otros motivos de desactivacion comunes son:

i- Inhibicion por producto o sustrato, que en este caso consistiria en la

obstruccion del sitio activo de la enzima con acido oleico u oleato de etilo,

ii- Cambio conformacional de la enzima (desnaturalizacion) que pasa

irreversiblemente a la forma cerrada.
iii- Atricion mecanica de la enzima debido al sistema de agitacion

La inhibicion reversible por producto o sustrato (i), en este caso, puede
descartarse con seguridad ya que deberia revertirse con lavados exhaustivos. Sin
embargo de acuerdo a lo observado en la Fig. 4.7, se produce una desactivacion

mas rapida después de los lavados.
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La desnaturalizacion de la proteina inmovilizada puede racionalizarse en este
caso a través de la interaccion multiple con el GLUT. Si consideramos el exceso
de entrecruzante con el que se activo al soporte aminado (Seccion 4.2.1.)
podemos asegurar que el numero de grupos funcionales disponibles (tanto
aldehido como hemiacetal) para interactuar con la enzima supera ampliamente a
la cantidad nominal de moléculas de CALB, en una relacion 20:1 (20 mg de GLUT
nominales para 1 mg de lipasa). Si grupos aldehido permanecen libres luego de la
inmovilizacion, el entrecruzamiento GLUT-CALB puede seguir ocurriendo durante
los tiempos de lavado/secado entre ciclos a través de otros grupos -NH> . Esto
tiene un efecto toxico sobre la enzima [36] ya que provoca una lenta y progresiva

distorsion de la estructura terciaria.

Yagonia y col. aseveraron que de los nueve residuos de lisina que CALB
contiene, solo tres se encuentran expuestos y lejos del sitio activo (triada
Serinal05-Aspartico187-Histidina224, Figura 4.12) por lo cual Ila
desnaturalizacion por GLUT puede minimizarse. De hecho, obtuvieron CALB
inmovilizada sobre sol-gel mediante APTS y GLUT (sin ningan tratamiento post-
inmovilizacion) capaz de retener el 100% de la actividad inicial en ocho ciclos de
hidrélisis de p-nitrofenilpalmitato [37]. Las cantidades nominales seleccionadas
en ese trabajo aseguran la limitacion del nimero de grupos aldehido disponibles:
para un maximo de 2,2.10-3 moles de grupos —-NH, ofrecieron apenas 10-3 moles
de GLUT. Nuevamente queda en evidencia la importancia y la influencia de la

relacion GLUT/soporte-NHas.

Figura 4.12. Distribucion de lisinas (K) expuestas en CALB. La triada catalitica

se sefnala en rojo (tomado de [38] con permiso de la editorial).
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En esta etapa de trabajo se emplearon 100 mg de GLUT para 50 mg de
soporte aminado MAG-AO-QUIT. En base a lo expuesto, el exceso de GLUT podria

justificar parcialmente la desactivacion total del biocatalizador magnético.

No se descarta una contribucion del efecto mecanico de la agitacion

seleccionada.
4.4.3. Interaccion CALB-CALB

Las proteinas tienden a agregarse en solucion acuosa [38]. Una de las
técnicas por las que se ha estudiado este fenomeno es la dispersion de luz, tanto
estatica [39] como dinamica [40,41]. Una estimacion del grado de aglomeracion
de la lipasa puede obtenerse a partir de medidas de Dh por DLS a varias
concentraciones, inmediatamente después de preparadas las soluciones y luego
de agitarlas media hora. La concentracion que se tuvo en cuenta como referencia
del caldo crudo de CALB fue 300 mg/mL, siendo este valor correspondiente a
proteina precipitable (PP) [42]. Los resultados correspondientes a Dh se muestran

en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Diametros hidrodinamicos de CALB en solucion.

Concentracion (mg PP/mlL) Dh (nm) sin agitar Dh (nm) agitado 30 min

1102- 57% o

0,41 473 4- 43% 274,1 -100%

0,82 647,7 -100% 269,1 - 100%

165 2519 -82% 672,1 -81%

’ 268,9 -18% 197,3 -19 %
2130 -75%

_ (o)

3,3 1522 -100% 429.5- 25%
6,7 1881- 100% 3229- 100%
_ (o)

10 3965 -86,5% 3953- 100%

1038 -13,5%

*Concentracion en la solucion de inmovilizacion
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El preparado comercial de CALB utilizado para esta tesis contiene
numerosas especies quimicas diferentes. Algunas provienen de la fuente
microbiana, mientras que otras son agregadas como conservantes o
estabilizantes. Entre ellas se pueden mencionar glicerol y sorbitol, que juntos
constituyen aproximadamente el 50 % de los compuestos solubilizados del caldo;
benzoato de sodio (0,2 %) y sorbato de potasio (0,1 %) [43] representados en la
Figura 4.13. Se ha reportado la presencia de acidos nucleicos en el caldo
comercial de CALB [44]. La presencia de estas impurezas impide realizar una
medida confiable de agregados que estén constituidos solamente por CALB, ya
que la enzima experimentara, aun muy diluida, fuertes interacciones con

practicamente todos los aditivos mencionados.

Figura 4.13. Aditivos del caldo comercial de CALB

Fang y col. midieron el Dh de CALB en una solucion preparada a partir
de la lipasa liofilizada ultrapura, logrando observar el tamano de la molécula
monomeérica (3 x 4 x 5 nm [45]) a una concentracion de 1,6 mg/mL [46]. Por lo
tanto, los valores registrados en la Tabla 4.1 son indefectiblemente cumulos de
una variedad de especies quimicas que se mantienen unidas por, por ejemplo,
puentes de hidrogeno y fuerzas electrostaticas. Incluso clusters de CALB se
atraen enfrentando regiones hidrofébicas con orientaciones especificas [47]. De
todas maneras, es evidente que esos cumulos pueden desagregarse con la
agitacion por debajo de 1,65 mg PP/mL. A concentraciones mayores la tendencia

se revierte, volviéndose atin mas marcada la agregacion.

Puede inferirse entonces que en las condiciones de inmovilizacién, la
lipasa se encuentra altamente agregada, por lo que el proceso es mucho mas

complejo que la sola formacion de enlaces covalentes N-C.
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Tomemos como modelo un agregado de casi 4 micras compuesto
principalmente por sorbitol, glicerol y CALB. Grupos —-NH: de enzimas de que
hayan quedado expuestas reaccionan con el soporte (sobre los grupos funcionales
senalados en la seccion anterior) llevando consigo a todo el conjunto de moléculas
que la rodeaban. Al retirar el sobrenadante y agregar agua destilada para los
lavados, aquellos compuestos mas hidrofilicos pueden desorberse facilmente del
agregado, pero considerando su gran tamano y resistencia a la agitacion, es
posible que no todas las impurezas lleguen a eliminarse. Lo que permanece sobre

la superficie del catalizador seria:
1) Moléculas de CALB unidas directamente por enlaces quimicos

2) Moléculas de CALB adsorbidas unas sobre otras, intercalandose con restos

de los aditivos, débilmente unidas al soporte.

Esta teoria de inmovilizacion mixta permite explicar, por un lado, el
leaching registrado a lo largo de 7 ciclos (Fig. 4.7) que a su vez es causante de la
abrupta caida en la conversion. Por otro lado, la retencion de actividad en los
ciclos 3 a 5, aun cuando se ha registrado desorcion puede explicarse
considerando que cada capa desprendida deja al descubierto nuevas moléculas
que en los ciclos anteriores eran totalmente inaccesibles para el sustrato, por lo
tanto el numero de sitios activos expuestos se mantiene aproximadamente

constante hasta el quinto ciclo.

Se reportaron comportamientos similares en otras lipasas inmovilizadas a
través de GLUT. Por ejemplo, Kumar y col. inmovilizaron la lipasa de Bacillus sp.
DVL2 entrecruzada con el dialdehido sobre alimina. Observaron la desactivacion
total en 7 ciclos de esterificacion de acido oleico con etanol utilizando hexano

como solvente [48].

El hecho de que el catalizador SOP-CALB se desactive en apenas 4 ciclos
lavandolo exhaustivamente (Fig. 4.7) refuerza la idea anterior, dado que en cada

lavado de 2 horas se desprende mayor cantidad de enzima e impurezas.

Por otro lado, este resultado se suma a la numerosa bibliografia previa que
reporta el problema de la adsorciéon simple como un método no efectivo para
inmovilizar enzimas, ya que no permite el escalado a nivel industrial y se

acompana, con frecuencia, de pérdida de actividad. So6lo enzimas comerciales



-150 -

como Novozym435 han logrado superar estos problemas a través del uso de
soportes macroporosos poliméricos y en el marco de desarrollo de tecnologia de

alto costo.

4.5. Conclusiones del capitulo IV

Se prepar6o un material magnético a base de nanoparticulas de magnetita
modificada con quitosano y glutaraldehido. Se consiguié la inmovilizacién de
CALB en el mismo. Se observo por TEM que los ntcleos magnéticos dispersos en
la matriz de polimero entrecruzado tienen tamanos de alrededor de 10 nm. La
incorporacion de la lipasa da lugar a agregados de nanoparticulas magnéticas
con diametros hidrodinamicos de hasta 700 nm en agua. El biocatalizador resulto
activo y potencialmente reutilizable en la esterificacion de AO con etanol sin
solvente. La actividad catalitica decreci6 hasta desaparecer al cabo de 7 ciclos
debido a la desorcion (leaching) de CALB que actiia como enzima libre. Aquellas
moléculas enlazadas covalentemente al soporte mediante GLUT permanecieron
desactivadas debido al exceso de grupos aldehido frente a los —NH, tanto del

soporte como de la lipasa.

Los resultados y conclusiones derivados de este capitulo dieron origen a una
publicacion en una revista internacional con referato y una presentacion a

reunion cientifica en formato péster:

-Development of a magnetic biocatalyst useful for the synthesis of
ethyloleate. Nicolas, Paula; Lassalle, Veronica; Ferreira, Maria Lujan.

Bioprocess and Biosystems Engineering (2014) 37 p.585

-Disenio de biocatalizadores de Candida antarctica B inmovilizada sobre
nanoparticulas magnéticas. Paula Nicolas; Veronica Lassalle; Maria Lujan
Ferreira. La Plata, Argentina. 2012. Libro. ISBN 978-987-28696-0-1, p.74 V
Encuentro regional de biocatalisis y biotransformaciones. Sociedad Argentina

de Biocatalisis y Biotransformaciones.
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5.1. Introduccion

Como se observo en el capitulo anterior, la inmovilizacion de CALB sobre
MAG-AO-QUIT-GLUT (SOP) resulta en un biocatalizador activo y reutilizable, pero
con una estabilidad operacional pobre. Las causas principales de este
comportamiento fueron el leaching de moléculas de la enzima débilmente
adsorbidas al soporte y el cambio conformacional de la enzima inducido por el
exceso de GLUT. Las estrategias posibles para minimizar el fenémeno de leaching
son las siguientes: i. disminuir la relacion GLUT/MAG-AO-QUIT, vy, ii. disminuir
la concentracion de CALB en la inmovilizacion para promover su desagregacion.
La primera opcion fue descartada debido a la necesidad de ese exceso de
entrecruzante para lograr la decantacion del soporte, impidiendo la formacion de
fluidos coloidales estables. Se adoptdé la estrategia ii. y, adicionalmente, se
incorporé un agente espaciador, en este caso el 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTS, Figura 5.1). El objetivo de este agregado fue incrementar la distancia entre
la enzima y el soporte para minimizar su inactivacion. Para asegurar la
inmovilizacion covalente de CALB fue necesario adicionar una segunda capa de
GLUT en concentraciones controladas (mucho menores que la empleada para

entrecruzar QUIT).

NH,

v Si
oWy ™—~o
J \/
o)

Figura 5.1. Estructura de la molécula de APTS

El GLUT contintia siendo el reactivo mas empleado para la fijacion de
proteinas gracias a la simplicidad de su manipulacion, alta reactividad y

posibilidad de aplicacion a una enorme variedad de soportes naturales o
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sintéticos. La superficie a tratar debe contener grupos amino (-NHy). En muchos
casos, los materiales de partida no contienen estos grupos, por lo que son
introducidos a partir de moléculas como diaminas [1], 3-APTS [2] o modificacion
quimica con amoniaco [3]. De esta manera, el ataque nucleofilico sobre el GLUT
(y demas especies derivadas de €l) da lugar a aminas secundarias (C-NH-C)
ademas de dobles enlaces C=N. Varios autores han concluido que, en los soportes
aminados y activados con GLUT, la inmovilizacion tiene lugar en dos etapas: una
inicial, que involucra la adsorcion rapida de la proteina; y otra posterior que
incluye la formacion del enlace covalente [4,5]. Por esta razon se los ha llamado

“matrices heterofuncionales” [6].

Existen numerosos reportes sobre la utilizacion de APTS reactivo como
agente funcionalizante de particulas magnéticas para la posterior inmovilizacion
de proteinas. Kanimozhi y Perinbam acoplaron la lipasa de Pseudomonas
fluorescens Lpl sobre nanoparticlas de MAG funcionalizadas con APTS y GLUT.
El biocatalizador mantuvo la actividad inicial por 4 ciclos y luego decrecio
lentamente, mientras que perdi6 mas del 70 % durante 15 dias de
almacenamiento [2]. El mismo soporte MAG-APTS-GLUT fue aplicado con éxito
por Kumar y col. para estudiar la liberacién controlada de serratiopeptidasa en
ratas [7]. Sojitra y col. inmovilizaron simultaneamente 3 enzimas diferentes (a-
amilasa, celulasa y peptidasa) con varias concentraciones de GLUT (12-96 mM).
En este caso el entrecruzante fue anadido junto con las enzimas en una
suspension de MAG-APTS. Encontraron que la concentracion de GLUT que

maximizaba la actividad de las 3 enzimas fue 60 mM (0,6 %)|[8].

Este capitulo se orienta a dilucidar el papel que cumplen los aditivos
APTS y GLUT en la eficiencia del biocatalizador, su estabilidad operacional y su
actividad retenida en funcién del tiempo de almacenamiento. Para ello se
emplearon diferentes proporciones de APTS, GLUT y CALB sobre el soporte
estudiado en el capitulo 4. Se realizé un diseno de cribado tendiente a determinar
el alcance de cada una de las variables en respuestas seleccionadas. Es real que
la literatura abunda en el uso de estos aditivos, pero no estan suficientemente
estudiados los mecanismos de interaccién que permitan comprender y optimizar
diferentes estrategias de inmovilizacion y a su vez aseguren la estabilidad

operacional del biocatalizador.



-161 -

La motivacion adicional en este caso fue obtener un catalizador con
amplias posibilidades de implementacion practica, incluso capaz de competir con
los biocatalizadores comercialmente disponibles. Para alcanzar este objetivo es
muy necesaria la comprension de los aspectos mecanisticos de todo el protocolo

de inmovilizacion.
5.2. Experimental

Se desarrollé un estudio sistematico variando la concentracion de los dos
modificantes asi como la de la lipasa. Se seleccionaron los mejores catalizadores,
en términos de su actividad en el primer uso, para evaluar la estabilidad térmica,

la estabilidad en el almacenamiento y la capacidad de reutilizacion.
5.2.1. Seleccion del disefio de cribado.

Se utilizo el programa Statgraphics Centurion XV.II (StatPoint Inc.) para
disenar las experiencias y analizar los resultados estadisticamente. En la Tabla
5.1 se muestran los valores seleccionados para las variables independientes y las

respuestas a evaluar en funcion de las mismas.

Tabla 5.1. Variables independientes y respuestas

Variables independientes Respuestas
Nivel mg APTS mg GLUT mg CALB X%
-1 0 0 3 CE%
0 200 25 6 AEcar
+1 400 50 9 AEcaLs

La actividad especifica se define, en este trabajo, como los mg de AO
convertidos por hora y por mg de catalizador (AEcar), 0 bien por hora y por mg de
lipasa inmovilizada (AEcaLs) en las condiciones de reacciéon establecidas para la
esterificacion de AO con etanol sin solvente (capitulo II, seccion 2.2.2). La carga

enzimatica (CE %) denota los mg de CALB inmovilizada cada 100 mg de soporte.

Las cantidades nominales de APTS, GLUT y CALB estan establecidas para
400, 300 y 200 mg de MAG respectivamente.

En la Tabla 5.2 se detallan las condiciones ingresadas al programa para

ejecutar el diseno. La Tabla 5.3 muestra la respuesta del programa en términos
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de los posibles disefios a aplicar. A su vez, se definen los términos estadisticos

empleados.

Tabla 5.2. Condiciones de borde impuestas al programa

Numero Puntos Centrales Corridas Sigma Potencia Meta Nivel de
de Minimos Maximas
Factores por Bloque por Bloque Error Deseada Efecto Confianza
Exp.
3 1 10 0,5 90,0% 1,5 95,0%

-Factores: variables independientes

-Puntos centrales: corridas hechas al nivel medio de cada uno de los factores, y
frecuentemente se replican con el proposito de estimar la magnitud del error

experimental.
-Bloque: conjunto de experiencias

-Sigma de error experimental: Se refiere a la desviacion estandar o del error
experimental. El error experimental es una medida de la magnitud a la cual los
resultados de una simple corrida podria variar si la corrida fuera repetida en las
mismas condiciones de los factores experimentales. Mientras mas grande sea el
error experimental, un mayor numero de corridas seran requeridas para estimar
un efecto de una magnitud dada. Normalmente se introduce un valor basado en
los resultados de experimentos previos. Si ese estimado no esta disponible puede
fijarse en 1.0. Los “efectos” mostrados seran entonces expresados como un

multiplo de o.

-Potencia: Una prueba de hipotesis sera realizada para determinar si cada efecto
es significativamente diferente de cero o né. La Potencia esta definida como la

probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando ésta es falsa.

-Nivel de confianza: Se refiere al nivel de confianza 100(1-a)% usado cuando se
construye intervalos de confianza. El valor a es usado también como el nivel del
Error Tipo I cuando se prueban hipétesis. El Error Tipo I ocurre cuando la

hipotesis nula es falsamente rechazada.
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Tabla 5.3. Disefios propuestos por el programa.

Disenno Corridas Res. Puntos Puntos G.L. Rep. Bloques Poten.

Esquina Centrales Error (%)
Factorial 12 V+ 8 4 5 1 2 92,3
273
Media 10 11 8 2 §) 2 1 93,9
fraccion
saturada
273-1

-Resolucion: Un disefio de resolucion V puede estimar todos los efectos
principales y todas las interacciones de dos factores. Un disefio de resolucion IV
puede estimar todos los efectos principales, sin embargo las interacciones de dos

factores se confundiran entre ellos mismos o con efectos de bloque. Resolucion III

confunde interacciones de dos factores con efectos principales.

-Error grados de libertad: el nimero de grados de libertad disponible para estimar
el error experimental. La potencia de este test estadistico esta relacionada con el
numero de grados de libertad, asi como con el namero total de ejecuciones en el
experimento. Normalmente, al menos deben estar disponibles 3 grados de

libertad, aunque siempre es preferible mas.

-Réplicas: corridas con las mismas condiciones experimentales

El segundo diseno (273-1) fue seleccionado ya que involucra la menor
cantidad de experiencias. Es un uUnico bloque de 10 corridas: 8 puntos de
esquina y 2 centrales. El disenio de cribado creado por el programa fue

aleatorizado y se detalla en la tabla 5.4.
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Tabla 5.4. Diseno experimental aleatorizado

Corrida APTS GLUT CALB
1 0 25 9
2 200 0 6
3 0 50 9
4 0 25 3
5 400 25 3
6 400 50 3
7 400 50 9
8 0 50 3
9 200 0 6

10 400 25 9

5.2.2. Metodologias de modificacion del SOP
5.2.2.1. Incorporacion de APTS

400 mg de SOP se agitaron magnéticamente (700-800 rpm) durante 24
horas a temperatura ambiente en 4 mL de una solucion etanodlica de APTS de
distintas concentraciones. El sé6lido se decantdé totalmente usando un iman de
Nd, el sobrenadante fue descartado y el solido se lavo 3 veces con 1,5 mL de

etanol. A esta formulacion se la llamara SOPa.
5.2.2.2. Activacion con GLUT

300 mg de SOP, se agitaron magnéticamente a 700-800 rpm durante 3
horas a 45 °C en 5 mL de una solucion acuosa de GLUT de distintas
concentraciones. El sélido se decanté totalmente usando un iman de Nd, el
sobrenadante fue descartado y el s6lido se lavé 3 veces con 1,5 mL de agua. A

esta formulacion se la llamara SOPag.
5.2.2.3. Inmovilizacion de CALB

200 mg de SOPac se agitaron magnéticamente a 700-800 rpm durante 7
horas a temperatura ambiente en 50 mL de una solucion acuosa de CALB de
distintas concentraciones. El sé6lido se decanto totalmente usando un iman de
Nd, el sobrenadante fue descartado y el so6lido se lavé 3 veces con 5 mL de agua.
A esta formulacion se la llamara CATi, donde i denotara el ntumero de corrida del

diseno.
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En la Tabla 5.5 se resumen todos los pasos de preparacion de cada
catalizador. Como se discutira mas adelante, fue necesario realizar dos
experiencias adicionales para discernir claramente la influencia de los 3
parametros estudiados, por lo que el diseno consto de 12 corridas en total.
Igualmente, para analizar los resultados, los datos cargados en Statgraphics soélo
incluyeron los experimentos 1-10 debido a que el programa no puede evaluar

experimentos fuera del dominio experimental original.

Tabla 5.5. Condiciones experimentales de preparacion de todos los catalizadores

400 mg SOP 300 SOPa 200 mg SOPac
4 mL etanol S mL agua S50 mL agua
24 horas 3 horas 7 horas
T ambiente 45 °C T ambiente
mg mg mg
Corrida APTS Nombre GLUT Nombre CALB Nombre
1 0 SOPa; 25 SOPac1 9 CAT1
2 200 SOPa2 0 SOPac2 6 CAT2
3 0 SOPa3 50 SOPacs 9 CAT3
4 0 SOPa4 25 SOPaca 3 CAT4
5 400 SOPas 25 SOPacs 3 CAT5
6 400 SOPas 50 SOPacs 3 CAT6
7 400 SOPar 50 SOPag7 9 CAT7
8 0 SOPas 50 SOPacs 3 CATS8
9 200 SOPao 0 SOPago 6 CATO9
10 400 SOPa10 25 SOPac10 9 CAT10
11 100 SOPa11 600 SOPac11 10,4 CAT11
12 0 SOPai- 600 SOPag12 9 CAT12

5.2.2.4. Reaccion test

La medida de conversion para cada catalizador se realiz6 segun el

procedimiento descripto en el capitulo II, seccion 2.2.2.
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5.2.2.5. Determinacion de carga enzimatica (CE), hierro y silicio

La cantidad de lipasa inmovilizada se estim6 mediante la determinaciéon
de S por emision atéomica-ICP en los sobrenadantes y lavados de inmovilizacion.
Los fundamentos de la seleccion de este método frente a los tradicionales basados
en UV-V (Bradford, Lowry, etc.) se expondran exhaustivamente en el capitulo VI.
Por esta misma técnica fueron cuantificados hierro y silicio para estimar MAG y
APTS.

5.3. Resultados
5.3.1. Caracterizacion
5.3.1.1. DRIFTS

En la Figura 5.2 se muestran los espectros IR para las muestras SOP, en
las que la concentracion de APTS fue cero, es decir que fueron agitadas en etanol
puro. El soporte no sufre ningiin cambio respecto del estado previo a este

tratamiento.

T % LA

Figura 5.2. Espectros IR de SOP agitado en etanol puro
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Aquellas muestras en las que la concentracion de APTS fue distinta de cero
(Figura 5.3) presentan cambios en la region entre 1200 y 800 cm-!. La
contribucion de la senal tipica del enlace Si-O se observa a 958 cm-!. La banda
esperada entre 1200 y 1220 cm! atribuible a Si-C se superpone con las

preexistentes aportadas por los enlaces C-N del QUIT y de la unién GLUT-QUIT.

T%UA.

— SOP A5
—— SOP A2
E — SOP A9
—— SOP A6
— SOP A7
- — SOP A10

T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v(cm™)

Figura 5.3. Espectros IR de muestras SOP4

En la Figura 5.4 se senialan las bandas mas importantes del APTS.

T % U. A

1 C-H A
s

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v (Cm'1)

Figura 5.4. Espectro IR de APTS impregnado en KBr.
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La banda fina y medianamente intensa observada en algunos espectros a
1380 cm-! corresponde al ion nitrato, comunmente presente en el KBr comercial
[E].

Los soportes SOPac2 y SOPac9 (Figura 5.5) se obtuvieron agitando SOPa2
y SOPac9 en agua a 45°C, ya que a estas corridas correspondia un valor cero para
la variable GLUT. Este tratamiento no provoco cambios apreciables en los

espectros DRIFTS.

T%
\i.'

C-H

4 ) [—s0P AG2
o0-H —— S0P AGS

Figura 5.5. Espectros IR de SOPs¢ sin GLUT.

La incorporacion de GLUT sobre las muestras pre-tratadas con APTS (O, 2
y 4 mg/mL) no aporta nuevas sefiales ya que se suman mas enlaces C-N y C=N.
En las Figuras 5.6a y 5.6b se muestran las zonas de los espectros DRIFTS

correspondientes a las bandas de interés.
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Figura 5.6a Zona de los espectros IR de muestras SOPac con GLUT

correspondientes a la region de absorcion de grupos OH y NH
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Figura 5.6b. Zona de los espectros IR de muestras SOPag con GLUT

correspondientes a la region de absorcion de enlaces C-N, C=N y Si-O



-170 -

En la etapa de la preparacion de los catalizadores donde se realizo la
inmovilizacion de la lipasa, el soporte contenia numerosos modificantes organicos
cuyas bandas caracteristicas en el IR se superponen. Por lo tanto, las senales
atribuibles al grupo amida de CALB no pueden detectarse claramente en ninguno
de los espectros de los catalizadores preparados (Figura 5.7). De ahi que la
espectroscopia IR no representa en este caso una técnica util para confirmar la

inmovilizacion de la lipasa.

— CAT1
—— CAT2
—— CAT3
—— CAT4
—— CATS5
— CAT6
— CAT7
—— CATS8
—— CAT9
— CAT10

T%UA.

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v (ecm™)

Figura 5.7. Espectros IR de CAT 1 a 10.

Por otro lado, dado el contenido de proteina en el soporte (nunca mayor al 4,5 %)
es comprensible que no sea simple la detecciéon, sobre todo por la presencia de

bandas comunes con el soporte.

5.3.1.2. Microscopia electréonica y espectroscopia EDX

La técnica SEM combinada con espectroscopia de energias dispersivas de
rayos X (EDX) permitié reconocer la presencia de silicio en aquellas muestras

seleccionadas tratadas con APTS. Las barras de escala corresponden a 10 micras.
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Figura 5.9. Micrografia SEM y espectro EDX de SOPag4
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Figura 5.10. Micrografia SEM y espectro EDX de SOPag7
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Figura 5.13. Micrografia SEM y espectro EDX de CAT 4
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Figura 5.14. Micrografia SEM y espectro EDX de CAT 7
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Figura 5.15. Micrografia SEM y espectro EDX de CAT 9

Las muestras fueron caracterizadas también por TEM. Se observaron
cambios en la agregacion de las particulas del soporte, en funcion del contenido
de CALB. El CAT con mayor concentracion de proteina presenta mayores niveles
de agregacion (CAT7) que los que contiene menor proporcion de CALB (CATs 1y
9).
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Figura 5.16. Micrografias TEM de muestras seleccionadas SOPac y CAT. Las

barras en las esquinas inferiores izquierdas equivalen a 20 nm.

Esto implica que atn cantidades inferiores al 4,5 % de proteina en el sélido afectan

la agregacién de los biocatalizadores.
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5.3.1.3. DLS

En la Figura 5.17 se comparan los diametros hidrodinamicos de los
diferentes catalizadores. La linea horizontal marca el DH de la muestra SOP,

precursora de todos.

1800
1600
1400
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1000
800
600 -
400
200 A
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DH (nm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Catalizador

Figura 5.17. Diametros hidrodinamicos de los distintos CATs.
5.3.1.4. Composicion de los CAT mediante EA-ICP
En la Tabla 5.6 se detallan los porcentajes en peso de Fe y Si de cada
catalizador. En base a estos datos se calculo la composicién en términos de

porcentaje de MAG y APTS.

Tabla 5.6. Porcentajes en peso de MAG y APTS en muestras CAT

Catalizador

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10

%Fe 39 45 62 62 52 51 47 50 49 44
%Fez04 54 62 85 86 72 71 64 70 68 61

%Si trazas 1,4 trazas trazas 0,98 0,57 0,65 trazas 0,55 0,23

%APTS O 11,3 O 0 77 45 51 O 4,3 1,8
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5.3.2. Actividad catalitica
5.3.2.1. Variabilidad de respuestas con APTS, GLUT y CALB

Las cuatro respuestas evaluadas para cada CAT se muestran en la Tabla
S5.7. Estos valores obtenidos experimentalmente fueron introducidos en el

software y analizados separadamente por respuesta.

Tabla 5.7. Respuestas del disenio experimental

CAT X % CE % AEcar AEcais
1 39 2,2 4,19 6,30
2 4 2,1 0,42 0,66
3 35 2,6 3,81 4,73
4 33 1,5 3,53 7,55
5 10 0,7 1,15 5,25
6 16 0,6 1,86 9,89
7 39 3,0 4,11 4,49
8 22 0,9 2,34 7,96
9 3 2,5 0,32 0,42
10 36 3,4 3,8 3,69

5.3.2.1.1. Conversion

La Tabla 5.8 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos
efectos, el cual contempla el error de muestreo. El factor de inflacién de varianza
(V.ILF.) mas grande, es igual a 2,0. Para un diseno perfectamente ortogonal,
todos los factores serian igual a 1. Factores de 10 o superiores, normalmente se

interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.
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Tabla 5.8. Errores estandar basados en el error total con 3 g.l. para X%

Estimado Error Estandar V.IF

Efecto promedio 21,6 3,9 T
A:APTS -13,0 12,2 2,0
B:GLUT 20,6 10,3 1,0
C:CALB 16,0 12,2 2,0
AB 12,0 17,2 2,0
AC 7,5 8,6 1,0
BC 2,0 17,2 2,0

VIF= Factor de inflacion de varianza

La Figura 5.18 muestra la significancia estadistica de cada

independiente asi como la interaccion entre ellas (diagrama de Pareto).

B:glut

C:calb
A:apts
AC

AB

BC

gl

o

1 2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 5.18. Diagrama de Pareto estandarizado para X%

variable

El ANOVA (Tabla 5.9) particiona la variabilidad de conversion en piezas

separadas para cada uno de los efectos. Prueba la significancia estadistica de

cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error

experimental. En este caso, ningun efecto tiene un valor P menor que 0,05,

indicando que no son significativamente diferentes de cero con un nivel de

confianza del 95,0%.

El estadistico R2? indica que el modelo, asi ajustado (considerando todos

los efectos), explica soélo el 76,6 % de la variabilidad en conversion.
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Tabla 5.9. Analisis de Varianza para conversion. R2 = 76,6 %

Fuente Sumade G.l Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:APTS 169,0 1 169,0 1,14 0,3641

B:GLUT 592,457 1 592,457 3,99 0,1396

C:CALB 256,0 1 256,0 1,73 0,2804

AB 72,0 1 72,0 0,49 0,5362

AC 112,5 1 112,5 0,76 0,4480

BC 2,0 1 2,0 0,01 0,9149

Error total 445,143 3 148,381

Total 1900,1 9

(correlacion)

Para explicar la variabilidad de X% fue necesario considerar a CE% como
una variable independiente y a GLUT como parametro significativo. De esta
manera, se obtuvo un modelo matematico capaz de ajustarse adecuadamente a
los datos experimentales. La dependencia de X% con estos parametros es
descripta por la Ecuacion 5.1. El valor R2? fue 96,2. El maximo se ubica en CE=
2,1% y GLUT= 38 mg (nominal). La Figura 5.18 es la superficie de respuesta que

representa a la Ecuacion 5.1.

Ecuacion 5.1. Conversion en funcion de mg de GLUT nominales y carga
enzimatica.

X% = -39,5 + 33,7*CE% - 6,45*(CE%)2 + 2,04*GLUT - 0,0268*(GLUT)2
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Figura 5.19. Superficie de respuesta X% vs. CE% y mg de GLUT nominal.

En la Figura 5.20 se observa la correlacion entre los valores experimentales
de conversion y los predichos por la Ecuacion 5.1 en funcion de la carga

enzimatica obtenida.
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Figura 5.20. Conversion experimental y calculada vs. carga enzimatica.
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5.3.2.1.2. Carga enzimatica

La Tabla 5.10 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos

efectos. El factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a 2,0.

Tabla 5.10. Errores estandar basados en el error total con 3 g.l. para CE%

Estimado Error Estd. V.LF.

Efecto promedio 2,0 0,105
A:APTS 0,2 0,321 2,0
B:GLUT -0,5 0,271 1,0
C:CALB 1,7 0,321 2,0
AB -0,15 0,454 2,0
AC 0,675 0,227 1,0
BC 0,35 0,454 2,0

La Figura 5.21 muestra la significancia estadistica de cada variable

independiente asi como la interaccion entre ellas.

C:mg CALB

AC

|
|
el
[ ]
[ ]
]

BC

A:mg APTS

AB

Efecto estandarizado

Figura 5.21. Diagrama de Pareto estandarizado para CE%
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El ANOVA para CE% se detalla en la Tabla 5.11. En este caso, el efecto
CALB tiene un valor P menor que 0,05, indicando que es significativamente

diferente de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla 5.11. Analisis de Varianza para carga enzimatica. R2 = 96,4 %

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:mg APTS 0,04 1 0,04 0,39 0,5772

B:mg GLUT 0,35 1 0,35 3,40 0,1624

C:mg CALB 2,89 1 2,89 28,08 0,0131

AB 0,01125 1 0,01125 0,11 0,7627

AC 0,91125 1 0,91125 8,85 0,0588

BC 0,06125 1 0,06125 0,60 0,4966

Error total 0,30875 3 0,102917

Total (corr.) 8,705 9

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado (considerando todos los
efectos), explica 96,4% de la variabilidad en CE%. EIl modelo matematico que
describe la variabilidad de CE% es la Ecuacion 5.2 y es representado
graficamente por la Figura 5.22. Esta superficie no contiene maximos en el

dominio experimental explorado (no es convergente).

Ecuacion 5.2 Variabilidad predicha de carga enzimatica con cantidades

nominales de CALB y GLUT

CE% = 1,11+ 0,0256*mg CALB)? - 0,000213*mg GLUT)?
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Figura 5.22. Superficie de respuesta de CE% vs. CALB y GLUT nominales.

5.3.2.1.3. Actividad especifica por unidad de masa de catalizador

La Tabla 5.12 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos

efectos. El factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a 2,0.

Tabla 5.12. Errores estandar basados en el error total con 3 g.1.

Estimado Error Estd. VIF

Efecto promedio 2,329 0,427 T
A:apts -1,385 1,305 2,0
B:glut 2,241 1,103 1,0
C:calb 1,655 1,305 2,0
AB 1,295 1,846 2,0
AC 0,692 0,923 1,0
BC 0,205 1,846 2,0

La Figura 5.23 muestra la significancia estadistica de cada variable

independiente asi como la interaccion entre ellas.
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Figura 5.23. Diagrama de Pareto para AEcar

El ANOVA para AEcar se detalla en la Tabla 5.13. Como en el caso de X%,
ningun efecto tiene un valor-P menor que 0,05, indicando que no son

significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R2 indica que el modelo, asi ajustado (considerando todos

los efectos), permite justificar so6lo el 75,9% de la variabilidad en AEcar.

Tabla 5.13. Analisis de Varianza para AEcar.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:apts 1,91822 1 1,91822 1,13 0,3665
B:glut 7,02912 1 7,02912 4,13 0,1352
C:calb 2,73903 1 2,73903 1,61 0,2943
AB 0,838513 1 0,838513 0,49 0,5335
AC 0,959112 1 0,959112 0,56 0,5075
BC 0,0210125 1 0,0210125 0,01 0,9186
Error total 5,11043 3 1,70348

Total (corr.) 21,2236 9

Nuevamente, fue necesario considerar en una regresion multiple a CE%

como variable independiente y a GLUT como parametro significativo. Esto
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permitio obtiener un modelo que explica satisfactoriamente la variabilidad de
AEcar (Ecuacion 5.3), y todos los parametros son significativos (p<0,05, Tabla
5.14).

Tabla 5.14. Regresion multiple para AECAT vs. CE% y GLUT

Parametro Estimacion  Error Estandar  Estadistico T Valor-P
CONSTANTE -1,69 0,701 -2,404 0,0530
CE% 0,894 0,228 3,920 0,0078
GLUT 0,186 0,039 4,754 0,0031
GLUT?= -0,00247 0,0007 -3,544 0,0122

Ecuacion 5.3. Variabilidad de AEcar con CE% y GLUT nominal

AEcar =-1,69 + 0,894*CE% + 0,186*GLUT - 0,00247*GLUT=2

Puesto que el valor-P en el ANOVA es menor que 0,05, existe una relaciéon
estadisticamente significativa entre las variables con un nivel de confianza del

95,0% (Tabla 5.15).

Tabla 5.15. ANOVA para AEcar vs. CE% y GLUT. R2 = 87,7 %.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razoén-F Valor-P
Modelo 18,6201 3 6,20671 14,30 0,0038
Residuo 2,60348 6 0,433914

Total 21,2236

(Corr.)

La Ecuacion 5.3 es representada en la Figura 5.24.
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Figura 5.24. Superficie de respuesta AEcar

5.3.2.1.4. Actividad especifica por unidad de masa de CALB inmovilizada

La Tabla 5.16 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos y las
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos

efectos. El factor de inflacién de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a 2,0.

Tabla 5.16. Errores estandar basados en el error total con 3 g.l.

Estimado Error Estd.
Efecto promedio 140,774 17,6774 VALE
A:apts -74,94 54,0052 2,0
B:glut 179,564 45,6427 1,0
C:calb -48,37 54,0052 2,0
AB 95,385 76,3749 2,0
AC -16,8325 38,1875 1,0
BC -94,775 76,3749 2,0

La Figura 5.25 muestra la significancia estadistica de cada variable

independiente asi como la interaccion entre ellas.
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Figura 5.25. Diagrama de Pareto para AEcaLs

El ANOVA (Tabla 5.17) calcula que, en este caso, GLUT tienen un valor-P
menor que 0,05, indicando que es significativamente diferente de cero con un

nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R2 indica que el modelo, asi ajustado (considerando todos

los efectos), justifica el 89,5 % de la variabilidad en AEcais.

Tabla 5.17. Analisis de Varianza para AEcais. R2 = 89,5 %

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:apts 5616,0 1 5616,0 1,93 0,2594
B:glut 45140,7 1 45140,7 15,48 0,0292
C:calb 2339,66 1 2339,66 0,80 0,4364
AB 4549,15 1 4549,15 1,56 0,3003
AC 566,666 1 566,666 0,19 0,6892
BC 4491,15 1 4491,15 1,54 0,3028
Error total 8749,69 3 2916,56
Total (corr.) 83321,2 9
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La regresion multiple que permiti6 obtener un modelo con el maximo
ajuste fue la Ecuacion 5.4, que surge de considerar a CE% como variable

independiente (Tabla 5.18). Esta funcion se grafica en la Figura 5.26.

Ecuacion 5.4. Variabilidad de AECALB con GLUT y CE%

AEcaws = 3,92 - 0,00306*GLUT? + 0,262*GLUT - 1,47*CE%

Tabla 5.18. Coeficientes y valores P del modelo AEcais (Ec. 4.4)

Parametro Estimacion Error Estadistico Valor-P
Estandar T

CONSTANTE 3,92366 1,41033 2,78208 0,0319

GLUT2 -0,00306404 0,00140277 -2,18427 0,0716

GLUT 0,262305 0,0787451 3,33106 0,0158

CE% -1,47115 0,458569 -3,20814 0,0184

El ANOVA (Tabla 5.19) tuvo un valor menor que 0,05, por lo que existe
una relacion estadisticamente significativa entre las variables con un nivel de

confianza del 95,0%.

Si bien el coeficiente del término cuadratico para la variable GLUT tuvo
un valor P > 0,05 (ver Tabla 5.18) no se elimin6 del modelo ya que su exclusion

arrojaba un R2de apenas 76%.

Tabla 5.19. ANOVA de AEcas. R2 = 87,3 %

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

Modelo 72,1819 3 24,0606 13,72 0,0043
Residuo 10,5195 6 1,75326
Total 82,7014 9

(Corr.)
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Figura 5.26. Superficie de respuesta para AEcats.

5.3.2.1.5. Optimizacion de todas las respuestas

Este procedimiento es util para determinar la combinacion de los
factores experimentales que simultaneamente optimiza varias respuestas. Los
hace maximizando la funcion de ‘deseabilidad’. A partir de los modelos
establecidos para cada respuesta, los mismos fueron combinados con la meta de
maximizarlas. El programa codifica los valores de cada salida entre O y 1 y
devuelve una funcion dependiente de dos variables elegidas (en este caso APTS y

GLUT) para un valor medio de la tercera (CALB).

La Tabla 5.20 detalla la deseabilidad calculada y observada para cada
corrida. En la Figura 5.27 se muestra la superficie de respuesta estimada para

deseabilidad.
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Tabla 5.20. Deseabilidad prevista por los modelos y observada
experimentalmente.

. Deseabilidad Deseabilidad
Fila X% CE% AEcar AEcars Prevista Observada
1 39,0 2,2 4,19 6,30 0,734038 0,814106
2 4,0 2,1 0,42 0,66 0,288035 0,0860159
3 35,0 2,6 3,81 4,73 0,783784 0,758538
4 33,0 1,5 3,53 7,55 0,568034 0,724412
5 10,0 0,7 1,15 5,25 0,112405 0,285568
6 16,0 0,6 1,86 9,89 0,42248 0,428086
7 39,0 3,0 4,11 4,49 0,840599 0,804644
8 22,0 0,9 2,34 7,96 0,626414 0,526713
9 3,0 2,5 0,32 0,42 0,288035 0,0

10 36,0 3,4 3,8 111,87 0,550516 0,735002
Superficie de Respuesta Estimada
mg CALB=6,0
Deseabilidad

00
ol
08 0,2
_— 6: 0,3

2 04} !
3 | 0,6
o 02 0,7
° 00 08
0 1020 09
0 100 mg GLUMM 1,0

200 300 409 Y
mg APTS

Figura 5.27. Superficie de respuesta para Deseabilidad con CALB constante

igual a 6 mg nominal.
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5.3.2.2. Estabilidad térmica y operacional.

El catalizador que permitio obtener el mejor valor de conversion (CAT7)
fue seleccionado para evaluar su comportamiento a una temperatura mayor y
utilizando nuevas relaciones de masa CAT/AO en la reaccion test. En la Figura

5.28 se muestran los resultados obtenidos a partir de este analisis.

35 T T T T T T T T T T T 1
25 30 35 40 45 50 55 60 &85 70 75 80 85

mg CAT 7

Figura 5.28. X% con masas variables de CAT 7 a 24 y 45 °C.

Es interesante destacar que a cantidades menores a 50 mg la actividad es mayor
a 45 °C mientras que es menor a cantidades mayores a 50 mg. Esto indica un

impacto potencial de la temperatura en la agregacion del biocatalizador.

Se estudio la performance del catalizador CAT7 en sucesivos ciclos de
reuso usando 60 mg de CAT por g de AO a 24 °C. Los valores de X% se aprecian
en la Figura 5.29.
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Figura 5.29. X% con 60 mg de CAT7 a T ambiente.

5.3.2.3. Retencion de actividad en almacenamiento

Se realizaron medidas de conversion usando CAT7 luego de dos meses de
su preparacion. Durante ese tiempo el biocatalizador sin uso habia sido
almacenado en heladera a 4°C. Se obtuvo un valor de X% un 25 % mas bajo que

el inicial.

Este mismo ensayo fue realizado para el CAT4 cuya unica diferencia con
el 7 es la ausencia de APTS. En este caso la conversion obtenida luego de 60 dias
fue practicamente nula. Los CATs 11 y 12 retuvieron el 90 y 100 % de actividad

inicial respectivamente (ver Figura 5.30).
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Figura 5.30. X% inicial de CATs seleccionados y luego de 2 meses de

almacenamiento.

5.4. Discusion

5.4.1. Influencia de APTS

El APTS tiene la posibilidad de reaccionar con la superficie del material

SOP de dos formas diferentes:

i- a través de los grupos etoxi con los oxhidrilos del QUIT o del hemiacetal
ciclico (ver capitulo 4, Fig. 4.9), quedando propilaminos expuestos

ii- a través del grupo amino con sitios electrofilicos de GLUT, quedando
expuestos grupos trietoxisilano.

En las corridas 2 y 9 del disefio experimental (réplicas), la lipasa fue
inmovilizada directamente sobre SOPa (ver Tabla 5.4). A pesar de que su carga
enzimatica es comparable con la de otros catalizadores, los CATs 2 y 9 resultaron
inactivos. Este fenomeno puede explicarse por el acoplamiento de CALB en una
conformacion inactiva, o bien con el sitio activo inaccesible para el sustrato. Se
puede inferir que existiria una contribucién de los dos fenémenos. Los resultados

de estas dos réplicas fueron reproducibles.
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Las cadenas laterales de dos de los aminoacidos que constituyen el sito
activo (Figura 5.31, A y C) contienen grupos funcionales que pueden

interaccionar tanto con -NH; como -Si(OEt)s.

0 0

|

O

OH (NI OH Ho”/\l\{/\“cm
OH NH, HN ‘

NH; HoN  H

Figura 5.31. A) Acido aspartico, B)Histidina, C)Serina

La drastica caida de actividad en estos casos es atribuible a interacciones
idnicas y covalentes que pueden tener lugar entre residuos aminoacidicos
cercanos al sitio activo de CALB con APTS, especialmente a través de los grupos
etoxi. Las mismas son representadas en el Esquema 5.1. Este esquema muestra
interacciones i6nicas entre carboxilatos de la enzima y aminos protonados del

soporte (aportados por el APTS), asi como enlaces covalentes Si-CALB.

Existe una gran cantidad de trabajos publicados donde un trialcoxisilano
se emplea para inmovilizar proteinas, pero siempre sobre superficies ricas sé6lo en
oxhidrilos [2,7-14]. De esta manera, son otros grupos funcionales (-NHj, -Ph, -R
de longitud variable) los que permanecen libres. No se han encontrado reportes
de funcionalizacion con amino-alcoxisilanos de soportes conteniendo GLUT

previamente, al menos a conocimiento de esta tesista.
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Esquema 5.1. Interacciones entre CALB y SOPa

5.4.2. Efecto de la combinacion APTS/GLUT

Como se mencion6é en el Capitulo 3, la solucion de GLUT contiene
diferentes especies quimicas, varias de las cuales presentan oxhidrilos. Por lo
tanto, ademas de la reaccion esperada amino(APTS)-carbonilo(GLUT) existen
otros mecanismos posibles que tienen lugar al activar el soporte con esta segunda
capa de GLUT. En el Esquema 5.2 se proponen, de forma simplificada, las

estructuras resultantes en la superficie de las muestras SOPac.
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Esquema 5.2. Quimica de la superficie de los materiales SOPac
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En las corridas donde CALB se inmoviliz6 sobre el SOP previamente
tratado con APTS/GLUT, la cantidad nominal de silano no fue un parametro
significativo para las respuestas evaluadas. Sin embargo, al realizar el test de
leaching en el ciclo 1 para CAT4 (sin APTS) y CAT7 (con APTS), se obtuvo 12+1%
y 20%£1% respectivamente indicando que CAT7 desprende mayor cantidad de
enzima. Este resultado sugiere que el agente espaciador tiene una influencia

negativa en:
-La estabilidad de la unién CALB-SOPag, y/0
-La cantidad de enzima que puede unirse.

La segunda opcion habia sido descartada por los modelos estadisticos, ya que
CE% no contiene términos dependientes de APTS. De todas maneras, si se
comparan las corridas 7 (con APTS) y 12 (sin APTS), donde CALB nominal es
igual, la CE% fue 3,0 y 3,6 %. Es posible entonces que la inclusion de esta capa
separadora limite el numero de sitios reactivos a los que la proteina puede
enlazarse, ya que ambas cantidades nominales son suficientes para “apantallar”
todo el GLUT-QUIT, pero son muy pocas las moléculas de APTS que exponen el
grupo amino. Por lo tanto, al activar con GLUT por segunda vez, la densidad
superficial de grupos funcionales reactivos es considerablemente menor que en

los soportes sin silano.

Esta teoria fue puesta a prueba por Ozyilmaz quien tested la
inmovilizacion de CRL sobre silica gel aminada con APTS y activada con GLUT. A
partir de esta matriz, preparé dos biocatalizadores: uno con el soporte sin ningin
otro tratamiento, y otro en el que luego de GLUT se agreg6 1,6-diaminohexano
(DAH) como espaciador para agregar una segunda capa de GLUT. Al cuantificar el
cambio en el numero de grupos aminos libres en los sucesivos pasos de
funcionalizacion, encontré que el soporte con APTS-GLUT contenia 194,6 umol de
grupos aldehido por gramo, mientras que APTS-GLUT-DAH-GLUT soélo tenia 69,4

umol por gramo [15].

Con respecto a la labilidad del enlace CALB-GLUT/APTS, no debe
desestimarse como promotor de leaching, puesto que cada molécula de CALB
tendra menos enlaces con el soporte. Esta propuesta se representa en la Figura

5.32.
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Figura 5.32. Representacion de CALB inmovilizada sobre SOPag7 y 12

5.3.3. Efecto de GLUT.

A partir de los modelos obtenidos para las respuestas evaluadas en el
disenno experimental (Ecuaciones 4.1 — 4.4), se observa que la influencia de la
cantidad nominal de GLUT utilizada sobre SOPa es crucial. Dentro del dominio
explorado, existe una cantidad 6ptima de entrecruzante donde la conversion es

maximizada (ver Figura 5.19).

En aquellas corridas del diseio donde la cantidad de APTS es cero (1, 3, 4
y 8), nuevas moléculas de la segunda capa de GLUT pueden acoplarse
aumentando la concentraciéon de grupos reactivos por unidad de superficie. Es
decir, los materiales SOPacl, 3, 4 y 8 no difieren en funcionalidad quimica con
SOP.

Como se explico en la seccion anterior, la incorporacion de mas GLUT
sobre el silano en cantidades controladas disminuyé el numero de carbonilos

reactivos frente a CALB. Este resultado permite explicar la diferencia en carga
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enzimatica y X% con, por ejemplo, el catalizador disenado en el Capitulo 4, donde

con 30 mg se alcanzo6 un 56 % de conversion mientras que CAT 7 dio 39 %.

GLUT tuvo un efecto positivo en la variabilidad de X% dentro de este
diseno hasta 38 mg nominales (Ecuacion 5.1). Mas alla de este valor la actividad
decayo. Este comportamiento se encuentra en concordancia con la abundante

cantidad de estudios sobre inmovilizacion enzimatica via enlace covalente.

El efecto desnaturalizante de GLUT ha sido ampliamente reportado. Con la
cantidad suficiente se induce un cambio conformacional en la enzima, tanto en
forma instantanea al momento de la inmovilizacién como a lo largo del tiempo de
almacenado gracias a grupos aldehido que hayan permanecido libres [6]. La
presencia del espaciador pudo minimizar la interaccion de la proteina con la
excesiva cantidad de GLUT subyacente, conservando la flexibilidad de la

estructura.

Ozyilmaz y Yagiz observaron este mismo fenoémeno en la sintesis de acetato
de isoamilo usando las lipasas de pancreas porcino (PPL) y Candida rugosa (CRL)

inmovilizadas mediante dos técnicas diferentes:

[-Sobre QUIT solido, a través de una sola capa de GLUT o bien dos capas

separadas por 1,3-diaminpropano.

[I-Por atrapamiento, goteando una solucion de enzima/QUIT(ac)/alginato

de Na sobre GLUT de concentracion variable.

Para ambos métodos, encontraron que la actividad inicial era

enormemente afectada por la concentracion de GLUT ofrecido.

Para el protocolo II, encontraron que el GLUT reaccioné casi
exclusivamente con el QUIT, de manera que las enzimas permanecieron
adsorbidas sobre el alginato. Los autores atribuyen la mejor performance

registrada para el método II a este impedimento del entrecruzamiento [16].

El efecto de GLUT en AEcais sigue la misma tendencia que en X%. El
numero de puntos de anclaje por enzima se ha reportado como un parametro
ajustable segiin se desee menor o mayor rigidez en su estructura una vez
inmovilizada. Tradicionalmente se aceptdé el concepto de que en la union

unipunto, la enzima tiene casi las mismas propiedades que en el estado libre, ya
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que involucra solo un enlace covalente entre un residuo amino y un grupo
aldehido. En la union multipunto, una misma enzima esta enlazada a varios
grupos reactivos de la superficie, lo cual puede aumentar notablemente la
estabilidad de la biomolécula al mantener la configuracion activa [17,18]. Segun
Cristévao y col., el nimero de enlaces por molécula se puede controlar mediante
el pH del medio del inmovilizacion [19]. Valores inferiores al pKa de la enzima
promoveran la union unipuntual ya que muchos aminos se encontraran
protonados (-NHs*) y por lo tanto no disponibles para el ataque nucleofilico. Por
otro lado, con un aumento en la alcalinidad aseguran que, si el soporte contiene
una gran densidad superficial de grupos reactivos, ocurrira la inmovilizacion
multipuntual. Considerando las condiciones en las que CALB fue acoplada en

este diseno, se puede racionalizar la mayor eficacia

La influencia de la cantidad/concentracion de GLUT se pone claramente de
manifiesto a partir del método de entrecruzamiento de enzimas para formar
agregados insolubles (CLEAs). Por ejemplo, la lipasa de Bulcolderia cepacia fue
precipitada junto con BSA usando acetona, y luego los agregados fueron
entrecruzados usando concentraciones de GLUT 10, 40 y 60 mM [20]. Los
agregados lipasa-BSA sin GLUT hidrolizaron mayor masa de aceite de oliva en 10
horas que las CLEAs con GLUT. A tiempos de reaccion mas prolongados, éstas
ultimas fueron mas productivas que todas las otras formulaciones cuando la
concentracion de entrecruzante fue 10 mM. Los autores atribuyen estos
resultados a la sobrerrigidizacion de las moléculas enzimaticas por encima de 10
mM GLUT. Igualmente, las CLEAs con 40 y 60 mM GLUT, aunque menos activas,
presentaron mayor estabilidad térmica, por lo tanto serian mas apropiadas para

reacciones a temperaturas elevadas.

Guauque Torres y col. estudiaron la actividad de CLEAs de TLL en la
hidrolisis de trioleina. En el rango de 10-80 mg de GLUT/24 mg TLL, la mayor
actividad recuperada se ubico en 40 mg de GLUT [21]. Valores mas bajos que 40
mg no fueron suficientes para entrecruzar a toda la enzima ofrecida, mientras
que cantidades mayores provocaron su desnaturalizacion. Para CLEAs de CALB,
los maximos niveles de conversion inicial en sintesis de etiloleato sin solvente se
registraron usando una relacion de masas GLUT/PP 1,39 dentro del rango 1,11-

1,67 [22].
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A partir del comportamiento observado tanto en las muestras CAT 1-12
como en la literatura, puede afirmarse entonces que existe una relacién oéptima
GLUT/soporte aminado y GLUT/proteina. Algunos autores han propuesto valores
de referencia para estas relaciones, como por ejemplo 2 moles de GLUT por mol
de grupos —NH; [6]. No obstante, esta relacion es dificil de controlar con precision
ya que, como se detallo en el capitulo 4, aunque se conozca la concentracion de
la solucion comercial del entrecruzante, el nimero preciso de grupos aldehido
libres por unidad de volumen no es conocido de antemano. Por lo tanto, es
importante informar tanto las concentraciones como las cantidades (mg, uL de

solucion) utilizadas en los protocolos de inmovilizacion.

5.4.4. Efecto del parametro CALB ofrecida

En el sistema estudiado en este capitulo, la cantidad nominal de lipasa en el
medio de inmovilizacion tuvo un claro impacto en CE% y en la estabilidad en
almacenamiento. Con el objeto de establecer univocamente el rol de este
parametro, se compararon los datos correspondientes al catalizador SOP-CALB
(capitulo 4) y muestras seleccionadas de este disefio experimental. Los mismos se

detallan en la Tabla 5.21.

Tabla 5.21. Actividad retenida (AR) a los 2 meses de almacenamiento (AR%) con

30 mg de CAT/g AO y CE% de muestras seleccionadas.

Muestra SOP/APTS/GLUT/CALB* CE% X% dia0O X% dia 60 AR%

SOP-CALB 200/0/0/20,8 3,9 56 50 90
CAT4 200/0/16,4/3 1,5 34 0 0

CAT7 200/200/33,2/9 3,0 39 27 70
CAT11 200/200/400/20,8 3,3 40%* 36 90
CAT12 200/0/400/9 3,6 36 36 100

*Relacion de masas
**q 45 °C
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La variabilidad de AR% con CE% sigue una tendencia lineal hasta 3,5% CE
(Figura 5.33).
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Figura 5.33. Dependencia de AR% con CE%

Si comparamos los CAT 4 y 7, el APTS tiene un aparente efecto beneficioso
en la retencion de actividad. Sin embargo, el CAT 12 demuestra una total
retencion de actividad sin el silano, atiin con la misma cantidad nominal de

proteina.

Como se ha propuesto en la seccién anterior, el GLUT tiene también un
efecto en detrimento de la actividad enzimatica a lo largo del tiempo. Al aumentar
la relacion CALB/soporte, es menor la cantidad de grupos aldehido (u otros
aportados por oligobmeros del entrecruzante) que permanecen disponibles para
continuar reaccionando con la lipasa. Es muy probable entonces que, al igual que
en el catalizador SOP-CALB (capitulo IV), se haya producido una inmovilizacion
mixta: uniones covalentes con GLUT y adsorcion por agregacion. Aquellas
moléculas adsorbidas débilmente son las capaces de retener la conformacion
activa. Este fenomeno fue propuesto también por Betancor y col. [6] quienes
estudiaron la unién de CALB a soportes aminados y activados con GLUT. En este

caso, debido al protocolo utilizado, algunos grupos amino quedaron libres y
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protonados, confiriéndole un caracter parcialmente ionico a la superficie. A estos
soportes le llamaron matrices heterofuncionales. En los materiales estudiados en
este capitulo, el APTS aporta mas grupos etoxi expuestos que aminos (ver
Esquema 5.2) por lo que surge un tercer mecanismo posible de union enzima-

soporte.

La significancia estadistica de CALB nominal en la variabilidad de CE% se
comprobo en la Seccion 5.3.2.1.2 (Ecuacion 5.2). Segin un gran numero de
estudios publicados, se encuentra que CE vs. proteina ofrecida sigue una
tendencia del tipo isoterma de Langmuir: crece con la cantidad de enzima
ofrecida hasta alcanzar un maximo que se mantiene aproximadamente constante
mas alla de ese valor [23-25]. Si se fija el parametro GLUT en valores constantes
(50, 25 y 0 mg nominales) la Ec. 5.2 resulta en las ecuaciones 5.5, 5.6 y 5.7. Las
mismas se representan en la Figura 5.34 en forma comparativa con los datos
experimentales obtenidos. Cada punto experimental representa uno de los 10

catalizadores preparados.

Ecuacion 5.5. CE% = 0,57936 + 0,0255757*(mg CALB)2 GLUT=50

Ecuacion 5.6. CE%=0,978+0,0255757*(mg CALB)2 GLUT=25

Ecuacién 5.7. CE%=1,11089 + 0,0255757*(mg CALB)2  GLUT=0




-203 -

4
3,5
3 °
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Figura 5.34. CE% en funciéon de mg de CALB ofrecida para las 3 cantidades de
GLUT nominal.

En el rango CALB explorado (3 - 9 mg nominales) CE mantuvo una
tendencia creciente. Cuando se ofrecié6 una cantidad significativamente mayor
(20,8; ver Tabla 5.21) las CE medidas fueron 3,3 y 3,9; por lo que se puede

afirmar que estos catalizadores no admiten mas de un 4% en peso de enzima.

5.5. Conclusiones del capitulo V

En este capitulo se exploré el rol de las cantidades nominales de los
aditivos APTS - GLUT, y de CALB ofrecida, en la performance los biocatalizadores
magnéticos preparados. El diseio experimental seleccionado arrojé6 modelos
matematicos que describen satisfactoriamente la variabilidad de la conversion y
la carga enzimatica. Las actividades especificas por unidad de masa de
catalizador o de lipasa inmovilizada también pudieron predecirse aunque con

menor precision. En las condiciones exploradas, el parametro APTS no tuvo una
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influencia estadisticamente significativa sobre las respuestas evaluadas. En
cambio, la cantidad de GLUT y CALB ejercieron un rol critico en la eficiencia de
los catalizadores. Se propusieron mecanismos de inmovilizacion sobre los
diferentes materiales SOPac que incluyeron enlaces covalentes, tanto con GLUT
como con APTS, e interacciones débiles a través de adsorcion sobre zonas
hidrofébicas (capas subyacentes de CALB). El mejor catalizador fue sometido a
reusos en los que presentd una desactivacion total en 7 ciclos por leaching.
Aquellos CATs con CE mayores a 2% retuvieron entre 70 y 100% de la actividad
inicial luego de dos meses de almacenamiento, mientras que con CE menores se

desactivaron totalmente.
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Los resultados y conclusiones de este capitulo dieron origen a una publicacion
en una revista internacional con referato y tres presentaciones a reuniones

cientificas en formato poster:

-About the role of typical spacer/crosslinker on the design of efficient magnetic
biocatalysts based on nanosized magnetite. Paula Nicolas, Veronica L. Lassalle,
Maria L. Ferreira. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic. Vol. 122 (2015)
P-296-304.

-Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas para inmovilizacion
de Candida antarctica B. Paula Nicolas, Veronica L. Lassalle, Maria Lujan
Ferreira. XVIII Congreso Argentino de Catalisis, 30 de octubre al 1 de

noviembre de 2013 San Luis, Argentina (poster con presentacion oral, PO121).

-Biocatalizadores Basados En Nanocompuestos De Oxido De Hierro Y
Quitosano. P. Nicolas, M.L. Ferreira, V. L. Lassalle. I Workshop: Polimeros
Biodegradables y Biocompuestos 2013 (BioComp) S al 6 de diciembre de 2013,

Mar del Plata, Argentina (poster con presentacion oral).

-Rol de los aditivos glutaraldehido y 3-aminopropiltrietoxisilano en la
performance de biocatalizadores magnetita/quitosano/CALB. Paula Nicolas,
Verodnica Lassalle, Maria Lujan Ferreira. XIX Congreso Argentino de Catalisis

VIII Congreso de Catalisis del Mercosur. 21 al 23 de septiembre de 2015 —
Bahia Blanca, Argentina. Editorial de la Universidad Nacional del Sur. Ediuns,

2015. Memoria USB, PDF ISBN 978-987-655-070-3 p. 849.
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En este capitulo se propone un nuevo enfoque en relacion a la
cuantificacion de proteinas en el medio de inmovilizacion de lipasas, en vista de
las grandes limitaciones de los métodos tradicionales basados en espectroscopia
UV-Visible. Se estudiaron fuentes de error asociadas principalmente al método de
Bradford. Los catalizadores obtenidos en el diseno del capitulo V se utilizaron
como muestras de prueba. Las técnicas propuestas, ademas de las basadas en
espectroscopia UV-V, fueron la medicion del contenido de azufre por emision
atomica-ICP. En total, se analizaron cuatro protocolos combinando las distintas

técnicas.

Se calcularon valores de concentracion de lipasa que se correlacionaron
adecuadamente con la actividad de cada catalizador. Dichos valores fueron
considerados los correctos y en base a éstos se estimaron los errores de los
meétodos tradicionales. El método clasico de Bradford arrojo errores por defecto

entre 400 y 1200% en los valores de carga enzimatica.

Es necesario tener presente el protocolo de inmovilizacion de los CATs del
capitulo anterior, ya que los mismos (CAT 1-10) se utilizaron como objeto del

estudio en esta seccion para comparar los distintos métodos.

6.1. Introduccién

El principal proposito de la inmovilizacion enzimatica es mejorar o
preservar (al menos en parte) la capacidad biocatalitica de las enzimas para su
reuso. Conocer la carga enzimatica (CE) resultante es util para comparar no soélo
las actividades de la enzima libre e inmovilizada, sino que también como
parametro comparativo entre catalizadores, y para optimizar el diseno de un
biocatalizador en términos de los costos asociados. El calculo de CE se realiza
tradicionalmente por el método indirecto. Esto es, midiendo la concentraciéon de
enzima en la solucion de inmovilizacion al inicio y al final, asi como en los

lavados.

La cantidad inmovilizada se obtiene por diferencia. Otros métodos de

cuantificacion reportados en la literatura incluyen
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a) El uso de una reaccion test con la utilizacion de una alicuota del
sobrenadante de la inmovilizacion igual, al inicio y al final de la

reaccion

b) El uso de una reaccion test para el sobrenadante al inicio de la
reaccion con una cantidad conocida de proteina inicial y luego la
utilizacion de una cantidad fija de biocatalizador final (ejemplo SO

mg) para correlacionar con la cantidad de proteina

) La utilizacion de métodos basados en espectrometria UV-V con o

sin un reactivo quimico involucrado

En trabajos publicados a lo largo de décadas, los métodos analiticos
empleados para determinar esas concentraciones de enzima fueron originalmente
disenados para cuantificar proteinas por la técnica de espectrometria UV-V. Los
mas comunes son los métodos de Lowry [1], Bradford [2], acido bicinconinico
(BCA en inglés) [3] y en menor medida, la reaccion de Biuret [4]. La absorbancia a

280 nm (A280), por su parte, no es utilizada para estos fines.

El método Biuret se basa en la formacion de complejos de iones Cu2* con
las proteinas. Sulfato cuprico es anadido a la solucion incégnita a pH fuertemente
alcalino. Se desarrolla un color purpura-violeta por la coordinacion del cobre con
enlaces peptidicos [4]. Otros aditivos, como tartrato de sodio, son necesarios para
evitar la aparicion de turbidez en la soluciéon. Inicialmente se propuso para
muestras de origen biolégico, en las que solo las proteinas daban una reaccion
positiva. Sin embargo, las interferencias causadas por presencia de aminas
primarias, iones amonio, buffer Tris, sacarosa y glicerol [5] hacen muy limitada

su aplicacion.

El método de Lowry es una ampliacion de la reaccion Biuret por la
subsecuente adicion del reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de acidos
fosfotiingstico y fosfomolibdico) que actiia como agente oxidante de residuos
aromaticos de las proteinas, como triptéfano y tirosina. De aqui que las
respuestas de iguales concentraciones de proteinas diferentes sean dependientes

de la naturaleza de la biomolécula y por lo tanto variables. Varias modificaciones
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se han propuesto para minimizar esta dependencia, pero el método ha quedado

casi en desuso por la disponibilidad de otros mas sencillos [5].

El método del BCA es una variante del ensayo de Lowry, ya que este
reactivo detecta los iones Cu* provenientes del Cu*2 que se redujo por reaccion
con grupos peptidicos en condiciones basicas. Igualmente, esto no elimina la

variacion de la sefal analitica con la composicion de la proteina [5].

El método de Bradford, en cambio, emplea el colorante azul de Coomassie
brillante G-250 (CBB, Esquema 6.1) en medio acido. El color de este compuesto
(y por ende su absorbancia) puede variar en gran medida segun el pH del medio
en que se encuentre. A pH O o menor, los 3 nitrogenos estaran cargados
positivamente y el color es rojo. La absorbancia maxima es a 470 nm. Alrededor
de pH 1, el nitrégeno marcado como 1 se desprotona dando un color verde. Su
absorbancia maxima es a 645 nm. Al superar el pH 2 y hasta 7 ambos nitrégenos
1 y 2 se encontraran desprotonados y el anion resultante es azul, con la maxima
absorbancia a 595 nm. En medios fuertemente alcalinos la molécula se

descompone, y la solucion se vuelve rosada [6] y la maxima absorbancia es a 518

2
1
CHs | =

nm.

CH, GHs
Sy
2
S
o
SO, 50,

Esquema 6.1. Estructura del CBB a pH 2-7 (forma azul, carga neta -1)
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El CBB se puede adquirir comercialmente como parte de un kit disuelto en
medio acido (forma roja). Esta solucion, conocida ahora como “reactivo de
Bradford” (RB), consiste en 0.01% (p/v) de CBB, 4.7% (p/v) de etanol, y 8.5%
(p/v) de acido fosforico en agua. La utilizada para esta tesis se expende con el
quintuple de estas concentraciones y se conoce como “RB 5X”. La albumina de
suero bovino (BSA) es la proteina patron mas empleada para confeccionar la

curva de calibrado, independientemente de la proteina o enzima a cuantificar.

En la Figura 6.1a se pueden apreciar los colores adoptados por el RB 5X
en soluciones acuosas de distinto pH. Los espectros en el visible de cada muestra

se presentan en la Figura 6.1b.

/. v akhidd ﬁ}
HCI HCl Buffer KOH
1M 01M pH=7 5M

Absorbancia

B
400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 6.1.a-RB 5X en soluciones de diferente pH.

b-Espectros UV-V de las soluciones en 6.1a

El CBB se une a las proteinas en medio acido para dar un complejo de
color azul (Amax = 595 nm), cuya intensidad es linealmente proporcional a la

concentracion en ciertos rangos.

Inicialmente, cuando el método de Bradford surgidé (anno 1976) y hasta

mucho tiempo después, no se tenia un conocimiento cabal del mecanismo de
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interaccion colorante-proteinas. Uno de los trabajos mas actuales que intento
dilucidarlo es el de Georgiou y col. quienes buscaban una forma de incrementar
la sensibilidad del método clasico mediante el agregado de acido tricloroacético y
sulfato de amonio. Concluyeron que ademas de la forma anidnica (azul), la
especie neutra (verde) también es capaz de unirse a las proteinas a través de
interacciones hidrofébicas [7]. Compton y Jones habian publicado esa
conclusion dos décadas antes, junto con la interacciéon iénica sulfonato-proteina
[8]. A partir de estos antecedentes, se pueden considerar estas dos posibilidades
de interaccion del CBB con proteinas: a través de residuos de aminoacidos que
puedan estar protonados (arginina, lisina, e histidina) con los sulfonatos, y
mediante zonas neutras del CBB (anillos bencénicos, metilos y metilenos) con

grupos poco polares en la cadena proteica (triptéfano, fenilalanina) [7].

Desde la publicacion del trabajo de Marion Bradford, muchos
investigadores comenzaron a encontrar dificultades o incongruencias en la
aplicacion de este método, como variabilidad de la respuesta ante diferentes
proteinas [9,10], baja sensibilidad [11] o interferencia de otras especies no

proteicas [12,13].

Igualmente, debido a su sencillez, rapidez y bajo costo, el método de
Bradford sigue siendo el mas utilizado para conocer la CE de virtualmente
cualquier enzima en cualquier soporte [14-18], asi como en investigaciones
pertenecientes a otros campos. Es notable que a pesar de existir numerosas
advertencias e intentos por minimizar los errores inherentes al método de
Bradford, siempre es el articulo original [2] el que es citado sin ninguna

aclaracion sobre si fue necesario o no realizar modificaciones al protocolo.

Ahmad y Saleemuddin disenaron una variante del método de Bradford mas
sofisticada para el caso especifico de proteinas inmovilizadas en soportes sélidos,
que se conoce como método directo. Exploraron dos clases de celulosa y micro-
bolillas de vidrio como carriers (Sepharose, Sephadex). Inmovilizaron
hemoglobina, ovalbumina, citocromo C, BSA y aldolasa. Propusieron incubar a T
ambiente el material cuyo contenido proteico se quiere conocer, en una solucion
acuosa de CBB al 0,1%, con 10 % de acido acético y 25 % de isopropanol. Los

autores afirmaron que con este tratamiento las proteinas inmovilizadas se unen
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a CBB de forma reversible. Luego lavaron el colorante no unido al sélido y
finalmente eluyeron el CBB que si habia quedado unido usando NaOH en
metanol. Esta solucion fue acidificada y la absorbancia se midi6 a 605 nm. Como
testigos, utilizaron papeles de filtro en los que embebieron cantidades conocidas
de proteina. Estos papeles fueron tratados como las muestras para armar las
curva de calibrado de cada analito [19]. Cuando se quiso extender este engorroso
protocolo a otras proteinas, no se logro distinguir la senal de los testigos de la
correspondiente al blanco de reaccion [20]. La baja sensibilidad y el trabajoso
procedimiento son probablemente las razones por las que este método directo no

ha sido mas difundido.

Investigaciones previas del grupo dirigido por la Dra. Ferreira demostraron
que so6lo con agitacion de las soluciones de diversas proteinas puras en agua su
espectro de absorcion en el UV cambiaba significativamente debido a la
desagregacion de las moléculas, lo cual implica un mayor nimero de grupos
reactivos expuestos [21]. Por lo tanto, la senial del complejo proteina-colorante
estara sujeta a multiples variables como por ejemplo la agitacion previa o no de la
muestra. Ademas observaron un importante impacto, en los resultados de
cuantificacion, cuando se usaba una solucion reguladora -por ej. buffer de
fosfatos- como medio de inmovilizacion [22-24]. Es importante aclarar que PBS
(Phosphate Buffer Solution) es un reactivo universalmente utilizado como

solvente de inmovilizacion.

Considerando la experiencia previa del grupo en la inexactitud de los
meétodos basados en UV para determinacion de proteinas y la literatura publicada
sobre las distintas falencias del método de Bradford en particular (y el
conocimiento informal de las falencias de otros métodos por comunicaciones
privadas de colegas), se admitio la necesidad de emplear otra técnica para el
calculo de CE. Es por esto que la determinacion de azufre por emision atomica
con atomizador de plasma acoplado inductivamente (EA-ICP en inglés) se propone
como alternativa. Al conocer el nimero de aminoacidos que contienen en su
estructura quimica este heteroatomo dentro de la secuencia de la enzima y su

peso molecular, pueden calcularse los mg de proteina presentes en las soluciones
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comerciales, los medios de inmovilizacion e incluso en los mismos catalizadores

solidos, si éstos son sometidos a una digestion quimica que los disuelva.

El uso del contenido de azufre como herramienta para el calculo de
concentraciones de proteina fue reportado por otros autores. En dichos trabajos
utilizaron espectrometria de reflexion total de fluorescencia de rayos X para

determinar varios heteroatomos en muestras biologicas [25,26].

6.2. Experimental

La determinacion de la carga enzimatica (CE) en los catalizadores 1-10 del

capitulo 4 se realizé6 mediante cuatro protocolos diferentes:

I) Cuantificacion de proteina por el método de Bradford (A = 595 nm) en el
caldo comercial, la solucion de inmovilizacion antes y después del contacto
con el soporte, asi como en los lavados; usando albumina bovina (BSA en

inglés) como patrén para calibracion en el rango de concentracion.

II) Calculo de concentracion de CALB en el caldo comercial por cuantificacion
de S con EA-ICP. Posteriormente se us6 el método de Bradford para
determinar proteina en el sobrenadante de inmovilizacion y lavados, con

BSA como patrén.

IIl) Calculo de concentracion de CALB en el caldo comercial por cuantificacion
de S con EA-ICP, y usar el método de Bradford estandar para determinar
proteina en el sobrenadante de inmovilizacion y lavados, con CALB como

patrén, proveniente del mismo preparado usado para inmovilizar.

IV) Calculo de concentracion de CALB en el caldo comercial, en el
sobrenadante de inmovilizacion y en los lavados por cuantificacion de S

con EA-ICP.
6.2.1. Curvas de calibrado con BSA como patron

Al aplicar el método de Bradford, se siguieron las instrucciones provistas por el
fabricante del reactivo [27]. Existen dos rangos de concentracion en los que se

sugiere trabajar con BSA: rango micro (1.2 a 10.0 ug/ml) y rango estandar (0.2 a



0.9 mg/ml). En el primero, el reactivo de Bradford comercial se usa diluido 1:5 y
se denota “RB 1X”. En el segundo se usa puro (RB 5X). Se prepararon soluciones
stock de BSA en NaCl 0,15 M, tal como indica el protocolo de Bradford
ambos rangos los testigos de BSA se diluyeron con buffer fosfato pH = 7 o con
agua destilada. Recordemos que el PBS tiene pH 7,4. En la Tabla 6.1 se
especifican los volimenes empleados. Para cada testigo y muestra, se registro el
espectro completo 400 a 700 nm usando celdas de cuarzo de 1 cm de camino

optico. Para estimar la desviacion estandar del método, en el rango micro
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(dilucion con agua) se realizaron 3 réplicas de cada punto.

Tabla 6.1. Curvas de calibrado con BSA como patron.

RANGO ESTANDAR

Testigos de BSA

Medicién de absorbancia

uL uL mg
Stock  buffer BSA/ uL de mL RB AHSIES An5r25
BSA 0 agua mL testigo 1X buffer  agua
2,5%
Blanco 0 1000 0 100 S -——- -—-
1 8 992 0,20 100 5 0,241 0,206
2 16 984 0,40 100 5 0,459 0,453
3 24 976 0,60 100 5 0,581 0,629
4 30 970 0,75 100 5 0,738 0,718
S 36 964 0,90 100 5 0,839 0,925
RANGO MICRO
Testigos de BSA Medicion de absorbancia
uL
Stock bn;lf‘ us uLde uLRB A995 ADS95
BSA uter BSA/ testigo S5X nm nm*
0,1% 0 agua mL buffer agua
Blanco 0 S 0 1600 400 - -
1 6 5 1,2 1600 400 0,080 0,012
2 10 5 2 1600 400 0,150 0,071
3 20 5 4 1600 400 0,190 0,156
4 30 5 6 1600 400 0,292 0,214
S 40 5 8 1600 400 0,351 0,331
6 50 S 10 1600 400 0,409 0,369

*promedio de tres réplicas

[2]. En
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6.2.2. Curva de calibrado con CALB como patron

Para el método III donde CALB se us6é como patron, la curva de calibrado
se construyé en el rango micro diluyendo con agua, de tal forma que las
absorbancias registradas a 595 nm entren en el mismo rango de los testigos de
BSA (0,01-0,4). Se prepar6é una solucion stock a partir del caldo concentrado,
diluyéndolo 1:10 con agua. La concentracion del patron admitida como correcta
fue la calculada a través del contenido de azufre. En la Tabla 6.2 se especifican

los voliimenes utilizados de cada solucién.

Tabla 6.2. Curva de calibrado con CALB como patron.

uL Stock ug
Cf‘IéB mL agua  CALB/ tilgt?eo WL RB5X * 295 :m
) mL g gu
mg/mL*
Blanco 0 S 0 1600 400 e
1 34,7 5 12,5 1600 400 0,135
2 41,6 5 15 1600 400 0,130
3 52 S 18,75 1600 400 0,179
4 69,4 S 25 1600 400 0,239
) 83,3 S 30 1600 400 0,245

*concentracion determinada por azufre (EA-ICP)
6.2.3. Determinacion de S por EA-ICP

El método para determinar S por EA-ICP es el indicado en la norma EPA
200.7 [28]. Se emplearon patrones certificados marca Chem-Lab (Bélgica). El
calculo de concentracion de CALB a través de la determinacion de S (métodos II,
III y IV) se realiz6 teniendo en cuenta que su masa molar es de 33 kDa y cada
molécula de esta lipasa contiene 5 metioninas y 7 cisteinas, por lo tanto 12

atomos de azufre [29].
6.2.4. Muestras control

Se agito el soporte SOPac7 en agua destilada durante 7 horas, sin agregado
de lipasa. A esto se le llamara de aqui en adelante Muestra control. Este control
fue analizado por el método de Bradford micro, para comprobar si presentaba

reaccion positiva ante CBB.



-222 -

El soporte solido seco (SOPac7) fue sometido a un screening elemental
cualitativo con fluorescencia de rayos X para detectar presencia de azufre como
residuo proveniente de la sintesis de magnetita. El equipo utilizado fue un
espectrometro PHILIPS PW 1400, con anodo de Rh y detector de Ge bajo

atmosfera de He.
6.2.5. Analisis de las muestras

El caldo comercial puro se analizo usando el protocolo de Bradford tanto

en el rango micro como el estandar.

La técnica SDS-PAGE (electroforesis de gel de poli-acrilamida -
dodecilsulfato de sodio) se aplico para evaluar la pureza del preparado comercial
en relacion a la presencia de otras proteinas. La muestra se traté y analizo segin

el procedimiento descripto en [30].

Los sobrenadantes de inmovilizacion y lavados fueron analizados por el
método de Bradford solo en el rango micro, realizando las diluciones necesarias

para que la absorbancia perteneciera a la zona lineal.

6.3. Resultados
6.3.1. Curvas de calibrado

Las curvas de calibrado obtenidas mediante el método de Bradford usando
BSA como patron se muestran en la Figura 6.2 (rango estandar) y 6.3 (rango
micro). Este ultimo se empleo para el calculo de CE segun el método I. La
ecuacion elegida fue la correspondiente a BSA diluida en agua destilada, ya que
las muestras a analizar (caldo comercial, sobrenadante de inmovilizacion y

lavados) no contenian buffer.
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Figura 6.2. Curvas de calibrado del método de Bradford en el rango estandar.
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Figura 6.3. Curvas de calibrado del método de Bradford en el rango micro.

La Figura 6.4 incluye las curvas de BSA y CALB en el rango micro. Las
concentraciones de los testigos de CALB (puntos rojos) fueron determinadas

mediante el contenido de S por EA-ICP.
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Figura 6.4. Curvas de calibrado del método de Bradford con BSA o CALB como

patron de concentracion.

6.3.2. Analisis del caldo comercial

La Tabla 6.3 resume las concentraciones de proteina en la solucién
provista por Novonordisk, obtenidas mediante diferentes protocolos. Se incluye
también un valor obtenido por otro grupo de investigacion. La Tabla 6.4 informa

resultados de tres diluciones de este caldo.

Tabla 6.3. Concentraciones de proteina en caldo comercial de CALB

Método de Método de

Técnica Bradford Bradford a tglglil(:s;olrép SDS-PAGE
estandar micro

Analito Proteina total Proteina total CALB CALB

Resultado 2,7 3,5 17,7 15,2 [30]

(mg/mL)
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Tabla 6.4. Proteina detectada por el método de Bradford en diluciones del

caldo comercial

ug/mL CALB ug/mL de proteina por

] [0)
por EA-ICP Bradford micro Error relativo %

12,5 2.2 82
18,8 3,4 82
25,0 5,0 80

Finalmente, el caldo crudo fue sometido a un analisis SDS-PAGE para

evaluar la presencia de otras proteinas no enzimaticas (Figura 6.5)

Figura 6.5. SDS-PAGE del caldo comercial de CALB. 1- Marcadores de peso
molecular. 2 y 3-Caldo comercial de CALB.
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6.3.3. Analisis de las muestras control

La Figura 6.6 muestra el espectro UV-V del control con el reactivo de

Bradford en las mismas proporciones que en el ensayo micro (1600 uL de

muestra y 400 uL de RB 5X). A 595 nm la absorbancia es 0,1.

0,20

Absorbancia

0,05 1

0,00

300

400

500 600
A (nm)

700 800

0.400(}|

0.100

-0.200

220.00

400.00 600.00 £200.00

Figura 6.6. Espectro UV-V de A) la muestra control con RB 5X, B) sobrenadantes
de inmovilizacién a tiempo = 0 (3, 6, 9 mg de CALB/50 mL) diluidos a un cuarto
con BR 5X.

La Figura 6.7 es el espectro XRF del soporte. La senal correspondiente a la

radiacion Ka del S (presente como impureza en la magnetita) se indica en el

circulo rojo.
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Figura 6.7. Espectro XRF del soporte s6lido SOPac7.
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En la Tabla 6.5 se muestran los resultados obtenidos para CE de cada
catalizador con los diferentes métodos estudiados. El valor considerado correcto

es el promedio de los métodos III y IV.

Tabla 6.5. Cargas enzimaticas determinadas por los 4 métodos.

Carga enzimatica
- mg de (mg CALB cada 100 mg de soporte) EETOT Error
S enzima (%) (%)
g | ofrecidaa - II- método ctod
= 100 m I- Bradford IV- Prom. 1 por metodo
o g Bradford . X p 1I por
+ | de soporte | Bradford L. (patréon Sélo defecto P
< p clasicoy 'y
O (b) clasico EAICP CALB)y | EA-ICP | 1y (a) exceso

EA-ICP

1 4,5 0,42 4,0 2,6 1,85 2,2 424 46
3 4,5 0,51 4,1 2,1 3,0 2,6 410 37
4 1,5 0,26 1,5 1,5 1,5 1,5 477 -2
5 1,5 (c) 1,0 0,8 0,62 0,7 0 31
6 1,5 0,09 1,3 0,9 0,42 0,6 567 54
7 4,5 0,22 3,9 3,0 3,0 3,0 1264 22
8 1,5 0,09 1,3 1,3 0,55 0,9 900 31
10 4,5 0,29 3,9 3,1 3,75 3,4 1072 13

a-Error%= [(valor en negrita-valor evaluado)/valor evaluado] x 100
b-Determinado por AE-ICP

c-La cantidad de proteina detectada después de la inmovilizacion fue

mayor que la ofrecida al inicio

Como se mencioné en el capitulo V, los catalizadores 2 y 9 (réplicas)
resultaron inactivos a pesar de tener cargas enzimaticas en el mismo orden que
los demas. La inmovilizacion de la lipasa a través de grupos funcionales cercanos
al sitio activo justifico este comportamiento. La actividad de los demas
catalizadores sigui6é una tendencia que concuerda con la CE. Por esta razon, los
CAT 2 y 9 fueron excluidos del estudio sobre los métodos analiticos para

proteinas, puesto que el resultado aparentemente anormal de su CE no se
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relaciona en forma alguna con la manera de determinarla sino con el mecanismo

de inmovilizacion.

En la Figura 6.8 se compara la variabilidad de la conversion de cada
catalizador en funcion de su carga enzimatica, calculada por el método de

Bradford clasico y mediante el promedio III-IV.
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R e e
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(] + v
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15 |l * P
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5
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CE %

Figura 6.8. Variacion de la conversion de los catalizadores vs. su CE

calculada por el método de Bradford y por los métodos III-IV

6.4. Discusion.

Se obtuvieron grandes diferencias en los valores de CE y de proteina total
al calcularlas por el método de Bradford o por combinaciones de éste con EA-ICP.
Esas diferencias pueden atribuirse a varias fuentes de error. A continuacion,
cada una de ellas se analizara indicando de qué forma afectan a la concentracion
de proteina detectada, tanto en el caldo comercial como en el medio de
inmovilizacion.

6.4.1. Influencia de la naturaleza del patron usado para cuantificar proteina.

Como se senalo al comienzo de este capitulo, la BSA es siempre la proteina
elegida como estandar de concentracion al emplear el método de Bradford [14-18]

indistintamente de la especie incognita.
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La pendiente de la curva de calibrado de BSA en el rango micro (Figura
6.4, testigos en agua) es 5,5 veces mas alta que la de CALB. Esto arroja errores
del orden de 82 % por defecto en la determinacion de proteina total (Tablas 6.4 y
6.5) del caldo comercial. Llerena Suster y col. utilizaron esta lipasa purificada
para realizar la misma comparacion en el rango estandar, obteniendo un valor

2,16 veces mas grande para la albumina [30].

Considerando el mecanismo de interaccion CBB-proteina, se deduce que el
tipo de union entre ellos sera variable de acuerdo a la composicion de
aminoacidos: a mayor cantidad de grupos -NH. libres y expuestos por
biomolécula, mayor cantidad de colorante adsorbera y por lo tanto la senal
analitica resultara mas intensa. Aquellas proteinas débilmente enlazadas al
colorante daran como resultado una subestimacion de su concentracion. Segun
el Protein Data Bank, CALB contiene 317 aminoacidos con 18 residuos reactivos
ante CBB (9 Lys, 8 Arg y 1 His). En cambio, BSA tiene 583 aminoacidos con 98
residuos reactivos (59 Lys, 22 Arg y 17 His). Esto justifica la mayor absorbancia
medida al usar BSA, ya que cada molécula reaccionara con aproximadamente 80

CBBs mas que CALB.

Diversos investigadores reportaron las mencionadas falencias asociadas al
meétodo de Bradford, usando una gran variedad de analitos. Ya en 1977 Pierce y
Suelter demostraron que quimotripsina A, pepsina, tripsina, y-quimotripsina y
lisozima daban pendientes de entre 1,4 y 5,8 veces menor que BSA, mientras que
para citocromo C era 20 % mayor [9]. Congdon y col., en un intento por explicar
la interaccion CBB-proteina, advirtieron que la variabilidad de color entre
diferentes proteinas se debia mayormente al distinto numero de argininas y
lisinas en su estructura quimica. Otra causa que sugirieron para estos resultados
erroneos tiene que ver con la absortividad molar del complejo formado CBB-
proteina. Segun los autores, este valor difiere con la identidad del patron asi

tengan la misma cantidad de residuos reactivos frente a CBB [31].

Giraudi y col. comprobaron una subestimacién de la concentracién de
proteina total al intentar cuantificar peroxidasa de rabano picante conjugada con
esteroides usando el método de Bradford. En este articulo, atribuyeron ese

resultado al menor numero de residuos aminoacidicos disponibles para
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interactuar con CBB [32]. El mismo efecto fue observado para a,  y y globulinas
[33].

Szo6llosi y col. aseveraron directamente que los métodos colorimétricos,
incluyendo Bradford, no son adecuados para cuantificar proteinas

intrinsecamente desestructuradas [10].

El mismo proveedor del reactivo de Bradford incluye en el manual de
instrucciones una lista de 23 proteinas diferentes que fueron utilizadas para
preparar gravimétricamente soluciones de 10 mg/mL, y luego los métodos biuret,
Lowry y Bradford fueron aplicados a cada una. De las 23 especies, sb6lo 5
arrojaron resultados de 10+1 mg/mL con el CBB; 3 dieron entre 12 y 16; 4 entre
20y 26 y 11 entre 4 y 8,3 [27]. Esto equivale a errores de hasta 160 % por

exceso y 60 % por defecto, calculandolo de la misma forma que en la Tabla 6.5.

Algunos autores intentaron revertir este defecto mediante diversas

modificaciones al procedimiento de Bradford, tales como:

-Alterar las relaciones muestra/colorante o muestra/acido fosférico para

cada proteina a cuantificar [34]
-Agregado de NaOH al RB o a la muestra [35]

-Expresar las concentraciones de testigos como numero de grupos NH,
reactivos en lugar de mg de proteina [36]. Sin embargo esta estrategia no
contempla el fenémeno de agregacion que determina que no todos los grupos NH»

de la proteina queden expuestos y disponibles para reaccionar con CBB.

Tampoco tiene en cuenta las interacciones hidrofobicas, ni resuelve la

segunda pero no menos importante fuente de error: las interferencias.

En particular, para el caso de CALB cuantificada por Bradford, la
respuesta es muy baja. Con el método I, al restar la proteina detectada final
(sobrenadante y lavados) a la inicial, practicamente no hubo diferencia, por lo
tanto los valores de CE fueron muy bajos (<0,55 %) para todos los CATSs, a pesar
de su amplio rango de actividades (ver Fig. 6.8). El mismo problema fue
encontrado para penicilinasa inmovilizada en silica gel cuando se determiné por

el método de Bradford directo [19], aunque los investigadores apuntaron a la



-231-

desactivacion de la enzima como potencial causa de la anomalia en la correlacion

actividad-CE [37].

En el CATS se encontr6 mas proteina al final que al inicio. Esta
observacion requiere de una explicacion que excede la influencia del patron
elegido, ya que sugiere la presencia de especies no proteicas reactivas frente al
CBB que aparecen en el medio de inmovilizacion al ponerse en contacto con el
soporte. Las mismas forman parte de las interferencias, que se analizan en la

seccion siguiente.
6.4.2 Influencia de las interferencias

Las enzimas se adquieren por lo general comercialmente en forma de
so6lidos liofilizados o disueltas en medios liquidos (caldos). Raramente se informa
de fabrica la pureza o concentracion de esos preparados. En su lugar, se suele
proveer el valor Unidades de Enzima (UE). Por ejemplo, la solucion utilizada en
esta tesis tiene, segin el proveedor, “> 5000 LU/g de liquido” [38]. En forma de
polvo, se informa “~9 U/mg” [39]. Como se detall6 en el Capitulo I Seccién 1.3,
estas magnitudes deben interpretarse en funcion de multiples variables, lo cual
dificulta su utilidad en cuanto a indicador de concentraciéon de proteina o de

enzima.

En el Capitulo IV Seccién 4.4.3, se habia indicado que el preparado
comercial de CALB utilizado para esta tesis contiene numerosas especies
quimicas diferentes (glicerol, sorbitol, benzoato de sodio y sorbato de potasio
[40]). El exhaustivo proceso de analisis y purificacion llevado a cabo por Llerena
Suster y col. [30] identifico ademas una cantidad detectable de acidos nucleicos.
Por lo tanto, ademas de la lipasa, todas estas sustancias estaran presentes en el

medio de inmovilizacion cuando el producto se utiliza tal como se recibe.

Por otro lado, se debe tener en cuenta que la agitacion vigorosa del soporte
en agua (o buffer) durante tiempos prolongados posibilita la lixiviacion de

distintos componentes del soporte.

Si se utiliza una solucién reguladora como medio de inmovilizacion, se
suman moléculas de acidos débiles, protones e iones provenientes de su sal como

posibles fuentes de interferencias.
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6.4.2.1. Interferencias en el método de Bradford

Contemplando el mecanismo de reaccion  colorante-proteina,
eventualmente, cualquier especie quimica capaz de actuar como un acido de

Lewis interaccionara a través de los grupos sulfonatos del CBB.

Conjuntamente con el diseno del método analitico, Bradford estudio la
reactividad con el CBB de una serie de sustancias de presencia o uso comun en
determinaciones bioquimicas. Observo que el buffer Tris, acido acético, 2-
mercaptoetanol, sacarosa, glicerol, EDTA y trazas de detergentes (Triton X-100,
SDS) provocaban un aumento significativo de la absorbancia a 595 nm, pero los
considero como interferencias evitables si se los incluia en el blanco de reactivos.
En cambio, 1% de detergentes, fenol, solucion para dialisis y acetona generaban

errores demasiado grandes como para corregirse [2].

Otros investigadores encontraron interferencias adicionales, como
farmacos [41], azucares [42] o polimeros [43,44]. Silvério y col. estudiaron
sistematicamente un gran numero de sales y polimeros en diferentes
concentraciones. Hallaron una importante contribuciéon de sales basicas como
carbonatos [13]. Propusieron la dilucion de las muestras como solucion, ya que al
disminuir la concentracion de los compuestos su efecto se minimiza. Sin
embargo, esta estrategia deja de ser util para sistemas donde la concentracion

inicial de proteina a determinar es muy baja.

Wenrich y Trumbo demostraron la reaccién positiva del CBB con ADN y
ARN que aumentaban la concentracion real de proteina hasta un 18 % segun la
identidad del analito [12]. Como ya se mencion6é anteriormente, los acidos

nucleicos son una impureza comun en los preparados comerciales de enzima.

La absorbancia de 0,1 a 595 nm registrada cuando el RB es agregado a la
muestra control representa una contribucién significativa en comparacion con la
senal de las muestras en el rango micro (menor a 0,4 para BSA y a 0,245 para
CALB). Esta senal al UV-V se deberia a la presencia de especies quimicas
derivadas de la disgregacion del soporte. Se incorporarian al medio especies como
hierro y clusters APTS/GLUT capaces de formar complejos con el CBB [45]. Para

verificar esta hipoétesis se preparé una mezcla de APTS y GLUT en agua. El
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producto formado es un sé6lido amarillo que precipita. Al agregar una gota de RB
5X la suspension se solidifica tornandose mas oscura hasta separarse en dos
fases: una solida y otra liquida de color azul. Estas evidencias pueden observarse

en la Figura 6.9.

Sélido

Liquido

Figura 6.9. Reaccion entre APTS y GLUT en agua y el posterior agregado
de RB 5X.

Si la mezcla se realiza en etanol, el producto es soluble como se aprecia en
la Figura 6.10. Cuando se agregd una gota de RB 5X la soluciéon tomé un color

azul intenso (Fig. 6.10).

RB 5X

Figura 6.10. Producto de reaccion APTS-GLUT en etanol y el posterior
agregado de RB 5X.
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Tanto el espectro de la muestra control como la reaccion positiva de APTS-
GLUT ante CBB evidencian la importante interferencia que constituyen estas

especies en la determinacion de proteina en el medio de inmovilizacion.

El fenomeno de agregacion de proteinas conduce a interferencias

adicionales en la cuantificacion usando Bradford.

Dos diluciones del sobrenadante de inmovilizacion de CAT 7 fueron analizadas
por el método de Bradford clasico (Procedimiento I): una sin agitarla, y la otra
luego de 30 minutos de agitacion magnética. Estos procedimientos conducen a

soluciones de proteinas con diferente nivel de agregacion.

Los espectros del complejo con CBB se muestran en la Figura 6.11. La
absorbancia aumento en casi todo el espectro cuando la muestra fue agitada. A
595 nm la A pas6 de 0,154 a 0,179. Esto es una evidencia de la desagregacion de
la enzima ya que al existir mayor numero de grupos reactivos expuestos a la

solucion, mas moléculas de CBB se uniran formando el complejo azul.

6.4.2.2. Interferencias en el método de determinacion de S por EA-ICP

Cuando se utilizo solamente emision atomica para calcular CE (método IV
en la Tabla 6.5), se tuvo en cuenta que al desintegrarse parcialmente el soporte
durante las 7 horas de agitacion, trazas de azufre podian incorporarse al medio
liquido desde la magnetita, donde se encuentra como sulfatos provenientes de las
sales de Fe empleadas en la coprecipitacion (ver Fig. 6.7). Para corregir el valor de
S proveniente Unicamente de CALB, se utilizo la relacion de absorbancias en el
UV-V a 595 nm de la muestra y el control (sobrenadante de la agitacion del
soporte en agua, sin CALB, Seccion 6.3.3.) como “factor de correccion”. Por
ejemplo, para el CAT 1, la A de una dilucion apropiada del sobrenadante fue 0,32.
La misma dilucion del control tuvo A = 0,05. Como 0,05/0,32 = 0,15 se asume
que el 15 % del S detectado en esa muestra no proviene de CALB. Entonces los
ppm de S medido por ICP fueron multiplicados por 0,85 y este valor fue usado

para calcular lipasa remanente en solucion.
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El hecho de asumir que se disgrega la misma proporcion de S en el soporte puro
que en el soporte en presencia de proteina (incluso en distintas concentraciones)

forma parte del error inherente al método de cuantificacion propuesto.

0,25

0,20 -

0,15 S

0,10

0,05

0,00 -

-0,05

-0,10

Absorbancia

_0,15 T T T T
400 500 600 700
A (nm)

Figura 6.11. Espectros UV-V de diluciones del sobrenadante de inmovilizacion de

CAT 7 con CBB, sin agitaciéon (negro) y agitado (rojo).

6.5. Conclusiones del capitulo VI

Se estudiaron cuatro métodos de calculo de la carga enzimatica de CALB
inmovilizada en los soportes magnéticos a través de la combinacion de dos
procedimientos analiticos: cuantificacion de proteina por el método de Bradford y

de azufre por emision atomica-ICP.

La aplicacion del método colorimétrico clasico (método I) resultéo en
valores de CE hasta 1200% menores a los considerados correctos, debido a la
baja concentracion de proteina medida en el caldo comercial de partida y el medio
de inmovilizacion. La principal fuente de error fue el empleo de BSA como patron

de concentracion.
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Cuando se uso EA-ICP para conocer CALB en el caldo comercial, (método
II) la cantidad de lipasa ofrecida fue corregida, pero permanecio la subestimacion

de proteina en el sobrenadante por la eleccion incorrecta del patron.

Al emplear CALB como patron (método III), las CE fueron algo mayores a
las calculadas s6lo por EA (método IV). Interferencias provenientes de la
desintegracion del soporte aumentaron la respuesta en ambas técnicas. Las
mismas son, en este sistema, hierro y conjugados APTS-GLUT para Bradford, y S

de la magnetita para EA. Esta tltima interferencia pudo ser corregida.

Las CE que mejor se correlacionaron con la actividad de cada catalizador

fueron el promedio de los métodos Il y IV.

Si bien la técnica propuesta como complemento (EA-ICP) requiere
equipamiento especial y operador calificado, no siempre presentes en todo
laboratorio, la magnitud de los errores cometidos por espectrometria UV-V

justifican el gasto que implica la derivacion de esos analisis a otros laboratorios.

Es necesario purificar los caldos comerciales de enzima u otras proteinas
antes de emplearlos para separarlas de fracciones insolubles y si es posible,
acidos nucleicos. También deben analizarse por SDS-PAGE para comprobar

pureza en cuanto a otras proteinas.

Si se conoce la cantidad de metioninas y cisteinas en la secuencia de
aminoacidos, el método de S por EA-ICP es aplicable a virtualmente cualquier

proteina, en medios de inmovilizacién u otros.

Cada soporte en particular puede inducir a distintas interferencias, de

aqui la necesidad de hacer un estudio individual en funcion del sistema.

El método de Bradford es valido sélo si se cuenta con un patron de la
misma especie a cuantificar, la muestra se encuentra libre de interferencias (o
son conocidas y se pueden agregar al blanco) y se emplea junto con otra técnica

complementaria de mayor exactitud, como la propuesta en este capitulo.

Por ultimo, vale destacar que la publicacion de estas controversiales
conclusiones fue desestimada por una 15 revistas cientificas diferentes, bajo la

respuesta comun de que el método de Bradford es sencillo y econémico. Con los
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resultados presentados en este capitulo, quedé demostrado que la magnitud de

los errores cometidos por el método de Bradford obliga a cambiar la metodologia

tradicional de cuantificacion de proteinas incluso cuando esto implique usar

técnicas mas complejas, con equipamiento costoso y/o solo disponibles en

contados laboratorios.

Los resultados y conclusiones de este capitulo dieron origen a una
publicacion en una revista internacional con referato y una presentacion a

reunion cientifica internacional:

-Quantification of immobilized Candida antarctica lipase B (CALB) using ICP-
AES combined with Bradford methodPaula Nicolas, Veronica L. Lassalle,
Maria L. Ferreira. Enzyme and Microbial Technology. Vol. 97 (2017) p. 97—
103

-Importance of the analytical method choice for enzyme loading
determination in immobilization. Paula Nicolas, Veronica L. Lassalle, Maria
Lujan Ferreira. 1° Simposio Latinoamericano de Biocatalisis y

Biotransformaciones. 23 al 26 de setiembre de 2014, Buizios, Brasil.
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Hasta este punto, se estudio la actividad de CALB inmovilizada
covalentemente sobre soportes previamente activados con GLUT a base de MAG-
QUIT. En este capitulo, se analiza la influencia del tipo de soporte usando
nanoparticulas de magnetita modificadas con LIS. Se promovio, en principio, la
adsorcion simple de la CALB sobre MAG(SDS)-LIS. En una etapa posterior se
realizo el entrecruzamiento post-inmovilizacion usando concentraciones variables

de GLUT.

Se fijo la concentracion GLUT optima en términos de la actividad del
biocatalizador. Se preparé un nuevo catalizador usando MAG(SDS)-LIS con esa
concentracion de GLUT para activar el soporte e inducir el anclaje covalente de la

enzima. Se evalu6 la performance de ambos catalizadores.

7.1. Introduccion

El empleo de aminoacidos (AA) como funcionalizantes para inmovilizacion
enzimatica ha sido escasamente reportado. Por ejemplo, la epoxi-agarosa se
modificoé con cisteina para obtener un soporte sin carga neta. Este AA reacciona
a pH 7 a través del grupo tiol (-SH) dejando libres el carboxilato y el amino
protonado, cuyas cargas se compensan. Luego la epoxi agarosa fue activada con
GLUT para inmovilizar CALB. Posteriormente a 2 horas de tratamiento no se
registro actividad catalitica en el sobrenadante. Sin embargo la enzima resulto
débilmente adsorbida dado que al extraer el biocatalizador y lavar se detect6 la

presencia de enzima en los liquidos de lavado.

El tratamiento del soporte en la solucion de enzima durante un periodo de
24h asegurd la inmovilizacion irreversible. [1]. Los autores de este trabajo
calificaron de “sorprendentemente estables” a las bases de Schiff formadas a lo

largo de tiempos prolongados de contacto lipasa-soporte.

El acido glutamico fue empleado en su forma polimérica junto con gelatina
para inmovilizar una esterasa por atrapamiento en presencia de una
carbodiimida. El biocatalizador obtenido perdi6 el 60 % de su actividad inicial al

llegar al quinto ciclo [2].
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En este capitulo se pretende encontrar un método eficiente de
inmovilizacion de CALB en magnetita a través de la interaccion con un AA que
permita obtener un biocatalizador activo, operacionalmente estable y resistente a
tiempos de almacenamiento prolongados. Dada la versatilidad, bajo costo y
biocompatibilidad de la lisina, se seleccioné este AA para evaluar dos posibles
estrategias de inmovilizacion: i-entrecruzamiento con GLUT post-adsorcion de

CALB; ii-union covalente de CALB usando una concentracion 6ptima de GLUT.
7.2. Experimental

Se estudiaron dos rutas de inmovilizacion de CALB, Método “A” y Método
“B”. En el Método “A” la lipasa fue adsorbida sobre el MAG aminada con lisina, y

luego se trat6 con soluciones de GLUT de diferentes concentraciones.

En el Método “B” se promovio la inmovilizaciéon covalente de CALB usando
la concentracion 6ptima de GLUT surgida del analisis implementado a partir del

protocolo A.
Método A
7.2.1. Adsorcion de CALB sobre MAG(SDS)-LIS y entrecruzamiento con GLUT

El material obtenido segun el procedimiento descripto en el capitulo III,
seccion 3.2.1.5 se utilizo como soporte para adsorcion simple de la lipasa,
siguiendo el protocolo de la seccion 2.2.5 (capitulo II). A esta formulacion se la

llamara MAG(SDS)-LIS-CALB.

300 mg de MAG(SDS)-LIS-CALB se dispersaron en 5 mL de soluciones de
GLUT de concentraciones variables entre 0,05 y 2,5 % (masa de GLUT en 100 mL
de solucion). La relacion masa de solido/volumen de solucion de GLUT se
mantuvo fija en 300 mg/S5S mL. La suspension se agitd magnéticamente por 3
horas a temperatura ambiente. A estos catalizadores se los llamara A, seguido de

la concentracion de aldehido utilizada (% masa en volumen): A0,05 - A2,5.
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Método B:
7.2.2. Activacion con GLUT del soporte aminado e inmovilizacion covalente

300 mg de MAG(SDS)-LIS se dispersaron en 5 mL de GLUT 0,03 %,
durante 3 horas a 45 °C. El sélido se recuperd por decantacion magnética y fue
lavado 3 veces con agua destilada y secado. A este soporte lo llamaremos
MAG(SDS)-LIS-GLUTO,3.

200 mg de soporte MAG(SDS)-LIS-GLUTO,3 se agitaron 7 horas en 33 mL
de agua destilada conteniendo 1,1 mL del caldo comercial. Estas cantidades
corresponden a las proporciones soporte/lipasa/agua del protocolo 2.2.3. El

catalizador obtenido de esta forma sera llamado B.

El Esquema 7.1 representa las dos rutas de sintesis de los biocatalizadores

estudiados en este capitulo.
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7.3. Resultados
7.3.1. Caracterizacion
7.3.1.1. DRIFTS

En la Figura 7.1 se muestran los espectros IR de CALB inmovilizada por

adsorcion simple.

T %

10 H
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Figura 7.1. Espectro IR de MAG(SDS)-LIS-CALB

La presencia de las bandas a 1720, 1590 y 3200-3400 cm™! atribuibles al
grupo amida es una confirmacion de la incorporacion de la lipasa en la muestra

MAG(SDS)-LIS-CALB .

La Figura 7.2 muestra los espectros de MAG(SDS)-LIS-CALB-GLUTX

tratadas con concentraciones variables del entrecruzante.
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Figura 7.2. Espectros IR de MAG(SDS)-LIS-CALB-GLUTX, X=0,05-0,6%

La incorporacion de GLUT luego de la adsorcion fisica de CALB es dificil de
apreciar a partir de los espectros de IR ya que las sefiales asociadas al grupo
carbonilo aldehidico y las bandas correspondientes a los nuevos enlaces C-N o
C=N que pueden formarse, se solapan en la misma region (1400-1750 cm-!).

En la Figura 7.3, es posible detectar la presencia de GLUT sobre
MAG(SDS)-LIS a partir de la disminucion de intensidad de la banda a 1624 cm-!
por la desaparicion de enlaces N-H y el incremento de las ubicadas entre 1000-
1250. Sin embargo, existe contribucion de agua en esta zona y de otros grupos
funcionales. Ademas se hacen mas notorias las senales de metilenos (CHy) entre

2750 y 3000, y se suma el estiramiento de C=N alrededor de 3300.

La lipasa aporta numerosos grupos amida que aumenta las bandas entre

1500y 1650 y a 3250 cm-!.
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Figura 7.3. Espectros IR de MAG(SDS)-LIS, con GLUT como agente activador del

soporte y CALB inmovilizada covalentemente.

7.3.1.2. Electroforesis y DLS

La Tabla 7.1 informa los valores de DH y {pot para los diferentes tipos de
particulas preparadas. La adsorcion simple de la lipasa invierte el signo del {pot
respecto del precursor MAG(SDS)-LIS (Cap. III) ya que su propia carga superficial
es negativa. El entrecruzamiento con GLUT (muestras A) mantiene esta carga. La
inmovilizacion covalente sobre GLUT (catalizador B) result6 en un material
también negativamente cargado. Esto puede atribuirse a la carga superficial, en

concordancia con la carga de CALB a ese pH (5.7).

Los tamanos medidos en dispersion acuosa y expresados en términos de
diametros hidrodinamicos, muestran una fuerte tendencia a la agregacion de las

particulas.
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Tabla 7.1. Diametros hidrodinamicos en agua y potencial { de catalizadores A, B

Muestra Dh (nm) IPD Zpot = Sd (mV)*
MAG(SDS)-LIS-CALB 948 0,347 -20,3%4,42
A0,05 (usado 7 veces) 479 0,163 33,8t7,0

AO,15 501 0,225 -29,9+5,07
AO,3 601 0,224 -24,414,73
B 742 0,382 -16,3+£3,95
*pH 5,7

7.3.1.3. Microscopia electrénica

En la Figura 7.4 se muestran las imagenes TEM de MAG(SDS) lavada,
MAG(SDS)-LIS, MAG(SDS)-LIS-CALB y tres de los catalizadores A (GLUT post-

adsorcion).

Las particulas modificadas con el aminoacido adoptaron forma esférica, de

tamanos entre 10 y 30 nm.

La adsorcion de la enzima provoca una importante aglomeracion y un
aumento en la polidispersion de la muestra. De manera que es posible encontrar
algunas particulas aisladas del orden de 20nm aproximadamente, que se senalan
en circulos rojos en la Fig. 7.4. El tratamiento posterior con GLUT 0,5-0,6% no
altera significativamente el aspecto de los agregados, sin embargo ya no es

posible detectar particulas de menor tamano aisladas.
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Figura 7.4. Micrografias TEM de muestras seleccionadas a una magnificacion de

270000 X. Las barras de escala en las esquinas representan 20 nm.



-254 -

Las micrografias del catalizador B exhiben zonas en las que se distinguen

los cristales de MAG a pesar de su elevada aglomeracion.

Figura 7.5. Micrografias TEM de distintas zonas del catalizador B. La barra en la

esquina inferior izquierda representa 20 nm.



- 255 -

7.3.2. Actividad catalitica
7.3.2.1. CALB entrecruzada post-adsorcion

Los catalizadores se testearon, en términos de su actividad, de acuerdo a
las condiciones establecidas en el capitulo II: 30 mg de catalizador, 1 g de AO, 0,2
g de agua, 0,15 mL de etanol, 45 °C, 3 horas. Entre un ciclo y el siguiente, el
catalizador fue lavado. Los resultados se muestran en la Figura 7.6, donde los
valores de conversion son representados por las barras azules y el leaching en

rojo en funcioén del ciclo catalitico para cada concentracion de GLUT explorada.

A0,05 A0,15

Lavado 5 min.  Lavado 1 hora Ciclo Ciclo
A0,03 AO,6
50 40
40 30
30 -
) R 20 -
* 20 - b
10 10
0 - 0 -
1 2 3 4 5 B 7 1 2 3 4 5
Ciclo Ciclo

Figura 7.6. Conversion (azul) y leaching (rojo) de catalizadores A0,05-0,6. E1 A2,5

resulto totalmente inactivo ya en el primer uso.
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El A0,05 fue lavado 5 minutos luego del primer uso. Su actividad decayo
de 37 a 29 %. A partir del segundo ciclo el tiempo de lavado se aumentoé a una
hora para minimizar la inhibicion por producto o sustrato. Efectivamente, al
tercer uso la conversion aumenté considerablemente a 45 %. Por lo tanto, el
protocolo de lavado establecido para todos los ciclos posteriores, para este y el

resto de los catalizadores fue el siguiente:

i- Lavado de una hora con etanol/heptano 1/1 bajo agitacion
magnética
ii- Lavado de 5 minutos con etanol absoluto para remover restos de

heptano, agitando magnéticamente.
iii- El solido se dejo secar a T ambiente antes de reutilizarlo.

Al emplear bajas concentraciones nominales de GLUT(0,05 y 0,15 %) se
aprecio la desorcion de gran parte de la enzima inmovilizada; mientras que

usando concentraciones mayores practicamente no se detecto leaching.

La estabilidad operacional fue pobre en todos los casos ya que la actividad

fue disminuyendo progresivamente hasta desaparecer en 8 ciclos o menos.
7.3.2.2. CALB inmovilizada covalentemente: catalizador B.

La eficiencia del catalizador B, en términos de la masa de AO convertida
en la reaccion test, super6 ampliamente a cualquiera de los catalizadores “A”
analizados. Como se aprecia en la Figura 7.7, en el primer uso mostré una
conversion del 61 % con 30 mg de catalizador. La actividad decay6 gradualmente
a alrededor del 40 % X y se mantuvo constante hasta, al menos, el octavo uso. Se
encontré un leaching significativo s6lo en los 2 primeros ciclos; en el resto resulto

notablemente bajo.
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Figura 7.7. Conversion y leaching de 30 mg de catalizador B.

7.3.2.3. Estabilidad en almacenamiento

Los catalizadores A0,3 y B fueron reservados sin uso a 4 °C durante un
periodo determinado para evaluar su estabilidad en funcién del tiempo de
almacenamiento. Esta caracteristica, junto con la estabilidad operacional,
representan parametros de suma importancia en relacion a la potencial

implementacion practica en el ambito industrial de un catalizador.

Tanto AO,3 como B retuvieron practicamente la totalidad de su actividad
inicial después de 4 y 6 semanas respectivamente. Estos resultados se

esquematizan en la Figura 7.8.
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Figura 7.8. Conversion de 30 mg de catalizador/g AO a 45 °C luego de ser
almacenados por periodos prolongados.

7.4. Discusion
7.4.1. Influencia de la concentracion de GLUT

Como se pudo apreciar en la Fig. 7.5, la concentraciéon nominal de GLUT
(en el rango 0,05-0,6 %) en los tratamientos post-adsorcion, no tuvo un gran
impacto sobre la conversion inicial de los catalizadores “A”. Cuando la enzima
adsorbida fisicamente se traté con GLUT al 2,5 %, la conversion en el primer
ciclo fue nula. Ese mismo porcentaje de entrecruzante fue usado en el catalizador
del capitulo IV pre-inmovilizacion (SOP-CALB). Esta diferencia con SOP-CALB se
debe a la distinta naturaleza de MAG-AO-QUIT y MAG(SDS)-LIS. El soporte con
QUIT permite la incorporacion de una gran cantidad de GLUT por contener una
fraccion mayor de modificante organico. El analisis elemental realizado sobre SOP
indicé que el contenido de C era de un 8% y el de N 0,5 %. En cambio, cuando

MAG(SDS)-LIS fue analizado por EA-ICP, el N fue indetectable.

En cuanto al efecto fijador de GLUT, el aumento de la concentracion

minimizé la desorcién en los reusos. Entonces, puede inferirse que existe un
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equilibrio entre el beneficio del entrecruzamiento, que dota de estabilidad

operacional al catalizador; y el perjuicio de la desnaturalizacion de la enzima.

Este efecto dual del GLUT se ha observado en diferentes protocolos de
inmovilizacion. Por ejemplo, la D-aminoacido-oxidasa fue adsorbida en
Sepabeads®/poli-etilénimida y entrecruzada con 0,2-2% GLUT. Mientras la
actividad decrecié continuamente con esta concentracion, la resistencia al
leaching fue maxima en 0,5 % [3]. Comportamientos similares mostraron la
hidrolasa de Fusarium moniliforme CGMCC 0536 [4], y CLEAs de lipasa de

Thermomyces lanuginosa [5,6] y de CALB, respectivamente [7].

El mecanismo de reaccion GLUT-proteina se habia establecido ya en el
capitulo IV, y esta dado por las interacciones de los grupos funcionales de la
enzima libre con la amplia la variedad de grupos funcionales derivadas del
dialdehido.

Los CATs obtenidos a partir del método A, en cambio, interactian
mediante unioén covalente con el soporte y el entrecruzamiento enzima-enzima en
el mismo paso. Se propone entonces que bajas concentraciones de GLUT no
proveen la cantidad suficiente de grupos funcionales para fijar covalentemente
todas las moléculas de CALB a la lisina. Ademas, existe la limitaciéon de que s6lo
las especies de menor tamano (monomero o dimero) lograran difundir a través de
la voluminosa capa de CALB adsorbida en la superficie, lo cual facilita la
lixiviacion. Esta hipotesis explicaria los altos niveles de leaching medidos para

A0,05 y AO,15.

Si la cantidad de GLUT post-adsorcion es excesiva, no sélo se lograra un
entrecruzamiento intenso entre enzimas; sino que esa capa externa de
entrecruzante puede obstruir el acceso del sustrato hasta el sitio activo de la

lipasa. Este proceso se representa en el Esquema 7.2.
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Esquema 7.2. Efecto del GLUT sobre CALB adsorbida en MAG(SDS)-LIS
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7.4.2. Influencia del protocolo de inmovilizacién

Analizando la relacion conversion/leaching de los catalizadores A0,05-0,6
(Fig. 7.6) surge que el AO0,03 es el que mejor performance presentd, al lograr
niveles de conversion medibles hasta en el séptimo ciclo, y con baja desorcion de
enzima. Es por esta razon que 0,3 % GLUT fue la concentracion elegida para
activar el soporte MAG(SDS)-LIS en el método de inmovilizacion “B”. El
catalizador B resulté altamente eficiente tanto en términos de conversion como

estabilidad operacional y en almacenamiento.

En la Figura 7.9 se compara la cantidad total de AO convertido por los
diferentes catalizadores preparados en todos los ciclos ensayados. El B fue capaz
de catalizar la esterificacion de aproximadamente el doble de acido graso que

AO0,3, esto es 3576 mg de AO convertido por B vs. 1774 mg para AO,3.

8
8

[ | # GLUT después de CALB

S

B GLUT antes de CALB

+ *

mg OA convertidos
= )
(=) [an]
=

=

0 0,2 0,4 0,6 0,8
% Glut

Figura 7.9. Cantidades de AO convertido por 30 mg de cada catalizador en todos
los ciclos. A2,5 result6 totalmente inactivo.

La activacibon con GLUT de soportes aminados se ha estudiado
intensamente desde hace décadas. Monsan propuso en 1978 que la cantidad

optima es dos moléculas de GLUT por cada grupo -NH [8]. Teniendo en cuenta
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las reacciones intra e intermoleculares que experimenta este entrecruzante (ver
capitulo IV seccion 4.4.1), el control de esta proporcion es dificil de lograr ya que
en las soluciones comerciales abundan las especies poliméricas y con otros
grupos funcionales [9]. Aun purificando esta mezcla (por ejemplo, mediante
destilaciones o adsorbentes de alta area [10]) para obtener GLUT monomérico, su
aplicacion como agente fijador de proteinas daria lugar a uniones covalentes
facilmente reversibles. Por lo tanto, al momento de establecer un protocolo de
inmovilizacion, sera necesario realizar un screening con GLUT comercial menor al
1% (masa de GLUT/100 mL de soluciéon) ya que cada enzima se comportara de
manera diferente segin su composicion de aminoacidos y conformacion

estructural.

La cantidad de GLUT ofrecida en el CATAO,3 y B fue la misma, sin
embargo se manifiestan diferentes comportamientos en ambos catalizadores. Esto
es, B conserva su actividad durante los sucesivos reusos mientras que AO0,3 se
desactiva. La hipotesis que justifica estas diferencias es que 0,3% de GLUT en
relacion a la proteina inmovilizada seria la concentracion oOptima para que,
mediante el procedimiento “B”, CALB reaccione con el nimero minimo necesario
de puntos de anclaje que aseguran su inmovilizacion irreversible. Esto implica

que no permanecen grupos aldehido libres [11].

El descenso de la conversion del catalizador B respecto del primer ciclo, es
atribuible al desprendimiento de la capa de enzima adsorbida sobre aquellas
inmovilizadas covalentemente. El mismo comportamiento se evidenci6 al estudiar

el CAT SOP-CALB tal como se describi6 en el capitulo IV.

En el caso del método “A”, en cambio, el GLUT ofrecido estaria involucrado en la
reaccion enzima-enzima y enzima-soporte. Como la primera interacciéon ocurre
primero por cuestiones difusionales, el sobre-entrecruzamiento es inevitable,
favoreciendo la desorcion de agregados de lipasa entrecruzados. Estos agregados
no necesariamente son cataliticamente activos, de manera que podrian ser
indetectables a partir de medidas de leaching, de acuerdo a la metodologioa

adoptada en esta tesis para cuantificar la pérdida de enzima.
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7.4.3. Competitividad del catalizador B frente a Novozyme® 435

Al haber encontrado un protocolo de inmovilizacion que permite obtener un
catalizador activo, operacionalmente resistente y estable por periodos
prolongados de almacenamiento, es posible realizar una comparacion con un
catalizador comercial en términos de la relaciéon productividad/costo. Se

seleccion6 Novozyme® 435 debido a que también contiene CALB inmovilizada.

En la Tabla 7.2 se detallan los costos de fabricacion por gramo del
catalizador B y el precio de Novozyme® 435. Todos los reactivos son de marca
Biopack excepto los solventes (heptano y etanol) que son de Dorwill, ademas del

GLUT y el caldo enzimatico cuyo origen es Sigma-Aldrich.
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Tabla 7.2. Costos de los reactivos para fabricar 1 g de catalizador B y

precio de Novozyme® 435.

Necesario

Reactivo Presentacion P‘recio p/1l gde Precio % del
(dolares) MAG p/1lg total
FeCl;.6H20 5 kg 31,50 2,3362 g 0,01 0,07
FeSO4.7H20 1 kg 24,20 1,2005 g 0,03 0,13
SDS 1 kg 47,83 0,1616 g 0,01 0,03
NH4OH 26-30% SL 30,27 3,74 mL 0,02 0,10
Heptano 1L 40,00 10 mL 0,40 1,79
Etanol abs. 1L 11,14 10 mL 0,11 0,50
Lisina.HCl 250 g 20,68 lg 0,08 0,37
GLUT 2,5 L al 50% 791,06 0,1 mL 0,03 0,14
CALB caldo 50 mL 197,00 5,5 mL 21,67 96,87

COSTO TOTAL 1 g DE CATALIZADOR B USD 22,37

COSTO 1 g DE NOVOZYM® 435 USD 56,84

Si bien Novozyme® 435 es mucho mas activo por mg de catalizador,
presenta varias desventajas que obstaculizan su reuso, como por ejemplo pobre
estabilidad quimica y mecanica en el medio de reaccion y el leaching, que es
inevitable por estar CALB adsorbida en una resina hidrofobica [12]. Otra
limitacién se asocia a procesos de separacion mas complejos. Su remocion para
implementar ciclos de reuso requiere de filtracion que, en un medio de reaccion
viscoso (como la esterificacion de acidos grasos sin solvente) resulta mas tedioso y
conduce a pérdidas del catalizador asociada estas practicas. En cambio, el

catalizador B presenta las siguientes ventajas:
1) Es un 60 % menos costoso que Novozyme® 435
2) Presenta una satisfactoria resistencia quimica en el medio de reaccion

3) Conserva la totalidad de su actividad durante tiempos prolongados de

almacenamiento
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4) Es facilmente removible del medio de reaccion mediante decantacion

magneética, posibilitando su rapido lavado y reuso.

Vale destacar que el 97% del costo de fabricacion de B proviene del caldo de
CALB, por lo cual el producto MAG(SDS)-LIS-GLUT es un material que constituye

por si mismo un potencial soporte comercializable como adsorbente de proteinas.
7.5. Conclusiones

En este capitulo se evaluaron dos protocolos de inmovilizacion de CALB
sobre MAG(SDS)-LIS: adsorcion simple seguida de entrecruzamiento con GLUT, y
la union covalente sobre el soporte previamente activado con GLUT. Por ambos
meétodos se obtuvieron biocatalizadores altamente eficientes en la sintesis de
etiloleato logrando minimizar el leaching. Se mantuvieron niveles satisfactorios de
actividad por, al menos, 8 ciclos para el catalizador obtenido por segundo
procedimiento. AO,3 y B retuvieron al menos el 90% de la actividad inicial luego 4
a 6 semanas de almacenamiento. El CAT preparado a partir de CALB
covalentemente inmovilizada sobre MAG(SDS)-LIS-GLUT resultdé ser el mas
productivo en términos de cantidad de acido graso convertido por unidad de
masa, y su costo de fabricacién es un 60 % mas bajo que el correspondiente al

valor comercial de Novozyme® 435.

Fue necesaria una minuciosa evaluacion de la concentracion de GLUT
luego de la adsorcion simple de CALB para encontrar la cantidad que maximiza
la actividad y estabilidad de la lipasa inmovilizada covalentemente. Las
relaciones molares entrecruzante/soporte y entrecruzante/proteina son

igualmente importantes para optimizar la eficiencia del biocatalizador.
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La presente tesis se desarrollo sobre dos lineas de investigacion
complementarias: por un lado, la sintesis y caracterizacion de particulas
magnéticas, y por otro, la aplicacion de la técnica de inmovilizacion de enzimas
sobre un soporte soélido. El trabajo estuvo enfocado en la inmovilizacion de la

lipasa B de Candida antarctica (CALB).
1.Sintesis de soportes

La forma, tamano e hidrofilicidad de las particulas de MAG pudieron
controlarse durante la coprecipitacion a través del tipo y concentracion de
estabilizante organico utilizado. El mismo debié estar presente en el medio de

reaccion al momento de la nucleaciéon y crecimiento de los cristales.

No fue posible evaluar efecto del tamano y forma de las particulas que
componian el soporte debido a que quellas formulaciones que dieron origen a
cristales con formas distintas a la esférica (MAG coprecipitada con
hexametilentetraamina) no fueron capaces de dispersarse en agua. Esto impidio
su funcionalizaciéon con grupos amino y por ende no pudieron promoverse

interacciones con CALB.

La MAG coprecipitada en presencia de acido oleico o dodecilsulfato de
sodio pudo ser funcionalizada con grupos amino mediante la incorporacion de
quitosano o lisina. El polimero da lugar a cimulos de nanoparticulas atrapadas
en una red de la fase organica, mientras que el aminoacido recubre los nucleos

magnéticos de forma controlada favoreciendo la monodispersion.
2.Inmovilizacion

Cuando la inmovilizacién se realizo sobre el soporte compuesto por MAG-
AO-QUIT tratado con un exceso de glutaraldehido (GLUT), la enzima se acoplo a
la superficie del solido mediante un mecanismo mixto:

-Enlace covalente con grupos funcionales de GLUT

-Adsorcién fisica de otras moléculas de lipasa sobre las anteriores,
formando una segunda capa.

En los ciclos cataliticos, aquellas moléculas de CALB débilmente

adsorbidas actian como enzima libre, perdiéndose en cada uso a causa del
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leaching. Las inmovilizadas covalentemente se desactivaron a causa del exceso

de GLUT subyacente.

Se estudio sistematicamente la influencia de las cantidades nominales de
3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), GLUT y CALB ofrecidas al soporte MAG-AO-
QUIT-GLUT sobre la performance de los catalizadores. Se obtuvieron modelos
matematicos que describen satisfactoriamente la variabilidad de la conversion y
la carga enzimatica resultantes. Las variables criticas que determinaron la
actividad catalitica fueron GLUT y CALB. La carga enzimatica tuvo un rol
preponderante en la retencion de actividad durante el almacenamiento. EI
mecanismo de inmovilizacion fue también mixto, registrandose leaching en cada

uso para el catalizador mas activo.
3.Determinacion de carga enzimdtica

Se comprobo que el tradicional método de Bradford con albumina bovina o
BSA como patron de concentraciéon para proteinas subestima severamente la
concentracion de CALB en el medio de inmovilizacion. Los errores provinieron
principalmente de
-La identidad del estandar empleado para construir la curva de calibrado y
-Las interferencias causadas por especies quimicas provenientes del
soporte (APTS-GLUT y hierro).
La combinacién de Bradford (usando CALB como estdndar) y determinacion de
azufre por emision atomica permitio calcular una carga enzimatica que se

correlacioné adecuadamente con la actividad.

Fue posible desarrollar un biocatalizador eficiente inmovilizando CALB
sobre un soporte soélido constituido por MAG(SDS)-LIS. Se encontré que 0,3 % es
la concentracion optima de GLUT para entrecruzar CALB post-adsorcion fisica
sobre MAG modificada con lisina. Esta proporcion de entrecruzante maximiza la
actividad y minimiza el leaching, aunque el catalizador se desactivo totalmente

antes del octavo ciclo.
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Cuando la misma concentracion de GLUT fue utilizada para activar el
soporte MAG(SDS)-LIS, la inmovilizacion covalente permitié obtener el mejor
biocatalizador de los preparados en este trabajo:

-Fue activo y operacionalmente estable ya que retuvo el 66 % de su
actividad inicial hasta al menos el octavo ciclo.

-Pudo ser almacenado por tiempos prolongados sin degradarse.

-Se registraron bajos niveles de leaching

-El material de soporte no se vio afectado quimica o mecanicamente en las
condiciones de reaccion estudiadas

-El costo de fabricacion fue so6lo el 40 % del valor comercial de

Novozime435®

4.Trabajo a futuro

Como trabajo a futuro se propone estudiar el aprovechamiento de las
nanoparticulas magnéticas que constituyen la dispersion coloidal estable (MAG-
AO-QUIT) mediante la sintesis de un material compuesto por bolillas de vidrio

macroscopicas (2 mm de diametro) recubiertas de las particulas magnéticas.

Ademas, los conocimientos adquiridos sobre la coprecipitaciéon de
nanoparticulas de MAG se aplicaran a la preparacion de otros materiales
magnéticos nanoparticulados tutiles en la adsorcion selectiva de proteinas de
interés comercial. Se pretende utilizar nanoparticulas (NPs) basadas en 6xidos de
Fe (magnetita, maghemita) o ferritas modificadas convenientemente para que

resulten selectivas a las proteinas a separar.

Esta propuesta implica trabajar en el disenio de las NPs para proveer de los
grupos funcionales adecuados manteniendo las propiedades de interés que

determinan su eficiencia (principalmente tamano y superparamagnetismo).

El recubrimiento con silice (SiOz) de las NPs permitira un adecuado
control de tamano y asegurara la estabilidad de las particulas en dispersion. A la
estructura de las NPs con Si se incorporaran grupos especificos para la

interaccion con proteinas: grupos tiol y metales como Cu y Zn.
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Se evaluara el desempeno de las nanoparticulas en la separacion de
proteinas modelo como albimina bovina (BSA) y lisozima (Lys). Se estudiaran
interacciones de cada una de estas proteinas con los nanosistemas preparados.
Se explorara la eficiencia de separacion de los mismos usando ambas proteinas
en solucion de agua destilada y en mezclas que simulen sistemas biolégicos mas
complejos. Asimismo, se estudiara mediante herramientas de calculo de
mecanica molecular y semiempirico las interacciones de las proteinas con las
distintas formulaciones de NPs preparadas.

Se aspira a continuar este trabajo en el transcurso de la beca postdoctoral

de CONICET otorgada para el periodo abril 2017-abril 2019.
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