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Resumen

El glicerol es un subproducto inevitable de la produccion de biodiésel. Una gran cantidad
de este producto es generado durante la transesterificacion de grasas y aceites con
alcohol. El exceso de oferta y la limitada demanda de este producto afectan
directamente los costos de produccion del biodiésel. Sin embargo, el glicerol puede ser
convertido a productos de mds alto valor agregado mediante procesos puramente
quimicos o mediante biotransformaciones. Los bioprocesos verdes, tales como las
reacciones biocataliticas, son capaces de modificar selectivamente sustratos
polifuncionales debido a su alta eficiencia catalitica, selectividad inherente y facil o nulo
procesamiento downstream. Ademads, las biotransformaciones se realizan bajo
condiciones suaves con menores requerimientos energéticos, ofreciendo tecnologias
medioambientalmente limpias. Las nuevas tendencias en bioconversiones marcan el
acoplamiento de procesos biocataliticos enzimaticos a procesos fermentativos como
una solucién de gran potencial en la biosintesis secuencial de productos biotecnoldgicos.
En esta tesis se propuso una ruta biosintética mixta novedosa para la sintesis de acido
L-lactico a partir de glicerol crudo, subproducto de la industria del biodiésel. Nuestro
enfoque incluyé el uso de biocatalizadores inmovilizados microbiolégicos y enzimaticos
mediante estrategias que aportaron estabilidad y la posibilidad de reutilizacién en aras

de conversiones mas verdes y econémicas.
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Abreviaturas

%l Porcentaje de inmovilizacién

%R Porcentaje de rendimiento

BCA Acido bicinconinico

BSA Seroalbumina Bovina

DHA Dihidroxiacetona

DHAD Dihidroxiacido dehidratasa

DTT Ditiotreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Acido Etilendiaminotetraacético

FDH Formiato deshidrogenasa

GA Acido glicérico

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanesulfonico

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

His Histidina

L-LDH L-lactato deshidrogenasa

MgCl; Cloruro de magnesio

NaCl Cloruro de sodio

NAD+ Dinucleétido de nicotinamida y adenina (forma oxidada)
NADH Dinucledtido de nicotinamida y adenina (forma reducida)
PEI Polietilenimina

PLP Piridoxal fosfato

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
TA Transaminasa

TMOS Tetrametil ortosilicato

Ul Unidades internacionales de enzima
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Introduccidon general
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Biocatalisis y biotransformaciones

La biocatalisis y las biotransformaciones comprenden el uso de microorganismos o
enzimas para acelerar conversiones quimicas. En las ultimas décadas los aportes de la
ciencia en este campo han aumentado notoriamente la disponibilidad de aplicaciones
biocataliticas [1]. Se han reportado una serie de microorganismos y enzimas capaces de
llevar a cabo conversiones con elevada enantio, quimio y regioselectividad en una
amplia gama de condiciones de reaccién [2,3]. Dicha selectividad es extremadamente
deseable en las industrias quimica y farmacéutica, ya que ofrece ventajas tales como
minimizar las reacciones secundarias, no requiere pasos de proteccion y desproteccién
y, por lo tanto, permite la sintesis en menos etapas. En este contexto, los
biocatalizadores tienen muchas caracteristicas atractivas para las areas de la quimica
verde y el desarrollo sostenible ya que proporcionan una tecnologia mas amigable con
el medio ambiente, generalmente trabajando en condiciones acuosas a temperatura
ambiente y presién atmosférica e incluso disminuyendo la generacion de desechos.

Las bioconversiones utilizando células, ya sea de fuentes naturales o genéticamente
modificadas tienen la ventaja de ser, en general, de bajo costo. Los catalizadores
involucrados se encuentran estabilizados en el interior celular y no requieren del
agregado exégeno de cofactores ya que cuentan con la maquinaria para sintetizarlo y
ademas regenerarlo [4]. Se pueden ver facilitadas ademas las reacciones en cadena ya
gue permiten la co-expresidn de multiples enzimas que pueden actuar de manera
concertada en un espacio confinado. Sin embargo, esto puede también resultar en una
carga metabdlica demasiado alta para la célula lo que disminuye la eficiencia de la

conversion.

La biocatalisis enzimatica, por otro lado, implica el uso proteinas cataliticas muy selectivas

lo que reduce la formacién de subproductos por reacciones colaterales [5].

Las herramientas modernas de ingenieria, produccion y descubrimiento de proteinas asi
como los avances en biologia molecular y estructural, facilitan el desarrollo de
catalizadores y su disefio a medida para integrarlos en procesos industriales [3,6].

Su uso industrial se ha incrementado en las ultimas décadas, principalmente en el drea

farmacéutica, alimenticia, cosmética, desarrollo de biocombustibles, entre otros [7,8]
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Sin embargo, las condiciones de operacién de las enzimas pueden ser acotadas. En
particular, enzimas aisladas de fuentes naturales a menudo son muy eficientes en sus
condiciones nativas (de pH y temperatura) pero pueden ser inestables en condiciones
no naturales como las requeridas en bioprocesos industriales (pH y temperatura
extremos, baja actividad del agua, sustratos no naturales, entre otros) [8,9].
Continuamente los nuevos desarrollos en el drea de la gendmica, ingenieria y tecnologia
de proteinas, ofrecen la posibilidad de modificar y crear nuevas enzimas capaces de
llevar a cabo una creciente variedad de reacciones [10,11].

Las ventajas y desventajas del uso de células y enzimas libres en bioconversiones serdn

discutidas en mayor profundidad en el capitulo 3.

El glicerol crudo producto de la industria de
biocombustibles

El biodiesel constituye una alternativa a los combustibles fésiles tradicionales ya que
logra una performance similar que los combustibles convencionales y menores
emisiones de mondxido de carbono, dxidos de azufre y material particulado fino con
respecto al diésel derivado del petréleo [12]. Su condicién de biodegradable y su baja
toxicidad para los humanos, sumado a una mayor durabilidad de los motores que lo
utilizan, lo convierten en una opcién altamente deseable para lograr un desarrollo
sostenible [13]. Se pronostica que la produccidn mundial de biodiesel alcanzara casi 39
mil millones de litros para 2024; el volumen de producciéon proyectado de biodiesel es
estable y esta impulsado principalmente por politicas relacionadas a su uso [14]. En
particular, Uruguay cuenta con una ley de promocién de los biocombustibles que
establece el corte obligatorio de nafta y diésel con combustibles renovables. En
Uruguay, Alur SA ha montado dos plantas de biodiesel con capacidad de produccion de
hasta 80000 toneladas por afio. Respecto del biodiésel, la compafiia lleva adelante un
programa de siembras con agricultores, que contempla unas 15.000 ha de colza, 10.000
de girasol y 15.000 de soja. La apuesta pais por los combustibles alternativos se ha

evidenciado ademads por un incremento constante en las inversiones desde el afio 2009.
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El glicerol crudo es un subproducto de bajo valor que se obtiene inevitablemente de la
produccién de biodiésel. Una gran cantidad de este producto es generado durante la
transesterificacion de grasas y aceites con alcohol. Su composicidn es significativamente
diferente de la del glicerol puro. El glicerol crudo usualmente contiene varias impurezas,
como agua, metanol, jabdn, dcidos grasos y ésteres metilicos de dcidos grasos [15]. Alur
genera mas de 2.000 toneladas de glicerol crudo por afo, constituido principalmente
por glicerol (aprox. 50-65%), agua y dacidos grasos. La empresa esta desarrollando
fuertemente la exportacién de glicerina cruda a Alemania. Sin embargo, el valor de
mercado del glicerol de purezas menores a 90% es significativamente bajo dado sus
limitadas aplicaciones directas. El glicerol crudo se utiliza principalmente en la
alimentacion animal directa, con fines no quimicos o en biotecnologia, principalmente
en crecimiento y conversiones microbianas [16,17].

Las grandes cantidades de glicerol crudo producidas cada afio han impactado al mercado
del glicerol, lo que resulta en precios bajos del mismo tanto puro como crudo. La
produccién mundial de glicerol se estima que alcanzara 4,200,000 toneladas en 2020
mientras que el mercado existente para sus aplicaciones se estima en 1,000,000
toneladas al ano [18]. Se han dedicado esfuerzos a encontrar aplicaciones para convertir
el glicerol crudo en productos de alto valor, como biocombustibles, productos quimicos,
polimeros y alimentos para animales, para mejorar la viabilidad econdmica de la
industria del biodiesel y superar los desafios ambientales asociados con la eliminacidn
del glicerol crudo. Esto se ha logrado a través de vias biolégicas o quimicas [19], las

mismas son discutidas en mayor profundidad en el capitulo 1 de esta tesis.

El acido L-lactico

El acido lactico, asi como sus derivados (sales y ésteres) son ampliamente utilizados en

la industria farmacéutica, textil, agricola, alimenticia y quimica [20].

Uruguay importa alrededor de 362 mil kilogramos netos anuales de &acido lactico
proveniente de Brasil, Holanda, China, Alemania, Bélgica, Argentina y Meéxico.
Actualmente el kilogramo de 4cido lactico de calidad para la industria farmacéutica llega

a alcanzar los 65 ddlares. Un andlisis de los requerimientos de dac. lactico del pais, indicé
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importaciones del producto por valor de USD 500.000 en el dultimo afio
(www.penctatransaction.com). En el mismo periodo, no hubo exportaciones del
producto desde Uruguay. Entre los paises de origen de las importaciones uruguayas se
encuentran Argentina y Brasil que, a pesar de ser productores de este producto,
importan 4,7 y 6,7 millones de USD anuales respectivamente. Estos datos indican una
demanda nacional y regional insatisfecha y generan una oportunidad para la

comercializacion del producto.

La sintesis de acido lactico a nivel industrial se realiza principalmente mediante
transformaciones microbianas y sintesis quimica [21]. Estos procesos no siempre son
eficientes en términos de enantioselectividad o rendimiento, ademas de ser poco
amigables con el medio ambiente ya que muchas veces generan residuos toxicos y
tienen altos requerimientos energéticos. La sintesis quimica da lugar a mezclas
racémicas de acido D/L-lactico mientras que los productos enantioméricamente puros,
mucho mds costosos, pueden obtenerse mediante transformacién microbiana.
Actualmente, aproximadamente el 90% de 4cido lactico es producido por esta
estrategia. En este caso se requieren etapas de purificacidon que encarecen el proceso,
las mismas incluyen etapas de hidrdlisis, esterificacién, y la destilacion. Generalmente
se forman subproductos tales como el etanol y el dcido acético [22]. Por lo tanto, ambos
procesos a pesar de que suelen ser eficientes, producen una alta cantidad de desechos
inutilizables y productos secundarios, requieren largos tiempos de reaccidn y en general

requieren de un proceso de purificacién del isémero deseado [21].

Es por esta razdn que continta siendo pertinente la busqueda de estrategias verdes y

eficientes para la sintesis de L-lactico.

Hipotesis de trabajo

Basandonos en los antecedentes previamente mencionados, nos propusimos la
siguiente hipdtesis de trabajo: Es posible desarrollar una cascada de biocatalizadores
inmovilizados para producir acido L-lactico a partir de glicerol crudo.

Para demostrar esta hipdtesis se planted la siguiente cascada (Figura).
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Figura: Esquema de la cascada biocatalitica planteada. DHA, dihidroxiacetona, GA, acido
glicérico, TA, transaminasa, DHAD, dihidroxidcido dehidratasa, L-LDH, L lactato deshidrogenasa,
FDH, formiato deshidrogenasa.

El primer paso de la cascada implica la conversién de glicerol crudo a dihidroxiacetona
(DHA) y acido glicérico (GA). En este contexto, el género Gluconobacter comprende
algunos de los microorganismos mas utilizados en aplicaciones biotecnoldgicas y ya se
han reportado cepas capaces de convertir GA y DHA a partir de glicerol crudo [23,24].
La inmovilizacién de especies de Gluconobacter se presenta en la literatura casi
exclusivamente restringida a su uso en biosensores. La aplicacién de este
microorganismo inmovilizado en reacciones de bioconversiéon es escasa [25-27]. La
novedad de nuestro enfoque incluird el uso de cepas mutantes de Gluconobacter
inmovilizadas, que podria mejorar la estabilidad de los biocatalizadores. Evaluaremos el
atrapamiento en geles ya que esta estrategia es ampliamente utilizada en la
inmovilizacion de células, proporcionando factibilidad en el escalado del proceso y
reusabilidad del biocatalizador con alta estabilidad operacional. Los estudios planteados
en este trabajo de inmovilizacion resultaran de interés no solo para la conversién de
glicerol a GA y DHA sino también para otras transformaciones catalizadas por este
microorganismo.

Luego de este primer paso, se propone una secuencia enzimatica de dos pasos libres de
células para la sintesis de dacido L-lactico. Se propone la utilizacién de todos los
biocatalizadores enzimaticos en forma inmovilizada.

Una vez obtenido el GA de la conversion con Gluconobacter, utilizaremos una
dihidroxiacido dehidratasa (DHAD) recombinante de E. coli para transformar el GA en
acido pirdvico y una transaminasa (TA) recombinante de E. coli para transformar DHA y

L-ala en serinol y acido piruvico.
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El ultimo paso de la cascada implica el acoplamiento a un sistema enzimatico co-
inmovilizado de L-lactato deshidrogenasa (LDH) y formiato deshidrogenasa (FDH) que
producird acido L-lactico a partir del piruvato sintetizado con CO; y H.O como

subproductos.

10



Bioconversiones para la revalorizacion de glicerol: sintesis de acido L-lactico utilizando una
cascada biosintética. MSc. Erienne Jackson

Objetivos

11
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Objetivo general

Tal como se ha comentado en la introduccidn, el glicerol crudo es un subproducto de la
industria de biocombustibles cuya oferta excede ampliamente su demanda, lo que
afecta directamente su valor de mercado. Con el aumento progresivo de la produccién
de biodiesel a nivel mundial, nuevas estrategias que utilicen el glicerol crudo para la
generacién de moléculas de mayor valor agregado podrian mejorar la ecuacion

econdmica de la industria de biocombustibles.

En este trabajo se utilizaran biocatalizadores celulares y enzimaticos acoplados para la

sintesis de acido L-lactico utilizando glicerol crudo en el proceso.

Los biocatalizadores implicados en este sistema presentan diversidad en su complejidad
estructural y propiedades cataliticas. Sin embargo, su naturaleza inherentemente 1abil,

justifica los esfuerzos por estabilizarlos.

El objetivo general de este trabajo es el acoplamiento de preparaciones inmovilizadas
activas y estables de células y enzimas capaces de catalizar in vitro la conversién en

cascada de glicerol crudo en acido L-lactico.

Objetivos especificos

e Estudiar la transformacion bioldgica del glicerol tanto puro como crudo en acido
glicérico (GA) y dihidroxiacetona (DHA) utilizando células en reposo de
Gluconobacter frateurii NBRC13465 y Gluconobacter oxydans NBRC 14819 en
suspension e inmovilizadas.

e Inmovilizar las enzimas dihidroxiacido dehidratasa (DHAD) y transaminasa (TA) para la
estudiar la conversién de GA y DHA a piruvato.

e Acoplar el sistema de Gluconobacter con TA o DHAD para la sintesis de piruvato.

e Inmovilizar el sistema acoplado lactato deshidrogenasa (LDH) y formiato
deshidrogenasa (FDH) para la conversién de piruvato a acido L-lactico.

e Acoplar el sistema de Gluconobacter con TA, DHAD, LDH y FDH inmovilizados
para la conversién de glicerol crudo y generacion de acido L lactico.
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Capitulo 1

Glicerol como sustrato en
biotransformaciones
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Introduccion

Transformacion de glicerol

El glicerol crudo es un compuesto de bajo valor que se obtiene principalmente como
subproducto en la producciéon de biodiesel. EIl mismo contiene una serie de impurezas,
como agua, metanol, jabdn, acidos grasos, ésteres metilicos de acidos grasos, entre
otros. Con aproximadamente 1 kg de glicerol crudo generado por cada 10 kg de biodiesel
producido, las grandes cantidades producidas cada afio han impactado su valor de
mercado obteniéndose una muy baja ganancia al comercializarlo para aplicaciones de
su uso directo como el pienso animal o combustible en hornos industriales [15,28]. En
este contexto, se han dedicado esfuerzos para encontrar aplicaciones para convertir el
glicerol crudo en productos de mayor valor, como el glicerol de alta pureza,
biocombustibles, productos quimicos, polimeros y alimentos para animales, para
mejorar la viabilidad econémica de la industria del biodiesel y reducir los impactos
ambientales asociados al descarte del mismo. Segln reportes recientes, el valor de
mercado del kilogramo del glicerol crudo (hasta 80%) y puro rondan los 0,24 y 0,9 USD
respectivamente [29]. El glicerol puro se puede convertir en varios productos de valor
agregado, actualmente existen varios reportes referentes a esta tematica. Sin embargo,
esta ruta puede no ser econdmicamente viable para los productores de biodiesel
pequefios o medianos debido al alto costo de los procesos de refinacién. El traslado de
glicerol crudo a una refineria de glicerol se hace viable cuando un grupo de plantas de
biodiesel estan ubicadas dentro de un area limitada. Por lo tanto, la conversidn directa
de glicerol crudo a productos de alto valor agregado resulta en procesos mas rentables
en comparacion al uso de una materia prima refinada (Figura 1) [14].

La transformacién directa del glicerol a productos de mayor valor agregado ha sido
abarcada tanto por estrategias quimicas como bioldgicas para la produccion de una
amplia variedad de moléculas, tales como el butanol, 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol,
acido citrico, dihidroxiacetona, lipidos, poli hidroxialcanoatos, acroleina,
monoglicéridos, poliglicerol, polioles, aceites bioldgicos, entre otros (Figura 2) [19,30-

32]. Estos productos quimicos y polimeros tienen aplicaciones extensas como
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biocombustibles, aditivos para combustibles, detergentes, materiales poliméricos vy
otros usos.

Transformacién directa

N

.. «
@ Separacion y Transformacién ;&ﬁ
P

purificacion

N 4

),0
Glicerol Glicerol Derivados de
crudo puro glicerol

Figura 1: Transformacion de glicerol crudo y puro. Figura tomada y modificada de Kong y cols.
2016 [14].

La transformacidn directa de glicerol crudo a través de rutas quimicas a una serie de
compuestos ha sido reportada, algunos de los cuales incluso se encuentran disponibles
a nivel comercial [14,33]. Este tipo de procesos implican condiciones extremas de
reaccion vy la utilizacion de catalizadores quimicos por lo que generalmente tienen un
alto impacto ambiental. Entre los productos obtenidos por conversiones quimicas, la
triacetina, un aceite transparente de grado alimenticio, se obtiene a partir de glicerol
crudo y acido acético sin el empleo de un catalizador [34]. Otro producto obtenido a
través de una conversion quimica convencional es el (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4il) metil
acetato, utilizado como aditivo que aporta viscosidad al biodiesel [15].

La acroleina, otro producto de trasformacion del glicerol, puede utilizarse como bloque
de construccion para la produccién de detergentes, polimeros de ésteres de acido
acrilico y polimeros superabsorbentes [15]. Otra alternativa de revalorizacion del
glicerol crudo de la industria del biodiesel es la produccién de gas hidrégeno, proceso
gue se esta estudiando actualmente en Uruguay por Veiga y colaboradores [35,36]. Esta

reaccidn requiere catalizadores, temperaturas que oscilan entre los 450 °C y 650 °C
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dependiendo del proceso y da como resultado una mezcla gaseosa rica cuyos mayores

componentes son Hz, CO,y CO.
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Figura 2: Posibles derivados de glicerol a través de diferentes vias. Tomado y modificado de [14].

Existen numerosos ejemplos en la literatura sobre la conversién microbiolégica del

glicerol. En general los trabajos reportados se basan en la conversidn bioldgica mientras

las bacterias crecen en medio de cultivo [37-39].

Entre estos procesos se encuentra el 1,3 propanodiol que es obtenido utilizando como

catalizadores especies anaerobias de la familia Enterobacteriaceae. Este compuesto
sirve como mondmero para la produccién de polimeros fotoestables y es utilizado en las
industrias quimica, alimenticia y farmacéutica [40]. Otro compuesto obtenido a partir
del glicerol crudo es el acido citrico, utilizando como catalizador la bacteria Yarrowia
lipolytica [15]. Este acido es de importancia en las industrias quimica, farmacéutica,
alimenticia y agropecuaria [40]. También es posible la producciéon de hidrégeno por
parte de Rhodopseudomonas palustris, a través de reacciones de conversién foto-
fermentativa del glicerol crudo [15]. La produccién de bioplasticos, como los
polihidroxialcanoatos (PHAs) por parte de especies como Cupriavidus necator, Zobellella
denitrificans y Pseudomonas oleovorans es otro ejemplo de la gran variedad de

productos que se pueden obtener a partir de la bioconversion del glicerol crudo [15,40].
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En este contexto, al trabajar con microorganismos en crecimiento, pueden generarse
metabolitos no deseados o productos de reacciones secundarias que contaminen el
sistema. Por lo tanto, resulta de interés minimizar este tipo de reacciones. El uso de
células en reposo, es decir, células suspendidas en medio de reaccién sin medio de
crecimiento, puede proporcionar varias ventajas operativas al disminuir
significativamente la complejidad del sistema facilitando la purificacion posterior del
producto quimico objetivo y, por lo tanto, disminuyendo las demandas econdmicas de
la biotransformacién [41,42]. Las células en reposo (también conocidas como resting
cells) no se encuentran en crecimiento, pero estdan metabdlicamente activas. Por esta
razén tienen un gran potencial en biotransformaciones ya que no necesitan gastar su

energia en la produccién de biomasa [43].

Como se ha mencionado, en los ultimos afios se han reportado una serie
microorganismos capaces de metabolizar el glicerol de manera tanto aerobia como
anaerobia, entre ellos pueden destacarse Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter,
Clostridium, Candida, Aspergillus y Gluconobacter. Estas cepas han sido estudiadas en el
proceso de conversion de glicerol a través de reacciones con células en crecimiento o en

reposo, tanto libres como inmovilizadas.

Esta seccion del trabajo se centra en la conversion biolégica del glicerol puro y crudo por
bacterias del género Gluconobacter como primera etapa en la transformacién hacia

acido L-lactico.

Bioconversiones de glicerol mediante bacterias del género
Gluconobacter

El género Gluconobacter pertenece a la familia Acetobacteraceae. La misma se puede
encontrar en la naturaleza en flores, tierra de jardin, miel de abeja, frutas, sidra, cerveza,
vino y vinagre de vino [44]. Las especies del género Gluconobacter han mostrado no
tener efectos patogénicos ni para el hombre ni para otros animales [45]. Este género
esta constituido por bacterias del acido acético con forma de bastones, Gram negativas
qgue no forman endosporas. Son aerobias obligatorias, teniendo un metabolismo

estrictamente respiratorio con oxigeno como aceptor final de electrones. Su
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temperatura éptima de crecimiento esta entre los 25 °C y 30 °C y su pH éptimo de
crecimiento es de 5,5.

Al igual que multiples especies de bacterias del acido acético, las bacterias del género
Gluconobacter son capaces de la oxidacion incompleta de carbohidratos y alcoholes a
aldehidos, cetonas y acidos organicos.

Este género es de gran importancia en la industria para la produccién de L-sorbosa a
partir de D-sorbitol, acido b-glucdnico, acido 5 - ceto - y 2 - cetoglucdnico a partir de b—
glucosa; y dihidroxiacetona (DHA) y acido glicérico (GA) a partir de glicerol [45].

En este trabajo nos enfocaremos en dos productos generados por la via oxidativa del

metabolismo del glicerol en especies de Gluconobacter : GA 'y DHA (Figura 3) [40,46].

o I _on 8 o T op e o T ] ho L on
Gilicerol Alcohol
Deshidrogenasa Deshidrogenasa (0] 0
Dihidroxiacetona i (mADH) : A
Glicerol Gliceraldehido Acido Glicérico
(DHA) (GA)

Figura 3: Vias para la formacion de GA y DHA a partir de glicerol por Gluconobacter spp. La flecha
discontinua indica una reaccidon enzimatica no identificada en la formacion de GA. AdhAB,
alcohol deshidrogenasa asociada a la membrana, denominada mADH; SIdAB, glicerol
deshidrogenasa asociada a la membrana, denominada SLDH o GLDH. Adaptado de Sato y
colaboradores [47].

Se encuentra reportada la oxidacién de glicerol por estrategias quimicas, esta es una
reaccidon relativamente compleja, que estda muy afectada por la selectividad del
catalizador [14]. A su vez, la DHA y el GA pueden obtenerse a través de la ruta de
oxidacion catalitica en presencia de catalizadores metalicos, como paladio, platino, oro
y catalizadores de paladio soportado por bismuto, sin embargo las productividades

obtenidas no superan las alcanzadas en la oxidacion bioldgica de este compuesto [14].

Bioconversion de glicerol a DHA

La DHA (1,3-dihidroxi-2-propanona, C3HesO3) es una cetotriosa que se produce a través
de la oxidacidn del grupo OH secundario del glicerol [40]. Este proceso de oxidacién
microbiana requiere largas horas de operacion, independientemente de su alta

conversién y selectividad [14]. Su peso molecular es de 90,08 g/mol y su punto de fusion
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se encuentra entre los 75 °Cy 80 °C. Es un polvo blanco, higroscépico con sabor dulce y
aroma caracteristico. La misma no posee centros quirales ni muestra actividad éptica
[48]. Es un producto quimico comercializable con mayor valor al del glicerol crudo y
actualmente se produce a nivel mundial a través de procesos biotecnolédgicos (Global
and Chinese 1, 3 Dihydroxyacetone Market, 2018. Estudio realizado por Zion Market
research).

La DHA se usa ampliamente como un precursor para la sintesis de quimicos finos como
1,2-propilenglicol, acido lactico, metotrexato, tensioactivos, entre otros, en la industria
guimica [40]. En la industria farmacéutica, como agente terapéutico en el tratamiento
de enfermedades de la piel como la leucoderma y la porfiria variegata [48] y en la
industria cosmética, como un ingrediente activo en productos de bronceado sin sol.
Ademas, en la industria alimenticia se utiliza en la elaboracién de vinos y en suplementos

nutricionales [15,26,49].

Debido a la estricta regulacién de los productos cosméticos y alimenticios es que
actualmente no se produce DHA comercialmente a través de la oxidacion catalitica
guimica [50,51]. La creciente demanda de DHA en los ultimos afios ha promovido un
flujo de investigaciones y estudios sobre el desarrollo de su produccion. Esto sumado a
los altos precios sostenidos de DHA, abren la ruta para el desarrollo de procesos de

produccién nuevos o mejorados.

Los métodos de bioconversidn de glicerol a DHA actualmente consisten en la oxidacion
parcial de glicerol mediante cepas seleccionadas de bacterias de acido acético como
Gluconobacter oxydans, Gluconobacter melanogenus, y Acetobacter xylinum. Estas
cepas se caracterizan por presentar una alta actividad de glicerol deshidrogenasa (GDH),
enzima que cataliza esa reaccién (Figura 3) [48].

En Gluconobacter, el sitio activo de la enzima GDH esta orientado hacia el periplasma.
Por lo tanto, la oxidacién del glicerol tiene lugar en el espacio periplasmico sin necesidad
de entrar en el citoplasma. Esto facilita la liberacidén y la acumulacién de DHA en el
medio. A su vez, la alta concentracién tanto de glicerol como de DHA pueden inhibir el
crecimiento celular y la bioconversion a DHA, lo que conduce a un bajo rendimiento y

productividad de la misma [52].
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Bioconversion de glicerol a GA

El 4cido glicérico (acido 2,3-dihidroxipropidnico, C3HsO4) se encuentra naturalmente
como un componente fitoquimico quiral en una gran variedad de plantas, tales como
mani, alcachofa, manzana y uva [40]. El GA también estd presente en el cuerpo humano
como un metabolito, formado como un producto de la ruptura de la fructosa. A su vez,
sus derivados fosfato son intermediarios importantes en la via glicolitica. Con excepcion
de pocas propiedades como su peso molecular de 106,08 g/mol, su pKa de 3,5, y su
completa miscibilidad en agua, los datos sobre las propiedades fisioldgicas y quimicas
de GA son escasos [46].

Existen varias patentes que implican la aplicacién de GA como materia prima para
productos quimicos, farmacéuticos y cosméticos. En particular, se ha reportado que este
compuesto y sus derivados presentan actividad bioldgica, estimulando la actividad
colesterolitica en perros y acelerando la eliminacion de etanol y la oxidacién del
acetaldehido en ratas y como mondmero con otros acidos hidrocarboxilicos, resulta en
polimeros que pueden ser aplicables como sistemas de delivery drogas [23,46]. Aunque
el mercado industrial requiere menos de este producto en comparacion con la DHA, el
GA es tradicionalmente obtenido por estrategias de oxidacidn quimica y su produccién
biocatalitica ha surgido recientemente. La bibliografia aun se encuentra acumulando
mejoras en los procesos que proporcionen ventajas econdmicas de la biotecnologia
sobre el proceso de produccién quimica.

Quimicamente el GA se sintetiza por oxidacion selectiva del grupo alcohdlico primario
del glicerol por catalizadores heterogéneos de paladio (Pd), platino (Pt) y oro (Au)
soportados sobre carbono [14,40]. La quimioselectividad de los catalizadores es
importante en el sentido de que la oxidacién del grupo alcohol primario produce GA,
mientras que la oxidaciéon del grupo alcohol secundario forma la DHA. La mejor
guimioselectividad se logra en condiciones bdsicas y en presencia de catalizadores de
Au o Pd. La sintesis quimica no es la ruta preferida para la produccidn de GA, ya que el
proceso no es favorable al medio ambiente, produciéndose altas concentraciones de
acidos minerales como subproductos [40].

La biosintesis de GA se produce por oxidacién aerdbica del glicerol por bacterias

pertenecientes a la familia del acido acético. Estos son Gluconobacter, Acetobacter y
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Gluconacetobacter [40]. El GA fue originalmente conocido como un subproducto de la
produccién de DHA a partir de glicerol por G. oxydans, pero poco trabajo se ha centrado
en la produccién biotecnoldgica de GA como un compuesto objetivo [46].

La bioquimica de la produccién de GA no ha sido estudiada en detalle aun. Sin embargo,
estd reportado que uno de los primeros pasos de la conversién de glicerol a
gliceraldehido, para su posterior transformacién a GA, estd catalizado por la enzima
alcohol deshidrogenasa (mADH) (Figura 3) [47]. Sato y colaboradores han observado que
una delecién en el gen adhA (que codifica para la enzima mADH) en una cepa G. oxydans
resulta en una pérdida total en la produccién de GA por parte de esta bacteria, indicando
que es una enzima clave en la via de sintesis de GA [47]. Existen algunas diferencias entre
la sintesis quimica y bioldgica del GA. La sintesis quimica de GA siempre produce una
mezcla racémica de D y L- GA, mientras que la sintesis bioldgica preferentemente
produce la forma D en exceso enantiomérico sobre la forma L [40]. Un estudio reciente
ha demostrado que Gluconobacter frateurii es la cepa con mayor potencial para la
produccién de D-GA [53,54]. También se han obtenidos buenos rendimientos utilizando

Gluconobacter sp 3259 [46].

Inmovilizacion de células

La inmovilizacidn es una herramienta ampliamente reportada que se puede aplicar tanto
para enzimas como para células.

La inmovilizacion de células puede definirse como el confinamiento de la célula en una
zona definida, manteniendo su actividad catalitica e, idealmente, la viabilidad celular
[42,55]. En esta situacidn, el paso limitante de la conversidn estara determinado por la
transferencia de masa de sustratos y/o productos, ya que la acumulacion de los mismos
puede causar inhibicion [42,56].

En un escenario ideal, al inmovilizar células se apunta a que el biocatalizador pueda
separarse facilmente de la reaccidén, se pueda reutilizar, reduciendo los costos
operativos, o se pueda facilitar el uso de reactores de flujo continuo [41,56].

Ademds, pueden presentarse otras ventajas como el aumento de productividad,

aumento en la estabilidad celular, proteccion de células labiles frente al medio de
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reaccidn y en caso de trabajar con células en condiciones de no crecimiento (en reposo),
se produce un menor nimero de reacciones secundarias [56].

Las desventajas que pueden asociarse a la inmovilizacion de células son los costos
adicionales, las limitaciones de difusion que pueden causar una disminucién en la
cinética de la reaccidn, la diminucidn de a viabilidad celular durante inmovilizacion y el

desgaste de la matriz de inmovilizacion durante su uso en biorreactores [42,57].

Estrategias y matrices de inmovilizacion

Actualmente se encuentran reportadas una gran variedad de estrategias y matrices para
la inmovilizacién de células. La seleccion de una matriz de inmovilizacion a ser utilizada
a mayor escala se realiza teniendo presente tanto el costo de la matriz, asi como su
estabilidad de almacenamiento y el protocolo de descarte luego de su uso [42].

En este contexto, existen numerosos soportes tanto organicos como inorganicos para la
inmovilizaciéon de células, ejemplos de los mismos son los hidrogeles idnicos, las
espumas de poliuretano, las matrices sol-gel, los geles sintéticos y los termogeles de
agar y agarosa [41,42].

A su vez, las metodologias de inmovilizacidn en estos soportes incluyen la adsorcién o la
unidn covalente en superficies sélidas, el entrecruzamiento entre células y polimeros, y
el atrapamiento en una matriz porosa. Otras variaciones de inmovilizacién se han

desarrollado combinando estos métodos originales [58].

La Inmovilizacién de células por adsorcidon se basa en interacciones electrostaticas
(fuerzas de van der Waals) o enlaces fisico-quimicos entre el soporte y la célula. Al no
existir una barrera entre las células y el medio de conversién, las células pueden
liberarse y re adsorberse generando un equilibrio entre células libres e inmovilizadas.
Esto puede evitarse mediante el uso de técnicas de entrecruzamiento post-
inmovilizacion o generando las condiciones propicias para que se genere un biofilm de
células sobre el soporte donde las mismas quedan atrapadas dentro de la matriz de

polimeros extracelulares que secretan [59].
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La unidn covalente, se basa en la formaciéon de enlace covalentes entre el soporte
activado y las células. En este caso la desorcion de material celular puede darse por

muerte celular debido a las condiciones de la reaccion.

La Inmovilizacidn de células por atrapamiento o encapsulacion implica recubrir o atrapar
células dentro de un material polimérico para producir perlas que son permeables a los
solutos de la reaccién [60,61].

Dentro de los tipos de matrices ya mencionadas, el atrapamiento de células se
encuentra reportado principalmente en hidrogeles iénicos como el alginato de calcio,
polimeros sintéticos como poliacrilamida, alcohol polivinilico y poliuretano y termogeles
como agar, agarosa o celulosa.

En este trabajo se utiliz6 agar como matriz de inmovilizacion para Gluconobacter
oxydans y Gluconobacter frateurii en perlas de agar.

La agarosa, que es el componente principal del agar (junto con la agaropectina), es un
polisacarido no ramificado compuesto de L-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactosa (con un
porcentaje muy bajo de grupos sulfonicos), que se obtiene de la pared celular de algunas
algas Rhodophyceae, principalmente del género Gelidium y Gracilaria [62]. El mismo es
liquido a temperaturas mayores a 85 °C y que se gelifica cuando la temperatura
disminuye por debajo de su punto de fusién (generalmente entre 32 °C y 43 °C). Sus
mayores ventajas son su bajo costo y disponibilidad, aunque su uso esta restringido por
su temperatura de su fusién. [56,63]. Este tipo de compuestos provenientes de fuentes
naturales tienen ademas una clara ventaja sobre los polimeros sintéticos que es la baja
toxicidad de los componentes utilizados para la inmovilizacion de células vivas. Ademas,
no presentan un riesgo bioldgico para su descarte. El agar ha sido utilizado durante
décadas como componente de cultivos sélidos para microorganismos, por lo que su

compatibilidad con los mismo ya se encuentra ampliamente demostrada.
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Objetivos especificos

e Estudiar la transformacién bioldgica del glicerol puro y crudo en GA y DHA
utilizando células en reposo de Gluconobacter frateurii NBRC13465 vy
Gluconobacter oxydans NBRC 14819.

e Inmovilizar cepas de Gluconobacter frateurii NBRC13465 y Gluconobacter

oxydans NBRC 14819 en agar.

e Estudiar la conversidon de glicerol a GA y DHA con células inmovilizadas.
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Materiales y Metodologia

Materiales

Las cepas liofilizadas de Gluconobacter frateurii NBRC 103465 y Gluconobacter oxydans
NBRC 14819 (en adelante G. frateurii, G. oxydans, respectivamente) fueron obtenidas
del National Institute of Technology and Evaluation (NITE) (Tokio, Japdn). El sorbitol y la
D-Glucosa fueron obtenidos de Amresco (Ohio, EEUU). La peptona y el agar fueron
obtenidos de Oxoid (Hampshire, Reino Unido). EI MgS04.7H,0 fue obtenido de Biopack
(Buenos Aires, Argentina). El extracto de levadura fue de BD Biosciences (California,
EEUU). El KH;PO4 fue obtenido de Emsure (Massachusetts, EEUU). El K;HPO4 fue
obtenido de Dorwil (Buenos Aires, Argentina). El glicerol puro utilizado en las reacciones
de conversion fue obtenido de Carlo Erba (Barcelona, Espaia). El glicerol crudo producto
del proceso de splitting, en adelante referido como glicerol crudo (Agua < 12%, cenizas
< 7%, glicerol 70-80%, materia grasa < 1%, metanol < 5%, cloruros < 3%) fue donado por
Alcoholes del Uruguay (ALUR). Los estandares para el HPLC fueron de grado analitico. La
sal de acido D-Glicérico fue obtenida de Sigma Aldrich (Misuri, EEUU) vy Ia
dihidroxiacetona fue obtenida de Merck (Darmstadt, Alemania). La columna Rezex RHM
— Monosaccharide H+ (8%) y la precolumna con cartuchos Carbo-H 4 x 3.0 mm fueron
obtenidas de Phenomenex (California, EEUU). Todos los demas reactivos utilizados

fueron de grado analitico.

Métodologia

Generacion del stock de cepas de estudio

Se suspendieron bajo esterilidad las cepas de Gluconobacter liofilizadas en 500 uL de
medio liquido de recuperacion segun las indicaciones de NITE (sorbitol 50 g/L, extracto
de levadura 10 g/L, peptona 10 g/L, pH 6 ajustado con HCI). 500 pL de la suspension
bacteriana fueron traspasados a un recipiente estéril conteniendo 3 mL de medio liquido
de recuperacién. Se plaguearon 250 pL en medio sélido de recuperacion (sorbitol 50 g/L,

extracto de levadura 10 g/L, peptona 10 g/L, agar 15 g/L, pH 6 ajustado con HCI), este
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procedimiento se realizé por duplicado. Las placas se colocaron en estufa a 30 °C por 48
horas. Se realizd un cultivo liquido en medio de recuperacién a partir de una Unica
colonia y se crecié 24 h a 30 °C. Se tomaron alicuotas de cada cepa y se almacenaron

con 30 % de glicerol estéril a -80 °C.

Estudio de crecimiento bacteriano

Se prepararon precultivos a partir de colonias aisladas de G. frateurii y G. oxydans. Se
inocularon 3 mL de medio con glucosa (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-
glucosa 5 g/L, MgS04 .7H,0 1 g/L, pH 6,5) y se incubaron durante 16 horas a 30° Cy 210
rom. Posteriormente, se inocularon matraces de 1 L con 250 mL de medio glicerol
(glicerol 100 g/L, peptona 9 g/L, extracto de levadura 1 g/L, KH,PO4 0,9 g/L, K2HPO4 0,1
g/L, MgS04.7H20 1 g/L, pH 6) con 250 pL de precultivo de G. frateurii (DO600nm = 3) o
2,5 mL de G. oxydans (OD600nm =0,6). Los mismos se incubaron durante 76 horas a 30

°Cy 210 rpm. Se tomaron muestras peridodicamente para medir DO600nm.

Las mediciones de peso seco se llevaron a cabo siguiendo una adaptacién del protocolo
establecido por Black y Nair [64]. Para esto, se inocularon matraces de 1 L que contenian
250 mL de medio de glicerol con precultivos de cada cepa y se incubaron a 30 °Cy 210
rpom hasta alcanzar DO600nm = 3. Se prepararon diluciones a partir de los cultivos
concentrados usando tampodn de fosfato 30 mM (NaH2PO4 4,14 g/L, K2HPO4 5,23 g/L, pH
7,0) con un volumen final de 50 mL en tubos previamente pesados. Se obtuvieron
suspensiones bacterianas con DO600nm de 0,4, 0,6, 1, 1,5, 2,5 y 3 por duplicado. Cada
suspension bacteriana se centrifugd durante 10 minutos a 5000 rpm y el sobrenadante
se descartd. Los precipitados celulares se lavaron con 5 mL de agua destilada y se
centrifugaron de nuevo durante 10 minutos a 5000 rpm. El agua de lavado se desecho
luego y el precipitado celular se secé durante 48 horas en estufa a 60 °C. Los tubos que
contenian los precipitados celulares secos se pesaron en la misma balanza analitica
hasta que obtener un peso constante. Con estos datos se construyo la relacién lineal de
DO600nm en funcién de peso seco (g/L). Todas las mediciones de DO600nm se llevaron

a cabo utilizando un espectrofotdmetro BioSpec-mini (Shimadzu, Kyoto, Japon).
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Preparacion de inéculos para la bioconversion de glicerol

Se prepararon precultivos de 3 mL de medio con glucosa (peptona 5 g/L, extracto de
levadura 5 g/L, b-glucosa 5 g/L, MgS04 .7H,0 1 g/L, pH 6,5) a partir de colonias aisladas
de G. frateurii y G. oxydans y se incubaron durante 16 horas a 30° C y 210 rpm.
Posteriormente, matraces de 1 L con 250 mL de medio suplementado con glicerol
(glicerol 100 g/L, peptona 9 g/L, extracto de levadura 1 g/L, KH,P04 0,9 g/L, K2HPO4 0,1
g/L, MgS04.7H,0 1 g/L, pH 6) se inocularon con 250 uL de pre-cultivo de G. frateurii
(DO600NmM = 3) o con 2,5 mL de G. oxydans (OD600 nm =0,6) y se incubarona 30°Cy
210 rpm hasta llegar a DO600nm = 1 en ambos casos. Se centrifugd por 15 minutos a
5000 rpm el volumen necesario para tener 2 o 20 mg de peso seco de células. El
precipitado celular se lavé con tampdn fosfato 30 mM para remover el medio de cultivo

y se centrifugd nuevamente a 5000 rpm por 15 min, se descarté el sobrenadante.

Estudio de bioconversiones en diferentes etapas de crecimiento

Para llevar a cabo reacciones en 4 estadios de crecimiento diferentes, se crecieron las
células como se describe previamente y se colectan cuando los cultivos llegaron a una
DO 600 nm de 0,4, 1,0, 2,5 y 3,0 para exponencial temprana, exponencial media,
exponencial tardia y fase estacionaria, respectivamente. Las conversiones se llevaron a
cabo por duplicado a 30° Cy 210 rpm durante 20 horas en matraces de 250 mL con un
volumen de 30 mL de medio de reaccidn suplementado con glicerol puro (glicerol 50
g/L, KH2PO4 0,9 g/L, K;HPO4 0,1 g/L, MgS04.7H,0 1 g/L) inoculados con 2 mg del
precipitado celular obtenido previamente. Las muestras fueron analizadas por HPLC

para la deteccién de GA, DHA y glicerol.

Efecto del pH inicial en la conversidn

Se estudio la conversidn de glicerol puro a diferentes pH iniciales de reaccién (3,0, 4,0,
6,0, 7,0y 8,0). Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °Cy 160 rpm por 50 h por duplicado,
partiendo de 50 g/L de glicerol puro. Cada reaccién fue iniciada con el agregado de 2 mg
de peso seco de células provenientes de un cultivo con DO600 nm de 1 obtenido como

se describe previamente. Las muestras se analizaron por HPLC.
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Estudio de la cinética de conversion de glicerol

Se llevaron a cabo conversiones de glicerol puro a pH 8,0 para G. frateuriiy pH 6,0 para
G. oxydans inoculado con un precipitado celular correspondiente a 2 mg de peso seco
previamente obtenidos. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 210 rpm, por
duplicado. Se tomaron muestras a las 3, 6, 20, 26, 30, 50, 100 y 125 horas de reaccién.
Las muestras se analizaron por HPLC. En paralelo, el pH del medio de reaccion se midié

a partir del sobrenadante de las muestras obtenidas.

Conversion de glicerol crudo por cepas de Gluconobacter

Se llevaron a cabo conversiones de glicerol crudo, 25 g/L a pH 8,0 para G. frateurii y 50
g/L pH 6,0 para G. oxydans inoculado con un precipitado celular correspondiente a 20
mg. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 210 rpm, por duplicado. Se tomaron

muestras a las 45 h de reaccidn. Las muestras se analizaron por HPLC.

Conversion en diferentes medios de reaccion

Se llevaron a cabo conversiones de 50 g/L de glicerol crudo con 20 mg de peso seco de
G. oxydans a pH 6,0 en 3 condiciones, con glicerol crudo y sulfato de magnesio (glicerol
50 g/L, MgS04.7H,0 1 g/L), con glicerol crudo y sales de fosfato (glicerol 50 g/L, KH,PO4
0,9 g/L, K2HPO4 0,1 g/L) y sélo glicerol crudo (glicerol 50 g/L en agua destilada). Las
reacciones se llevaron a cabo a 30 ° Cy 210 rpm, por duplicado. Se tomaron muestras a

las 20 horas de reaccién y se analizaron por HPLC.

Reduccion de volumen de agua utilizada en la reaccion

Se llevaron a cabo conversiones con 20 mg de G. oxydans por duplicado a 30 ° Cy 210
rom durante 20 horas en matraces de 250 mL con un volumen de 30, 15y 5 mL
manteniendo la cantidad total de glicerol crudo en el medio de reaccion. Las muestras

fueron analizadas por HPLC.

Viabilidad de células almacenadas para la conversion

Se colectaron el equivalente a 20 mg de peso seco de células como se describe

previamente y se almacend a -20 °Cy -80 °C. Se tomaron las células a las 24 horas, 7 dias
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y 20 dias y se llevd a cabo la conversion de 50 g/L de glicerol crudo como se describe

previamente. Las muestras se analizaron por HPLC.

Inmovilizacién de células en agar

Para realizar la inmovilizacion de las células en agar se siguié el protocolo reportado por
Trelles y Rivero [41]. La biomasa necesaria para la inmovilizacion se prepard como se
describe previamente. Se prepard una solucidon de agar al 3% y se resuspendid el
precipitado celular en 3 mL de la misma. Se prepararon perlas de agar por goteo en
aceite de girasol frio. Las mismas se lavaron con hexano y luego con agua destilada. Con

esta estrategia se prepararon perlas de agar de 2 didmetros diferentes (3 y 1.5 mm).

Conversion a GA y DHA con microorganismos inmovilizados

Las conversiones de glicerol crudo por inmovilizados de Gluconobacter se llevaron a
cabo en matraces de 250 mL con un volumen de 30 mL de medio de reaccion
conteniendo 50 g/L de glicerol crudo en agua, inoculado con las perlas de agar obtenidas
previamente. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °Cy 210 rpm durante 20 horas, por

duplicado. Al finalizar el ensayo se tomaron muestras para analizar por HPLC.

Reusos del biocatalizador

Se estudié el reuso de G. oxydans libres e inmovilizadas en agar de ambos didmetros. La
reaccion para cada uso se llevd a cabo como se describe anteriormente por 24 h y se
lavd con buffer fosfato 30 mM entre cada uso. En el caso de las células libres se
colectaron por centrifugacién previo al lavado y en el caso de los inmovilizados se

colectaron por colado.

Analisis por HPLC

Cada muestra tomada para su analisis por HPLC se centrifugd a 15000 rpm durante 15
minutos para eliminar el sedimento bacteriano. El sobrenadante se disolvié 5 veces en
agua mQyy se filtré con un filtro de 0,22 um previamente tratado con polivinilpirrolidona
(PVP). La produccion de GA y DHA durante las reacciones de conversion se analizé
utilizando un HPLC Shimadzu Nexera X2 (Kyoto, Japdn), con un detector de arreglo de

diodos. El método utilizado fue seglin [65]. Se usé una columna Aminex® HPX-87C 300 x
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7.8 mm Bio-Rad (California, EE. UU.) con una precolumna de cartucho Carbo-H de 4 x
3.0 mm Phenomenex (California, EE. UU.). La fase movil utilizada fue acido sulfurico 5
mM. La deteccidn se llevé a cabo a 70 °C a 210 nm para GA, tiempo de retencién 13,6
min, 271 nm para DHA, tiempo de retencién 16,7 min y 190 nm para glicerol, tiempo de
retencion 14,7 min, con un flujo de 0,6 mL/min durante 21 minutos. Cada inyeccion fue
de 20 pl. Se construyeron curvas de calibracion para GA, DHA y glicerol (Cromatogramas
y curvas de calibraciéon en anexo). Las muestras se analizaron utilizando el software

LabSolutions de Shimadzu.

Analisis por RMN

Los analisis por RMN fueron realizados por el Dr. Gonzalo Hernandez de Vis Magnética
Scientific solutions.

Las muestras se prepararon disolviendo 50 ul de cada muestra en 540 uL de D20, y se
transfirieron a un tubo de RMN de 5 mm. Los datos se adquirieron en un Bruker Avance
Neo operando a una frecuencia 'H de 400,13 MHz, utilizando una ventana espectral de
6,25 KHz, un ancho de pulso de 90 ° de 14us, un tiempo de adquisicién de 3 segundos y
una relajacion de 2 segundos. Se adquirieron 16 registros para cada muestra. Los datos
crudos se procesaron con el software TopSpin 4.0.2 usando una ventana exponencial de

0,3Hz y 65536 puntos.
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Resultados y discusion

En esta seccidn se propuso el uso de células en reposo (resting cells) inmovilizadas de G.
frateuriiy G. oxydans para la transformacién de glicerol crudo en dihidroxiacetona (DHA)
y acido glicérico (GA). Las cepas seleccionadas han sido utilizadas previamente en la
transformacion de glicerol en condiciones de crecimiento [54]. Se seleccioné el uso de
células en reposo ya que proporcionan una serie de ventajas operativas como el
aumento en la facilidad de la purificacion de los productos [43]. Ademas, como se
menciond previamente, cuando se trabaja con microorganismos en crecimiento se
producen reacciones secundarias y, por lo tanto, los metabolitos de crecimiento no
deseados o productos de reacciones cruzadas pueden contaminar el sistema.

Se exploraron las condiciones de reaccidn para las conversiones de glicerol puro a GAy
DHA utilizando células libres en reposo, para luego reproducir la mejor estrategia con

glicerol crudo y consiguientemente con células inmovilizadas.

Biotransformacion de glicerol puro a DHA y GA con células en
reposo de Gluconobacter

Existen numerosos estudios de conversiéon de glicerol a GA y DHA en las que se evalla
el efecto de diferentes condiciones de reaccidn sobre la produccion de dichas moléculas.
Tales estudios se han llevado a cabo principalmente en condiciones en las células se
encuentran en crecimiento [26,40]. Las condiciones estudiadas para la conversién de
glicerol puro fueron las diferentes etapas de crecimiento bacteriano, pH, concentracion
inicial de glicerol y cantidad de biomasa de partida. Con el fin de evitar cualquier efecto
de los contaminantes del glicerol crudo en las cepas de Gluconobacter, las condiciones

de transformacion se estudiaron primero utilizando glicerol puro.

Conversiones a GA y DHA con células en reposo a diferentes etapas de
crecimiento

El metabolismo bacteriano cambia a lo largo de las diferentes etapas de crecimiento. Al

ser metabolitos primarios involucrados en la glucdlisis, es esperable el aumento de la
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produccién de DHA y GA durante la fase exponencial de crecimiento [67]. Sin embargo,
se ha reportado que Gluconobacter en la fase estacionaria puede producir el doble de
DHA que en la fase exponencial [40]. Por lo tanto, la etapa en la cual las células se
colectan para ser usadas en reposo para una bioconversidn podria afectar la velocidad

de transformacion del sustrato.

Por esta razén, se llevaron a cabo las conversiones de glicerol con células en reposo
colectadas a diferentes estadios de crecimiento para determinar en qué etapa del
crecimiento microbiano se sintetiza una mayor cantidad de GA y DHA. Esto permitio
determinar la etapa en la que las células en reposo debian ser colectadas para las

reacciones de conversion futuras.

Estudios preliminares mostraron que la ausencia de glicerol en los medios de
crecimiento de las células no condujo a la conversidon de glicerol por las células en
reposo, posiblemente debido a la necesidad del sustrato para activar la maquinaria
metabdlica necesaria para su conversion. Por lo tanto, para el disefio de este ensayo fue
necesario estudiar la curva de crecimiento bacteriano de ambas cepas crecidas en medio
suplementado con glicerol a 30 °C (Figura 4 Ay B). La temperatura fue seleccionada en
base a reportes previos de conversiones con especies del género Gluconobacter [54,64].
Se estudiéo ademads la correlacién entre la DO 600,m obtenida de la medida con
espectrofotémetro y el peso seco (Figura 4 Cy D). Esta correlacién permitié determinar
el volumen de indculo necesario para las reacciones de conversion de glicerol, ya que
asocia las medidas de DO 600nm con la concentracion en g/L de células. La correlacidn
de DO 600nm y peso seco fue muy similar para ambas bacterias en estudio. Se logré
obtener una correlacién lineal en ambos casos, lo que permitid determinar y

estandarizar el volumen de indculo utilizado en las reacciones de conversion.

Una vez que se contaba con la curva de crecimiento celular, se seleccionaron cuatro
fases de crecimiento bacteriano: fase exponencial temprana (DO 600.m = 0,3), fase
exponencial media (DO 600.m = 1), fase exponencial tardia (DO 600.m = 2,5) y fase
estacionaria (DO 600nm = 3). Se procedid entonces a realizar la conversién de glicerol por

G. frateurii y G. oxydans en cada uno de los cuatro estadios en donde se colecté la
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cantidad necesaria para obtener 2mg de precipitado celular (peso seco) segun la

relacién de peso seco y DO 600nm previamente definida.

A B
44 4n
B B
o c
o =
o o
L L
(] (@]
o o
80 20 40 60 80 100
-1- Tiempo (h) -1- Tiempo (h)

@)
O

0.89 0.81
= 0.6 E 0.6
3 I
8 8
@ 0.4 - @ 0.4
o [=]
3 3
a 0.2 A 0.2

|
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Abs (600nm) Abs (600nm)

Figura 4: Estudio del crecimiento de G. frateurii (A) y G. oxydans (B) en medio de cultivo
suplementado con glicerol, 30 °C en agitacion y la relacidon entre DO 600.m con el peso seco de
la biomasa obtenida para G. frateurii (C) y G. oxydans (D), R>en ambos casos > 0,99.

La conversion se complementd ademas con sales de fosfato de potasio y magnesio
(KH2PQO4, K2HPO4 y MgS0a), ya que como se describid previamente para G. frateurii, estas
sales tuvieron un impacto significativo en la cantidad de DHA formada en las
conversiones [68]. Después de un periodo de 20 h, los resultados mostraron que se
obtuvieron mayores conversiones de glicerol cuando las células en reposo de ambas

cepas se recolectaron durante la fase exponencial media (Figura 5).

Bajo estas condiciones, la conversién por G. frateurii fue de 1,7 + 0,1 % a GAy de 18,3 +
0,9 % a DHA, resultando en una conversion total de 20,0 + 0.1 % de glicerol, y G. oxydans

mostrd una conversion de 36,8 + 3,9 % de DHA sin produccidn de GA (Figura 5).
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Figura 5: Conversidn de glicerol por 2mg de peso seco de G. frateurii (A) y G. oxydans (B) en cada
uno de los cuatro estadios de crecimiento seleccionados (Fase exponencial temprana, DO
600nm= 0,3, fase exponencial media, DO 600,n= 1, fase exponencial tardia, DO 600,m= 2,5 y fase
estacionaria, DO 600,m= 3.

La cinética de reaccién en estas condiciones mostré una conversion de 52,2 + 2,7 % de
glicerol para G. frateurii alcanzada después de 50 h (47,35 + 0,7 % para DHAy 4,1 +0,1
% para GA) y 100% de conversién en 100 horas (52,9 + 0,7 % para DHAy 55,8 + 1,2 %
para GA). En el caso de G. oxydans, se logré una conversion de 46,6 + 14,9 % a DHA y no
se observd conversidon a GA, alcanzando un maximo de conversidén a las 120 h de
reaccion de 57,1 + 14,9 % a DHA y de un 4,1 + 2,3 % a GA. La producciéon de GA fue

detectable solamente a partir de las 50 horas de reaccién.

La baja conversién de glicerol mostrada por G. oxydans (en comparacion con G. frateurii)
podria atribuirse a la inhibicidn por DHA, ya que se ha reportado que altas
concentraciones de este producto inhiben la via de fosfato de pentosa, asi como la
enzima glicerol deshidrogenasa, causando dafio celular [40]. Estos resultados confirman
que G. oxydans genera mas DHA que G. frateurii a las 20 horas de reaccién y que G.
frateurii produce ambos compuestos y en comparacion con G. oxydans, produce mas
GA. Ambos resultados obtenido con células en reposo concuerdan con lo reportado en

bibliografia con células en crecimiento [40,53].
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Se seleccioné entonces la fase exponencial media para la recoleccién de células en

ambas cepas para los consiguientes estudios de biotransformacién del glicerol.

Efecto del pH inicial en la biotransformacion de glicerol puro

Una vez seleccionada la fase de crecimiento en la que se colectarian las células para la
conversion, se llevd a cabo el estudio del impacto del pH inicial del medio de reaccién
usando células en reposo de G. frateuriiy G. oxydans (colectadas en la fase exponencial
media). El pH es un pardmetro importante a tener en cuenta en las biotransformaciones
ya que afecta directamente la actividad de las enzimas y en consecuencia, el crecimiento
y metabolismo microbiano [69]. Las variaciones en el pH inicial demostraron tener un
impacto en la produccion de DHA y GA por G. frateurii (Figura 6 A). La produccién de
DHA y GA aumentdé con un pH inicial mas alto, alcanzando un maximo de casi 50 % de
conversion a 50 h a pH 8,0. Se encuentra reportado que el pH éptimo para la alcohol
deshidrogenasa de membrana de Gluconobacter, involucrada en la conversién a acido
glicérico, es cercano a 6,0 [70], esta diferencia podria estar dada por una rapida bajada
el pH en la conversién producida por el metabolismo celular y la generacion y liberacién
de GA al medio. Para esto se estudid la cinética de la conversidon de GA y DHA por esta

cepa acompaiiada del seguimiento del pH de la misma.

Por otro lado, para G. oxydans, se observé una mayor conversién de DHA 56,7 + 3,9 %
después de 50 h de reaccion sin una produccidn significativa de GA a un pH inicial de 6,0

(Figura 6 B) lo que coincide con reportes previos de conversion con eta cepa [25].
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Figura 6: Conversion de glicerol por G. frateurii (A) y G. oxydans (B) a diferentes pH iniciales.

Condiciones: 2mg de peso seco, 30 °C, 50 h . (E3) DHA y (B3 )GA.
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Se seleccionaron los pH que resultaron en las conversiones maximas para ambas cepas

para estudiar la cinética de conversién y la variacion del pH durante la misma. La cinética

de la reaccion de G. frateurii, mostrd que a las 3 horas ya se observa produccién tanto

de DHA como de GA, la produccidon de este ultimo se vio reflejada en la baja del pH de

la solucion de reaccion. A lo largo del experimento se observd un aumento en el

porcentaje de conversién de GA y DHA alcanzando a las 50 horasun 4,1+ 1,8 %y 47,3 £

0,7 % respectivamente. La produccién se vio acompafiada de una baja del pH de la

solucion de reaccidn, alcanzando un final de pH 3,0 (Figura 7 A), esto concuerda con la

generacion de GA en la reaccién y una acidificacion mds moderada para el medio G.

oxydans como se esperaba por la formacion de GA en el primer caso. Dado que no se

detectd produccién de GA para G. oxydans, esta baja mas moderada en el pH podria

estar asociada con la produccion de otros acidos relacionados con el metabolismo

bacteriano (Figura 7 B).
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Figura 7: Cinética de conversion de glicerol por G. frateurii (A) y G. oxydans (B) a diferentes pH

iniciales. Condiciones: 2mg de peso seco, 30 °C (H) DHA, (®) GA, (A) pH.

En general, los resultados obtenidos para las conversiones de glicerol puro en las

condiciones estudiadas se correlacionan con los de Khanna y cols., 2012 y Sato y cols.,

2015 [40,53] que utilizaron células en crecimiento para la transformacién de glicerol

puro. Por lo tanto, bajo las condiciones estudiadas, el comportamiento bacteriano en la

transformaciéon no cambid en ausencia de nutrientes y aditivos. Esto representa una
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importante ventaja operacional y es un avance en el conocimiento sobre esta

bioconversion.

Se seleccionaron entonces pH de 8,0 y 6,0 para llevar a cabo las conversiones con G.

frateurii y G. oxydans respectivamente.

Efecto del aumento de la biomasa utilizada en la conversion

En un intento de aumentar la cantidad de producto obtenido en un menor tiempo, se
tested un aumento de diez veces en el indculo de células en las bioconversiones y se
observé un impacto significativo en la conversién de glicerol para ambas cepas de

Gluconobacter (Tabla 1).

Tabla 1: Conversiones de glicerol con diferente cantidad de indculo celular

G. frateurii G. oxydans
Peso seco (mg) DHA (% conversidn) GA (% conversion)  DHA (% conversion)
2 44,7 +4,1 4,1+0,2 56,7+3,9
20 90,1 +0,2 10,4 +0,2 98,4 +£9,8

Después de 50 h bajo las condiciones previamente establecidas, la produccién por
células en reposo de G. frateurii aumentd dos veces y media para GA y al doble para
DHA. Para G. oxydans, el aumento en la produccién de DHA fue al doble lo que implicé
una conversién total del glicerol a DHA en 50 h. El estudio de la cinética de la conversién
a tiempos menores a 50 h seria valioso para conocer con mayor detalle el impacto del

aumento de la biomasa del indculo.

Estudio de la conversidn a diferentes concentraciones de glicerol puro de
partida

Se ha reportado que la concentracion inicial de glicerol en los medios de reaccidon puede
afectar la produccion de DHA y GA que podria deberse a la inhibicion enzimatica por
exceso de sustrato o inclusive por un aumento en la viscosidad del medio que dificulta
la difusion de sustratos hacia la célula [54,64,71]. Para probar un posible efecto de este
parametro en la conversién utilizando células en reposo, se evaluaron una serie de
concentraciones iniciales de glicerol puro de partida. Para G. frateurii, se observé un

cambio en la proporcién de productos asociados con el aumento de las concentraciones
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iniciales de glicerol. La concentracion de sustratos o productos afectan la tasa de

conversion de las enzimas implicadas en la biotransformacién (Figura 8).
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Figura 8: Conversidn de glicerol por G. frateurii (A) y G. oxydans (B) a diferentes concentraciones
de glicerol puro de partida. Condiciones: 20 mg de peso seco, 30 °C, 45 h. (&) DHA y (m JGA.

El aumento en la concentracion inicial de glicerol causé una reduccién en el porcentaje
de conversidon para ambas cepas. Por lo tanto, para experimentos posteriores, se
selecciond la cantidad maxima de glicerol que era completamente convertida en 45 h

de reaccidn, es decir 25 g / L para G. frateurii y 50 g / L para G. oxydans (Figura 8 Ay B).

Biotransformacion de glicerol crudo a DHA y GA con células en
reposo de Gluconobacter

Se estudid la conversién de glicerol crudo en las condiciones previamente seleccionadas

como las mejores para la conversién de glicerol puro (Figura 9).
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Figura 9: Conversion de glicerol puro y crudo por 20mg de peso seco de G. frateurii y G. oxydans.
(83) pHA vy (B8 )GA. Condiciones: 20 mg de peso seco, 30 °C, 45 h.

Se encontrd una menor conversién a DHA y GA para G. frateurii utilizando glicerol crudo
en comparacion con glicerol puro después de 45 h de reaccién, 0,67 + 0,1 % a GA y de
74,1+ 7,9 % a DHA. La baja productividad de GA podria estar asociada a la presencia de
metanol en el glicerol crudo que tiene un efecto inhibidor sobre la enzima mADH,
responsable de la produccidon de GA en Gluconobacter. Sato y cols. informaron una
disminucion en la productividad de GA en presencia de metanol por la misma cepa de
G. frateurii utilizada en este estudio, que puede mejorarse mediante la eliminacion de
metanol del medio de reaccidon [23,47]. Para G. oxydans, la conversidon después de 45 h
fue similar para ambos tipos de glicerol (Figura 9). Esto indica que, a diferencia de G.
frateurii, G. oxydans mantuvo su capacidad para convertir el glicerol
independientemente de la presencia de los contaminantes del glicerol crudo.

Las muestras de las biotransformaciones se analizaron mediante espectroscopia de 'H
RMN para confirmar e identificar los componentes principales en la reaccion al inicio y
a las 24 h. El andlisis del espectro *H-1D del medio al inicio de reaccién mostro glicerol y
metanol como componentes principales, junto con cantidades menores de &acidos
grasos. Este resultado confirmd los componentes habituales en glicerol crudo obtenidos

como un subproducto de la industria del biodiesel.
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El andlisis del espectro 'H-1D de las muestras de reaccion a las 24 h de las muestras de
conversiones con G. oxydans permitié la identificacion de sefiales correspondientes a
DHA (71,5 %), glicerol (18,8 %), acetato (2,6 %) y metanol (7,1 %) y una sefial adicional
de GA en las reacciones con G. frateurii (DHA 71,0 %, glicerol 13,0 %, MeOH 5,4 %,
acetato 2,1 %, acido glicérico 8,4 %) (Figura 10 Ay B).
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Figura 10: Andlisis por THNMR de la conversion a 24 h por G. frateurii (A) y G. oxydans (B).

Asignaciones: DHA, 4,405 (s, 1H); 3.563 (s, 4H), Glicerol: 3,763 (tt, 4,4, 9,9Hz, 1H); 3,642 (dd, 4,4,

11,7Hz, 2H); 3,547 (dd, 6,5, 11,7Hz, 2H), GA: 4,139 (dd, 3,1, 5,7Hz, 1H); 3,823 (dd, 3,2, 11,9Hz,
1H); 3,734 (dd, 5,5, 11,7Hz, 1H), metanol: 3,35 (s, 3H), acetato: 2,05 (s, 3H).

Los resultados de la espectroscopia confirmaron los obtenidos por HPLC donde no se
observé GA para las biotransformaciones de G. oxydans. También confirmaron la
ausencia de cualquier otro producto de conversidon o metabolito en concentraciones

significativas, destacando los beneficios de usar células en reposo para producir
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compuestos libres de contaminantes en los medios de comunicacién en las

biotransformaciones.

Intensificacion del proceso de conversion glicerol crudo

Este trabajo es el primer informe de la transformacién de glicerol puro y crudo por G.
frateurii en condiciones de ausencia de medio de cultivo utilizando células en reposo.
Los resultados para la produccion de GA mostrados aqui alcanzaron niveles de
productividad cercanos a 20 veces mas bajos que otros reportados en la literatura
[71,72]. Sin embargo, la ventaja de realizar esta conversion en un medio simple, que
solamente cuenta con sales es sustancial considerando la facilidad con la que se podria
aislar el producto de interés. Por otro lado, la DHA se produjo a niveles similares a los
reportados [73,74].

Dados los resultados prometedores obtenidos para la transformacion del glicerol crudo
en DHA utilizando células de G. oxydans en reposo, se ahondd en el estudio de
intensificaciéon del proceso mediante estrategias para aumentar la formaciéon de
producto mejorando o manteniendo los costos del proceso.

Para esto, se llevaron a cabo una serie de transformaciones en las que se simplificé la
composicion de los medios de reaccion (Figura 11).

En estos estudios se encontré que ni el KH2PO4 ni el KozHPO4, ni el MgSO4 probaron ser
necesarios para la conversion, ya que incluso cuando se ofrecié glicerol crudo en agua a
las células, la cantidad de producto obtenida después de 20 h no varié con respecto a lo
obtenido previamente bajo las mismas condiciones de pH y temperatura.

Seguln nuestro conocimiento, este es el primer reporte sobre una transformacion con
células en reposo de glicerol crudo a DHA realizada exclusivamente en agua.

Con el fin de ampliar la perspectiva de implementacion de esta bioconversién a gran
escala, se estudié la conversion utilizando una cantidad reducida de agua sin variar la
cantidad total de glicerol crudo en la reaccién (1,5 g totales de glicerol en la conversion)
(Figura 12).

Los resultados de este trabajo demuestran que una disminucién del 50% en el volumen
de reaccidn total resulta en una conversién mas lenta, sin embargo, alcanza en 45 h los

mismos niveles de conversion obtenidos a las 20 h con el doble de volumen de agua.
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Figura 11: Conversion de glicerol por 20mg de peso seco de G. oxydans en diferentes
condiciones: “G+sales Mgy K”, glicerol crudo en agua con sales de potasio y magnesio, “G+sales
de Mg”, glicerol crudo en agua con sales magnesio, “G+ sales de K”, glicerol crudo en agua con
sales de potasio, “G”, glicerol crudo en agua destilada.

Consideramos estos resultados de suma importancia a la luz de una posible aplicacién
industrial de esta transformacién ya que el costo del proceso puede verse
significativamente reducido no solo por la reduccidn del gasto de agua sino también por
la reduccion del gasto energético asociado a la manipulacion de volimenes mayores. A
menores volumenes (5 y 1,8 mlL) los niveles de productividad se vieron
significativamente reducidos lo cual coincide con los resultados obtenidos a
concentraciones altas de glicerol de partida.

Los resultados obtenidos para la intensificacidn del proceso de bioconversidn de glicerol
en crudo utilizando G. oxydans se resumen de manera progresiva en la figura 13, donde
ademas se tested la reduccién de la temperatura de la conversion, lo que anivel
industrial podria llevar a una reduccion de costos significativa. En estas condiciones se
alcanzé una productividad de 2,07 g/L.h (similar al 1.91 g/L.h obtenido para glicerol puro
previamente descrito).

Estos resultados pueden compararse con los obtenidos por Hu y cols. [75] en el que G.
oxydans ZJB09113 transforma glicerol puro con una productividad de 2,16 g / L.h para
DHA, similar a la alcanzada en este trabajo, en un sistema de lote alimentado en un

reactor de tipo airlift. Este trabajo, sin embargo, utilizd 15 veces mas cantidad de
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biocatalizador en el sistema de 2 L (10 g/L en Hu y cols en comparacién con 0,67 g/L en

el trabajo presentado en esta tesis).
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Figura 12: Conversién por 20mg de peso seco de G. oxydans de 1,5 g de glicerol crudo en 30 (E2
), 15 (ER), 5 (82) y 1,8 (@) mL de agua.
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Figura 13: Evolucidn de las condiciones testeadas para la conversidn de glicerol por G. oxydans.

Por otro lado, las conversiones mas altas a DHA fueron reportadas por Zhou y cols en

2016, alcanzando productividades de 9,41 g/L.h de DHA con G. oxydans NL71 utilizando
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como sustrato glicerol puro y en condiciones de crecimiento que, como ya se menciond
anteriormente, dificultan la recuperacién del producto [76]. Estudios futuros en
diferentes configuraciones de reactores, utilizando las condiciones estudiadas, podrian

mejorar los rendimientos como en Habe y cols. o Sato y cols [47,54].

Finalmente, se estudio la posibilidad de almacenar las células colectadas en fase
exponencial media para su posterior uso en la bioconversién de glicerol crudo (Figura

14).
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Figura 14: Conversion relativa de glicerol crudo por G. oxydans almacenada 1, 7 y 20 dias a -20

°C (E2)y -80 °c (E8).

Se observd que las células mantuvieron su capacidad de conversiéon luego de
almacenadas hasta 20 dias a -20 °C y -80 °C sin el agregado de aditivos para su

conservacion.

Conversion a GA y DHA con microorganismos inmovilizados

Dentro de la gran variedad de estrategias de inmovilizacion presentadas previamente,
las mads utilizadas para la inmovilizacién de células son las técnicas de atrapamiento. En
este tipo de técnicas, los microorganismos se encuentran confinados en el interior de
una red que idealmente evita la liberacién de células en el medio circundante.

Dentro de las ventajas del uso de células inmovilizadas en bioconversiones, previamente

discutidas, se destaca la facilidad de separacidén del biocatalizador de la mezcla de
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reaccidn ya que, en la ultima década, se han realizado una gran cantidad de esfuerzos
en la conversion microbiana glicerol donde se enfatiza que el procesamiento
downstream de la biotransformacion contribuyen con aproximadamente el 70% del
costo de produccion. Por lo que la simplificacion del mismo es fundamental para reducir
el costo de produccidon[77-80].

La seleccidon de la mejor estrategia para inmovilizar células se determina de manera
experimental, para esto se deben tomar en cuenta algunas variables como la estabilidad
del organismo durante la inmovilizacién, la resistencia mecanica del soporte, la

estabilidad operativa o reuso, entre otros [41].

Dentro de las principales matrices utilizadas para estrategias de atrapamiento, se
encuentran los termogeles, entre ellos el agar [81-83] que fue la matriz seleccionada en
este trabajo para el atrapamiento de Gluconobacter. La inmovilizacién de ambas cepas

se llevd a cabo en agar como se describe en la seccién de metodologia.

Una vez estudiadas las condiciones de conversion de glicerol crudo con células en reposo
en suspension, se llevé a cabo la conversién de glicerol crudo con células en reposo de

G. oxydans y G. frateurii inmovilizadas en perlas de agar bajo las mismas condiciones

(Figura 15).
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Figura 15: Conversién de glicerol crudo en 45 h por G. frateuriiy G. oxydans libres e inmovilizados
en perlas de agar. (85) DHA y (B3 )GA.
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En la figura 15, se observa una conversién a DHA y GA menor en ambas cepas en
comparacion con la conversién con células libres después de 45 h de reaccién. Para G.
frateurii se obtuvo 22,9 + 2,2 % de conversion a DHA y solamente 2,7 £ 0,7 % a GA,
alcanzando un maximode 51,1+ 3,4 % de DHAy 4,0 £0,6 % de GA en 13 dias de reaccion.
Para G. oxydans, la conversion después de 45 h disminuyd aunque en menor medida a
44,8 £ 9,2 %, alcanzando un maximo de 84,3 + 0,8 % de DHA en 6 dias, nuevamente no
se detectd GA bajo estas condiciones (Figura 15). Estos resultados indican que, ambas
cepas mantuvieron su capacidad de conversién luego del proceso de inmovilizacién,
aungue con una disminucidon de las productividades. Se encuentra reportado que la
transferencia de masa juega un rol importante en bioconversiones con organismos
inmovilizados, lo que podria explicar la disminucién en la productividad del proceso
[41,56,84].

Se ha estudiado que a mayor didmetro de perlas, el tiempo de operacion de las células
puede verse comprometido ademds por la acumulacién de metabolitos en el
microambiente que tengan una difusidn al exterior mas lenta.

En vista de los resultados obtenidos para ambas cepas, se selecciond G. oxydans por
tener una mejor tasa de conversién para testear si la disminucién del diametro de la
esfera de agar tendria un impacto en la conversién del glicerol como se ha reportado
para otros microorganismos [60,61].

Se llevd a cabo entonces, la inmovilizacién de G. oxydans en perlas de agar de menor
diametro (1,5 mm) en donde se observé que la conversion a DHA era efectivamente 1,4
veces mas rapida en las primeras 50 h (Figura 16).

Ademads de la mejora en la difusién de sustratos y productos, varios autores han
reportado que las perlas de tamano mas pequeiio permiten una difusién eficiente de
oxigeno. Teniendo en cuenta que G. oxydans es un organismo aerobio estricto, la
difusion de oxigeno al interior de las perlas podria ser un paso crucial en el
mantenimiento de la viabilidad celular y afectar positivamente la conversion como se
observé para G. oxydans [56,60,61,84]. La productividad con las perlas de agar de menor
diametro aumentd, aunque no lo suficiente para alcanzar la productividad obtenida con

las células libres por lo que se llevod a cabo el estudio de estabilidad operacional de las
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mismas para testear la capacidad de las células inmovilizadas de convertir DHA a lo largo

de varios reusos del biocatalizador en la conversién de glicerol crudo en agua.
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Figura 16: Cinética de conversion de glicerol crudo a DHA con G. oxydans inmovilizado en agar
de3,5+0.5mm (M) y1,5+0.5 mm (®) de diametro.

En la figura 17 se observa dicho estudio donde se determind que las células libres
pierden casi completamente su capacidad de conversién luego de tan solo un ciclo de
uso lo que se reflejé en una productividad de 2,3 + 0,2 g/L.h por cada lote de células.
Por otro lado, las células inmovilizadas retuvieron su capacidad de conversién hasta 8
ciclos, lo que se reflejé en una productividad acumulada de 10,0 + 0,1 g/L.h. Estos
resultados apoyan el uso de las células inmovilizadas en agar en la conversion de glicerol
crudo a DHA por parte de G. oxydans ya que se alcanzé una mayor cantidad de producto
con un mismo lote de células ademas de facilitar la separacion del biocatalizador de la
reaccion sin la necesidad del uso de equipamiento especializado, lo que en conjunto

podria disminuir el costo del proceso.

Los reportes de conversidn de glicerol con Gluconobacter inmovilizadas han aumentado
en los ultimos 5 afios. En la tabla 2 se resumen las productividades de los reportes mas
recientes en el area, donde se observa que las productividades obtenidas en este trabajo
superan las reportadas hasta el momento para G. oxydans inmovilizados en otras

matrices.
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Figura 17: Conversion de glicerol crudo en en 45 h por G. oxydans libres ( I:l), inmovilizados en
)
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Tabla 2: Conversién de glicerol a DHA con G. oxydans inmovilizado

G. oxydans Estrategia de Productividad | Observaciones Referencias
inmovilizacion (g/L.h)
MTCC 904 PU-GA* 0,5 Conversion en [85]
medio de cultivo
Z)B09113 Ceramica porosa 2,6 Conversion con [86]
agregado de
urea
MTCC 904 puU** 0,3 Conversion en [87]
medio de cultivo
MTCC 904 puU** 0,2 Conversion con [26]
agregado de
extracto de
levadura
MTCC 904 PU-GA* 0,3 Conversion en [88]
medio de cultivo
NBRC 14819 Agar 1,9-10,0 Conversién en Este trabajo
agua

*PU-GA, espuma de poliuretano entrecruzada con glutaraledehido
**pPU, espuma de poliuretano.

Es de destacar que ésta en la Unica conversién reportada hasta el momento realizada
con células en reposo inmovilizadas en agar solamente en glicerol y agua, sin el agregado

de medio de cultivo ni aditivos para la conversion.
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Capitulo 2

Preparacion de biocatalizadores
enzimaticos
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Introduccion

Biocatalizadores enzimaticos inmovilizados

La biocatdlisis enzimatica encuentra aplicaciones en diversas areas de la industria. Sin
embargo, aun no ha sido completamente explotada y el desarrollo de estrategias para
para adaptar a las enzimas a usos industriales es un area de estudio creciente [7,89,90].
En este contexto, la inmovilizacién de enzimas es una estrategia comunmente utilizada
para evitar algunas de las limitaciones previamente mencionadas en este trabajo. Esta
estrategia, acompafiada de herramientas modernas de ingenieria, produccion y
descubrimiento de proteinas, asi como los avances en biologia molecular y estructural,
facilitan el desarrollo de catalizadores y su disefio a medida para integrarlos en procesos

industriales [91].

La inmovilizacion de enzimas es actualmente una estrategia de investigacion y desarrollo
muy exitosa aplicada para mejorar el rendimiento de las enzimas. Se entiende por
inmovilizacion, el proceso en el cual una enzima soluble es confinada en el espacio para
generar un catalizador insoluble, reutilizable, idealmente con mayor estabilidad frente
a condiciones ambientales adversas, tales como solventes no acuosos, altas

temperaturas y pH extremos (Figura 18) [7].

Dado que las enzimas son solubles en agua, su recuperacién de una solucién acuosa
suele ser un desafio. Por lo tanto, se pueden lograr reducciones sustanciales en la
contribucién de los costos del uso de enzimas en un proceso industrial mediante su
inmovilizacion, disminuyendo a su vez la huella ambiental del proceso [92,93].

La inmovilizacién puede contribuir a una mejor estabilidad y tolerancia a los solventes
organicos y otros ambientes hostiles, al disminuir la desnaturalizacién de enzimas por
desplegamiento de la estructura tridimensional de proteinas bajo estas condiciones.
Las etapas comunmente involucradas en el proceso de inmovilizacion de enzimas
incluyen: seleccionar el material del soporte, con una quimica de superficie adecuada
gue definira la quimica de unidon enzima-soporte; evaluar las condiciones
experimentales durante el proceso, con el fin de optimizar el rendimiento operativo (es

decir, alto porcentaje de inmovilizacién y actividad expresada en el soporte) y
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finalmente caracterizar el comportamiento del biocatalizador en las condiciones

operativas [7,92].

Inmovilizacion de enzimas

Alta carga

L Reciclable
enzimatica

Estabilidad
Buena mecanica en o Tolerancia a
. Alta recuperacion
trasferencia de reactores o solventes
: . de actividad 0
masa discontinuos y de organicos

flujo continuo

Figura 18: Caracteristicas ideales deseadas en un biocatalizador enzimatico inmovilizado [94].

La estabilizacién otorgada por la inmovilizacion del catalizador puede también mejorar
algunas propiedades enzimaticas, fijando conformaciones proteicas que mejoren la
especificidad de sustrato y reduzcan el efecto de inhibidores [95,96].

La inmovilizacién de biocatalizadores puede presentar también tiene algunas
desventajas. Durante la inmovilizacién, las enzimas pueden perder su actividad y
cambiar algunas caracteristicas tales como pH o temperatura éptima de trabajo y/o la
constante afinidad de Michaelis [95,97].

Sin embargo, hoy en dia existen numerosas estrategias para lograr una inmovilizacién
exitosa que minimice los impactos negativos en las propiedades de las enzimas y mejore
aquellas propiedades deseables para su uso aplicado [7,98]. A pesar de esto,
actualmente no se cuenta con una estrategia estandarizada uUnica por lo que estos
procesos deben ser optimizados para cada enzima y cada soporte [7].

Actualmente se encuentran reportados una amplia variedad de materiales que pueden
ser utilizados como soportes para la inmovilizacién de enzimas y a su vez una gran
variedad de quimicas de uniéon. Numerosos biopolimeros y una variedad de materiales
de diversos origenes (organicos, inorganicos e hibridos) se han empleado como soportes
para la inmovilizaciéon de diferentes enzimas: dentro de la amplia variedad de

materiales, los polisacaridos modificados, como la agarosa [99,100], el quitosano
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[101,102] y la celulosa [103], son muy utilizados debido a su alta disponibilidad y la
posibilidad de modificaciéon quimica de su superficie.

Por otro lado, en la ultima década se han presentado alternativas de naturaleza
inorganica como la silica [104,105] y el didéxido de titanio [106], las mismas presentan

como principal ventaja una alta estabilidad mecanica.

Estrategias para la inmovilizacion de enzimas

Existen en la bibliografia una amplia diversidad de estrategias de inmovilizaciéon de
biocatalizadores enzimaticos (Figura 19). Estas pueden involucrar el uso de soportes en
donde las enzimas son unidas a través de diferentes tipos de interacciones o meramente
por atrapamiento fisico. Las estrategias de interaccion enzima-soporte pueden ser
covalentes, idnicas, hidrofdbicas, por afinidad o incluso mixtas. Cada una de ellas
presenta ventajas y desventajas que deben ser consideradas de cara a la aplicacién y al

biocatalizador implicado [8].

A)

) @5 P i X 2 ) . +§% -
fal vy TS

Figura 19: Esquema de estrategias de inmovilizacion de proteinas. A) atrapamiento, B)
agregados enzimaticos entrecruzados, C) adsorcion fisica, D) union covalente al soporte y E)
interacciones electroestaticas. Tomado de Betancor y cols. 2013 [107].

Por otro lado, la inmovilizacidon no necesariamente involucra el uso de soportes. Tal es
el caso de los agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) en donde aglomerados de
enzimas o incluso cristales enzimaticos (CLECS) se entrecruzan con agentes quimicos que

insolubilizan el biocatalizador [8,108]. Este enfoque proporciona ventajas distintivas
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como la actividad enzimatica concentrada, estabilidad elevada y el bajo costo de

produccién debido a la eliminacién del agregado de un soporte.

Cada caso debe ser estudiado acorde a las caracteristicas de las enzimas involucradas ya
gue como se menciond previamente, no existe actualmente un método universal de
inmovilizacién que permita asegurar de antemano la retencién de actividad luego de la

union al soporte o la mejora de las propiedades deseadas.

En este trabajo se propuso el acoplamiento de biocatalizadores celulares y enzimaticos
inmovilizados. Los biocatalizadores enzimaticos fueron inmovilizados en una serie de
soportes con el objetivo de obtener preparaciones muy estables y activas, que facilitaran
la separacién del catalizador del producto final y posibilitara ademas su reuso. A su vez
para el caso de las deshidrogenasas utilizadas la co-inmovilizaciéon se propuso como
estrategia para llevar el reciclado del cofactor utilizado de manera mas eficiente.

A continuacion, se describen las estrategias de inmovilizacién de biocatalizadores

enzimaticos utilizadas en este trabajo.

Inmovilizacion de enzimas por adsorcidn idnica

Este tipo de estrategias de inmovilizacidn reversible suelen implicar protocolos sencillos
para la inmovilizacion de enzimas y ofrecen la posibilidad de reutilizar los soportes
después de la inactivacién de las mismas, lo que lleva a una reduccion del descarte
generado y el costo global del proceso [109]. El principal inconveniente de estos
protocolos es que las enzimas pueden liberarse del soporte durante la reaccidn si cambia
el valor del pH o aumenta la fuerza idnica [96,110].

El soporte agarosa monoaminoetil-N-aminoetil (MANAE) contienen grupos amino
primarios los cuales son aptos para la inmovilizacién de enzimas cuya superficie contiene
grupos carboxilo como en residuos de aspartico y glutamico los cuales son muy

frecuentes en la superficie de enzimas (Figura 20) [111].
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Figura 20: Unién de proteinas a soporte MANAE.

Inmovilizacién de enzimas por union covalente

Los biocatalizadores pueden ser covalentemente unidos a un soporte insoluble. Esta
estrategia es particularmente util para evitar la pérdida de la enzima al medio de
reaccién dada la estabilidad del enlace enzima-soporte [108]. Preferentemente, la
unién covalente debe afectar a grupos funcionales de la enzima que no intervengan en
el proceso catalitico o promuevan su desestabilizacidn. En este sentido se han reportado
el uso de soportes activados con aldehidos [112,113], epiclorhidrina [114], entre otros.
En particular, los soportes glioxil, activados con aldehidos, unen a las enzimas a través
de Lys superficiales que son abundantes en la mayoria de las proteinas y en general no
participan en la catdlisis. Esta estrategia idealmente requiere temperaturas moderadas
(20-25°C) y pH alcalinos (10-11) para tener la maxima reactividad de las enzimas y del
soporte ya que los grupos aminos de las Lys superficiales poseen un pKa en el entorno
de 10,6 [115].La reaccién entre aldehidos del soporte y aminos de la enzima produce
enlaces reversibles del tipo Bases de Schiff. Una reduccién posterior con borohidruro de
sodio transforma las bases de Schiff en enlaces covalentes muy estables y los aldehidos
libres en grupos hidroxilo inertes [116] (Figura 21). Ya que generalmente se encuentran
varios residuos de lisinas presentes en la superficie proteica, puede verse facilitada una
union multipuntual entre la enzima y el soporte. Un gran numero de brazos
espaciadores cortos entre enzima y soporte permiten fijar posiciones relativas de los
grupos implicados en la inmovilizacién aumentando la rigidificacion de la proteina [117].
La rigidificacidn de la enzima en general aumenta la estabilidad de la misma aunque en

algunos casos la actividad enzimatica puede ser afectada negativamente [118]. Estos
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soportes ademds presentan una estabilidad de almacenamiento muy buena dada la

estabilidad de sus grupos funcionales [119].

Incubacion H—N Reduccion
— - —
e RS CH=N
pH 10 ] NaBH,
Base de Schiff
Inmovilizacion
Glioxil-agarosa i i CH—NH
8 Enzma (aminos en | | covalente
amarillo) Enlace covalente multipuntual
muy estable

Figura 21: Inmovilizacién de proteinas en agarosa-glioxil.

Otra estrategia que implica la unién a aldehidos es mediante la unién a soportes
funcionalizados con glutaraldehido. En el caso de la inmovilizacion en soportes
glutaraldehido se utilizan los grupos amino terminal de los biocatalizadores para la unién
al soporte ya que son los mas reactivos a pH neutros [120]. Esta estrategia idealmente
requiere temperaturas moderadas (20-25°C) y pH neutros, estas condicionas suaves
pueden ser menos perjudiciales para la actividad enzimatica. La actividad y estabilidad
de proteinas inmovilizadas en este tipo de soportes depende del protocolo utilizado ya
gue puede estar unido a un brazo espaciador corto (mondmero de glutaraldehido) o
largo (dimero) [121], esta estrategia presenta algunas ventajas frente a la inmovilizacién
con glioxil-agarosa como la sencillez de la funcionalizacion del soporte con

glutaraldehido y el uso de pH neutro.

Inmovilizacion de enzimas por afinidad a iones metdlicos y unién a soportes

heterofuncionales

En los ultimos afios ha ganado mucho terreno la estrategia de inmovilizacién de enzimas
mediante formacion de enlaces de afinidad entre una etiqueta presente en la proteina
y el soporte [122—-124]. Esto puede lograrse mediante una cromatografia de afinidad por
guelatos metalicos (IMAC). La IMAC es una tecnologia que separa y purifica proteinas
mediante la interaccién entre aminoacidos especificos (histidina) en la superficie de la

proteina e iones metdlicos inmovilizados en la matriz (Figura 22 A).
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Esta estrategia presenta una serie de ventajas como la proteccidon de la actividad y
conformacion de la enzima durante el proceso de inmovilizacién, la purificacion y la
inmovilizacion de la enzima se da en un solo paso y la posibilidad de reutilizar y recargar
los soportes con enzima nueva.

Sin embargo, esta estrategia presenta algunos desafios. Por un lado, puede darse la
unién al soporte de proteinas no deseadas, disminuyendo la carga del soporte con la
enzima deseada. Por otro lado, se debe asegurar la unién fuerte de los iones metalicos
al soporte para evitar la liberacidon de los mismos bajo las condiciones de trabajo que

causaria la contaminacién del medio de reaccion.
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Figura 22: A) Purificacién e inmovilizacion de enzimas en un paso. B) Inmovilizacién en soportes
IDA/epdxido.

Una estrategia de inmovilizacidon que mejora la selectividad del soporte y ha demostrado
aumentar la estabilizacién de varias enzimas es el uso de soportes que unen enzimas
por distintos grupos funcionales de su superficie. Esto se logra sintetizando soportes con
multiples grupos reactivos, los llamados soportes heterofuncionales [125].

Dentro de la amplia variedad de soportes heterofuncionales en este trabajo se tested el
uso de un soporte de quelatos metalicos/epdxido [126]. Estos soportes combinan las
propiedades de los soportes epdxido para la inmovilizacidn y estabilizacién de enzimas
con la unidn de proteinas descrita previamente en la IMAC (Figura 22 B).

Debido a la baja reactividad de los grupos epdéxido, la inmovilizacién de proteinas en
estos soportes sigue un mecanismo de dos pasos: primero la enzima se absorbe por

afinidad al soporte mediante la interaccion entre iones metalicos a las colas de histidina
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de las proteinas y segundo, se da la unién covalente por la interaccién de residuos
aminoacidicos de la superficie proteica con los grupos epoxido [126].

Los grupos epdxido pueden reaccionar con diferentes grupos nucleofilicos ampliamente
encontrados en la superficie de proteinas como aminos primarios, tioles e hidroxilos
para formar enlaces covalentes fuertes (enlaces amino secundarios, tioéter y éter) con

una modificacién quimica minima de la proteina [127,128].

Inmovilizacién de enzimas por atrapamiento

La inmovilizacién por atrapamiento involucra la confinacion fisica de la proteina dentro
de la estructura del soporte. Esta estrategia puede proteger a la enzima de su ambiente
operativo, aunque la transferencia de masa de sustratos y productos podria ser limitada
comparada con enzimas no atrapadas. El atrapamiento en estructuras nanométricas
puede mejorar los problemas de reparto de reactivos dentro y fuera del inmovilizado ya
que se confina el biocatalizador en soportes nanoparticulados preparados con
materiales semi permeables tales como polimeros (por e]. polietilenimina) o materiales
inorganicos (Por ejemplo: SiO;) [108].

En este sentido la encapsulacién de biomoléculas dentro de nanoparticulas de silica
biomimética, inspirada en la naturaleza, ha sido investigada para un gran nimero de
enzimas [129,130]. La deposiciéon de silica con esta metodologia resulta de las
interacciones especificas entre biomoléculas aminadas y derivados de acido silicico. La
precipitacion de silica es guiada por poliaminas de cadena larga y la presencia de aniones
fosfato que sirven como crosslinkers idnicos, induciendo la formacién de microgotas
enriquecidas en poliamina-fosfato que se solidifican con la adicidon de acido silicico [105].
En la naturaleza, grupos amino en proteinas denominadas silafinas actian como
catalizadores acido-base que facilitan la formacién de enlaces siloxano. Los grupos
amino desprotonados aceptan un protdn de una molécula de acido silicico que da como
resultado la formacién de un grupo silanolato reactivo. Durante el ataque nucleofilico
de este grupo en una segunda molécula de acido silicico, los grupos amino protonados
facilitan la liberacién de agua de la molécula atacada por protonacion (Figura23). El
avance de la condensacion entre los mondmeros de acido silicico y las particulas de silice

coloidal finalmente da como resultado la precipitacién de silica [131].
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Figura 23: Mecanismo propuesto para la reaccién de poli-condensacién de dcido silicico
facilitado por grupos de poliamina presentes en péptidos de silafina. Tomado de Lechner y
Becker, 2015 [131].

La sencillez del protocolo de sintesis y las condiciones suaves de precipitacién de la silica
(pH cercano a neutralidad y temperatura ambiente), hacen de esta estrategia una

alternativa ventajosa para la inmovilizacién de enzimas.

Acoplamiento para regeneracion de cofactores

La biocatadlisis con cascadas enzimaticas ha adquirido una importancia creciente en la
industria biotecnoldgica ya que permite la sintesis de moléculas complejas en varios
pasos quimicos con alta selectividad y una especificidad [132].

En particular, muchas bioconversiones requieren el uso de cofactores por lo que se ha
prestado especial atencion en el desarrollo de procesos de regeneracion, ya que son
costosos y habitualmente se requieren en elevadas concentraciones. En las cascadas
redox, la regeneracioén in situ de los cofactores se ha realizado mediante el uso de una
variedad de técnicas (quimica, fotoquimica y enzimatica) [133]. Dentro de estas
estrategias, el reciclado de cofactores redox mediado por enzimas es industrialmente
preferido debido a su alta selectividad y eficiencia [134]. Para esto se han estudiado el
desarrollo y optimizacién de cascadas bi-enzimaticas acopladas de deshidrogenasas que
resultan en la reduccion de la cantidad de cofactor requerido y mejora de las
limitaciones termodindmicas asociadas al proceso [135,136]. La co-inmovilizaciéon de las
deshidrogenasas que participan en la cascada redox no solo permite la facil separaciéon
y reutilizacion del biocatalizador bi-enzimdatico sino que permite que el cofactor se

recicle in situ dentro de la misma particula porosa, cerca de la deshidrogenasa principal
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[93]. En este escenario, la concentracién efectiva del cofactor dentro de los poros del
soporte seria mayor; por lo tanto, mayores cantidades de cofactor (en su estado de
oxidacion correcto) se encuentra disponible para ser utilizado por la deshidrogenasa
principal en la catdlisis, optimizando la tasa de recambio de la misma.

Sin embargo, la co-inmovilizacion de dos o mas enzimas en el mismo soporte no es trivial
ya que una estrategia de inmovilizacidn podria ser 6ptima para una enzima, pero no para
las demas. Por lo tanto, el protocolo debe ser cuidadosamente disefiado para preservar
la actividad e idealmente, para aumentar la estabilidad de todas las enzimas que

intervienen en la cascada.

Biocatalizadores enzimaticos estudiados

Es este trabajo se planted una cascada enzimatica de dos pasos para la conversion de
DHAy GA a 4cido L-lactico (Figura 24). Para esto se utilizé una dihidroxiacido dehidratasa
(DHAD) recombinante expresada en E. coli para transformar el GA en acido pirdvico y
una transaminasa (TA) recombinante expresada en E. coli para transformar DHA y L-ala
en serinol y acido piruvico. La conversion de piruvato a ac. L-lactico se llevd a cabo por
un sistema enzimatico co-inmovilizado de L-lactato deshidrogenasa (LDH) y formiato
deshidrogenasa (FDH).

DHAD

GA ===p Piruvato m=—p Acido L-lactico
L-LDH:FDH

DHA == Piruvato

TA +
Serinol

Figura 24: Esquema de la cascada enzimatica planteada. DHA, dihidroxiacetona, GA, acido
glicérico, TA, transaminasa, DHAD, dihidroxiacido dehidratasa, L-LDH, L lactato deshidrogenasa,
FDH, formiato deshidrogenasa.

A continuacion, se describen brevemente las principales caracteristicas de los

biocatalizadores enzimaticos estudiados en este trabajo.

Dihidroxiacido dehidratasa de Sulfolobus solfataricus
En este trabajo se utilizé la enzima recombiante dihidroxiacido dehidratasa (DHAD, EC

4.2.1.9) de Sulfolobus solfataricus. Esta enzima pertenece a la familia de las liasas, las
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cuales clivan enlaces carbono-oxigeno. La misma posee un cluster de hierro-azufre [4Fe-
4S] y ha sido utilizada para la generacion de piruvato (y agua) a partir de acido glicérico

in vitro sin la necesidad del agregado de cofactores [137,138].

Transaminasa de Pseudomonas fluorescens

En este trabajo se utilizé la enzima recombiante transaminasa (TA, EC 2.6.1.x) de
Pseudomonas fluorescens. Este tipo de enzimas catalizan la transferencia de un grupo
amino de un donante a una cetona o aldehido. Las transaminasas han demostrado ser
biocatalizadores altamente versatiles para la sintesis de aminas quirales y a-
aminodcidos [139]. Las mismas requieren del derivado de vitamina B6 piridoxal-5
'fosfato (PLP) como cofactor. La reaccion de las TA se divide en dos pasos: una
desaminacion oxidativa de un donante de amina y una aminacién reductiva de un
aceptor de amina [140]. A su vez, las TA pueden clasificarse como a-transaminasas (a-
TA) o w-transaminasas (w-TA) en funciéon de la posicién del grupo amina que se
transfiere en relacion con el grupo carboxilo del sustrato. Las a-TA requieren la
presencia de un grupo carboxilico en la posicién a por lo que solo permiten la formacién
de a-aminodcidos. Las w-TAms representan todas las demads TA (es decir, donde no
estan involucrados un a-aminodacido o a-cetodcido) [141]. En este trabajo se utilizé una
w-TA, las mismas en principio, pueden aceptar cualquier cetona o aminay, por lo tanto,

se consideran de gran interés para la industria farmacéutica [142].

L-lactato deshidrogenasa y formiato deshidrogenasa

Las deshidrogenasas son enzimas que catalizan dos tipos de reacciones, la oxidacién de
un grupo alcohol a un grupo carbonilo y la reaccidn inversa de reduccién de un carbonilo
a un alcohol. Estas enzimas intervienen en importantes rutas de sintesis de gran
demanda en la quimica moderna, en quimica fina y farmacéutica, relacionadas con la
sintesis altamente eficiente de enantiémeros puros como alfa hidroxiacidos a partir de
sustratos pro quirales [143]. Una caracteristica de estas enzimas es que requieren de un
cofactor redox. El uso de enzimas aisladas hace necesario el agregado de este cofactor
como sustrato. En este estudio se trabaja con la enzima L-lactato deshidrogenasa de

conejo (E.C. 1.1.1.27), la misma requiere de NADH para su funcionamiento. Dicho
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cofactor representa un alto costo para su uso en reacciones in vitro a gran escala [144]
por lo que se presenta la necesidad del disefio de un sistema de regeneracion in situ del
mismo, de tal forma que siempre se encuentre disponible en el medio de reaccién. La
inclusién de un sistema de regeneracion de cofactor tiene sentido desde un punto de
vista termodinamico, cinético y de costos ya que es necesario que el disefio y desarrollo
de este sistema sea eficiente y econémico [133] y resulta inviable la adicién del cofactor
como sustrato al reactor. Se han desarrollado diferentes sistemas de regeneracién para
superar esta dificultad, como la regeneracién electroquimica, quimica y fotoquimica
[145]. Sin embargo, el uso de enzimas adicionales ha atraido mucha atencién en los
ultimos afios debido a varias ventajas: las condiciones suaves de reaccién, catalisis
efectiva, alta selectividad, y la facilidad de monitoreo de reaccién [133]. Los cofactores
de nicotinamida, NAD(P)(H), son los cofactores oxidorreductasa mas utilizados. En
particular el NADH puede ser regenerado usando formiato deshidrogenasas (FDH, EC
1.1.99.33), glucosa deshidrogenasas (EC 1.1.1.47 [146,147], o alcohol deshidrogenasas
(EC 1.1.1.1) [148].

En este trabajo se selecciond la enzima FDH de Candida boidinii para llevar a cabo la
regeneracion del NADH utilizado por la LDH. El estudio de acoplamiento de FDH a
deshidrogenasas para regeneracién de NADH ya ha sido ampliamente estudiado [149].
La misma cataliza la oxidacién del acido férmico con la reduccidon concomitante del
cofactor NAD(P)H. Cuenta con la ventaja de que el acido férmico es un sustrato de bajo
costo, estable e inocuo para las enzimas. El subproducto (diéxido de carbono) es
también inocuo y puede ser facilmente eliminado de la reaccién sin contaminar los

productos. En este estudio se partié de LDH y FDH de origen comercial.
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Objetivos especificos

e Construir un plasmido de expresién de la enzima DHAD de Sulfolobus solfataricus
e Expresary purificar la enzima DHAD

e Inmovilizar DHAD en diferentes soportes

e Expresary purificar la enzima TA de Pseudomonas fluorescens

e Inmovilizar TA en diferentes soportes

e Co-inmovilizar LDH y FDH en agarosa-glioxil

e Caracterizar biocatalizadores enzimaticos inmovilizados
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Materiales y metodologia

Materiales

La Tag ADN polimerasa, la Platinum Tag ADN polimerasa, la ADN T4 ligasa, las enzimas
de restriccion, el kit de clonado en Champion™ pET SUMO Expression System y el DNA
ladder fueron de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, Estados Unidos). El plasmido
peTduet fue donado por el Prof. Lopez-Gallego. El kit de extraccién de ADN plasmidico
y el kit DNA Clean and concentrator fueron de Zymo Research (Irvine, CA, Estados
Unidos), la L-Lactato deshidrogenasa de musculo de conejo tipo I, la formiato
deshidrogenasa de Candida boidinii, la polietilenimina (Mw 1300), los marcadores de
peso molecular de preoteinas, el piruvato, la sefarosa 6BCL fueron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos). El anticuerpo anti-His tag monoclonal de raton 1 mg/mL fue
de EBI (Vancouver, Canada). El anticuerpo secundario de conejo anti IgG de ratdon con
fosfatasa alcalina fue de antibodies-online.com (Limerick, PA, Estados Unidos). El
tetrametil ortosilicato y la trehalosa fueron de MERCK (Whitehouse Station, NJ, Estados
Unidos). El dodecil sulfato de sodio fue de AppliChem (Darmstadt, Alemania). El fosfato
de sodio, el acetato de sodio y potasio, el bicarbonato de sodio y el HEPES fueron de
Biopack (Buenos Aires, Argentina). Las columnas de gel filtracion PD10 fueron de GE
Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido). Las columnas utilizas en el HPLC fueron de
Phenomenex (Torrance, CA, Estados Unidos). Los demas reactivos fueron degrado

analitico.

Métodologia

Construccion del vector de expresion conteniendo el gen de la DHAD

El gen de la enzima DHAD de Sulfolobus solfataricus (GenBank: AE006641.1, 1677
nucledtidos) fue sintetizado por la empresa Shinegene, el mismo fue adquirido en el
vector PUC57 liofilizado.

Secuencia:(5'-->3")
ATGCCAGCAAAATTAAATAGTCCCTCGAGATATCATGGCATATATAATGC
TCCACACAGAGCGTTTCTAAGATCTGTAGGTTTAACGGATGAAGAGATAG
GTAAACCATTGGTTGCCATAGCCACAGCATGGAGTGAGGCAGGCCCTTGT
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AACTTCCACACATTAGCTTTAGCAAGAGTAGCTAAGGAGGGGACAAAGGA
AGCCGGTTTATCCCCATTAGCATTCCCAACCATGGTAGTTAACGATAACA
TTGGAATGGGATCTGAAGGAATGAGGTATAGTTTAGTTAGCAGGGATTTA
ATAGCAGATATGGTAGAGGCGCAATTTAATGCTCACGCGTTTGATGGACT
AGTGGGCATAGGAGGGTGTGATAAGACAACGCCTGGTATACTAATGGCAA
TGGCTAGGTTAAACGTTCCCTCAATTTACATTTATGGCGGATCAGCAGAG
CCAGGGTACTTTATGGGTAAAAGACTAACAATAGAGGATGTACATGAGGC
AATAGGCGCATATTTAGCGAAGAGAATAACAGAAAATGAGCTATACGAAA
TAGAGAAAAGGGCACATCCGACATTGGGAACTTGCTCTGGATTATTTACA
GCCAATACTATGGGCTCAATGTCGGAGGCATTAGGAATGGCATTGCCAGG
TAGTGCATCACCAACCGCTACCTCATCTAGGAGAGTAATGTATGTGAAGG
AAACTGGAAAAGCTTTAGGTAGTTTAATTGAAAACGGAATAAAGTCAAGG
GAAATATTAACTTTTGAGGCCTTTGAGAACGCAATAACAACGCTAATGGC
TATGGGTGGTTCAACAAACGCGGTATTACACCTATTGGCAATAGCCTATG
AAGCAGGAGTGAAATTAACCTTAGATGATTTCAATAGGATATCTAAAAGA
ACACCATATATTGCAAGTATGAAACCTGGTGGAGATTACGTGATGGCTGA
TTTGGACGAAGTTGGAGGTGTCCCAGTAGTCTTAAAGAAGCTACTAGACG
CTGGTCTACTTCATGGTGACGTTTTAACAGTTACTGGAAAGACTATGAAG
CAAAACCTTGAGCAATACAAGTATCCTAATGTACCTCACAGTCATATAGT
TAGGGATGTTAAGAATCCGATTAAGCCTAGAGGAGGAATAGTTATATTGA
AGGGATCGTTAGCCCCAGAAGGTGCCGTAATTAAGGTAGCCGCAACTAAC
GTTGTTAAATTTGAAGGAAAGGCTAAGGTGTATAATTCCGAGGACGACGC
TTTTAAGGGAGTTCAAAGTGGCGAAGTTAGTGAGGGTGAAGTTGTAATTA
TAAGATATGAAGGACCTAAGGGAGCTCCAGGTATGCCAGAAATGCTGAGA
GTTACAGCGGCAATCATGGGTGCGGGTTTGAATAACGTTGCCTTAGTTAC
TGATGGTAGATTTTCCGGAGCCACTAGGGGACCTATGGTAGGCCATGTAG
CTCCAGAGGCAATGGTAGGTGGTCCTATCGCAATAGTTGAAGATGGAGAT
ACTATAGTGATTGATGTTGAGAGCGAAAGACTTGACTTGAAGCTATCCGA
GGAGGAGATAAAGAATAGACTGAAAAGATGGTCTCCTCCATCTCCAAGAT
ACAAGTCTGGTCTATTGGCTAAATACGCCTCCTTGGTCTCCCAGGCGTCA
ATGGGGGCTGTGACTAGACCAGCTTAA

Se reconstituyd el pldsmido PUC57-DHAD seguin las instrucciones del fabricante
resuspendiendo en 20 plL de agua libre de DNAsa. Se llevé a cabo una PCR (ver seccidn
“Reaccién en cadena de la polimerasa”) y la purificacién de los amplicones se realizé
mediante el kit DNA Clean and concentrator siguiendo las indicaciones del fabricante.

El clonado en el vector petDuet y pBAD se realizd por corte con enzimas de restriccion y

posterior ligacion. Para esto se se cortd peTDuet y el inserto obtenido por PCR con
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BamHI| y Sall. Estos se realizaron reacciones de 20 pL conteniendo agua libre de
nucleasas, tampdn Tango™, ADN molde (1 pg), BamHI (5Ul), Sall (5Ul), a 37°C por 2 h.
La ligacidn se realizé en relaciones 1:3, 3:1, 1:7, 1:5 de vector:inserto en reacciones de
20 uL conteniendo Tampdn de ligasa T4, vector e inserto en cantidades necesarias para
las relaciones previamente mencionadas, ligasa T4 0,1 Ul, agua, a 24 °C por 16 h. El
producto de ligacion se utilizdé para transformar células DH5a y BL21 coddn plus. La
presencia del fragmento se corrobord por analisis en gel de agarosa de una

minipreparacion de ADN plasmidico y por PCR.

El clonado en peTSUMO se llevé a cabo segun las indicaciones del fabricante por PCR

utilizando Platinum Tag DNA polimerasa.

Preparacion de células competentes

Se crecieron 5mL de cultivo de E. coli BL21-CoddnPlus (DE3)-RP y DH5a durante 16 horas
en medio Luria Broth (LB) (1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 1% cloruro de sodio).
Se inocularon 50 mL de LB con 1mL del precultivo y se crecieron a 37 °C en agitacion a
250 rpm hasta observar una DO600= 0,3 ~ 0,6. Se centrifugaron las células a 4000 x g,
durante 10 minutos a 4 °C y se descarté el sobrenadante. Se resuspendieron las células
en 50 mL de buffer A a 4°C (buffer A: 50 mM CaCl;, 10 mMCH3COK, pH 6,2). Se
incubaron en hielo 60 minutos y se centrifugaron a 4000 g por 10 minutos a 4°C. Se
descarté el sobrenadante. El precipitado celular de células se resuspendié en 50 mL de
buffer B a 4°C (buffer B: 50 mM CaCl2, 10 mM CHsCO2K, 20% glicerol, pH 6,2,). Para BL21

se suplementd el medio con cloranfenicol (30 pg/mL) en cada etapa.

Transformacion de E. coli

Para todos los casos se colocaron las células competentes preparadas en hielo. A 50 uL
de células se le agregaron 0,5 plL de plasmido. La suspension se dejé en hielo durante 30
minutos. La transformacion se llevé a cabo por choque térmico a 42 °C por 45 segundos
y hielo durante 5 minutos. Las células transformadas se suspendieron en 1 mL de medio
SOC (20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 0,5 g/L NaCl, 20 mM glucosa, pH 7,0) y
se incubaron a 37 °C por una hora. El cultivo se sembrd en LB agar suplementado con el

correspondiente antibidtico y se incubaron 16 horas a 37 °C.
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Reaccidén en cadena de la polimerasa

La reaccion de PCR fue realizada en un volumen de 25 pl conteniendo agua, tampén

de la enzima taq polimerasa conteniendo MgCl,, 0,1 uM de dNTPs, 0,4 uM de

cebador sentido, 0,4 uM de cebador antisentido, 2,5 Ul de Tag ADN Polimerasa y

1,0 ul de ADN molde.

Los cebadores utilizados se presentan en la tabla 3.

El ciclado fue de:

95°C por 3 minutos

35 ciclos de: 95 °C por 30 segundos, temperatura de hibridizacion*

por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto.
72 °C por 10 minutos.

Para colony PCR se agregd un paso inicial 95 °C 5 min.

*Las temperaturas utilizadas se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Cebadores utilizados en las reacciones en cadena de la polimerasa.

Temperatura
Cebador Secuencia o d‘e ‘2 Referencia
hibridizacion
(°C)
Cebador [37]
sentido para GGATCCGATGCCAGCAAAATTAAATAGTCCCT
peTDuet (BamHI) 63
Cebador
antisentido
para peTDuet GTCGACTTAAGCTGGTCTAGTCACAGCCC (Sall)
Cebador
sentido para
peTSUMO ATGTCACCAGCAAAATTAAATAGTCCCT
Cebador 60 Este trabajo
antisentido
para
peTSUMO TTAAGCTGGTCTAGTCACAGCCC
Cebador
sentido para | ATATGGTACCAAATGCCAGCAAAATTAAATAGTCCCT
PBAD (Kpnt) 60 Este trabajo
Cebador
antisentido ATATGAATTCTTAAGCTGGTCTAGTCACAGCCC
para pBAD (EcoRl)
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El producto de PCR se visualizd por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Expresion y purificacidon de proteinas

Para la expresion de TA y DHAD, se tomaron colonias aisladas de E. coli BL21 Coddn plus
conteniendo el plasmido deseado en cada caso y se crecieron en 5mL de medio LB con
el correspondiente antibidtico. Los cultivos fueron incubados 16 horas a 37 °C con
agitacién a 220 rpm. Se tomaron 5 mL de cada cultivo y se inocularon 250 mL del LB
suplementado con antibidtico. Se incubaron a 37 °C con agitacién a 220 rpm hasta
observar que la DOeoo alcanzara valores de absorbancia de entre 0,6 y 1,0. La induccién
de la expresion proteica se llevd a cabo mediante el agregado de IPTG 1 mM para TAy
0.5-2 mM para DHAD e incubando 16 h a 16 °C en agitacion para TAy 16 h a 37 °C para
DHAD a 190 rpm. La expresién de DHAD se llevd a cabo segun el protocolo reportado

por [137].

Se colectaron las células mediante centrifugaciéon a 4000 x g a 4 °C durante 15 min. Se
resuspendieron en 25 mL de tampdn de lisis (para TA: HEPES 25 mM, 1 mM piridoxal
fosfato PLP, pH 8,0; para DHAD: Tris-HCl 20 mM conteniendo 0,5 M de NaCl, 5 mM de
imidazol y 10% de glicerol) y se lisaron con ultrasonido en hielo durante 3 minutos en
intervalos de 10 segundos cada 30 segundos. El detrito celular y proteinas insolubles

fueron removidos por centrifugacion a 17000 x g 4 °C durante 30 min.

Los clarificados celulares se aplicaron a una columna de afinidad por quelatos metdlicos
conteniendo 2 g de agarosa-IDA previamente lavada con 10 mL de agua destilada,
cargada con 10 mL de una solucién 100 mM de CoSO4 para TA y NiSO4 para DHAD y
equilibrada con 15 mL el tampdn de lisis correspondiente. Las proteinas adsorbidas
fueron lavadas con 10 mL de tampdn de lisis y con 5 mL de tampdn de lavado (Tampén
de lisis conteniendo 20 mM de imidazol) y finalmente eluidas con tampdn de elucién
(tampon de lisis conteniendo 250 mM de imidazol). En el caso de la purificacién de TA,
se agregd 1 mM de cofactor PLP en cada paso y el imidazol se removid por gel filtracion.

Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE.
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Electroforesis de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

Las proteinas fueron analizadas mediante SDS-PAGE. Las muestras de proteinas fueron
preparadas con tampdn de carga (50 mM Tris-HCI, 100 mM DTT, 2% SDS, 0,1% azul de

bromofenol, 10% glicerol, pH 6,8) y calentadas 5 minutos a 1002C.

Los geles fueron corridos en tampon de corrida Tris-glicina (25 mM Tris, 250 mM glicina,
0,1% SDS, pH 8,3) a 120 V durante 90 minutos. Se utilizé el marcador de peso molecular

PageRuler prestained protein ladder 26616 de ThermoScientific.

Los geles fueron tefiidos durante 16 horas a temperatura ambiente con solucién de
coomassie (2,5 g/L Coomassie Brilliant Blue en MeOH:H,0:4acido acético 4,5:4,5:1) y se
decoloraron con solucién decolorante (MeOH:H,0:acido acético 4,5:4,5:1) agua

destilada. Fueron documentados utilizando un E-Gel® Imager (Life Techonologies).

Western blot con anticuerpos anti hisitidinas

Se llevé a cabo la transferencia semiseca a membarana de nitrocelulosa en un iBlot
Blotting System (ThermoFisher Scientific). La membana se bloqued 16 h en 1% leche en
PBS-tween 0,1% a 4 °C. Se lavd 3 veces con PBS-tween 0,1% vy se incubé 1 h con una
dilucién de anticuerpo primario anti His (1/2000) a 24 °C. Se lavé 2 veces con PBS-tween
0,1% y se incubd 1 h con una dilucidon de anticuerpo secundario (1/5000) a 24 °C. El
revelado de las bandas se realizé con el sustrato BCIP/NBT. Se detuvo la reaccidn

mediante el agregado de una solucidn de acido acético 10%.

Determinacion de la concentracion proteica

La concentracion de proteina fue cuantificada mediante el método del acido
bicinconinico (BCA) [150]. Para el mismo se agregaron 25 uL de muestra a 200 pL de
solucién de BCA (50:1 de Solucion de acido bicinconinico: solucion de sulfato de cobre
(1)), se incubd 30 minutos a 37 °C y se midié la absorbancia a 562 nm. Los resultados
obtenidos fueron interpolados en una curva de calibracion realizada en las mismas

condiciones con seroalbimina bovina (Curva en Anexo).
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Electroforesis en gel de agarosa
Las muestras de ADN fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa al
1%. Las muestras de ADN fueron preparadas mediante el agregado de tampdn de carga

(Glicerol 60%, Tris-HCl pH 7,6 10 mM, azul de bromofenol 0,03% y xileno cianol 0,03%).

Las electroforesis fueron llevadas a cabo en tampdn TAE (20 mM Tris base, 10 mM de
acido acético y 0,5 mM de EDTA) a 100 V durante 25 minutos. Se utilizé el ADN ladder
SM0331 de ThermosScientific. Los geles fueron documentados utilizando un E-Gel®

Imager (Life Techonologies) con luz UV.

Ensayos de actividad

Actividad dihidroxiacido dehidratasa (DHAD)

La actividad se midié en un ensayo de 1 mL conteniendo 5-20 mM 4cido glicérico en
100mM de HEPES pH 7,4 y 1 mg/mL de DHAD. La reaccion se incub6 50°C por 12 h. La
concentracion de piruvato y acido glicérico se determiné por HPLC como se describe en
el capitulo 1. La deteccién de piruvato se realizdé a 190 nm, tiempo de retencién 9,1 min,

cromatograma y curva de calibracién en anexo.

Actividad transaminasa (TA)

La actividad se midi6 en un ensayo de 0,2 mL conteniendo 2 mM de DL-a-
metilbenzilamina, 2 mM de piruvato, 0,1 mM de PLP en tampdn fosfato de sodio 25mM
pH 7,0. Se inicid la reaccion mediante el agregado de 10 plL de una solucién de TA y se

midid durante 10 min a 245 nm (eM= 12 mM1cm™).

L-Lactato deshidrogenasa (L-LDH)

La actividad se mididé en un ensayo de 2,5mL conteniendo 0,8mM de piruvato, 0,2 mM
de NADH en tampdn fosfato de sodio 25 mM pH 7,0. Se inicié la reaccion mediante el
agregado de una solucion 0,015 mg/mL de L-LDH y se midié durante 120 segundos a

340nm (eM= 6220 Mlcm™).

Formiato deshidrogenasa (FDH)
La actividad se midié en un ensayo de 2mL conteniendo 100 mM de acido férmicoy 5

mM de NAD+ en tampdn fosfato de sodio 25 mM pH 7,0. Se inicid la reaccion mediante
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el agregado de una solucién dializada de 0,26 Ul/mL de FDH y se midié durante 120
segundos a 340 nm (eM= 6220 Mtcm™).

En todos los casos las unidades de enzima (Ul) se definieron como la cantidad de enzima

gue convierte 1 umol de sustrato en un minuto en las condiciones del ensayo.

Sintesis de soportes para la inmovilizacion de proteinas

Sintesis de agarosa-glioxil

El soporte agarosa-glioxil se prepard segun Guisan y cols [116].La activacién de agarosa
se realizé sobre 10,5 g de agarosa 6BCL en 3mL de agua destilada a los que se les agregd
0,34 g de NaOH en 5 mL de agua destilada a 4 °C, 0,145 g de BHsNa y 3,6 mL de glicidol
gota a gota. Se dejd la mezcla 16 horas a 24 °C en agitacidn con palas y se lavd con exceso
de agua. La oxidacion a grupos aldehido se obtuvo mediante el agregado de 150 mL de
una solucién 10 mM de NalO4 durante 2 horas a 24 °C. Se finalizé con 3 lavados de 50

mL de agua destilada.

Sintesis de celulosa dialdehido

La activacidn de la celulosa se realizé segin Dosadina y cols [151]. Se resuspendieron 70
mg de celulosa en 5 mL de una solucién de periodato de sodio 0,5 M en agua para
obtener dialdehido celulosa. Se dejé en agitacidon a 24 °C por 16 h cubierto de la luz. El

NalO4remanente se removié con agua destilada.

Sintesis de MANAE

Se incubaron 10 g de agarosa-glioxil con 90 mL de etilendiamina 1 M pH 10,05 por 2
horas en agitacién a 25 °C. Se agregd 1 g de NaBHa4 y se incubd por 2 horas en agitacién
a 25 °C. Posteriormente se lavd con 100 mL de acetato de sodio 100 mM pH 4, seguido

de 100 mL de borato de sodio 100 mM pH 9,0 y por ultimo 500 mL de agua destilada.

Sintesis de IDA-Co

Se incubaron 10 g de sefarosa 6BCL en 100 mL de acido iminodiacético 2 M en tampdn
bicarbonato de sodio 0,1 M pH 11,0. Se dejo reaccionando 18 horas en agitacion a 25 °C
para luego ser lavado con agua destilada. El soporte luego se incubd con 100 mL de

sulfato de cobalto 40 mg/mL por 2 horas a 25 °Cy se lavd con agua destilada.
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Sintesis de soportes heterofuncionales: IDA-Epdxido

Se resuspendieron 10 g de sefarosa 6BCL en 10 mL de NaOH 1 M. Se agrego en agitacion
lentamente 1,7 mL de epicloridrina y se dejé a 22 °C 16 horas en agitacion. Se filtré y
lavé con agua destilada. Se tomaron los 10 g del soporte previamente preparado y se
incubaron en 18 mL de 0,1 M de borato de sodio con 2 M de acido iminodiacético a pH

9,0, 22 °C en agitacion suave 16 h.

Inmovilizacién de proteinas

Inmovilizacion de TA en agarosa-IDA Cobalto
La inmovilizacién se llevd a cabo incubando 10 mL de clarificado celular (proveniente de
la expresion de TA en E. coli) a 1 g de agarosa-IDA-Co por 60 min a 24 °C en agitacion. Se

lavé con 25 mL de HEPES 25 mM pH 7,0 con 0,1 mM PLP.

Inmovilizacion de TA en celulosa

La inmovilizacion se llevé a cabo incubando 1 mL de TA en fosfato de sodio 25 mM pH
8,0 conteniendo 1 mM de PLP a 0,2 g de soporte celulosa-dialdehido por 16 ha 24 °Cen
agitacion. Se lavé con 25 mL de HEPES 25 mM pH 7,0 con 0,1 mM PLP.

Inmovilizacion de TA en MANAE
La inmovilizacién se llevd a cabo incubando 2 mL de TA en fosfato de sodio 25 mM pH
7,0 conteniendo 1 mM de PLP a 1 g de soporte por 16 h a 24 °C en agitacion. Se lavd con

25 mL de HEPES 25 mM con 0,1 mM PLP.

Inmovilizacion de enzimas en nanoparticulas de silica biomimética

La inmovilizacion se llevdo a cabo mediante el agregado de 0,25 mL de
tetrametilortosilicato 0,9 M (previamente hidrolizado con HCl 1mM) a 0,25 mL de
polietilenimina (PEI) 10% pH 8,0 en 1mL de tampdn fosfato de sodio 100 mM pH 8,0
conteniendo las proteinas de interés. Se centrifugd el precipitado y se lavd con fosfato

de sodio 100 mM pH 8,0 con 0,5 M de NaCl y luego con fosfato de sodio 25 mM pH 7,0.

Inmovilizacion en agarosa-glioxil
Se realizd segln el protocolo descrito en Mateo y cols [152]. Las inmovilizaciones fueron
realizadas ofreciendo una solucion enzimatica en tampdn 0,1 M bicarbonato de sodio

pH 10,0 a agarosa-glioxil (en relaciéon 10:1) previamente equilibrada en dicho tampdn.
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Una vez culminado el tiempo de incubacidén, se procedid a incubar con 1 mg/mL de
borohidruro de sodio en hielo para reducir las bases de Schiff generadas entre aminas 'y
los grupos aldehido del soporte de manera de generar enlaces covalentes. En todos los
casos, se removioé el sobrenadante mediante filtracion y se lavd el soporte con tampdn

fosfato de sodio 25 mM pH 7.0.

Para TA, la incubacidn se realizé durante 16 h a 24 °C. Para LDH 15 min a 24 °C en
presencia de 300 mM de trehalosa, para FDH 1,5 h a4°Cy luego 1 ha 24 °C. En el caso
del derivado de LDH se realizo la incubacion con borohidruro de sodio en un volumen

10 veces mayor, a 0,1 mg/mL en hielo (relacién soporte: volumen 1:100).

Co-inmovilizacion de L-LDH:FDH

La co-inmovilizacion se llevd a cabo ofreciendo 0,25 Ul de LDH y 1 Ul de FDH por gramo
de glioxil-agarosa con 300mM de trehalosa. Se incubé la FDH por 1,5 h 4°C y luego 45
minutos a 24°C, se agreg6 la L-LDH y se incubd 15 minutos a 24°C. La reduccidn se llevé
a cabo con 0,1 mg/mL de borohidruro de sodio en hielo en volumen 10 veces mayor

(relacion soporte: volumen 1:100).

Caracterizacion de preparados inmovilizados.
El porcentaje de inmovilizacidn (% ) se definié como el porcentaje de la diferencia entre
la enzima ofrecida y el sobrenadante, con respecto a la enzima ofrecida. El mismo se

calculé utilizando la medida de actividad de las enzimas segun la siguiente ecuacién:

%l (Enzima ofrecida — Enzima en sobrenadante) * 100
0 =

Enzima ofrecida

Para el rendimiento se resuspendid el derivado en tampdn y se midid su actividad. El
rendimiento se definié como el porcentaje de actividad recuperada en el derivado con
respecto a la diferencia de la enzima ofrecida y el sobrenadante. EI mismo se calculé

utilizando la medida de actividad de las enzimas segun la siguiente ecuacion:

(Actividad en suspencion) = 100

%R =
° Actividad de enzima ofrecida — Actividad de enzima en sobrenadante
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Estabilidad térmica de TA, LDH y FDH inmovilizadas

Se incubaron 1,8 Ul/mL de TA inmovilizada en silica, MANAE, glioxil, IDA-Co e IDA-Epoxy
en tampodn fosfato de sodio 25 mM pH 7,0 con 1 mM de PLP, a -20 °C, 4 °C, 60 °Cy 70
°C. Para la LDH y FDH, se llevé a cabo la incubacién de las enzimas co-inmovilizadas en
glioxil en tampdn fosfato de sodio 25 mM pH 7,0 a 45 °Cy 55 °C.

Para TA, se midid la actividad al inicio y final del ensayo. Se graficé el % de actividad
remanente en cada caso. Para LDH y FDH se se siguio la cinética de inactivacién tomando
muestra a periodos cortos de tiempo. En todos los casos se incubaron las enzimas en

solucion como control del ensayo.

Sintesis de acido lactico con LDH:FDH co-inmovilizadas

La sintesis de acido L-lactico con LDH y FDH co-inmovilizadas se realizé en 2 mL de una
solucion que contenia 3 mM de acido pirdvico, 0,2 mM de NAD + y 0,1 M de acido
férmico en tampdn fosfato de sodio 25 mM, pH 7,0. La reaccidén se inicié agregando 0,2
g de LDH/FDH co-inmovilizada (1: 4 Ul LDH: Ul FDH/g de soporte). Se tomaron alicuotas
y la concentracién de acido pirdvico y acido lactico se determind por HPLC con una
columna Ultra RP C18 (5 um, 250 X 4,6 mm, Restek), elucidn isocratica en 98,75%
tampodn fosfato de sodio 0,05 M, pH 2,5y 1,25% metanol. Flujo 0,8 ml / min. La deteccién
se realizé a 210 nm. El tiempo de retencidn de piruvato y acido lactico fue de 3,6 y 5,4
min, respectivamente. Se contruyeron curvas de calibracién para piruvato y lactato

(Figura en anexo).

Reuso de la preparacion LDH:FDH co-inmovilizadas

La LDH inmovilizada con glicoxil-agarosa se reutilizé diez veces. Las reacciones se
realizaron como se describe previamente durante 1 hora. Entre cada ensayo, la
preparacién inmovilizada se lavé dos veces con 2 mL de tampdn de fosfato de sodio
0,025 M pH 7,0 y se ailadié una solucién de 3 mM de acido pirdvico y 0,2 mM de NAD+
en 2 ml de 25 mM de fosfato de sodio pH 7,0. Las muestras se analizaron por HPLC como

se describe previamente.
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Resultados y discusion

En esta segunda etapa del trabajo de tesis se llevd a cabo la preparacién de los
biocatalizadores enzimaticos inmovilizados involucrados en el segundo y tercer paso de
la conversion del glicerol hacia acido L-lactico. Se propuso el uso de una dihidroxiacido
dehidratasa y una transaminasa recombinantes para la conversién a piruvato como se
indica en la figura 24. El mismo serd luego tomado por una lactato deshidrogenasa (de
origen comercial) para la conversion a L-lactato, utilizando una formiato deshidrogenasa

(de origen comercial) para la regeneracion del cofactor (NADH) utilizado (Figura 24).

Expresion y purificacion de la enzima dihidroxiacido dehidratasa
(DHAD)

La enzima DHAD de S. solfataricus fue seleccionada ya que se encontraba reportado que

era capaz de convertir el acido glicérico en piruvato [37,153].

En el reporte de Gao y cols [137] utilizaron la enzima DHAD clonada en el plasmido
peTDuet expresada recombinante en E. coli. La misma fue purificada por IMAC y
utilizada in vitro para la conversién de GA a piruvato con una actividad especifica de
0,011 U/mg. En este trabajo la DHAD se acopld a otras enzimas para formar una cascada
de conversion. En este caso se logré una productividad de conversion de 0,39 mM/L.h

de piruvato utilizando una solucién de 0,1 U/mL de DHAD.

Otro reporte de uso in vitro de DHAD fue realizado por Carsten y cols [153] donde se
caracterizd esta enzima en mayor profundidad. Para esto se clond en peT28a+ y se
expreso recombinante en E. coli. En este reporte se testearon diferentes estrategias de
purificaciéon de la enzima recuperando muy poca actividad en todos los casos. Los
autores sugieren que esta baja podria estar relacionada a alguna deficiencia en el cluster
[Fe-S]. En comparaciéon con una purificacién de Ni-NTA, la purificacién a través de
precipitacion por calor produjo una mayor actividad especifica (0,9 Ul/mg). Sin embargo,
los autores indican que la actividad de esta enzima es aun demasiado baja para

aplicaciones industriales y debe ser mejorada.
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Basandonos en estos reportes, se llevd a cabo la expresién de la enzima en peTDuet
como se reportd en Gao y cols. y se solicitd la contruccidon en peT28a+ al grupo de
Carsteny cols. Tomando en cuenta la afirmacidn realizada por los autores de la muy baja
actividad especifica de la enzima, se tested ademads su expresion en dos plasmidos
adicionales pBAD y peTSUMO los cuales se caracterizan por sus muy altos niveles de

expresion de proteinas recombinantes en E. coli [154,155].

Como primera etapa en la construccidn de los vectores, se corroboré la presencia del
gen de la DHAD en el plasmido comercial sintetizado por la empresa Shinegene
observando un amplicén del tamafio esperado (1677 pb) por electroforesis en gel de

agarosa al 1% (Figura 25).
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Figura 25: Andlisis por electroforesis en gel de agarosa 1% del pldsmido PUC57-DHAD adquirido.
A, minipreparacion de ADN plasmidico PUC57-DHAD. B, PCR del gen DHAD. Carril 1 ADN ladder
SMO0331 Fermentas, 2 -7 PCR de 6 muestras, 8 blanco de PCR.

Se comenzé con la contruccién del pldmido peTSUMO con DHAD como se describe en la
seccion de metodologia. El mismo fue utilizado para transformar células de clonado
DH5a. Se corroboré la presencia del pldsmido en las células transformantes por
electroforesis en gel de agarosa (Figura 26 A) y del gen por PCR y posterior electroforesis

(Figura 26 B).
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Figura 26: Analisis de petSUMO-DHAD en electroforesis en gel de agarosa 1 %. A,
Minipreparacion de ADN plasmidico, carril 1 ADN /adder, 2 extraccion de ADN plasmidico, B, PCR
de los plasmidos extraidos, carril 1 ADN ladder, 2-3 PCR para DHAD, 3 blanco de reaccién.

Para la contruccion en los plasmidos peTDuet y pBAD se llevaron a cabo PCR del gen de
interés con los cebadores disefiados que agregaban sitios de restriccion. Una vez
corroborada la amplificacidn por electroforesis en gel de agarosa (figura 27 A), se llevd
a cabo el clonado de la secuencia en los plasmidos de interés con los cuales se
transformaron células DH5a. Se corrobord la presencia del pldsmido y del inserto en las

transformantes (Figura 27 By D).

La ligacién del gen en pBAD resultd exitosa ya que se visualizd un fragmento
correspondiente al largo del gen de la DHAD (1677 pb) en el analisis de la colony PCR
(Figura 27 D). Sin embargo, para peTDuet no se logré visualizar la banda de DHAD por lo
gue se repitid el protocolo agregando un paso de desfosforilacién del vector previo a la
ligacidn y se ligd nuevamente con relaciones 1:3, 3:1, 1:7, 1:5 de vector:inserto para cada
caso. Con esta modificacion se obtuvieron colonias transformadas las cuales presentaron la

banda correspondiente a DHAD cuando se analizaron por colony PCR para los casos de ligacion

con la relacién 1:3, 3:1y 1:5 (Figura 27 C).
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Figura 27: Andlisis del clonado en peTDuet y pBAD. A, PCR de la secuencia DHAD, carril 1 ADN
ladder, 2 PCR con cebadores para clonar en peTDuet, 3 PCR con cebadores para clonar en pBAD
3. B, Colony PCR, carril 1 ADN ladder, 2 control positivo de PCR de PUC57-DHAD, C colony PCR
de colonias transformadas con peTDuet-DHAD, C, Colony PCR colonias transformadas con
peTDuet-DHAD en diferentes relaciones vector:inerto, carril 1 ADN ladder, 2 relacién 1:3, 3
relacidn 3:1, 4 relacion 1:7, 5 relacién 1:5, 6 control con PUC57-DHAD. D, Colony PCR, carril 1
ADN ladder, 2-3 colony PCR de colonias transformadas con pBAD-DHAD, 4 control con PUC57-
DHAD.

Una vez obtenidas las contrucciones en peTDuet, peTSUMO y pBAD y una vez recibida
la contruccion reportada en Carsten y cols [153], se llevd a cabo la transformacion de

BL21 Coddn plus con cada una de las construcciones. Previo a la expresion, se analizé la
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presencia del plasmido y de la secuencia de la DHAD por colony PCR de las colonias para

cada transformacién (figura 28).
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Figura 28: Analisis de la transformacion de BL21 coddn plus con los plasmidos de expresiéon
previamente obtenidos. A, Clones en pBAD, carril 1 ADN ladder, 2-3 colony PCR para DHAD,4
blanco de PCR, 5 minipreparacién de ADN plasmidico de BL21 coddn plus transformada con
pBAD-DHAD. B, Clones en peTDuet, carril 1 ADN /adder, 2 colony PCR para DHAD, 3 ADN
ladder, 4 minipreparacién de ADN plasmidico de BL21 coddn plus transformada con peTDuet-
DHAD. C, Clones en peTSUMO, carril 1 ADN ladder, 2 colony PCR para DHAD, 3 ADN /adder, 4
minipreparacién de ADN plasmidico de BL21 coddn plus transformada con peTSUMO-DHAD. D,
Clones en peT28+-DHAD, carril 1 ADN ladder, 2 colony PCR para DHAD, 3 ADN ladder, 4
minipreparacion de ADN plasmidico de BL21 coddn plus transformada con peT28+-DHAD.
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En la figura 28 se observa la presencia de ADN palsmidico al igual que la presencia de la
secuencia correspondiente a la DHAD obtenida por colony PCR para todos los casos. Se
llevo a cabo la expresion de la DHAD en BL21 con las 4 construcciones. Para peTSUMO,
peTDuet y pBAD se tested la induccién con 0,5y 1 mM de IPTG (Figura 29 A, 30 Ay 30
D) en donde se observé un leve aumento de la expresion a 1 mM de IPTG en peTSUMO

y peTDuet por lo que se seleccioné esta concentraciéon para los ensayos siguientes.
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Figura 29: Andlisis por SDS-PAGE en gel al 12% de la expresion y purificacién de DHAD en
sistema peTSUMO. A, Expresidon de DHAD, carril 1 marcador de peso molecular, 2 fraccion
insoluble de la induccién con 0,5 mM de IPTG, 3 fraccion insoluble de la induccién con 1
mM de IPTG, 4 fraccidon soluble de la induccién con 0,5 mM de IPTG, 5 fraccidn soluble de
la induccion con 1 mM de IPTG, 6 fraccidn soluble sin inducir. B, Purificacion de DHAD-
SUMO por IMAC, carril 1 marcador de peso molecular, 2 fracciéon soluble sin inducir, 3
fraccion insoluble inducida 1 mM de IPTG, 4 fraccion soluble inducida, 5 percolado de la
cromatografia, 6 eluido con 30 mM de imidazol, 7 eluido con 60 mM de imidazol, 8 eluido
con 300 mM de imidazol. C Western blot anti-His, orden de sembrado Idem a B. D
Protedlisis de la proteina SUMO, carril 1 marcador de peso molecular, 2 fraccién eluida a
300 mM de imidazol, 3 muestra proteolisada. Se indica con una flecha entera la proteina
SUMO-DHAD (~78 KDa) y con flecha punteada la enzima DHAD (~66KDa).
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En el caso de pBAD no se observod una expresion significativa de la enzima por lo que se
descarto el sistema para futuros ensayos. La proteina expresada en el sistema peTSUMO
es una quimera DHAD-proteina SUMO (~78 KDa, 66 KDa correspondiente a DHAD y 12
KDa de proteina SUMO). Es en esta ultima donde se encuentra la cola de histidina. Se
llevé a cabo la purificacidn de esta enzima por IMAC donde se observé por electroforesis
desnaturalizante y western blot (figura 29 B y C) que la enzima se lograba purificar
parcialmente mediante esta estrategia. La fraccidn eluida de la cromatografia anterior
fue proteolisada por la proteasa SUMO la cual escinde la proteina SUMO de la quimera

obteniéndose la DHAD con alto nivel de pureza sin cola de histidina (figura 29 D).

Para el caso de la proteina expresada en peTDuet, la misma fue también purificada por
IMAC donde se logré una purificacion parcial que fue corroborada por SDS-PAGE vy

western blot (Figura 30 By C).

Finalmente se llevd a cabo la expresién y purificacidn por precipitacién por calor de la
proteina obtenida a partir del sistema peT28+ donado por Carsten y cols. El protocolo
de expresion y purificacidn se realizd segln el reportado previamente por el grupo [153].
Se obtuvo también la enzima parcialmente pura lo que fue corroborado por SDS-PAGE

(Figura 31).

Una vez obtenidas las distintas fracciones parcialmente puras, se llevé a cabo el estudio

de la actividad enzimatica con acido glicérico como sustrato.

Se tested el ensayo propuesto por Gao y cols. [137] donde se incubaba la enzima con
acido glicérico a 50 °C, el andlisis por HPLC no mostrd consumo de acido glicérico ni
aparicion de piruvato. En este mismo trabajo los autores reportan la inhibicidn parcial
de la enzima por iones presentes en el acido glicérico comercial por lo que se repitié el
ensayo con acido glicérico obtenido de conversiones con G. frateurii. En este caso

tampoco se observé conversion.

Se testearon concentraciones inferiores a 10 mM de GA en el ensayo ya que Carteny
cols. proponen un modelo tedrico de inhibicién por sustrato de la DHAD [153] y ademas
se tested un paso de activacién con mercaptoetanol que los autores encontraron

aumentaba la actividad de la enzima hasta 3 veces.

80



Bioconversiones para la revalorizacién de glicerol: sintesis de acido L-lactico utilizando una
cascada biosintética. MSc. Erienne Jackson

A B

| 1 2 3 4 5 6 7 &

180 | — ‘2 180 e
130 e - 130

100

100 q _ 70

55

25 40
35
40 -
35
15
C D
1 2 3 4 5
130 150
100 130!
70 100
55 20
40 cc
35

40
35
25

25

15

10
15

10

Figura 30: Anadlisis por SDS-PAGE en gel al 12% de la expresion y purificacién de DHAD en
sistema peTDuet y pBAD: A, Expresién de DHAD en peTDuet, carril 1 marcador de peso
molecular, 2 fraccion insoluble de la induccién con 1 mM de IPTG, 3 fraccidn insoluble de
la induccién con 0,5 mM de IPTG. B, Purificacion de DHAD-peTDuet por IMAC, carril 1
marcador de peso molecular, 2 fraccion soluble inducida con 1 mM de IPTG, 3 percolado
de la cromatografia, 4 eluido con 30 mM de imidazol, 5 eluido con 60 mM de imidazol, 6
eluido con 300 mM de imidazol, 7 eluido con 500 mM de imidazol. C Western blot anti-His,
carril 1 marcador de peso molecular, 2 fraccién soluble inducida con 1 mM de IPTG, 3 eluido
con 300 mM de imidazol. D, Expresion de DHAD en pBAD, carril 1 marcador de peso
molecular, 2 fraccidon soluble sin inducir, 3-5 fraccidn soluble de la induccién con 0,5, 1y 2
mM de IPTG respectivamente. Se indica con una flecha punteada la enzima DHAD
(~66KDa).
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Figura 31: Andlisis por SDS-PAGE en gel al 12% de la expresidn y purificacién de DHAD en sistema
peT28+. Carril 1 marcador de peso molecular, 2 fraccion soluble de la induccién con 1 mM de
IPTG, 3 sobrenadante de la precipitacién a 70 °C, 4 proteinas precipitadas a 70 °C. La flecha indica
la banda correspondiente a la DHAD.

Carten y cols. también reportan que el agregado de sales de hierro durante la expresién
proteica mejora la actividad recuperada de la proteina, un agregado de 1 mg/mL en el
medio de cultivo de FeSOs no mostrd diferencias con los resultados previamente
obtenidos ya que tampoco se recuperd actividad en la fraccién pura.

Aun cambiando la concentracion de GA, el origen del GA utilizado, la cantidad de DHAD
utilizada y agregando sales de hierro durante la expresidon proteica y un paso de

activacion, no se logré en ningun caso conversién a piruvato.

Con el propésito de avanzar en los objetivos especificos de la tesis se decidié no utilizar
la DHAD en la conversién de GA. Esto fue posible gracias a que se contaba con la cepa
G. oxydans que produce de manera exclusiva la DHA a partir de glicerol, la cual puede
ser tomada por la enzima TA para la generacién de piruvato y serinol. Se continud por

lo tanto con los estudios de esta enzima para su acoplamiento a la cascada biosintética.

Se requieren mas estudios de expresidn, purificacion y activacién de la enzima DHAD
para poder obtener una preparacién con suficiente actividad especifica para ser

inmovilizada y acoplada a la cascada propuesta en este trabajo.
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Preparacion del catalizador enzimatico inmovilizado de TA

Para la bioconversion de piruvato a partir de la dihidroxiacetona generada por cepas de
Gluconobacter se utilizé una transaminasa de Pseudomonas fluorescens expresada de
manera recombinante en E. coli.

En este trabajo se propone utilizar L-alanina como donante de amina a la DHA lo que
permitird la obtencién en un Unico paso a serinol y piruvato como productos. La
utilizacion de alanina como donante ha sido ampliamente reportada, presentando
algunas caracteristicas como ser una reaccion reversible que requiere de un exceso de

la misma para mejorar la cinética de la conversién [156].
Expresion y purificacion de TA de Pseudomonas fluorescens

La transaminasa utilizada en este trabajo fue expresada de forma heterdloga en E. coli
BL21 con el protocolo propuesto por Benitez-Mateos y cols. [157] con una cola de
Histidina N-terminal (6x His-tag) lo que facilité su purificacién por cromatografia de
afinidad con cobalto. En la figura 32 se observa el analisis por SDS-PAGE de la proteina
expresada y purificada. El analisis mostréd que la enzima fue sobreexpresada en la
fraccién soluble de la cual se logrd obtener una fraccidn soluble con alto grado de pureza
para los ensayos de inmovilizacién. Se observé ademas la presencia de TA en la fraccién
insoluble, la cantidad sembrada el gel no es comparable a la fraccion soluble por lo cual
no puede inferirse mediante el mismo si la fraccién insoluble contiene cantidades

significativas de TA.

Una vez confirmada la presencia de la proteina de forma soluble se estudio la actividad
de las preparaciones obtenidas por ensayos colorimétricos donde se corroboré que la
enzima se expresaba de manera activa. Se obtuvieron bajo estas condiciones 102,8 £ 6,7

Ul por gramo de precipitado celular.
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Figura 32: Analisis por SDS-PAGE en gel al 12% de la expresidn y purificacion de la enzima TA.
Carril 1 marcador de peso molecular, 2 fraccién soluble inducida, 3 percolado de la IMAC, 4
lavado, 5 eluido con 250 mM imidazol, 5 fraccion insoluble inducida. Se indica la TA de 53 KDa
con una flecha.

Para conocer la resistencia de la enzima frente a escenarios similares a los que se
testearian durante los protocolos de inmovilizacidén, se llevé a cabo el estudio de
estabilidad de la enzima soluble frente a diferentes condiciones de temperatura (Tabla
4). En primer lugar, se tested la estabilidad a 24 °C 1y 16 h. Se observo que la enzima
mantuvo el 100% de su actividad a lo largo de la primer hora, sin embargo pierde mas
del 80% de la misma en 16 h lo que indica que los protocolos que requieran una
incubacién prolongada podrian ver comprometida la actividad de la enzima a lo largo

del proceso.

Se estudié ademas la estabilidad de almacenado durante 16 h a 4 y -20 °C donde se
observéd que la enzima mantenia un 73,5 + 0,6 % de su actividad inicial cuando era
conservada a 4 °C pero perdia mas de 50% de su actividad a -20°C en el mismo periodo

de tiempo.
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Tabla 4: Estudio de estabilidad de la TA en solucién

Condicion % Actividad residual
24 °C 60 min 100+ 1,0
24°C16 h 159 +2,2
4°C16h 73,5+0,6
-20°C16h 47,6 £5,84

Se testearon ademas dos temperaturas, 60 y 70 °C, para determinar la mejor condicién
para estudiar la estabilidad de los preparados inmovilizados en un periodo corto de

tiempo (Tabla 5).

Tabla 5: Estudio de estabilidad de la TA en solucién a 60y 70 °C

Condicidn % Actividad residual
60 °C 60 min 78,2+2,5
70 °C 60 min 6,6+0,8

Se selecciond 70 °C para realizar dichos experimentos y se realizé el estudio de la cinética
de inactivacion donde se encontrd que se alcanza un valor menor al 25% de actividad

residual en menos de 30 minutos (Figura 33).

150+

100

% Actividad remanente
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Figura 33: Estudio de estabilidad térmica de la enzima TA en solucién a 70 °C. (®) 1,8 Ul/mL, (A)
0,9 Ul/mL.
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Se observé ademas que, en principio, la concentracién de la enzima presente en la
muestra no influye de manera significativa en el decaimiento de la actividad bajo estas
condiciones, ya que a 70 °C la vida media para la TA fue de 4,51 y 4,44 min bajo dos
condiciones iniciales de partida de 1,8 y 0,9 Ul/mL respectivamente. Para confirmar esta
hipdtesis se deberian testear la estabildiad de concentraciones al menos 10 veces

menor.

Inmovilizacion de la enzima TA

Las transaminasas han sido inmovilizadas por una serie de técnicas como inmovilizacidn
en resinas poliméricas [158], unidn covalente a quitosano [159] y celulosa [160] o
atrapamiento en LentiKats® [161]. Ademds transaminasas con colas de His han sido
inmovilizadas en soportes de afinidad a quelatos metdlicos [162,163].

Se seleccionaron para este trabajo una serie de estrategias de inmovilizacidon basados
en diferentes quimicas de unién. Los sistemas seleccionados fueron por inmovilizacién
covalente multipuntual en agarosa-glioxil, inmovilizacion por interaccién iénica en
agarosa MANAE, inmovilizacion por atrapamiento en nanoparticulas de silica
biomimética, inmovilizacidon covalente en celulosa aldehido, inmovilizacién por afinidad
a quelatos metalicos en agarosa IDA-Co, y una estrategia bi-modal por afinidad y
covalente en agarosa IDA-Co-epdxido. Los resultados de porcentaje de inmovilizacién y

rendimiento se muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Inmovilizacién de Transaminasa P.f.

Estrategia %l %R
Silica Atrapamiento 87,8+4,9 86,9+0,3
Silica-glut Atrapamiento/ 88,5+3,1 16,6 +1,5
entrecruzamento

MANAE I6nico 99,1+0,1 39,8+0,2

Glioxil Covalente 100+ 1,5 2,1+0,1

Celulosa- Covalente 100+2,0 0,0+£0,1
aldehido

IDA-Co Afinidad 95,4+1,1 9,4+0,1

IDA-Epéxido Afinidad/Covalente 99,1+0,2 8,4+0,4

La estrategia que presentd mayor actividad recuperada en el inmovilizado fue la de

atrapamiento en silica biomimética. Las nanoparticulas de silica han sido usadas en el
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atrapamiento de enzimas [164], sin embargo, el estudio de estabilidad térmica de las
preparaciones inmovilizadas (Figura 34) mostré que la enzima atrapada presentaba muy
baja estabilidad en comparacién a la enzima soluble. En un intento de mejorar la
estabilidad de la misma se llevé a cabo el entrecruzamiento con glutaraladehido de la
enzima previamente atrapada en silica. El glutaraldehido es un reactivo bifuncional con
capacidad de polimerizar. El mismo reacciona principalmente con grupos aminos de las
proteinas, pero puede potencialmente interactuar ademds con grupos tioles, fenoles e
imidazoles. Se encuentra ampliamente estudiado cdmo su interaccion con proteinas en
procesos de inmovilizacién es capaz de estabilizar la estructura de las mismas
[112,165,166]. En el caso de la transaminasa atrapada en silica y entrecruzada con
glutaraldehido, esta estrategia disminuyd significativamente la actividad recuperada en
el inmovilizado (tabla 6) lo que no se compensd con un aumento significativo de la

estabilidad (Figura 34).
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Figura 34: Estabilidad térmica de TA inmovilizada en diferentes soportes. Incubaciéon de 0,5
Ul/mL 30 min 70°C.

Una estrategia relativamente sencilla para la inmovilizacién reversible de proteinas con
una facil regeneracién del soporte es la adsorcidn idnica en resinas de intercambio
anidénico como agarosa MANAE [167]. En este caso se obtuvo un % de inmovilizaciéon
cercado a 100% con un rendimiento de 39,8 + 0,2 % luego de haber sido incubada por

16 h. Al ser una estrategia rapida de adsorcion podria ser valioso repetir el protocolo a
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periodos mas cortos de tiempo que potencialmente podrian dar lugar a una mayor
actividad recuperada. De todas formas, el estudio de estabilidad de la enzima
inmovilizada mostré que no se gand una estabilizacidn significativa con respecto a la
enzima soluble ya que en tan solo media hora de incubacién a 70 °C se perdi6 casi el
80% de la actividad inicial, resultado similar al obtenido con la enzima soluble donde se
pierde 85% de actividad en las mismas condiciones (Figura 34).

Las estrategias de inmovilizacidn covalente por grupos aldehido (agarosa-glioxil y
celulosa aldehido) fueron inactivantes para la enzima en las condiciones testeadas ya
que no se recuperé actividad en las preparaciones inmovilizadas. La inmovilizaciéon
covalente multipuntual en agarosa-glioxil ha demostrado ser una estrategia
estabilizante para una serie de proteinas [168], el rendimiento inferior a 5% podria estar
relacionado a que el PLP que la enzima requiere para su catalisis, se encuentra unido a
la enzima por bases de Schiff [169]. Esta unidn es critica para la actividad enzimatica por
lo que el paso de reduccion con NaBH4 podria reducir este enlace inactivando la enzima.
Frente a este escenario se tested la inmovilizacion en soportes agaorsa-glioxil a pH
neutro (7,0) y sin el paso de reduccién. Sin embargo, esta alternativa no resulté en un
aumento de la actividad recuperada (% R 2,0 £ 0,5) por lo que esta estrategia fue
descartada. El estudio de la inmovilizacién en este soporte en presencia de agentes
estabilizantes podria ser muy valioso para lograr el objetivo de obtener una preparacién
inmovilizada activa y muy estable.

La inmovilizacidn covalente en celulosa aldehido fue testeada debido a la versatilidad
del soporte y las ventajas ya mencionadas de su uso en biocatalisis.
Se han desarrollado biocatalizadores a base de celulosa utilizando principalmente cuatro
enfoques diferentes para retener la enzima en el soporte: atrapamiento,
entrecruzamiento, adsorcion e Inmovilizaciéon covalente. En vista de los resultados
obtenidos, en términos de estabilidad del preparado, para las estrategias de
atrapamiento y entrecruzamiento en silica, se tested directamente la unidn covalente a
este soporte. La baja actividad obtenida en el preparado inmovilizado podria mejorarse
con cambios en la quimica de unidn seleccionada como podria ser la unién a grupos

amino o epoxido que ya han sido reportado para esta enzima [160].
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Finalmente, se testearon estrategias de inmovilizacién por afinidad y a un soporte
heterofuncional. Los soportes heterofuncionales, como se meciond anteriormente, se
definen como aquellas matrices que presentan varias funcionalidades en su superficie,
con diferentes propiedades fisicas o quimicas, capaces de interactuar con una proteina
[125,126]. La estrategia seleccionada en este trabajo cuenta con la ventaja de que
permite que se lleve a cabo la purificacién y la inmovilizacidn de la enzima recombinante
en un solo paso. Esto disminuye los tiempos y costos del proceso. Este soporte se
encuentra funcionalizado con grupos IDA-Co capaces de adsorber especificamente una
proteina mediante la interaccién con colas de His y grupos epdxido capaces de
establecer un enlace covalente para hacer que esta interaccidon enzima-soporte sea
irreversible. Por lo tanto, la adsorcién selectiva de la proteina producida por la
interaccion His-IDA-Co permite la purificacién de la proteina diana. Por otra parte, los
soportes epdxido reaccionan muy lentamente con la proteina libre, de hecho, se
requiere una adsorcion previa de las proteinas sobre el soporte para tener enzimas
inmovilizadas covalentemente utilizando este tipo de soportes, lo cual minimiza la unién
de proteinas inespecificas en este proceso [170].

La TA inmovilizada tanto en IDA-Co como en IDA-Co-Epdxido perdié mucha actividad en
el proceso, lo que se vio reflejado en rendimientos de inmovilizacién inferiores al 10%
(Tabla 6). Se estudié la cinética de inactivacidon frente a temperatura de las mismas
donde se determind que presentaban un factor de estabilizacién de 9,7 y 10,6 con
respecto a la enzima soluble (IDA-Co e IDA-Co-Epdxido respectivamente) (Figura 35). Por
lo tanto, la pérdida de actividad durante el proceso de inmovilizacidn se vié compensada
con la alta estabilidad que presentaron ambas preparaciones.

Al no encontrarse diferencias significativas en términos de la estabilizacién de ambos
soportes se verificd que la enzima estuviera efectivamente unida covalentemente por
grupos epoxido ademds de su unidn a quelatos metalicos. Esto se realizd6 mediante la
elucién de TA de ambos soportes con 250 mM de imidazol donde se logré eluir 17,5 Ul/g
de soporte IDA-Co y solamente 1,2 Ul/g de soporte IDA-Co-epdxido bajo las mismas
condiciones. De esta manera se corroboré que efectivamente la enzima se encontraba

unida covalentemente ademas a través de los grupos epdxido.
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Figura 35: Cinética de inactivaciéon de TA soluble, inmovilizada en soporte IDA-Co e IDA-Co-
Epdxido a 70°C partiendo de 0,5 Ul/mL. (A) TA soluble, (®) TA en IDA-CO-Epdxido, (M) TA en
IDA-Co.

Finalmente se tested la pureza de la enzima inmovilizada en soporte IDA-Co incubando
el soporte en buffer de carga a 70°C. En el analisis por SDS-PAGE se vié que el aporte de
otras proteinas ocupando la superficie del soporte es minima lo cual es beneficioso ya
que no compromete la capacidad de carga del mismo (Figura 36). Dado que en el soporte
IDA-Co-Epoxy la primer interaccién es mediante las colas de His, se podria inferir que la

pureza encontrada en el mismo es similar.

12 3 4

Figura 36: Analisis de la adsorcién de TA em agarosa IDA-Co. SDS-PAGE em gel de gradiente 4-
12% . Carril 1 Fraccion soluble inducida, 2 percolado de la IMAC, 3 lavado, 4 matriz IDA-Co
incubada a 95 °C com tampdn de carga, 5 marcador de peso molecular. Tincidon con coomasie.
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En base a los resultados obtenidos, se selecciond el soporte agarosa IDA-Co-epdxido ya
que presentd la mejor estabilidad con respecto a la enzima soluble y al estar unida la

enzima de manera covalente se evita la pérdida de proteina a la mezcla reactiva.

Preparacidn del biocatalizador bi-ezimatico: LDH:FDH

El ultimo paso de la cascada propuesta en este trabajo, implica el acoplamiento de un
sistema bi-enzimatico coinmovilizado de L-lactato deshidrogenasa (LDH) y formiato
deshidrogenasa (FDH) para convertir el piruvato previamente generado en ac. L-lactico
(Figura 37). La enzima FDH permite la regeneracion in situ del cofactor utilizado (NADH)

de forma mas eficiente.

, L-LDH:FDH . . L
Piruvato =) Acido L-lactico

Figura 37: Esquema del ultimo paso de la cascada biocatalitica planteada. L-LDH, L lactato
deshidrogenasa, FDH, formiato deshidrogenasa.

La inmovilizacién de las enzimas L-LDH y FDH se llevé a cabo en agarosa-glioxil ya que se
contaba con reportes previos de la estabilizacion de la enzima FDH en este soporte. En
general, los reportes de inmovilizacion de LDH son escasos [171,172], previo a este
trabajo se llevé a cabo, en el transcurso de los estudios de maestria, el desarrollo de un
protocolo de inmovilizacion dptimo en agarosa-glioxil. EIl mismo fue ampliamente
caracterizado en términos de estabilidad frente a solventes y estabilidad térmica en la
cual se obtuvo un preparado inmovilizado 1600 veces mas estable que la enzima soluble.
Segln nuestro conocimiento, esta es la mayor estabilizacion lograda para la LDH (Tabla
7). La mayoria de los informes anteriores sobre la inmovilizacion de LDH se refieren a la
estabilidad de almacenamiento debido a su aplicacién como sensor de lactato. Los
factores de estabilidad para aquellos estudios en los cuales la enzima fue inmovilizada
para conversiones biocataliticas se encontraban por debajo de 10 en comparacion con

la enzima soluble.

91



Bioconversiones para la revalorizacion de glicerol: sintesis de acido L-lactico utilizando una
cascada biosintética. MSc. Erienne Jackson

Tabla 7. Estabilizacion obtenida para L-LDH inmovilizada.

Soporte Estrategia Estabilidad Condicién Factor de Aplicacion Referencias
estabilizacion
E 3
TEOS sol- Adorcion fisica 30 dias 4°C,pH7,5 ND Biosensor de [173]
gel lactato
Ultra bind  Unién covalente 8 semanas 4°C,pH7,0 ND Biosensor de [174]
film lactato
Polianilina  Adorcion fisica 2 semanas 4-10<C, pH ND Biosensor de [175]
films 7,0 lactato
DWCNT- Adorcidn, 4 semanas 4°C,pH7,0 ND ND [176]
ALG encapsulaciény
entrecruzamien
to
Np Unidn covalente ND 25°C, pH ~1.4 Potencial en [177]
magnéticas 7,0 aplicaciones
biolégicas 'y
clinicas
Si-Mag Unién covalente ND 45 °C, pH 5-7 Potencial en [172]
7,2 Biocatalisis
Glioxil- Unidn covalente 2 dias 55°C, pH 1600 Potencial en  Este trabajo
agarosa multipuntual 7,0 Biocatalisis

* comparado con enzima libre

Si-Mag, nanoclusters magnéticos cubiertos de silica, DWCNT-ALG, nanotubos de carbono doble
pared en gel de alginato.

La caracterizacion de este preparado se extendié al estudio de las condiciones dptimas
de reaccidn, estabilidad frente a pH y solventes organicos y parametros cinéticos.

El estudio de condiciones éptimas de reaccién indicé que los valores optimos de
reaccidon se mantuvieron incambiados con respecto a la enzima soluble, sin embargo, el
rango de actividad de la enzima se vio ampliado en los extremos para las preparaciones
inmovilizadas.

Por otro lado, en el estudio de estabilidad frente a pH se observé coémo el rango de
estabilidad fue mas amplio para la enzima inmovilizada con respecto a la soluble. El
estudio de los pardmetros cinéticos de la enzima soluble y de la preparacién
inmovilizada utilizando acido pirdvico como sustrato fue de especial importancia debido
a que cambios en la constante Kw significarian un cambio en la afinidad aparente de la
enzima por el sustrato. En este caso, se observd que la Kv no se vio significativamente
modificada por lo que se podria afirmar que la afinidad aparente de la enzima por el
piruvato no se ve afectada luego de lainmovilizacién (0,130 + 0,011 mMy 0,1338 £+ 0,017

mM para enzima soluble e inmovilizada respectivamente). El valor de Kcat disminuyd
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luego de la inmovilizacién (de 276,5 + 7,4 s* a 170,7 + 8,2 s!) en concordancia con la
perdida de actividad ocurrida durante la inmovilizacidn.

Reportes previos indicaban que la enzima LDH es inhibida por piruvato, este fendmeno
se relaciona con la formacion de un complejo enzima-piruvato-NAD+ [178,179]. Durante
el estudio de pardmetros cinéticos se observé este fendmeno a mayores
concentraciones de piruvato. El estudio de la constante de inhibicién por piruvato en la
enzima soluble y la preparacién inmovilizada demostré un aumento de Kl para la LDH
inmovilizada (5,67 + 0,97 mM) en relacion a la enzima soluble (3,30 + 0,36 mM). Es
posible que la inmovilizacién imponga restricciones estructurales que afectan a la
afinidad por el complejo inhibidor. El valor de KI 1,75 veces mayor en el caso de la enzima
inmovilizada implica un aumento en la concentracién de piruvato necesaria para
generar el mismo grado de inhibicién que a la enzima soluble. Esto representa una
ventaja a la hora de acoplar el sistema ya que aumenta el rango de concentracion de

piruvato generada in situ donde la enzima permanece activa.

Co-inmovilizacion de L-LDH:FDH

Teniendo en cuenta el alto costo del cofactor NADH en comparacién con NAD +, se llevé
a cabo la co-inmovilizacién de la L-LDH con una FDH, una enzima regeneradora de
cofactor ampliamente utilizada. La co-inmovilizaciéon de L-LDH y FDH se realizé en una
relacion L-LDH:FDH 1:4 [149] y presento un % | de 88,6 + 0.1% : 96,0 + 7% y un % R de
72,0+ 0,1y50,0 £ 4,0 para L-LDH y FDH, respectivamente.

El estudio de estabilidad térmica de las enzimas co-inmovilizadas se observa en la figura
38. La L-LDH no presentd diferencias con respecto a la vida media previamente
determinada para la enzima inmovilizada en ausencia de FDH y la FDH co-inmovilizada
presentd un factor de estabilizacion de 150 + 5,7 con respecto a la enzima soluble,

similar a lo ya reportado por Bolivar y cols [180].
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Figura 38: Estudio de estabilidad térmica de A. FDH a 45 °C. (A)FDH soluble, (V) FDH co-
inmovilizada en glioxil. B. LDH a 55 °C. (A) LDH soluble, (¥) LDH co-inmovilizada en glioxil,
(®)LDH inmovilizada en glioxil.

El preparado co-inmovilizado se probd en la biosintesis de acido L-lactico a partir de
piruvato de origen comercial en un reactor discontinuo. La conversién de acido piravico
en acido lactico con NAD+ como cofactor de partida se puede ver en la Figura 39. El
estudio de la conversién de piruvato comercial mostrd que la preparacion inmovilizada
fue capaz de convertir el 74,0 £ 1,7 % de una solucién 3 mM en 1 h. Resultado similar al
obtenido con la enzima LDH inmovilizada en ausencia de FDH (con NADH como cofactor

de partida) que fue de 80,5 + 2,5 % de conversién de una solucién 3 mMen 1 h.
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Figura 39: Conversion de piruvato a L-lactico por LDH:FDH co-inmovilizadas en agarosa-glioxil.
(®) Piruvato, (M) lactato. Analisis realizado por HPLC.
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Los resultados obtenidos para este sistema indicaron la conversidon de piruvato a lactato
partiendo de NAD* como cofactor en lugar de NADH, lo cual disminuye el costo de la
estrategia ampliamente. La preparacién inmovilizada demostrd ser capaz de convertir
el piruvato ofrecido por al menos 10 ciclos de uso con una productividad acumulada de

5,1 umoles de lactato/g catalizador.min (Figura 40, Tabla 8).
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Figura 40: Estudio de reusos del catalizador bi-enzimatico inmovilizado para la conversién de
piruvato comercial.

Tabla 8: Reusos de LDH:FDH co-inmovilizadas en la conversidon de piruvato a lactato.

Uso Productividad especifica* Productividad especifica acumulada*
1 0,50 +0.001 0,50
2 0,49 £0.012 0,99
3 0,49 +0.001 1,48
4 0,48 +0.03 1,96
5 0,52 +0.013 2,48
6 0,51 +0.026 2,98
7 0,52 +0.028 3,50
8 0,54 +0.029 4,04
9 0,54 +0.023 4,59
10 0,52 +0.008 5,10

*umoles de lactato/g catalizador.min
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Todo esto apunta a que este sistema podria ser exitosamente acoplado a los sistemas
anteriores de TA y G. oxydans para la sintesis de lactico a partir de glicerol.

El éxito obtenido en la estabilidad operativa de la sintesis enzimatica de acido L-lactico
con la preparacién inmovilizada abre ademas numerosas posibilidades para estudios

adicionales de esta bioconversion.
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Capitulo 3

Acoplamiento de biocatalizadores para
la obtencion de acido L-lactico
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Introduccion

Cascadas biocataliticas

Las conversiones biocataliticas pueden involucrar un biocatalizador que lleva a cabo una
reaccidn especifica a la vez, o multiples biocatalizadores que llevan a cabo una serie de
conversiones para obtener un producto deseado [181]. El término "cascadas
biocataliticas" se ha utilizado para describir procesos que consisten en el uso de
multiples catalizadores que operan secuencialmente o en paralelo para la sintesis de
compuestos a menudo mas complejos [182—-184]. El uso de varios biocatalizadores en
una ruta permite el disefio de esquemas sintéticos mucho mas complejos [181]. Las
reacciones en cascada se presentan como una tecnologia de gran valor en el desarrollo
de procesos industriales, como la sintesis de compuestos farmacéuticos, cosméticos,
nutricionales y se han reportado una gran variedad de las mismas [185]. La combinacién
de biocatalizadores para la formacién de cascadas artificiales es un campo en rapido
desarrollo y permite generacion de quimicos quirales complejos de alto valor a partir de
precursores simples [186]. Idealmente, tales reactivos serian de bajo costo vy
provenientes de fuentes renovables. A su vez, con el aumento de la variabilidad de
biocatalizadores disponibles, aumentan las opciones de cascadas realizables con
diversos grados de complejidad [182]. Las cascadas biocataliticas pueden clasificarse a
grandes rasgos como (i) in vitro, (ii) in vivo o (iii) mixtas, como se muestra en la figura 41
[181,182]. La seleccién entre estas tres opciones para una aplicacidon particular
generalmente depende de varios factores, incluida la disponibilidad de secuencias de
genes y enzimas heterdlogas, necesidad de cofactores en la reaccién, toma vy liberacion

de sustratos y productos, y la estabilidad metabdlica de los mismos.

i) Cascadas in vitro

Las cascadas in vitro involucran llevar a cabo reacciones donde las enzimas involucradas se
utilizan aisladas, fuera de la célula en la que se produjeron (figura 41 A) [89]. La mayor ventaja
del uso de cascadas enzimaticas in vitro, en comparacion con los sistemas in vivo, es la

reduccion significativa de la complejidad del sistema lo que conlleva a un mejor control
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del mismo. Ademas, la conversidén no se ve afectada por limitaciones en la difusidn de

sustratos y productos desde y hacia la célula.

Biocat! Biocatll Biocatlll
A S > | = - P

Biocat | Biocatll Biocatlll

Figura 41: Esquemas de tipos de bioconversion en cascada. A, cascada in vitro, B, cascada in vivo,
C, cascada mixta. Biocat |, Il y lll, biocatalizadores 1, Il, lll, respectivamente, S, sustrato, |,
intermediaries de reaccién, P, product final. En gris se enmarcan los biocatalizadores dentro de
una célula.

Este tipo de conversiones pueden ser optimizadas facilmente mediante la variacion de
las concentraciones de enzimas y sustratos, adicién de co-sustratos y disolventes, y/o
variacion de pH y temperatura. A diferencia de los sistemas in vivo, los sustratos pueden
ser seleccionados sin tener en cuenta su posible toxicidad hacia la célula ni la posible
toxicidad de los intermediarios de la conversidn. Otra ventaja es el grado de pureza del
producto ya que no hay reacciones secundarias ni metabolitos celulares que contaminen
el producto final.

Sin embargo, en este tipo de sistemas se presentan algunas desventajas. Una gran
limitante de este sistema es la necesidad de catalizadores enzimaticos en cantidades
suficientes para dicha conversién que sean ademds estables bajo las condiciones
operativas. Ademas, la purificacion de las enzimas involucradas puede ser un proceso
costoso y lento, especialmente para su escalado y potencial aplicacién industrial. Las

enzimas pueden requerir el agregado de cofactores complejos, costosos o inestables por
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lo que se suele considerar el acoplamiento de un sistema de regeneracion del cofactor

[181,182].

ii) Cascadas in vivo

La construccién de una cascada enzimdatica dentro de una célula viva puede ofrecer
muchas ventajas (figura 41 B). En primer lugar, no se requiere aislar ni estabilizar los
catalizadores enzimdaticos, ademas la célula proporciona, en general, un sistema de
reciclado de cofactores enzimaticos, lo que elimina la necesidad de suplementar la
reaccion con los mismos. Sin embargo, la alta complejidad del sistema celular puede
dificultar el control de la conversidon [181,182]. Dado que se pueden usar células
completas sin procesamiento adicional (como la purificacién de proteinas) antes de la
biotransformacion, la biocatalisis in vivo puede ser una estrategia mas rentable y mds
facil de implementar.

Este sistema presenta ademas algunas desventajas como la difusién de sustratos y
productos desde y hacia la célula. Si bien la membrana celular puede mantener estables
las proteinas expresadas, también puede dar lugar a problemas de transporte y se
pueden generar problemas con la extraccién de productos. Debe considerarse ademas
las posibles reacciones secundarias generadas por enzimas propias de la célula al tener
contacto con el sustrato, intermediarios o productos de la conversidn [182]. Este tipo de
sistema se puede llevar a cabo con células en reposo o en medio de cultivo. En la
conversidn con células en reposo, el crecimiento del biocatalizador ocurre previo a su
uso para la conversidn del sustrato al producto. Este enfoque trae varias ventajas,
comparado con la conversidn con células en crecimiento ya discutidas en el capitulo 1,
entre ellas se introduce la opcidén de modificar la concentracidn celular en la conversién

[89].

iii) Cascadas mixtas

Este tipo de cascadas utilizan metodologias tanto in vitro como in vivo dentro del mismo
sistema, aprovechando las ventajas de cada enfoque y minimizando las desventajas de
los mismos (Figura 41 C). Este tipo de sistema plantea el uso de enzimas libres con

enzimas dentro de células para la generacion de un producto determinado.
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Este sistema mixto fue el seleccionado en este trabajo. Existen reportes similares de
acoplamiento de células y enzimas en una cascada catalitica. Tal es el caso del reporte
realizado por Turner y colaboradores que describieron una cascada de tres enzimas para
la produccién de pirrolidinas [187]. En este caso se acoplaron células de E. coli
conteniendo una imina reductasa con un lisado crudo de w-TA la cual fue acoplada a un
sistema de lactato deshidrogenasa (LDH) para desplazar el equilibrio de la reaccion de

la w-TA y glucosa deshidrogenasa para la regeneracién del cofactor.

Estos sistemas, a su vez, pueden llevarse a cabo afiadiendo todos los biocatalizadores
involucrados simultaneamente (en one pot) o secuencialmente en mas de un recipiente

[181].

La sintesis en one pot utiliza mas de un biocatalizador en un solo reactor, por lo tanto,
los intermedios pueden potencialmente participar en reacciones catalizadas por otros
catalizadores simultaneamente. Este tipo de configuracion puede mejorar el
rendimiento de la conversién impulsando el desplazamiento de los equilibrios de
reaccion hacia la formacion del producto deseado, removiendo ademas el paso de
separacion de los biocatalizadores del paso de conversion previo lo que podria resultar
en una reduccion de tiempo y costos del proceso [185]. Las concentraciones de
intermediarios de reaccion se mantienen por lo general a un nivel bajo y de esta manera
la posibilidad de inhibicidon por producto de una enzima o inhibicidén por sustrato de la
siguiente puede ser reducida. Sin embargo, presentan la desventaja de que aumenta la
complejidad del sistema, dificultando su control. Las condiciones en cada reaccion (tales
como medios, temperatura, pH, y la estabilidad del catalizador) deben estar bien
equilibradas y optimizadas para una productividad maxima [184]. En este caso los
biocatalizadores utilizados deben ser compatibles con el medio de reaccion, es decir
deben mantener su actividad catalitica y ser estables en las mismas condiciones de pH
y temperatura.

Las conversiones que se llevan a cabo en mas de una etapa, puede presentar algunas
desventajas, como bajos rendimientos, altos costos de operacién y la potencial

necesidad de pasos de separacién entre etapas [185].
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Sin embargo, pueden ser sumamente valiosas en el caso de sistemas mixtos, si alglin
componente necesario a lo largo de la conversion puede ser potencialmente
internalizado por la célula o si las condiciones dptimas de conversidn para los diferentes
biocatalizadores involucrados no son similares. Este puede ser el caso de cascadas
artificiales en las que la combinacion de enzimas puede provenir de diferentes origenes
y para el cual no existe un precedente biolégico. Hoy en dia, las sintesis con sistemas
enzimaticos no se limitan al uso de cascadas de una via metabdlica existente o conocida
y cada vez con mas frecuencia se proponen secuencias no naturales de enzimas para la
sintesis de productos de alto valor agregado [188].

Aun quedan desafios por abordar en el desarrollo de futuras cascadas, ya sean in vitro,
in vivo o mixtas, para aprovechar al maximo su potencial aplicacién a nivel industrial. En
este contexto, se ha ido desarrollando una tendencia a llevar a cabo reacciones que
utilizan biocatalizadores heterogéneos en los procesos de produccion industrial actuales
como consecuencia de dos ventajas principales:

En primer lugar, la facilidad de separacién y, por lo tanto la potencialidad del reciclado
de catalizador y en segundo lugar, la posibilidad del desarrollo de procesos biocataliticos
continuos [189]. Se han descrito diferentes estrategias de preparacién de
biocatalizadores heterogéneos en casi innumerables variedades, algunas de las cuales
se presentan en el capitulo 2 de esta tesis.

La inmovilizacién de estos sistemas, ademas de proveer estabilizacidn a los catalizadores
involucrados, amplia el rango de configuraciones de reactores que se pueden utilizar en
el proceso [6].

Se encuentran en bibliografia casos de éxito de acoplamiento de sistemas mixtos de
biocatalizadores celulares y enzimaticos inmovilizados y co-inmovilizados donde se
reportan el aumento de la productividad lo que evidencia los beneficios de este tipo de
sistema. Los mismos incluyen la produccion de galacto-oligosacaridos acoplando -
galactosidasa y Sacharomyces cerevisiae [190], la sintesis de oleato de etilo utilizando
Sacharomyces bayanus y lipasas [191], la biodegradacidon de contaminantes organicos

por Phanerochaete chrysosporium acopladas a peroxidasa [192].
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Bioconversion de glicerol crudo

El glicerol crudo se ha convertido en una responsabilidad financiera y ambiental de la
industria del biodiesel. El uso del glicerol crudo en la sintesis de producto de mayor valor
agregado se presenta como una potencial ventaja para mejorar la sostenibilidad
econémica de la industria del biodiesel y reducir los impactos ambientales de la
eliminacién de desechos de glicerol crudo. En este contexto, para mejorar la viabilidad
econdmica de la industria del biodiesel y superar los desafios ambientales asociados con
el descarte del glicerol, el mismo se ha convertido mediante estrategias bioldgicas a una
serie de compuestos de valor agregado. Ejemplos de los mismos son el 1,2-propanodiol,
n-butanol, 2,3-butanodiol, acido docosahexaenoico (DHA), acido eicosapentaenoico
(EPA), citrico acido, lipidos y poli (hidroxialcanoatos) (PHA), que se han producido
utilizando diferentes tipos de microorganismos (por ejemplo, bacterias, hongos vy
microalgas) a través de diferentes vias con rendimientos variables [19,193,194]. Incluso,
se han reportado algunas conversiones de glicerol mediante el uso de microorganismos
inmovilizados como Clostridium pasteurianum atrapada en particulas de polivinil alcohol

para la sintesis de butanol [195] y Klebsiella sp. para la sintesis de 1,3-propandiol [196].
Acido L-lactico

Como ya se meciond en la introduccion general de esta tesis, el acido lactico, asi como
sus derivados son ampliamente utilizados en varias areas de la industria [20]. En los
ultimos afios este compuesto ha incrementado su demanda a nivel industrial debido a
su aplicacién en la industria de plasticos donde es utilizado como precursor del acido
polilactico (PLA), un polimero de utilidad en fabricar envases biodegradables. En la
industria del plastico, un complejo de PLA conformado por poli D y L lactico presenta
propiedades diferentes en comparacién con los polimeros individuales por lo que
aumenta la demanda por las formas enantioméricamente puras [197]. A su vez, el 4cido
L-lactico es el mas ampliamente utilizado en la industria alimenticia y farmacéutica ya
gue es mayoritariamente asimilado por el cuerpo humano mientras que el D-lactico
puede llegar a ser dafiino para el metabolismo humano y puede llevar a la acidosis y

decalcificacion [197].
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Como se menciond previamente, la sintesis de acido lactico a nivel industrial se realiza
principalmente mediante dos métodos: la biotransformacién microbiana y sintesis
guimica [21]. Actualmente, aproximadamente el 90% de acido lactico es producido por
transformacién microbiana. En este caso se requieren etapas de purificacion que
encarecen el proceso y generalmente se forman subproductos [22]. Una sintesis
enantiomérica, verde, limpia y eficiente en términos de cantidad de L-lactico formado

podria ser llevada a cabo por biocatalizadores inmovilizados muy estables.
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Objetivos especificos

Acoplar el sistema mixto de células de Gluconobacter con catalizadores
enzimaticos en solucioén.

Sintetizar acido L-lactico en dos etapas mediante un primer paso de
acoplamiento de Gluconobacter y TA inmovilizadas para la conversién de glicerol
crudo a piruvato y un segundo paso de reduccién del piruvato a acido lactico con
LDH:FDH co-inmovilizadas.

Sintetizar dcido L-lactico en one pot mediante el acoplamiento de Gluconobacter,

TA, LDH y FDH inmovilizadas.
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Materiales y metodologia

Materiales

La L-Ala, el NADH, el NAD+, la L-Lactato deshidrogenasa de musculo de conejo tipo Il y
la formiato deshidrogenasa de Candida boidinii fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Estados Unidos). La dihidroxiacetona fue obtenida de Merck (Darmstadt, Alemania).

Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.

Métodologia
Conversion de DHA en piruvato con TA soluble e inmovilizada

La conversion se llevd a cabo incubando 1,8 Ul de TA en 6 mL de fosfato de sodio 25 mM
pH 7,5, 1mM PLP, 0,5 M L-Ala, 0,54 M DHA, 2 mM NADH, 100 mM &cido férmico, por 16

h a 30 °C en agitacién. Las muestras se analizaron por HPLC.

Conversion de DHA en L-lactico con TA, LDH y FDH solubles

La conversion se llevd a cabo incubando 1,8:1,8:7,2 Ul de TA:LDH:FDH respectivamente
en 6 mL de fosfato de sodio 25 mM pH 7,5, 1ImM PLP, 0,5 M L-Ala, 0,54 M DHA, 2 mM
NADH, 100 mM 4cido férmico, por 16 h a 30 °C en agitacién. Las muestras se analizaron

por HPLC y NMR.

Conversion de glicerol crudo en L-lactico con G. oxydans, TA, LDH y FDH
inmovilizados

Conversion en dos etapas

Primera etapa: La conversion se llevo a cabo incubando 2 mg de G. oxydans inmovilizado
en agar 3%, 1,8 Ul de TA inmovilizada en IDA-Co-epdxido en 5 mL de fosfato de sodio 25
mM pH 7,5 conteniendo 0,3 g de glicerol crudo (50 g/L), 1ImM PLP, 0,5 M L-Ala, por 48

horas a 30 °C en agitacion.

Segunda etapa: La conversién se llevd a cabo incubando 1,8 y 7,2 Ul de LDH:FDH
inmovilizadas en agarosa-glioxil en 5 mL de fosfato de sodio 25 mM pH 7,5 conteniendo

2 mM NADH, 100 mM &cido formico, 48 horas a 30 °C en agitacion.
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Las muestras se analizaron por HPLC y NMR.

Conversion en one pot

La conversidn se llevé a cabo incubando 2 mg de G. oxydans inmovilizado en agar 3%,
1,8 Ul de TA inmovilizada en IDA-Co-epdxido, 1,8y 7,2 Ul de LDH:FDH en 5 mL de fosfato
de sodio 25 mM pH 7,5 conteniendo 0,3 g de glicerol crudo (50 g/L), 1mM PLP, 0,5 M L-
Ala, 2 mM NADH, 100 mM 4cido férmico, por 48 horas a 30 °C en agitacién. Las muestras

se analizaron por HPLC y NMR.

Analisis por HPLC, NMR y GC-MS
El analisis por HPLC se llevd a cabo como se describe en el capitulo 1. La deteccion de
piruvato se realizd a 190 nm, tiempo de retencién 9,1 min.

El analisis por NMR se llevé a cabo como se describe en capitulo 1.

El servicio de analisis por GC-MS fue realizado por la Dra. Susana Velasco del Instituto de

Sintesis Quimica y Catdlisis Homogénea de la Universidad de Zaragoza.
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Resultados y discusion

En esta Ultima etapa del trabajo se llevd a cabo la sintesis de acido L-lactico a partir de
glicerol crudo mediante el acoplamiento de los biocatalizadores presentados en las
secciones anteriores.

Para esto se plantearon dos estrategias, una de sintesis en dos etapas y otra en one pot.
La sintesis en dos etapas consiste en que el glicerol crudo sea convertido a DHA por G.
oxydans inmovilizados en agar, como se describié en el capitulo 1, acoplado a la enzima
transaminasa inmovilizada en IDA-Co-epdxido, como se describié en el capitulo 2 para
la conversion de alanina en piruvato utilizando la DHA como aceptor de grupo amino.
En una segunda etapa el piruvato previamente generado se convierte en dcido L lactico
por una L-lactato deshidrogenasa acoplada a una formiato deshidrogenasa para la
regeneracion del cofactor NADH como se describid en el capitulo 2.

La sintesis en one pot consiste en convertir glicerol crudo a acido L-lactico utilizando los
mismos biocatalizadores inmovilizados previamente mencionados, juntos en la
reaccion.

Como primer paso para abordar este objetivo, se llevaron a cabo una serie de

conversiones con los biocatalizadores en solucién.

Conversion de DHA con biocatalizadores enzimaticos en solucion

Para llevar a cabo el acoplamiento del sistema, se corrobord en primer lugar que la TA
en estudio fuera capaz de llevar a cabo la conversion de alanina en piruvato utilizando
la DHA como aceptor de grupo amino generando serinol como producto.

Se encuentra reportado que w-TAs, como la seleccionada en este trabajo, pueden ser
utilizadas para la sintesis asimétrica de aminas a partir de su correspondiente cetona
proquiral, utilizando alanina como donante de amino y generando piruvato como co-
producto como se muestra en el esquema 1.

El serniol (2-amino-1,3-propanediol) y sus derivados se encuentran en la naturaleza en
células eucariotas como segundos mensajeros y en procariotas como intermediarios en
sintesis de toxinas. El mismo tiene una amplia aplicacién en la industria farmacéutica

como precursor de drogas anticancer, drogas para el manejo dolor, entre otros [198]. La
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generacion de este subproducto de alto valor afiadido implica una ventaja adicional de

la cascada propuesta.

Esquema 1

Ala  Piruvato

Para esto se incubd la enzima TA con DHA de origen comercial y se analizé la conversién
por HPLC (figura 42). Se observd que la enzima era capaz de utilizar la DHA como co-
sustrato, aunque la conversién fue inferior a un 1% en 16 h. No se descarta que la
concentracion de partida de DHA podria haber resultado inhibitoria, sin embargo, se
encuentra reportado que la acumulacién de piruvato impide el avance de la reaccién
[199]. Para superar este problema, se han reportado una serie de estrategias para la
eliminacién del mismo entre ellas el acoplamiento a la enzima LDH para la conversion
del piruvato y glucosa deshidrogenasa (GDH) y glucosa para regenerar el cofactor [199].
La conversion del piruvato por esta enzima desplazaria el equilibrio de la reaccion hacia
la formacién de serinol, generando ademas acido L-lactico como producto final. Se
seleccioné como alternativa la enzima FDH para la regeneracion del cofactor como se

describe en el capitulo 2.

Conversion de DHA a lactato por TA, LDH y FDH en solucién

Al contar con una cepa (G. oxydans) que convierte el glicerol de manera exclusiva a DHA,
la cascada se vio simplificada, prescindiendo de la DHAD para la conversiéon del GA. Se
llevé a cabo la conversion de DHA a lactato por acoplamiento de las enzimas TA y LDH
en solucién y FDH para la regeneracion del cofactor NADH. En este caso al igual que en
el ensayo anterior el consumo de DHA fue inferior al 1% segun el analisis por HPLC
(Figura 43). Esto se determind comparando las areas de los picos que aparecen a 16,7

min a 271 nm, correspondiente a la DHA.
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Figura 42: Analisis por HPLC de la conversion de DHA a piruvato por TA soluble. A, tiempo 0 de
la reaccidn. B, tiempo 16 h. Deteccidén a 190 nm. Tg piruvato 9,1 min, Ts DHA 16,7 min.

Sin embargo, en este caso no se observd un pico cuantificable de piruvato a las 16 horas
de reaccién. El analisis por NMR confirmé la ausencia de piruvato y la presencia de
lactato a las 16 h de reaccion (figura 44). Esto indica que el acoplamiento de la cascada
enzimatica fue exitoso ya que la L-Ala fue convertida a piruvato por la TA utilizando la
DHA como aceptor de grupos amino (generdandose ademas serinol) y este intermediario

fue completamente convertido por la LDH a L-lactico.

Nuevamente, la concentracion éptima de partida de DHA deberia ser estudiada con mas
profundidad, lo que potencialmente podria mejorar la eficiencia de la conversién. Con

estos resultados se prosiguio al acoplamiento de los biocatalizadores inmovilizados.
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Figura 43: Andlisis por HPLC de la conversién de DHA con TA, LDH y FDH en solucién. A, tiempo
0 de la conversidn. B, tiempo 16 h. C, tiempo 16 h con el agregado de lactico de origen comercial.

Deteccién a 190 nm. Tg piruvato 9,1 min, T DHA 16,7 min.
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Figura 44: Andlisis por THNMR de la conversién de DHA a 16 h por TA, LDH y FDH solubles.

Conversion de glicerol crudo a acido L-lactico mediante el

acoplamiento de biocatalizadores inmovilizados

Finalmente, y una vez demostrada la prueba de concepto con enzimas solubles, nos

dispusimos al acoplamiento de la cascada mixta inmovilizada para la obtencion de acido

L-lactico a partir de glicerol crudo.
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Conversion en dos etapas
En primera instancia, Se llevd a cabo la conversidon en dos pasos consecutivos de una
solucion de 50 g/L de glicerol crudo a acido L lactico como se describe en la seccién de

metodologia (Figura 45).
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Figura 45: Esquema de la conversién de glicerol crudo en dos etapas.

El avance de la reaccién se estudié mediante la deteccidn de DHA, piruvato y serinol ya
que una variacién menor a 5 mM en el consumo del glicerol de partida no se logra
detectar por la estrategia de HPLC utilizada en este trabajo. La primera etapa de la
conversion se llevd a cabo mediante el acoplamiento de G. oxydans inmovilizado en agar
y TA inmovilizada en IDA-Co-epdxido. En esta etapa e esperaba que G. oxydans
convirtiera el glicerol en DHA y esta, junto a la alanina, fueran transformadas para
generar serinol y piruvato por la TA (Figura 45). El andlisis por HPLC (figura 46 B y C)
mostro la formacién de 0,53 mM de piruvato a las 24 horas alcanzando 10,5 mM a las
48 h de reaccidon, como se observa en la figura 46 C con la aparicidén de un picoalos 9,1
min de la corrida.

No se detecté DHA a lo largo de la conversion (figura 46 E y F) lo cual indica que
efectivamente la misma fue rdpidamente convertida por la TA a medida que se fue
generando. Ya que el serinol no podia ser detectado por esta misma metodologia por
HPLC, se llevd a cabo el andlisis por GC-MS de las muestras. Los mismos confirmaron la
presencia de serinol en esta etapa. La presencia de esta molécula confirma que la DHA
fue efectivamente generada y convertida por la TA a serinol.

La segunda etapa de la conversion se llevé a cabo mediante el acoplamiento de LDH y
FDH co-inmovilizadas en agarosa-glioxil. Esta configuracidon apunté a la conversion de

piruvato en lactato y la regeneracion del cofactor NADH (figura 47).
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Figura 46: Analisis por HPLC del primer paso de la conversién de glicerol a lactico por G. oxydans
y TA inmovilizadas. A, B y C deteccion a 190 nm de tiempo 0, 24 y 48 de reaccién. D, Ey F
deteccion a 271 nm de de tiempo 0, 24 y 48 horas de reaccion. Tg piruvato 9,1 min, Tz DHA 16,7
min.

Se partié de 2,6 mM de piruvato convertido previamente, no se tomo la totalidad de lo
convertido para evitar la inhibicién por sustrato ya mencionada para la enzima LDH en
el capitulo 2.

En 24 h los biocatalizadores acoplados lograron la conversién de 79,6 % del piruvato
inicial (se observé un 0,53 mM remanente) y luego de 48 horas no se detectd la
presencia de piruvato por HPLC (Figura 47 B y C). La desaparicion del piruvato a las 48
horas indica que hubo conversién a L-lactico por parte de la LDH. No fue posible detectar
el acido lactico ya que los cromatogramas presentaban picos en el tiempo de retencién
de este compuesto. La complejidad de la muestra dificulta su analisis por lo que la
purificaciéon del L-lactico previo a su analisis por HPLC podria facilitar su visualizacién por

dicha técnica.
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Figura 47: Segundo paso de la conversion de glicerol a lactico por LDH y FDH inmovilizadas. A, B
y C deteccién a 190 nm de tiempo 0, 24 y 48 de reaccidn.

Conversion one pot

Una vez acoplado el sistema en dos etapas, se llevé a cabo la conversién de una solucién

de 50 g/L de glicerol crudo a 4cido L lactico mediante el acoplamiento de G. oxydans
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inmovilizado en agar, TA inmovilizada en IDA-Co-epdxido y LDH y FDH co-inmovilizadas

en glioxil agarosa (Figura 48).
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Figura 48: Esquema de conversidon one pot de glicerol crudo a acido L lactico.

El avance de la reaccidn se estudiéo mediante la deteccion de DHA, piruvato y serinol. La
DHA oscilé entre 2,14y 1, 72 mM a las 24 y 48 horas, nuevamente sugiriendo que la DHA
gue se va formando es convertida rapidamente por la TA. La presencia de serinol
confirmada por GC-MS indicé que efectivamente hubo conversién a piruvato a las 24
horas. Sin embargo, a diferencia de la conversion en 2 etapas, el pico correspondiente a
piruvato en el cromatograma se encontrdé levemente por debajo del limite de deteccién
por HPLC (0,5 mM) (figura 49 B).

A las 48 h de conversion se detectaron por HPLC 2,9 mM de piruvato (Figura 49 C), mas
de 3 veces menos la cantidad de piruvato detectada en el primer paso de la conversién
en dos etapas donde a las 48 horas se detectaron 10,5 mM bajo las mismas condiciones
y con las mismas unidades de enzima en la conversién. Esto confirma que parte del
piruvato generado fue convertido a L-lactico por la LDH. Seria de interés mejorar la
relacion TA:LDH para lograr una conversion total del piruvato generado en este periodo
de tiempo. El 4cido L-lactico nuevamente no pudo ser detectado debido a la complejidad
de la muestra. En este caso también seria conveniente abordar la purificaciéon del mismo
para su analisis. De todos modos, los resultados obtenidos, en comparacidon con la
sintesis en dos etapas, sugieren que la cascada sintética se logré acoplar para la

conversion del glicerol.
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Figura 49: Conversién one pot de glicerol crudo a lactico por G. oxydans, TA, LDH y FDH
inmovilizadas. A, By C deteccién de glicerol y piruvato a 190 nm de tiempo 0, 24 y 48 de reaccion.
D, Ey F deteccion de DHA a 271 nm de de tiempo 0, 24 y 48 de reaccion.

Tanto en la conversion en 2 etapas como en one pot se confirmd la hipdtesis planteada
en esta tesis sobre la posibilidad de acoplar bacterias y enzimas para la conversion de
glicerol a acido L-lactico. Esta cascada artificial demostrd ser capaz de utilizar el glicerol
crudo de la industria de biocombustibles para la generacién de moléculas de valor
agregado. Para poder competir a nivel industrial con los procesos actuales se requiere
de una serie de mejoras que incluyan el estudio de las relaciones éptimas de cada
catalizador en el sistema, concentracién éptima de partida de glicerol y el estudio de la
mejor configuracién del reactor para llevar a cabo la sintesis. En este contexto se podria
evaluar si una configuracion en fed batch seria beneficiosa para la conversion (sumado
a la mejora de las proporciones utilizadas de catalizadores) disminuyendo posibles

efectos de inhibicion a lo largo de la cascada de sintesis.
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Conclusiones generales

En este trabajo nos planteamos la hipdtesis de que era posible desarrollar una cascada
de biocatalizadores inmovilizados para producir acido L-lactico a partir de glicerol crudo.
Para demostrar esta hipdtesis se plantedé una cascada mixta de biocatalizadores
celulares y enzimaticos acoplados para llevar a cabo la conversion del glicerol crudo en
3 pasos. El primer paso implicé la conversiéon de glicerol crudo derivado del biodiesel a
DHA y GA por bacterias inmovilizadas de G. frateurii y G. oxydans. Se describié por
primera vez la transformacién de glicerol puro y crudo por células en reposo de G.
frateurii, en completa ausencia de medio de cultivo. Para el caso de G. oxydans, las
productividades obtenidas para glicerol crudo tampoco presentan precedentes en la
literatura en las condiciones estudiadas. La simplificaciéon de los medios de reaccién, la
reduccion del volumen de reaccion total, la facilidad de separacidon del catalizador
inmovilizado de la muestra y la posibilidad de reuso de las células inmovilizadas, allana
el camino para una implementacion eficiente de la transformacién de glicerol que, como
cualquier otro bioproceso, a menudo se encuentra limitado por la productividad de la
conversion y los costos del procesamiento posterior. Estos resultados demuestran la
viabilidad de utilizar la biotransformacién sin medio de cultivo para una revalorizacién
verde, mas limpia y mas econdmica del glicerol industrial.

El segundo y tercer paso de la conversion se planted con biocatalizadores enzimaticos
inmovilizados para la transformacién de DHA y GA a L-lactico por las enzimas TA, DHAD,
LDH y FDH inmovilizadas. Debido a la baja actividad especifica recuperada para la enzima
DHAD, y para avanzar con los objetivos especificos de la tesis, se continué con la cascada
utilizando la cepa de G. oxydans inmovilizada, ya que presentaba la ventaja de producir
DHA de manera exclusiva y podia ser reutilizada. La DHA fue utilizada como co-sustrato
junto a la alanina para la conversion de piruvato por la enzima TA inmovilizada. Dentro
de los diferentes soportes testeados para esta enzima, se selecciond el soporte agarosa
IDA-Co-epdxido, ya que resultaba ser 10 veces mas estable que la enzima soluble y al
estar unida de manera covalente se evitaba la pérdida de proteina a la mezcla reactiva.
Los reportes de inmovilizacién de TA aisladas son recientes y se acumulan con rapidez

posiblemente dado su potencial en biocatdlisis. No existen reportes aun de
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inmovilizacion de TA en los soportes utilizados en este trabajo por lo que estos
resultados son factibles de ser publicados.

El tercer y ultimo paso de la cascada fue la conversidn de piruvato a acido L-lactico por
la enzima LDH co-inmovilizada a una FDH regeneradora del cofactor NADH. Ambas
enzimas fueron estabilizadas en el soporte agarosa-glioxil con un factor de estabilizacién
de 1600 veces para LDH, obtenido con un protocolo previamente desarrollado en el
marco de mis estudios de Maestria. En el contexto de este trabajo se estudid la co-
inmovilizaciéon de ambas enzimas, que demostré no afectar la estabilidad de ninguna de
ellas y permitié acoplar la cascada partiendo de NAD+ como cofactor.

El acoplamiento de la cascada de biotransformacién de glicerol se logré siguiendo dos

estrategias:

1) Una estrategia en dos etapas, en donde el primer paso de la conversion se llevd
a cabo mediante el acoplamiento de G. oxydans inmovilizado en agar y TA
inmovilizada en IDA-Co-epdxido. En esta etapa se observo presencia de piruvato
y ausencia de DHA indicando un acoplamiento eficiente célula-enzima. Los
resultados indican que sustratos y productos fueron capaces de difundir a través
de los soportes. Se detectd ademads serinol, otro producto de valor agregado
generado en este paso.

El segundo paso de la conversidn se llevd a cabo mediante el acoplamiento de
LDH y FDH co-inmovilizadas donde se comprobé la conversidn total de piruvato
en el periodo analizado.

Los buenos resultados obtenidos en dos etapas determinaron las condiciones del
acoplamiento completo de la cascada en one pot.

2) Una estrategia en one pot en donde se llevo a cabo la conversion de glicerol
crudo a acido L-lactico con G. oxydans inmovilizada en agar, TA inmovilizada en
IDA-Co-Epdxido y LDH:FDH en agarosa-glioxil, en un mismo reactor en batch. En
este caso, bajo las mismas condiciones de reaccién se detectd piruvato, aunque
en una concentracion 3 veces menor a la obtenida al mismo tiempo que en la
primera etapa de la estrategia anterior. Este resultado indica un acoplamiento
global exitoso de los biocatalizadores que aun no resulta éptimo, ya que la

acumulacién de piruvato implica una conversion mas lenta por parte de la LDH
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gue podia explicarse por una posible inhibicién por sustrato. Para optimizar el
rendimiento global de la conversidn serian necesarios estudios adicionales para
conocer las velocidades de cada paso. Esto permitira ajustar las cantidades

Optimas de cada biocatalizador en la conversion.

Esta tesis se llevd a cabo en el marco del Fondo Sectorial de Energia,
FSE_1 2016_1_ 132115, “Cascada biosintética para la valorizaciéon del glicerol a acido L-

l[actico”. Financiado por ANII.

Se contdé ademads con la financiacion de ANII para una beca de posgrado nacional,

POS_NAC_2015_1_109879.

Lo resultados obtenidos en la conversion de glicerol crudo con cepas de Gluconobacter
permitieron la elaboracién del articulo "Efficient glycerol transformation by resting
Gluconobacter cells" de autores: Erienne Jackson, Magdalena Ripoll y Lorena Betancor.

Aceptado en Microbiology Open.

Los resultados obtenidos en la inmovilizacién de LDH y FDH permitieron la elaboracidn
del articulo "Enhanced stability of I|-lactate dehydrogenase through immobilization
engineering” de autores: Erienne Jackson, Fernando Lopez-Gallego, José Manuel Guisan

y Lorena Betancor. Publicado en Process Biochemistry [200].

En el marco de las estrategias de inmovilizacién estudiadas en esta tesis se elaboraron:

El articulo “Heterogeneous Systems Biocatalysis: The Path to the Fabrication of Self-
Sufficient Artificial Metabolic Cells” de autores: Fernando Lopez-Gallego, Erienne

Jackson y Lorena Betancor. Publicado en Chemistry-A European Journal [201].

El capitulo de libro “Cellulose-Based Nanosupports for Enzyme Immobilization” de
autores: Erienne Jackson, Sonali Correa y Lorena Betancor. Publicado en Cellulose-Based

Superabsorbent Hydrogels [202].
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El capitulo de libro aceptado “In situ immobilization of enzymes in biomimetic silica” de
autores: Erienne Jackson, Sonali Correa y Lorena Betancor. Aceptado en Immobilization
of enzymes and cells. Editores José Manuel Guisan, Fernando Lépez Gallego y Juan

Manuel Bolivar, editorial Springer, 2019.

Los resultados obtenidos permitieron ademas la presentacién una serie de congresos
nacionales e internacionales:

- Estudios de conversion de glicerol por células en suspensiéon de cepas de
Gluconobacter. Autores: Erienne Jackson, Magdalena Ripoll, Rocio Bravo y
Lorena Betancor. VIl Encuentro regional de biocatalisis y biotransformaciones /
Il Simposio Latinoamericano de biocatalisis y biotransformaciones, 2016 (Poster)

- Sintesis de acido L-lactico mediante un sistema enzimatico inmovilizado.
Autores: Erienne Jackson, Fernando Lopez-Gallego, Jose Manuel guisan, Lorena
Betancor. VII Encuentro regional de biocatalisis y biotransformaciones / Il
Simposio Latinoamericano de biocatalisis y biotransformaciones, 2016
(Exposicién oral).

- Crude glycerol revalorization in media-free biotransformations. Autores:
Erienne Jackson, Magdalena Ripoll y Lorena Betancor. Biotrans2017, 2017
(Poster).

- Inmovilizados de G. frateurii para la bioconversion de glicerol. Autores: Erienne
Jackson, Magdalena Ripoll y Lorena Betancor. Enaqui 5, 2017 (Poster).

- Estudios de conversion de glicerol por Gluconobacter sp. NBRC3259. Autores:
Magdalena Ripoll, Erienne Jackson y Lorena Betancor. Enaqui 5, 2017 (Poster).

- Dihydroxyacetone production via heterogeneous biotransformation of crude
glicerol. Autores: Magdalena Ripoll, Erienne Jackson y Lorena Betancor. 3rd
Green and sustainable chemistry conference 2018, 2018 (Poster).

- Towards biodiesel biorefinery: Glycerol valorization using immobilized bacteria.
Autores: Magdalena Ripoll, Erienne Jackson y Lorena Betancor. ANIU CAETS,
2018 (Poster).

- Crude glycerol transformation with immobilized G. oxydans in agar. Autores:

Erienne Jackson, Magdalena Ripoll y Lorena Betancor. Il Simposio
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Latinoamericano de Biocatdlisisy Biotransformaciones(SiLaByB) VIII Encuentro
Regional de Biocatalisisy Biotransformaciones(EnReBB), 2018. (Exposicién oral).
Strategies to improve the conversion of crude glycerol with Gluconobacter
strains. Autores: Magdalena Ripoll, Erienne Jackson y Lorena Betancor. llI
Simposio Latinoamericano de Biocatalisisy Biotransformaciones(SiLaByB) VIl
Encuentro Regional de Biocatdlisisy Biotransformaciones(EnReBB), 2018.
(Poster).

Microbial conversion of glycerol to dihydroxyacetone in water. Autores:
Magdalena Ripoll, Erienne Jackson y Lorena Betancor. Biotrans 2019, 2019

(Poster).
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Anexo

Curva estandar de BSA con método del acido bicinconinico
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Figura Al: Curva estandar con BSA como proteina modelo. Absorbancia medida a 562 nm. Ec.
Recta y=0,5x+0,007, R? 0,99.

Analisis de estandares de glicerol, DHA, GA y piruvato por HPLC obtenidos
mediante separacion en columna Aminex® HPX-87C 300 x 7.8 mm.
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Figura Al: Cromatogramas para (A) glicerol a 190 nm, Tg 14,7 min, (B) DHA a 271 nm, Tz 16,7
min, (C) GAa 210 nm, Tg 13,6 min y (D) piruvato a 190 nm, Tz 9,1 min.
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Figura A2: Curvas de calibracidn para (A) glicerol, Ec. Recta y=274800x+212800, R? 0,98 (B) DHA,
Ec. Recta y=453700x+64690, R? 0,99 (C) GA, Ec. Recta y=2084000x+30380, R? 1 y (D) piruvato,
Ec. Recta y=2407000x+1910000, R? 0,99.
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alisis de estandares de piruvato y acido L-lactico por HPLC obtenidos

mediante separacion en columna Ultra RP C18 250 X 4,6 mm.
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Figura A3: Cromatogramas para piruvato a 190 nm, Tg 3,06 min (em rojo), lactato a 190 nm, Tr

4,35 min (em negro).
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Figura A4: Curvas de calibracidon para (A) glicerol, (B) DHA, (C) GA y (D) piruvato.
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Produccion

A continuacidn se adjunta la produccion elaborada en el marco de esta tesis.
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Abstract

In the present work, glycerol biotransformation using Gluconobacter strains was studied
with a process intensification perspective that facilitated the development of a cleaner and
more efficient technology from those previously reported. Starting from the industrial
byproduct, crude glycerol, resting cells of G. frateurii and G. oxydans were able to
convert glycerol under batch reactor conditions in water with no other additive but for the
substrate. The study of strains, biomass:solution ratio, pH, growth stage, and
simplification of media composition in crude glycerol bioconversions facilitated
productivities of glyceric acid of 0.03 g/L.h and 2.07 g/L.h (71.5 g/g % pure by NMR) of
dihydroxyacetone (DHA). Productivities surmounted recent reported fermentative
bioconversions of crude glycerol and were unprecedented for the use of cell suspended
solely in water. This work proposes a novel approach that allows higher productivities,
cleaner production, reduction in water and energy consumption, and demonstrates the

applicability of the proposed approach.

Keywords:  Glycerol;  Gluconobacter;  glyceric  acid;  dihydroxyacetone;

biotransformation



1. Introduction

Glycerol is a side product of fat and oil transesterification with alcohols in the production
of biodiesel. This feedstock byproduct contains varying amounts of contaminants such as
salts, ashes, methanol, and fats with low levels of purity (60-80%) that compromise its
market value (Ayoub and Abdullah, 2012; Yang et al., 2012). The current glycerol
production will exceed the demand in 2020 in more than 400% (Ayoub and Abdullah,
2012). Therefore, new processes able to convert glycerol into novel value-added products
need to be developed to sustain the viability of the biofuels economy (Ayoub and
Abdullah, 2012; Yang et al., 2012; Zhou et al., 2018). In this context, glycerol has been
converted into high value-added products by both homogeneous and heterogeneous
catalysis or through more sustainable methods using biocatalysts (Habe, Fukuoka,
Kitamoto, et al., 2009a; Khanna et al., 2012; Yang et al., 2018). The vast majority of
biocatalytic processes involve the microbial transformation of glycerol under growing
conditions using culture media in the reaction mixture (Andreefen and Steinbiichel, 2012;
Szymanowska-Powatowska and Biatas, 2014; Yang et al., 2018). Therefore, products are
generated in complex media that complicates the downstream purification of the target
chemical and therefore augment the economic demands of the biotransformation. In
contrast, the use of non-growing resuspended cells or resting cells could provide a number
of operational advantages such as facilitating product separation (Julsing et al., 2012) or
avoid secondary reactions and undesired growth metabolites that could contaminate the
system. However, for applied purposes the use of resting cells should counterbalance the
loss in productivities that are often observed when compared with growing cells
conversions. Therefore, the design of new strategies for the microbiological conversion
of glycerol that address these limitations, is not only appropriate but also necessary, and

is of fundamental and applied value.



The oxidative metabolism of glycerol generates glyceric acid (GA) and dihydroxyacetone
(DHA) in Gluconobacter and Acetobacter species (Habe, Fukuoka, Kitamoto, et al.,
2009a; Khanna et al., 2012). Particularly Gluconobacter catalyzes the oxidation of sugars
and sugar alcohols, being large producers of both DHA and GA. DHA, is a marketable
chemical worth more than 250-fold that of crude glycerol produced around the globe via
biotechnological processes and broadly used as a precursor for the synthesis of fine
chemicals in the chemical and pharmaceutical industry, and in cosmetic industry as an
active component in sunless tanning products (Yang et al., 2012; Dikshit and Moholkar,
2016; Ciriminna et al., 2018). The alternate oxidation product of glycerol, GA, has
potential as a building block for many chemicals and although it has a lesser demand in
the industrial market, its market value is more than 1000 times that of the DHA (Habe,
Shimada, Fukuoka, et al., 2009). Traditionally obtained by metal catalytic oxidation of
glycerol, its biocatalytic production has recently emerged and literature is still pilling up
on process improvements that provide economic advantages of the biotechnological over

the chemical production process.

In this work, the biological transformation of glycerol to GA and DHA was studied using
Gluconobacter frateuriit NBRC13465 (G. frateurii) and Gluconobacter oxydans NBRC
14819 (G. oxydans). Our work demonstrates that active non-growing cells suspended
solely in water were able to catalyze the transformation of glycerol to target compounds

with unprecedented productivities under the studied conditions.

2. Results and Discussion

2.1. Conditions for pure glycerol conversions using resting cells

Bacterial metabolism changes throughout the different growth stages and therefore, the
stage at which cells are collected during growth for resting cell bioconversions might

affect the rate of substrate transformation. As primary metabolites involved in glycolysis,
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DHA and GA production were likely to increase during the exponential phase (De Vuyst
et al., 1996). However, Gluconobacter differentiated cells in the stationary phase have
been reported to produce twice as much DHA than undifferentiated exponential phase
cells in bioconversions (Khanna et al., 2012). The temperature selected for all assays was
30°C, as previously reported for the growth of species of the genus Gluconobacter
(Deppenmeier et al., 2003; Habe, Fukuoka, Kitamoto, et al., 2009b; Habe, Shimada,
Yakushi, et al., 2009; Black and Nair, 2013). The reaction was supplemented with
KH>PO4, K2HPO4 and MgSO4 as it has been described that these salts have a significant
impact in the amount of DHA formed in fermentative conversions of G. frateurii
(Poljungreed and Boonyarattanakalin, 2017). After a period of 20 h, results showed that
higher conversions of glycerol were obtained when resting cells from both strains were
collected during the mid-exponential phase (Fig. 1 A and B). Under these conditions,
conversion by G. frateurii was 1.7 £ 0.1% to GA and 18.3 £ 0.9% to DHA, resulting in a
total conversion of 20.0+0.1% of glycerol, and G. oxydans showed a conversion of
36.8+3.9% of DHA with no production of GA (Fig. 1 A and B). Reaction kinetics under
these conditions (Fig. 1 C and D) showed G. frateurii reached 52.2+2.7% conversion of
glycerol after 50 h (47.35 £ 0.7% for DHA and 4.1 £ 0.1% for GA). In the case of G.
oxydans, a conversion of 46.6 + 14.9% to DHA free of GA was achieved after the same
time period. The lower glycerol conversion shown by G. oxydans could be attributed to
inhibition by DHA as it has been reported that high concentrations of this product inhibit
the pentose phosphate pathway as well as the enzyme glycerol dehydrogenase, causing

cell damage (Khanna et al., 2012).

Overall, the results obtained for pure glycerol conversions with resting cells correlate with
those of Khanna et al., 2012 and Sato et al., 2015 that differently from this work, used

growing cells for pure glycerol transformation. Therefore, under the studied conditions



the bacterial behavior in the transformation did not change in the absence of nutrients and

additives.

[Fig. 1]

pH is an important parameter to take into account in biotransformations as it directly
affects the activity of the enzymes and consequently the microbial growth and metabolism
(Shuler and Fikret, 2002). Therefore, the impact of the initial pH of the reaction medium
was investigated using resting cells of G. frateurii and G. oxydans collected in the mid-
exponential phase (Figure S1). Variations in the initial pH proved to have an impact in
the production of DHA and GA by G. frateurii. The production of DHA and GA increased
with initial pH, reaching a maximum of almost 50% conversion at 50 h at pH 8.0. For G.
oxydans, however, it was observed that at an initial pH 6.0 led to a higher conversion of
DHA 46.6 + 7.4% after 50 h of reaction with no significant production of GA. pHs of

maximum conversions for both strains were selected for further experiments.

A ten-fold increase in the inoculum had a significant impact in the glycerol conversion
for both Gluconobacter strains. After 50 h, the production of GA by resting cells of G.
frateurii increased from 4.1 + 0.2% to 9.1 + 0.1%. However, the production of DHA
decreased slightly from 44.7 £ 4.1% to 38.1 + 2.2%. For G. oxydans, the increase in the
production of DHA was significant, as a 100% conversion to this product was achieved

after 50 h.

As previously described, initial glycerol concentration in the reaction media affects the
production of DHA and GA (Habe, Shimada, Yakushi, et al., 2009; Habe et al., 2010;
Black and Nair, 2013). To test a possible substrate/product inhibition effect, several initial
concentrations of pure glycerol were evaluated (Fig. 2). For G. frateurii, a change in the

ratio of products associated with increasing initial concentrations of glycerol was



observed. The substrate or product concentrations may affect the rate of conversion of the
enzymes involved in the biotransformation. GA production improved significantly at

higher initial concentrations of glycerol, while DHA production decreased (Fig. 2A).

The increase in glycerol concentration caused a reduction in the conversion for both
strains. Considering the latter, for subsequent experiments the initial glycerol
concentration selected was the highest with which it was possible to achieve a 100%
conversion. Quantitative conversion of glycerol to products after 45 h was achieved

starting from 25 g/L and 50 g/L for G. frateurii and G. oxydans, respectively (Fig 2).

[Fig. 2]

2.2. Crude glycerol conversion using resting cells

Conversion kinetics were studied in the selected conditions, using crude glycerol as
substrate (Fig. 3). A lower conversion to DHA and GA was found for G. frateurii using
crude glycerol when compared to pure glycerol after 45 h of reaction. Another notorious
difference in production was the lower GA to DHA ratio produced using crude glycerol
as a substrate. This low GA productivity may be associated to the presence of methanol
from crude glycerol which has an inhibitory effect on the enzyme mADH, responsible for
the production of GA in Gluconobacter (Fig. 3A). This result correlates with Sato et al.
that reported a decrease in the productivity of GA in the presence of methanol by the same
strain of G. frateurii used in this study, and improved it by removal of the alcohol from

the reaction medium (Habe, Shimada, Fukuoka, et al., 2009; Sato et al., 2013).

Interestingly, for G. oxydans, the conversion after 45 h was similar for both types of
glycerol (Fig. 3B). This indicates that, unlike G. frateurii, G. oxydans maintains its ability

to convert glycerol independently of the crude glycerol contaminants present.

[Fig. 3]



Samples of the biotransformations were analyzed by *H NMR spectroscopy in order to
confirm and identify the major components in the starting reaction and the final
components of the reaction after 24 h (Figure S2). The analysis of *H-1D spectrum of the
starting reaction media shows two major components, glycerol and methanol, together
with minor amounts of fatty acids. This result confirms the usual components in crude

glycerol obtained as a byproduct of the biodiesel industry.

The analysis of 1H-1D spectrum of the final reaction points (24h) of samples from G.
frateurii and G. oxydans conversions allowed the identification of signals corresponding
to DHA (71.5%), glycerol (18.8%), acetate (2.6%) and methanol (7.1%), in the case of
G. oxydans and an additional signal of GA in reactions with G. frateurii (DHA 71.0%,
glycerol 13.0%, MeOH 5.4%, acetate 2.1%, glyceric acid 8.4%). No phosphate was
identified confirming that glycerol is not being used by the cells as a metabolic precursor
at least in identifiable quantities. The *H NMR spectroscopy results support those
obtained by HPLC analysis where no GA was observed for the G. oxydans
biotransformations. They also confirm the absence of any other conversion product or
metabolite in significant concentrations, highlighting the benefits of using resting cells to

produce media contaminant free compounds in biotransformations.
2.3 Process intensification for conversion of crude glycerol

The potential reuse of resting cells was evaluated in the conversion of 50 g/L of crude
glycerol. G. frateurii maintained its capacity to convert glycerol to DHA after 5 uses.
However, productivities decreased gradually throughout the experiment reaching 11.7 %
conversions after the fifth use (Fig. 4). DHA production by reused resting cells of G.
oxydans could not be achieved since the capacity to convert glycerol was completely lost

after the first use (Fig. 4). The differences in resistance to repeated batch conversions of



the strains might be explained better by the ability of the metabolic machinery to

withstand cell death or enzyme inactivation, or support cofactor regeneration.

[Figure 4]

We have also studied the possibility of using the cells in a fed-batch process. A slight
increase in the amount of DHA produced was obtained for both G. frateurii and G.
oxydans after the first addition of substrate (24 h) which were 25 g/L for G. frateurii and
50 g/L in for G. oxydans (Fig. 5). Successive additions of the substrate did not translate
into accompanying product formation. In the case of G. frateurii, product inhibition could
be the main cause of this behavior as observed before for growing cells transformation of
glycerol (Dikshit et al., 2018). This hypothesis was also supported by results obtained in
glycerol conversions initiated with DHA in the reaction media (Figure S3). Product
formation in the presence of DHA was significantly decreased for G. frateurii strain. For
G. oxydans, DHA increased from 38.1 + 0.1 g/L to 52.7 £ 4.2 g/L after the third glycerol
spike (Fig. 5B). This strain seems to be less sensitive to product inhibition than G.

frateurii when in suspension.

[Fig. 5]

These results indicate that glycerol conversion with Gluconobacter strains could benefit
from strategies that include flow through configurations to continuously remove the

produced DHA minimizing inhibition.

Further strategies were studied to increase product formation while improving or
maintaining the costs of the process. The approach involved the permeabilization of
bacterial membrane. The biochemical pathway of DHA synthesis is mediated by a FAD
and  Pyrroloquinoline  quinone  (PQQ)-dependent membrane-bound  glycerol

dehydrogenase enzyme (GDH) that incompletely oxidizes glycerol to DHA and in turn



accumulates it outside the cell. However, the active site of the GDH has been described
to be oriented towards the periplasm (Khanna et al., 2012) and therefore, permeabilization
strategies might facilitate glycerol and DHA transport to and from the bacterial periplasm.
Resting cells of G. frateurii and G. oxydans were treated with EDTA and PEI, both well-
known gram-negative outer membrane permeabilizers (Canovas et al., 2005). EDTA is a
chelating agent that removes divalent cations interacting with lipopolysaccharides (LPS)
present in the outer membrane, while the polycationic nature of the polymer PEI provokes
an interaction with said LPS and causes a disruption of the outer membrane structure
(Vaara, 1992; Helander et al., 1997). No differences were observed for treated and non-
treated cells nor in rates or final productivities in the bioconversions which might imply
a poorly restricted transport of both glycerol and DHA through the outer bacterial

membrane of both strains.

Given the promising results obtained for the transformation of glycerol to DHA using
resting G. oxydans cells, further investigations were centered on process intensification

on this strain.

A series of transformations were carried out in which we simplified the composition of
the reaction media. Neither the KH2PO4 or K2HPO4, nor the MgSO4 proved necessary for
the conversion as even when crude glycerol was offered in water to the cells, the amount
of product obtained after 20 h did not vary (Figure S4). This is the first report on a resting

cell transformation of glycerol to DHA performed solely in water.

In order to expand the implementation prospect of this bioconversion at large scale, the
conversion was studied using regular water and a reduced amount of water without
varying the total amount of substrate in the reaction. Results demonstrate that there is no
need for the use of distilled water in the reaction and that a 50% decrease in the total

reaction volume did not affect the productivity of the conversion (Fig. 6). These results
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are of paramount importance in the light of a possible industrial application of this

transformation.

[Figure 6]

This work is the first report of G. frateurii transformation of pure and crude glycerol in
media-free conditions using resting cells. The results for GA production showed herein
reached lower levels of productivities than others reported in the literature (Habe et al.,
2010; Sato et al., 2014). However, DHA was comparatively produced in a less complex
media which would facilitate its further processing (Poljungreed and Boonyarattanakalin,

2018; Tanamool et al., 2018).

Apart from a sole report from Hu et al (Hu et al., 2011) where pure glycerol is
biotransformed by G. oxydans ZJB09113, reports on the use of resting cells of G. oxydans
starting form crude glycerol has not yet been explored. In the aforementioned work, a
productivity of 2.16 g/L.h was achieved for DHA using pure glycerol in a fed batch airlift
reactor. Herein, the productivity reached 1.91 g/L.h for pure glycerol and 2.07 g/L.h for
the unprecedented conversion of crude glycerol with resting cells of G. oxydans in water.
Moreover, an additional advantage of the conversions described in this work lays in the
amount of biocatalyst used in the reactions as it was 15 times less than that used by Hu et

al (0.67 g/L in this work compared to 10 g/L).

Maximum conversions for glycerol to DHA have been reported by Zhou et al in 2016
reaching productivities of 9.41 g/L.h using G. oxydans NL71 but again, using pure
glycerol and under growing conditions (Zhou et al., 2016). Future investigations will
focus on the use of alternate reactor configurations that may benefit the yields as in (Habe,

Shimada, Yakushi, et al., 2009) or (Sato et al., 2013).

11



In conclusion, efficient conversions of glycerol, both pure and crude, to DHA and GA
were demonstrated using resting cells of species of the genus Gluconobacter carried out
in simple media. Significant results were specially obtained when using biodiesel-derived
crude glycerol. Simplification of the reaction media and reduction of the total reaction
volumen, paves the way to an efficient implementation of glycerol transformation which
as any other bioprocess is often limited by the productivity of the conversion and costs of
downstream processing. These results demonstrate the feasibility of using media-free
biotransformation for a green, cleaner, and more economical revalorization of industrial

glycerol.

3. Experimental Procedures

3.1. Chemicals

All chemicals used were of analytical grade. Crude glycerol, product of the splitting
process (water < 12%, ashes < 7%, glycerol 70-80%, lipids < 1%, methanol < 5%,

chlorides < 3%) was donated by Alcoholes del Uruguay (ALUR).

3.2. Growth curve analysis

Freeze-dried strains of Gluconobacter frateurii NBRC 103465 and Gluconobacter
oxydans NBRC 14819 were obtained from the National Institute of Technology and
Evaluation (NITE) (Tokyo, Japan). 1 L flasks containing 250 mL of glycerol medium
(glycerol 100 g/L, peptone 9 g/L, yeast extract 1 g/L, KH2PO4 0.9 g/L, K:HPO40.1 g/L,
MgS04.7H20 1 g/L, pH 6.0) were inoculated with 250 pL of G. frateurii NBRC 103465
pre-culture (ODsoo nm Value of 3) or with 2.5 mL of G. oxydans NBRC 14819 pre-culture
(ODe0o nm value of 0.6) and incubated for 76 h at 30°C and 180 rpm. ODsgo nm Was

measured periodically and a correlation with dry cell weight (g/L) was established by

12



constructing a graphic model (ODeoo nm Vs dry cell weight). The protocol for dry cell

weight measurements was adapted from Black and Nair (Black and Nair, 2013).

3.3. Inoculum preparation for glycerol conversion

250 mL cultures were incubated at 30°C and 180 rpm. The volume needed to obtain a
required amount of dry weight of cells was then centrifuged for 15 minutes at 5,000 rpm.
The bacterial pellet was washed with 30 mM phosphate buffer (NaH2PO4 4.14 g/L,
K2HPO4 5.23 g/L, pH 7.0) to remove the growth medium and was centrifuged at 5,000

rpm for 15 minutes, discarding the supernatant.

3.4. Glycerol conversion to GA and DHA

All conversions of glycerol by resting cells were carried out in 30 mL volume of reaction
medium supplemented with pure or crude glycerol (glycerol 25-170 g/L, KH2PO4 0.9 g/L,
K2HPO4 0.1 g/L, MgS04.7H20 1 g/L, pH 3-8). Additional experiments were conducted
solely in water with no other supplement but for the substrate glycerol. The inoculum for
each reaction was 2 mg or 20 mg of dry cell weight. Conversion kinetics was elucidated
by taking samples at different time points during the reaction and analyzing them by

HPLC.

3.4.1. Conversions using resting cells from different growth stages

Cells were collected and washed as previously described when the cultures’ ODgoo nm
values reached 0.4, 1.0, 2.5 and 3.0 for early exponential, mid-exponential, late
exponential, and stationary phase, respectively. The reactions were carried out for 20 h in

duplicates, with 2 mg of dry cell weight and starting 50 g/L of glycerol.

3.4.2. Effect of initial pH in the conversion
Different initial pH values for the reaction media were evaluated (3.0, 4.0, 6.0, 7.0 and

8.0). Each reaction was inoculated with 2 mg of dry cell weight, obtained from a culture

13



with an ODeoonm Value of 1. The reactions were carried out for 50 h in duplicates, starting

from 50 g/L of glycerol.

3.4.3. Reuse of resting cells in the conversion of crude glycerol
Resting cells were reused up to 5 times after 20 h of reaction. Cells were harvested by

centrifugation and washed with 30 mM phosphate buffer before each use.

3.5. HPLC analysis

Each sample was centrifuged at 15,000 rpm for 15 minutes to remove the bacterial pellet.
The supernatant was dissolved 5 times in mQ water and filtered with a 0.22 um
polyvinylpyrrolidone (PVP) treated filter for HPLC analysis. Samples were analyzed
using a Shimadzu Nexera X2 HPLC (Kyoto, Japan), with a diode array detector. An
Aminex® HPX-87C 300 x 7.8 mm from Bio Rad (California, USA) was used with a 4 x
3.0 mm Carbo-H cartridge precolumn from Phenomenex (California, USA). 5 mM
sulfuric acid was used as the mobile phase. Detection was carried out at 70°C following
210 nm for GA, 271 nm for DHA and 190 nm for glycerol with a flow rate of 0.6 ml/min
for 20 minutes. Injection volume was 20 pl. Calibration curves were constructed for GA,
DHA and glycerol with solutions of 0.15, 0.30, 0.60, 1.25, 2.50, 5.00 and 10.00 g/L.

Samples were analyzed using Shimadzu’s LabSolutions software.
3.6.  NMR analysis

NMR data was acquired in a Bruker Avance Neo operating at a 1 H frequency of 400.13
MHz, using a spectral window of 6.25 KHz, a 90° pulse width of 14ps, acquisition time
of 3 seconds and a relaxation delay of 2 seconds. Water suppression was accomplished
through pre-saturation during the relaxation delay. Typically, 16 scans were acquired for

each sample. Raw FID data was processed using software package TopSpin 4.0.2 using
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an exponential window of 0.3 Hz and 65536 points. Samples were prepared by dissolving

50 pL of sample into 540 pL of D,O and were transferred to a 5 mm NMR tube.
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7. Figure legends

Fig. 1. Pure glycerol bioconversion with Gluconobacter strains. GA (&) and DHA (&)
production after 20 h by resting cells of G. frateurii (A) and G. oxydans (B) collected
during different growth stages. Kinetics of DHA and GA production from pure glycerol
with resting cells of G. frateurii (C) and G. oxydans (D). DHA (®), GA (H), pH (A).
Reactions were performed in 30 mL total volume at 30°C using 2 mg dry cell weight and

50 g/L initial glycerol concentration. Further conditions are described in Methods.

Fig. 2. DHA and GA production after 45 h starting from different glycerol concentrations.
G. frateurii (A), G. oxydans (B). % Conversion (dotted line), DHA (&), GA (2). Reactions
were performed in 30 mL total volume at 30°C using 20 mg dry cell weight. Further

conditions are described in Methods.

Fig.3. DHA and GA production after 45 h starting from crude and pure glycerol. A (G.
frateurii), B (G. oxydans). Products from pure glycerol (full line), products from crude

glycerol (dotted line). DHA (®), GA (m), glycerol (A).

Fig. 4. Reuses of resting cells of G. frateurii (A) and G. oxydans (B) in the conversion of
crude glycerol to DHA and GA. DHA (&), GA (&). Reactions were performed in 30 mL
total volume at 30°C using 20 mg dry cell weight. Each use cycle was after 20 h. Further

conditions are described in Methods.

Fig. 5. Fed-batch conversion of crude glycerol using resting cells of G. frateurii (A) and
G. oxydans (B). DHA (full line), Glycerol (dashed line), Glycerol applications (arrows)

were 25 g/L in (A) and 50 g/L in (B).

Fig. 6. DHA production intensification using G. oxydans as a catalyst. 1) Starting

conditions (glycerol 50 g/L, KH2PO4 0.9 g/L, K:HPO4 0.1 g/L, MgS0O4.7H20 1 g¢/L, pH

21



8 in distilled water, 2 mg of dry cell weight), 2) 10-fold inoculum increase (20 mg of dry
cell weight) conditions as in 1, 3) Reaction media without salts, 4) Use of regular water
as reaction media, 5) Decrease in final total volume (20 mg of dry cell weight, 100 g/L

glycerol in 15 mL regular water). All the reactions were performed at 30°C.
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Abstract: Industrial biocatalysis is playing a key role in the
development of the global bio-economy that must
change our current productive model to pair the socio-
economical development with the preservation of our al-
ready harmed planet. The exploitation of isolated multi-
enzyme systems and the discovery of novel biocatalytic
activities are leading us to manufacture chemicals that
were inaccessible through biological routes in the early
past. These endeavors have been grouped under the con-
cept of systems biocatalysis. However, by using isolated
biological machineries, fundamental features underlying
the protein confinement found inside the living cells are
missed. To re-gain these properties, such concepts can be
expanded to a new concept; heterogeneous systems bio-
catalysis. This new concept is based on the fabrication of
heterogeneous biocatalysts inspired by the spatial organi-
zation and compartmentalization that orchestrate meta-
bolic pathways within cells. By assembling biological ma-
chineries (including enzymes and cofactors) into artificial
solid chassis, one can fabricate self-sufficient and robust
cell-free systems able to catalyze orchestrated chemical
processes. Furthermore, the confinement of enzymes and
and “artificial cofactor” inside solid materials has also at-
tracted our attention because these self-sufficient systems
exert de novo and non-natural functionalities. Here, we
intend to go beyond immobilization of multi-enzyme sys-
tems, discussing only those enzymatic systems that have
been co-immobilized with their cofactor or exogenous
partners to enhance their cooperative action. In this arti-
cle, we review the latest architectures developed to fabri-
cate self-sufficient heterogeneous biocatalysts with appli-
cation in chemical manufacturing, biosensing or energy

production.
/

Introduction

Cell-free multi-enzyme systems are broadening the repertoire
of organic reactions that can be performed under mild condi-
tions with an exquisite selectivity in non physiological environ-
ments.”! This approach has been referred to as systems bioca-
talysis and seeks the simplest biology to make the most com-
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plex chemistry.” The use of isolated enzymes has also been

defined as cell-free metabolic engineering and emerges as an
alternative to the classical metabolic engineering in which
metabolic fluxes of the existing living cells must be re-adapted
and re-wired towards the production of a target chemical. Sys-
tems biocatalysis has been extended to fully artificial pathways
that occasionally include steps catalyzed by organometallics or
organocatalysts.”) The exploitation of in vitro or cell-free enzy-
matic pathways was last reviewed by many investigators dis-
cussing their advantages and drawbacks.>* The major limita-
tions of these systems are their solubility and low stability,
which make the downstream processing difficult and hamper
the re-usability of the biocatalysts for several operational
cycles.” Furthermore, the use of enzymes out from their cellu-
lar context may negatively impact the performance of multi-
enzyme systems because they lose the spatial organization of
metabolic pathways found in living cells.” The spatial organi-
zation enhances the catalytic coupling between the different
active sites that form the multi-enzyme systems as well as in-
creases the effective cofactor concentration in the vicinity of
the cofactor-dependent enzymes."”

Protein engineering and immobilization have been synergis-
tically employed to boost the enzyme kinetics of cell-free enzy-
matic cascades as well as to improve their performance under
industrial conditions that usually differ from physiological envi-
ronments (higher temperatures, organic media, drastic pH).”!
Using suitable immobilization chemistries and carrier architec-
tures in combination with properly engineered enzymes, cell-
free multi-enzyme systems can be spatially organized across
the micro/nanostructure of the solid materials.”! We have
named this strategy as heterogeneous systems biocatalysis;
this concept is inspired by natural organization of metabolic
pathways inside the living cells, in which multi-enzyme sys-
tems are often spatially distributed within the cellular chas-
sis.'” The first consequence of the heterogenization is that the
biological systems gain the capability to be re-utilized in sever-
al operational processes and the adaptability to be used either
in discontinuous or continuous operations.”’ Additionally,
enzyme immobilization is widely used to stabilize enzymes,
which contributes to improving the operational stability of the
resulting heterogeneous biocatalysts.®" However, the immo-
bilization itself does not guarantee the enzyme stabilization,
thus, both the type of carrier and the immobilization chemistry
must be carefully selected in the quest for maximum activity
and selectivity, and increasing the stability of the immobilized
enzymes.'"? Unfortunately, no immobilization protocol is uni-
versal and consequently the immobilization of one specific
enzyme is a trial-and-error exercise.

Alternatively, the in vitro use of cofactors or co-enzymes in
synergy with the enzymes broadens the chemical repertoire
accessible by biocatalytic methods." Likewise, the combina-
tion of enzymes and chemical co-catalysts has paved the way
to highly efficient chemo-enzymatic routes.” Based on the
possibilities offered by the enzyme immobilization, biological
systems including enzymes and cofactors—both natural and
artificial ones—can be integrated into solid material to fabri-
cate self-sufficient heterogeneous biocatalysts that act as artifi-

© 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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cial metabolic cells capable of performing complex cascade re-
actions in one-pot. These systems are self-sufficient because
they only need to be exogenously supplemented with the sub-
strates; all the active elements are incorporated into the solid
phase facilitating their reutilization during sequential opera-
tional cycles (Figure 1).

SOLUBLE SYSTEM

 High cofactor accessibility
o Low stability

e No transport issues

® Disposable

® No substrate channelling
* No compartmentalization

[P]

*

SELF-SUFFICIENT
HETEROGENEOUS BIOCATALYSTS

® Limited cofactor accessibility
* High stability

e Transportissues

® Reusable

® Substrate channelling

e Compartmentalization

[S]

Figure 1. Overview of self-sufficient heterogeneous biocatalysts composed
of three enzymes and one cofactor (star). In the boxes, the main features of
this concept are highlighted and compared to the conventional multi-
enzyme systems in solution.

To this aim, the immobilized cofactors must be catalytically
active and accessible for the immobilized enzymes, and they
also need to remain confined in the solid phase to prevent
their lixiviation to the bulk (Figure 1). These systems harness
the simplicity of the isolated multi-enzyme systems and the ro-
bustness and the efficiency of the whole cells. An optimal co-
immobilization of multi-enzyme systems on solid materials can
protect both enzymes and cofactor from inactivation, and spa-
tially organize them to channel the chemical fluxes towards
the desired pathway (Figure 1). The benefits of substrate and
intermediate channeling on systems efficiency by using immo-
bilized multi-enzyme systems has been widely reviewed during
the last decade.”' Another advantage of co-immobilizing en-
zymes and cofactors like metal catalysts is the physical com-
partmentalization of these two elements. Enzymes and chemi-
cal catalysts like Cu, Pd or Ru in solution are sometimes incom-
patible because the former can be inhibited by the latter, and
the latter poisoned by the former” In this scenario, the
chemo-enzymatic routes fail catalyzing concurrent chemical re-
actions in one-pot. The coupling of Wacker oxidation catalyzed
by Cul with an asymmetric bioreduction catalyzed by a NADPH
dependent ketoreductase is a clear example of such incompat-
ibility. As solution, the metal catalyst was macroscopically com-
partmentalized in polymeric thimbles as semi-permeable reser-
voirs that avoid the contact between the enzyme and the Cu.
This system makes it possible to concurrently catalyze two in-
compatible reactions in one-pot.'*?

Nevertheless, the co-immobilization of several enzymes and
cofactor faces several challenges to fabricate robust self-suffi-
cient heterogeneous biocatalysts. Hence, the co-immobilization
of different enzymes and cofactors must guarantee an optimal
system coordination in terms of selectivity, activity, and stabili-
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ty."¥ These properties must be tuned to avoid unproductive
reaction cascades or premature system inactivation. For exam-
ple, the stability of both cofactors and enzymes should be sim-
ilar to avoid premature inactivation of any functional element
that would reduce the product yield after short operational
times. Considering that the fabrication of self-sufficient hetero-
geneous biocatalysts in which all enzymes and cofactors show
the same operational stability is a very hard task. The selective
elution and re-loading of the less stable component (enzyme
or cofactor) greatly facilitate the coordination of the system.
This scenario is only possible if the less stable elements are im-
mobilized through specific and reversible interactions."”

In this concept article, we review the different methodolo-
gies to fabricate self-sufficient heterogeneous biocatalysts that
work as a system in many different applications. We provide
examples in which enzymes and co-enzymes, co-catalysts or
prostetic groups are integrated into the same solid-phase to
perform the chemical processes without exogenously adding
any other reactant rather than the reaction substrates.

Modification of Cofactors and Enzymes with
Polymers

Due to the much smaller size of the cofactors compared to the
enzymes, the retention of these two biomolecules for their si-
multaneous re-utilization is highly challenging. Thus, the cofac-
tor conjugation with bulky polymers has been previously ap-
proached to enable the retention of both cofactor and en-
zymes in ultra-filtration membrane reactors (Figure 2). The
modification of redox cofactors NAD(P)H and NAD(P)* with
polymers has been widely reported since the 1970s."® Tether-
ing the polymers to position N6 of the adenine ring of NADH
seems to retain higher biological activity than chemical modifi-
cations at other positions, likely because polymeric cofactor
still has sufficicent access to the enzyme active site."” A ple-
thora of alcohol dehydrogenases (ADHs) are able to utilize
these polymeric redox cofactors for the synthesis of different
chemicals.l'®"

SUBSTRATE ox;

N

| POl-NAD(P)H | | Pol-NAD(P)*

KE >

Ultrafiltration |~

Membrane

X

PRODUCTrep

Figure 2. Scheme of an ultrafiltration membrane reactor for the continuous
production of chemicals catalyzed by soluble enzymes and polymeric cofac-
tors (Pol-NAD(P) */H).
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Other cofactor such as redox mediators have also been
anchored to polymers for water decontamination processes
catalyzed by lacasses in membrane reactors. The retention and
regeneration of the mediator and enzyme allows for the use of
a lower concentration of mediator that avoids the laccase inac-
tivation® and the process stream contamination during water
decolorization processes.”” Therefore, the membrane reactor
trapping enzymes and cofactors is a macroscopic example of a
self-sufficient biocatalyst although enzymes, cofactor, and sub-
strate are all in a homogeneous phase. For this reason their
separation requires highly energy-demanding systems such as
ultrafiltration membranes.

Covalent Tethering of Cofactors to Immobi-
lized Enzymes

The structure of the cofactor-dependent enzymes can be di-
rectly modified with the corresponding cofactors to perma-
nently locate the cofactor in the vicinity of the active site. In a
pioneering work, NADH-ADH complex was immobilized on
agarose porous beads activated with cyanogens bromide
groups in which both enzyme and cofactor were irreversibly
anchored to the solid surface, stabilizing the cofactor-enzyme
complex.”? Similarly, FAD", NADH, and pyrrolo-quinolino qui-
nine (PQQ) were covalently anchored to planar surfaces and
beads to covalently attach apo-enzymes. The sugar group of
these cofactors was chemically aminated to assure their bio-
logical activity after covalently tethering them to the solid sur-
faces.”® Glucose oxidase and Bayer-Villiger monooxygenase
are two examples in which the immobilized cofactor-enzyme
covalent complexes can be re-utilized for several operational
cycles.” This idea was extended to self-powered biofuel cell-
based biosensors for detection of glucose and lactate.”®

Other cofactor independent enzymes have been functional-
ized with artificial cofactors or co-catalysts. These non-biologi-
cal molecules (i.e., organometallics complexes) add non-natural
functionalities to the enzymes to catalyze chemo-enzymatic
routes. To achieve an optimal interplay of the enzyme and the
artificial cofactor, the latter must be selectively anchored to
the enzyme active site. The site-selective anchoring of the arti-
ficial cofactor requires protein engineering tools that introduce
a specific residue (i.e., cysteine) at the active center of the
enzyme, allowing a selective reaction between the artificial
group and the protein structure. The insertion of synthetic
molecules into the active sites seeks to expand the catalytic
properties of the enzymes and their uses thereof. Particularly,
the lipase 2 from Geobacillus thermocatenolatus has been im-
mobilized on several porous carriers and its active site has
been covalently and selectively modified with different pros-
thetic groups that alter the lipase properties such as the activi-
ty and substrate selectivity.”” This enzyme was immobilized on
porous agarose beads activated with butyl groups and further
covalently modified with a copper complex to carry out a
tandem reaction in which the enzyme catalyzes the hydrolysis
of a nitroarene esters (colorless) to the corresponding 4-nitro-
phenol (yellow color) that is subsequently reduced by the
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#¢ Natural catalytic site (114) ¥ Adificial catalytic site (196)

Figure 3. Immobilized lipase 2 from Geobacillus thermocatenolatus (GTL2) se-
lectively conjugated with a copper complex (1) and its application in cas-
cade reactions. The yellow star represents the catalytic serine of the lipase
(position 114), and the orange star represents the lipase cysteine (posi-

tion 196) in which the metal complex is tethered. Reproduced from ref. [26]
with permission of The Royal Society of Chemistry.

metal cofactor to the corresponding aminoarene (colorless)?®

(Figure 3).

These examples highlight the possibilities to integrate differ-
ent catalytic reactions in the environment of the active sites.
This fact is particularly important for cascade reactions in
which the intermediates are highly labile and need to be rapid-
ly converted into the next product. Expanding this approach
to more complex organometallic complexes, we can gain
access to more sophisticated chemo-enzymatic routes in solid-
phase.

Irreversible Co-Immobilization of Cofactor and
Enzymes on Solid Materials

Cofactors and enzymes can be co-immobilized on a pre-exist-
ing carrier in an irreversible manner, which prevents the cofac-
tor lixiviation during the operational performance. Unlike co-
factor conjugated with polymers, the immobilization of cofac-
tors on solid particles offers a higher versatility for their inte-
gration into different reactor designs (stirred tank, plug-flow,
be-packed reactors). However, this approach normally fails in
those systems in which cofactors must be regenerated by aux-
iliary enzymes. As a solution, several ADHs and NADH were ir-
reversibly attached to polymeric beds anchored to the surface
of the solid materials. This strategy endows the cofactor with
enough flexibility to reach the active sites, making the enzyme
reaction possible, although with low cofactor total turnover
numbers.”” The recycling efficiency has been improved by pre-
cisely designing the molecular distances between the enzymes
and the cofactors that are irreversibly tethered to non-porous
surfaces through flexible linkers conjugated to topologically
programmed DNA scaffolds.”® In a different approach, ADHs
and NADH were separately and irreversibly immobilized on
non-porous polystyrene nanoparticles®” in which the cofactor
regeneration took place due to particle collisions driven by
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Brownian motions. The cofactor recycling efficiency of this
system was further increased by using superparamagnetic
nanoparticles under moderate alternating magnetic field. The
magnetic field increases the particle motion, which in conse-
quence increases the reaction rate and the recycling efficiency
of the cofactor.®”

The concept of self-sufficient heterogeneous biocatalysts in
which all their components are irreversibly attached to the
solid surface has also been exploited for chemo-enzymatic
routes to access more complex and enantiopure chemicals.
Here the cofactor, which is fully artificial, acts a chemical co-
catalyst; then enzyme and cofactor operate independently.
This approach avoids the frequent enzyme inhibition/inactiva-
tion caused by the chemical catalyst and vice versa. The
enzyme and the chemical catalyst can be immobilized on two
different carriers®” or co-immobilized on the same one. The
latter case has been much less exploited than the former one,
being the most remarkable example of highly efficient dynam-
ic kinetic resolution (DKR) of amine groups performed by a
self-sufficient heterogeneous system that co-immobilizes palla-
dium nanoparticles and lipase B from Candida antartica on sila-
naceous mesocellular foams®? (Figure 4). The enzyme is cova-
lently attached to the silica surface through glutaraldehyde
chemistry, whereas the Pd nanoparticles are anchored to the
amino groups grafted in the silica. Within the same cavity, the
lipase catalyzes the enantioselective amidation of the amine,
whereas Pd nanoparticles are able to racemize the amine to
accomplish the DKR. This hybrid heterogeneous catalyst yield-
ed 100% of the enantiopure amide (ee>99%) starting from
the corresponding racemic amine under water-free toluene at
70°C. Under these conditions, the catalytic systems could only
be satisfactorily reutilized three times due to the enzyme inac-
tivation along the operational performance. The authors of this
work suggest that the biocatalyst inactivation is due to the
enzyme denaturation triggered by the polarity of the solid sur-

NH,
Eh (rac)

Figure 4. Self-sufficient heterogenous biocatalysts for the dynamic kinetic

resolution of primary amines. Lipase from Candida antarctica lipase B and a

nanopalladium species are co-immobilized on mesoporous silica. Repro-

duced from ref. [32] with permission from Wiley.
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face, but the drastic conditions of the process (high tempera-
ture and high solvent concentration) can also contribute to
the enzyme denaturation.

Light-driven water splitting for energy production is a recent
interesting application of biological complexes irreversibly im-
mobilized on solid surfaces. Different cell-free components of
the photosystem | and Il have been immobilized on different
photovoltaic devices to mimic sun-driven water oxidation ac-
complished by natural photosynthesis.®® In a recent example,
a non-photosynthetic glycosylated enzyme, the lacasse from
Trametes hisurta, has been irreversibly immobilized on fluori-
nated tin oxide electrodes doped with In,S; and functionalized
with amino-aryl groups.?¥ In this system, the laccase is able to
oxidize the water to produce electricity at very low applied po-
tential under sun illumination. The proximity between the lac-
case and the inorganic artificial cofactor (In,S; particles) ena-
bles the light-driven water splitting reaction with catalytic con-
stants similar to the best systems reported for photobioelectri-
cal systems® (Figure 5).

2 0H

0,+2H"+4de-

Figure 5. Co-immobilization of laccasse from Trametes hisurta and In,S; clus-
ters on electrode surfaces (fluorinated tin oxide, FTO) as self-sufficient heter-
ogeneous biocatalysts for light-driven water oxidation. The cooper cluster of
the laccasse transfers the FTO electrode from the water through the In,S;
clusters activated by the light-producing molecular oxygen as product. Re-
printed with permission from ref. [34], Copyright 2017 American Chemical
Society.

The irreversible immobilization of enzymes and cofactors,
both natural and artificial ones, on solid carriers can accom-
plish a plethora of functions from synthetic chemistry to
energy production. The major advantage of this approach is
that both enzyme and cofactor hardly release to the reaction
media because they are irreversibly linked to the solid surfaces.
However, the whole heterogeneous biocatalysts must be dis-
carded when either the cofactor or the enzymes become inac-
tive during the operational process, because the inactive ele-
ment cannot be selectively removed from the solid phase. Fur-
thermore, the covalent modification of the cofactors to estab-
lish irreversible bonds with the surface may negatively affect
their biological activity, lowering the system efficiency. This is
especially dramatic for the cofactors utilized by alcohol dehy-
drogenases in redox reactions.

© 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Dynamic lonic Immobilization of Cofactors on
Porous Particles Containing Covalently
Attached Enzymes

As we have described throughout this article, cofactors, partic-
ularly redox cofactors, and enzymes have been co-immobilized
on a broad variety of solid materials, giving rise to self-suffi-
cient heterogeneous biocatalysts that do not require an exoge-
nous cofactor supply during the reaction.['7>2822931d36 |5 the
context of chemical manufacturing, one of the most promising
approaches is the electrostatic adsorption of cofactors and en-
zymes to solid and porous micrometric particles®'**® to avoid
the cofactor chemical modification and facilitate the catalysts
recovery and downstream processing. These solid materials are
modified with positively charged groups that can ionically in-
teract with the negative charges of phosphorylated cofactors.
As a result, the cofactor is physically adsorbed using an associ-
ation/dissociation equilibrium within the porous environment,
having some cofactor molecules bound to the solid materials,
whereas others can be freely moving within the intraporous
space.®” Remarkably, 15 out 29 natural cofactors contain phos-
phate groups, which theoretically makes this strategy useful
for many biotransformations catalyzed by cofactor-dependent
enzymes such transaminases, kinases, dehydrogenases, sulfo-
transferases, flavo-enzymes, ligases, etc. This strategy has suc-
ceeded for asymmetric reductions catalyzed by ketoreductases
in organic media, but fails in buffered media due to the lixivia-
tion of both NADH and enzymes.®'®3%*! |n this scenario, the
association/dissociation equilibrium makes the cofactor acces-
sible for the immobilized enzyme, but simultaneously, may
cause the cofactor lixiviation to the reaction bulk. A similar be-
havior was observed for the non-ionic co-absorption of PLP
(pyridoxal-5-phosphate) and E.coli cells harboring a R-selective
w-tramsaminase on a polymethacrylic porous bead.*® In a
recent work, a versatile and simple architecture has been de-
signed for the fabrication of self-sufficient heterogeneous bio-
catalysts based on commercial porous carriers coated with
polyethyleneimine (PEl). In this architecture, enzymes and PEI
are irreversibly bound to the agarose microbeads, whereas the
cofactors (NAD*, PLP or FAD") are ionically absorbed to the
polymeric bed; the enzymes are completely surrounded by the
cofactor molecules'’® (Figure 6).

Single-particle experiments demonstrate that the immobi-
lized enzymes are catalytically active and the immobilized co-
factors are catalytically available and retained in the solid
phase under operando conditions. In the light of these experi-
mental evidences, it is proposed that the confinement of the
association/dissociation equilibrium inside the nanometric
pores creates a temporary pool of dissociated cofactor mole-
cules that is long enough to reach the enzyme active sites but
too short to leave the porous microbeads. This scenario may
explain the simultaneous availability of the immobilized cofac-
tor that keeps the immobilized enzymes active and avoids the
cofactor lixiviation. As a result, this self-sufficient heterogene-
ous biocatalyst retained 100% of its initial activity after four
batch cycles and continuously operated at its maximum per-
formance for more than 92 hours without exogenous addition
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y Self-Sufficient heterogeneous biocatalyst

Figure 6. Self-sufficient heterogeneous multi-functional biocatalyst with ca-
pability to perform bio-redox cascade without exogenous addition of
NADH."7? Enzyme 1 (brown) is an NADH-alcohol dehydrogenase that cata-
lyzes the asymmetric reduction of ketones. This enzyme is covalently at-
tached to the porous surface. Enzyme 2 (red circle) is a NAD "-formate dehy-
drogenase that transforms formic acid into CO, and is covalently anchored
to a polyethileneimine (PEI) bed (black fibers with positive charges in blue).
The cofactor (green diamond) is ionically absorbed to the PEI bed and shut-
tles from enzyme 1 to 2 for its regeneration.

of NAD", recycling each molecule of immobilized cofactor
80 times. Another important feature of this architecture is the
selective elution (high NaCl concentration) and re-loading (low
NaCl concentration) of NADH once it is inactivated; this fact
extends the useful life-time of the immobilized enzymes and
the carrier. A similar strategy was also successfully applied for
the co-immobilization of w-transaminase and PLP. The design
of architectures that guarantee an irreversible attachment of
enzymes to the solid phase and facilitate the dynamism of the
cofactors across the porous structure will so far enhance the
global kinetics of biocatalytic systems. This concept can be
readily extended to more complex systems in which several
cofactors, either natural or artificial, are needed.

Entrapping Strategies for Multi-Enzyme and
Cofactor Immobilization.

As an ever-growing field in material science, in situ formation
of composites stands out as an advantageous approach for
the integration of enzyme molecules, cofactors and/or other
organic/inorganic molecules that may assist in the catalysis or
stability of heterogeneous biocatalysts. Entrapment strategies
have long proved advantageous in the stabilization of all kind
of enzymes as most of the methodologies are carried out at
ambient conditions in a fast and simple manner, compatible
with enzymatic biological activity.*? Moreover, this immobiliza-
tion approach prevents subunit dissociation in multimeric en-
zymes, increasing their stability and allows intimate crosstalk
between co-immobilized cooperating enzymes. Considering
that the methodology for encapsulation implies the mixture of
the molecules that include the reagents for heterogeneization,
any molecule in the mixture becomes entrapped after forma-
tion of the particles. It is therefore simple to include any cofac-
tor or co-catalyst as additives in the immobilization process.

As described above for other heterogeneization strategies,
covalent attachment of cofactors is key for preventing leakage
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in entrapment strategies, thus increasing the operational sta-
bility of the immobilized biocatalyst. Chemical bonding of
NAD™ to silica precursors has allowed the preparation of more
stable sol-gel films and durable bioelectrocatalytic responses
when coupling a dehydrogenase and diaphorase for the bio-
sensing of sorbitol.”” Furthermore, in the same work, a ferro-
cene derivatized poly(etheleneimine) (PEI) was used as a redox
mediator to improve the operation of diaphorase in the regen-
eration of the cofactor. The response was three times more in-
tense compared to that when the mediator was added in solu-
tion and preserved 70% of activity after 14 hours of continu-
ous use under hydrodynamic conditions.

In addition, using mediators to tunnel electrons to electric
responsive surfaces have been determinant in the sensibility of
enzyme-based biosensors and used with a number of entrap-
ped coupled biocatalysts.*” With a further elaborated ap-
proach, mediators have been immobilized on the surface of
conducting gold nanoparticles that were then entrapped with
an enzymatic system to detect p-sorbitol through NADH oxida-
tion. The strategy addressed the problem of the insulating
properties of the silica matrix and facilitated the participation
of the entrapped enzymes on the catalysis. The mediator func-
tionalized entrapped gold nanoparticles proved to boost the
generation of the catalytic current transferred from sol-gel thin
films containing enzymes to flat surfaces or nanoparticles of
gold. Moreover, integration of other molecules or materials
that a priori are not necessarily cofactors or prostethic groups
have proven to enhance the activity of biocatalysts.”*”

Despite the advances on in situ immobilization of enzyme
systems and aiding catalytic molecules in biosensing, funda-
mental progress has been made in the entrapment of multiple
components to mimick metabolic cascades. A recent example
demonstrated the feasibility of entrapping an artificial photo-
synthesis system by incorporating the photo-regeneration of
NADH with the cascade reduction of CO, to methanol™ in
aqueous media. The system included the reduction of CO, to
methanol by the sequential action of formate, formaldehyde,
and alcohol dehydrogenases. The photoregeneration system
comprises an electron mediator and a photosensitizer that
drive the NADH recycling under visible-light irradiation. The
combination of co-axial electrospinning and layer-by-layer self-
assembly allowed the spatially and precisely controlled ar-
rangement of the multiple functional components involved in
both the biocatalysis and photocatalysis. The hollow fiber
housed the four dehydrogenases and NADH, whereas the
outer layer-by-layer covering the hollow fiber contained the
mediator and a photosensitizer (Figure 7). A similar architec-
ture also worked for the methanol production by alternatively
using an enzymatic regeneration system.**¥ A careful design
of the immobilized preparation improved the reaction thermo-
dynamics and the final equilibration of the reaction was sub-
stantially shifted towards the synthesis of methanol (Figure 7).

This work opened up new avenues in the development of
heterogeneous catalysts complex systems, demonstrating not
only the efficient conversion of CO, into methanol but also the
necessity of crowding and spatial organization to improve the
system efficiency. Using a similar strategy, glucose oxidase and
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Figure 7. Preparation of polyelectrolyte-doped hollow nanofibers and inte-
gration of biocatalyzed artificial photosynthesis system for solar-energy-
driven conversion of CO, to methanol. Three different dehydrogenases
(ADH, FalDH and FateOH) and the NADH are co-entrapped into the hollow,
whereas the photosensitizer (eosin-Y, EY) and the mediator (M) are absorbed
outer layers of the fiber. EY absorbs the light to reduce the mediator. Finally,
the reduced mediator regenerates the pool of NADH consumed during the
biotransformation. Reproduced from ref. [43] with permission of Wiley.

lipase from Candida antartica B have been entrapped into
hollow nanofibers to catalyze the epoxidation of oleic acid in a
bi-phasic system with an in situ H,0, supply.* The use of
nanofibers has also been exploited for glucose sensing incor-
porating the required enzymes and mediator.”*’

To similar aims, different strategies have been developed to
entrap more complex biological machineries into liposomes
and hydrogels such as cell-free protein synthesis systems."*®
The approach may be integrated with other complex designs
that allow the preparation of heterogeneous artificial cells with
integrated metabolic circuits. Finally, we remark self-regulation
as a novel feature of these systems. Recently, urease has been
entrapped into a pH-responsive and fluorescent sol-gel to
keep the system out-of-equilibrium by continuously consum-
ing chemical energy.””’ This innovative approach paves the
way to the fabrication of self-sufficient and self-regulated artifi-
cial cells.

Conclusions

In this concept, we have discussed a variety of self-sufficient
heterogeneous biocatalysts with applications in fine, environ-
mental and analytical chemistries. The latest advances in mate-
rial sciences are opening unexplored paths to heterogenize
more complex multi-enzyme systems. The integration of en-
zymes and cofactors (both natural and artificial ones) into
solid-materials results in self-sufficient systems capable of cata-
lyzing a large repertoire of cascade reactions. Furthermore, the
heterogeneous nature of these systems enables their re-utiliza-
tion during several operational cycles as well as their integra-
tion into flow-systems for process intensification. The examples
discussed here demonstrate that the architectural design of
the self-sufficient heterogeneous biocatalyst is fundamental to
tune their properties. Optimal designs have enabled the con-

© 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim


http://www.chemeurj.org

.@2 ChemPubSoc
x Europe

trol of the localization and confinement of multi-enzyme as-
semblies into the microstructure of the solid materials, mimick-
ing the spatial organization and the molecular crowding found
in living cells. These two features favor the channeling of the
chemical fluxes from the substrates to the products through
the enzyme pathway, increasing the global catalytic efficiency
of the cascade reactions. The concept of a self-sufficient heter-
ogeneous biocatalyst suggests the integration of more com-
plex natural and semi-synthetic metabolic circuits, in which
chemical and biological catalysts can work together under the
same working conditions.

In summary, the concept of self-sufficient heterogeneous
biocatalysis has revealed its potential as a driving force to
boost different areas such as chemical biomanufacturing, bio-
sensing, bioremediation, and bioenergy. All these areas are the
foundations of the emerging bio-economy that must replace,
or at least complement, the fossil-based economy that is cur-
rently dominating the economical development of our society.
Future advances in this concept aided by protein engineering
and material sciences can consolidate cell-free systems as a
real alternative to whole-cell biotransformations in a diversity
of biotechnology applications.
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L- lactate dehydrogenase (LDH) catalyzes the conversion of pyruvate to L-lactate using NADH as a cofac-
tor. In this work, we have optimized the immobilization of LDH from rabbit muscle in glyoxyl-agarose to
have an active and stable preparation which is able to synthesize L-lactic acid. Optimization of various
parameters during immobilization allowed the preparation of an active and highly stable immobilized
derivative of LDH. A 90.1% immobilization and 72.0% yield was achieved using 300 mM trehalose during
the immobilization process. Thermal stabilization factors attained for the immobilized LDH were 1600
times greater as compared to its soluble counterpart. The immobilized preparation was also stabilized
against ethanol where it recovered 75% of its initial activity after 48 h while the soluble enzyme was
completely inactivated after only 10 min under the same conditions. The enzyme activity profile versus
pH and temperature showed a wider range for the immobilized preparation as compared to the soluble
enzyme, whilst maintaining optimal values. Production of L-lactic acid was achieved in a batch reac-
tor with the immobilized LDH and this preparation resisted 15 reuses without the loss of activity. We
believe that the immobilization strategy optimized here broadened the possibilities of utilizing LDH for

Keywords:
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Glyoxyl-agarose

L-lactic acid

biocatalytic applications.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Dehydrogenases are a class of enzymes that find applications
as biocatalysts in enantioselective biotransformations, biosensing,
and as cofactor regeneration systems [1-3]. Their success in the
in vitro production of various chiral compounds such as unnatu-
ral chiral amino acids, alcohol, and hydroxyl acids have stimulated
investigations on their discovery, recombinant production, and sta-
bilization [4]. In particular, L-lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.27,
LDH) has been exploited in the asymmetric reduction of pyruvate
to yield the enantiopure L-lactic acid in the context of micro-
bial factories [5,6]. This NAD*-dependent oxidoreductase is highly
stereospecific. However, it has been scarcely utilized in its isolated
form for the production of L-lactic acid. To the best of our knowl-
edge the only report on this application has been presented by Liu
etal. [7].

* Corresponding authors.
E-mail addresses: jmguisan@icp.csic.es (J.M. Guisan), betancor@ort.edu.uy
(L. Betancor).

http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2016.06.001
1359-5113/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

An estimated worldwide demand for lactic acid of 130 000-150
000 tons per year and the ever growing demand of its pure enan-
tiomer L-lactic acid, is fuelling improvements in the conventional
fermentative and chemical lactic acid production processes for
more efficient and sustainable methods [8]. Polymers of L-lactic
acid have high optical purity and provide polylactic acids with
high crystallinity and a high melting point which are used in
food packaging, textiles, and biomedical devices [9]. The synthe-
sis of the pure L-enantiomer is generally achieved by microbial
fermentation. However, these processes often require costly and
time consuming downstream processing which could be avoided
through enzymatic synthesis [10]. For instance, a recent report on
the preparation of L-lactic acid using Bacillus coagulans requires
nine different downstream processing technologies to obtain the
pure product [11]. The use of immobilized enzymes could have a
dramatic impact on the downstream processing by obtaining pure
L-lactic acid in only one step with the possibility of reutilizing the
biocatalyst. Both advantages have a direct influence on the overall
cost of the process.

However, enzymes are labile, a property that usually ham-
pers in vitro studies, let alone their industrial utilization. Stability
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of enzymes is strongly dependent of their quaternary structure
[12,13]. LDH is a 140KDa tetrameric enzyme with monomers
related by two perpendicular axes. Structural analyses have
revealed that LDH tetramers can be treated as a dimer of dimers, due
to differential chemical crosstalk between the monomers [14]. The
architecture of the enzyme structure should be taken into consider-
ation when addressing the stabilization of enzymes, as inactivation
mechanisms for multimeric enzymes usually start by subunit dis-
sociation [13,16,17].

The issue of enzyme stability has been tackled by many scientists
with approaches that range from molecular biology to physico-
chemical strategies, enabling the preservation of enzyme activity
over time [18-21].

Enzyme immobilization is generally adopted as means to
improve enzyme stability to meet industrial requirements. Apart
from gaining stability, attachment of an enzyme to a support
attracts attention as a strategy that also allows the reuse of the
biocatalyst and facilitates the product separation of reaction mix-
tures [22,23]. Furthermore, it could improve the enzyme properties
such as specificity or reduction of inhibitory effects [24].

The availability of enzymes with potential to replace conven-
tional synthetic routes has encouraged the development of new
strategies for enzyme immobilization [25-28]. However, enzyme
immobilization lacks universality. Literature offers a great variety
of physico-chemical tools to immobilize enzymes on solid surfaces,
but each tool needs to be adapted accordingly [23]. In fact, many
methods of immobilization cause significant structural deforma-
tion of an enzyme (leading to reduction in activity and stability)
while contrarily stabilizing others [29]. Among the parameters
affecting activity and stability in immobilized enzymes, the inten-
sity of the interaction between the enzyme and the support plays
a key role in the immobilization results [13,30]. Several previous
studies have shown that a high number of enzyme/support linkages
improve the enzyme structure rigidity which leads to increased
stabilities towards inactivating factors (i.e. temperature, organic
solvents, pH) [31,32]. Nevertheless, very strong interactions may
impose structural constraints that lead to enzyme inactivation.

Glyoxyl-agarose has been used in the past for the immo-
bilization and stabilization of a significant variety of enzymes,
specifically, for multimeric enzymes as in the case of LDH [31,33].
It is an aldehyde functionalized support that reacts with deproto-
nated amino groups on the surface of the proteins. This implies
that the conditions for immobilization should include a pH above
pH 10 for deprotonation of amino groups from Lys residues (pKa
9.2). As most proteins expose a high number of the amine con-
taining amino acid Lys on their surfaces, enzymes are immobilized
on glyoxyl-agarose in a multipoint manner [34,35]. The reaction
between aldehydes from the support and amines from the protein
results in the formation of Schiffis bases which needs to be reduced
to form a covalent linkage. This reduction step is crucial for the for-
mation of a stable protein-support interaction but may affect the
biological activity of the protein.

In this work, we aim to prepare an active and very stable immo-
bilized derivative of L-LDH from rabbit muscle on glyoxyl-agarose.
Our approach will include the fine tuning of the immobilization by
controlling different parameters such as temperature, immobiliza-
tion time, and presence of additives to achieve maximum activity
and stability, furthermore, the evaluation of its operational stability
in the conversion of pyruvate to L-lactic acid.

2. Materials and methods
L-lactate dehydrogenase from rabbit muscle Type Il in ammo-

nium sulfate suspension 800-1200 units/mg (LDH), formate
dehydrogenase (FDH) from Candida boidinii, Polyethylenimine (PEI)

(Mw 1300), molecular weight marker, pyruvate and lactic acid
standards for HPLC analysis, sepharose 6BCL, and polyethylene gly-
col (PEG) were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Tetramethyl
orthosilicate (TMOS) and trehalose were from MERCK (Whitehouse
Station, NJ). Dibasic sodium phosphate and sodium acetate were
from Biopack (Buenos Aires, Argentina). Sodium dodecyl sulfate
(SDS) was from AppliChem (Darmstadt, Germany). All other chem-
icals used were analytical grade reagents.

2.1. Determination of protein concentration

Protein concentration was determined by Bicinchoninic Acid Kit
for Protein Determination [36] using the protocol recommended by
the manufacturer with bovine serum albumin as a standard.

2.2. Determination of LDH enzyme activity

LDH activity from rabbit muscle was measured spectrophoto-
metrically in a 2.5 mL reaction with pyruvate (0.8 mM) and NADH
(0.2 mM)in sodium phosphate buffer (0.025 M, pH7.0) at 25°C.LDH
solution (0.05 mL, 0.15 mg mL~!) was then added. The solution was
measured at 340 nm (eM=6220M~' m~1) over 3 min.

Formate Dehydrogenase activity was measured spectrophoto-
metrically ina 2 mLreaction with 0.1 M formic acid and 5 mM NAD*
sodium phosphate buffer (0.025 M, pH 7.0) at 25°C. FDH solution
(0.05mL, 0.02mgmL-1) was then added. The solution was mea-
sured at 340nm (eM=6220M~!1cm~1) over 2min. One enzyme
unit (IU) was defined as the amount of enzyme able to consume
1 pmol of substrate per minute in the above defined conditions.

2.3. Soluble LDH stability at pH 10.0

A solution of LDH (0.015 mg/mL) was incubated for 15 min in
0.1 M sodium bicarbonate pH 10.0 with each of the following solu-
tions: 75,150,300 mM of trehalose, 0.1 mM NADH, 10 mM pyruvate
and 5% PEG. Activity was measured at the beginning and end of
experiment. Percentage of the remaining activity after 15 min was
calculated to determine the stability of the enzyme.

2.4. Preparation of glyoxyl-agarose

Glyoxyl-agarose support was prepared as previously described
in Guisan [37]. The concentration of glyoxyl groups was controlled
by the addition of sodium periodate (each mol of this reactive gen-
erates one mol of glyoxyl groups).

2.5. Immobilization of LDH on glyoxyl-agarose

Immobilization was carried out by adding 1g of support to a
10 mL solution of LDH (0.15 mg of soluble LDH in 0.1 M sodium
bicarbonate pH 10.0) with each of the following solutions: 75, 150,
300 mM of trehalose, 0.1 mM NADH, 10 mM pyruvate and 5% PEG
for 15min at 24°C. The incubation for the immobilized prepara-
tion with 300 mM of trehalose was also assayed for 16 h at 24°C
and 16 h at4°C. In all cases the derivative was reduced over 30 min
with sodium borohydride (1 mg/mL). The immobilized prepara-
tion which was incubated at 15min at 24°C was alternatively
reduced witha 0.1 mg/mLsodium borohydride solution in a volume
of 100 mL of 0.1 M sodium bicarbonate pH 10.0. All immobilized
preparations were washed twice with 25 mM sodium phosphate
buffer, pH 7.0.

Co-immobilization of LDH and formate dehydrogenase (FDH)
was performed by adding 1 g of support to a 10 mL solution of FDH
(0.2 mg of soluble FDH in 0.1 M sodium bicarbonate pH 10.0) at
4°C for 1.5 h followed by 45 min at 24 °C. The solution was filtered
and 10 mL of a solution of LDH was added (0.15 mg of soluble LDH
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with 300 mM of trehalose in 0.1 M sodium bicarbonate pH 10.0) for
15 min at 24°C. The derivative was then reduced over 30 min with
sodium borohydride (0.1 mg/mL).

Immobilization percentage was defined as:

Initial activity — Activity in supernatant) = 100

%l = ( — —
Initial activity

Immobilization yield was defined as:

Activity inimmobilized preparation) = 100

%lz( — — ———
Initial activity — Activity in supernatant

2.6. Thermostability of LDH preparations

The different LDH preparations (soluble and immobilized) both
of 0.13IU were incubated in 25 mM sodium phosphate buffer, pH
7.0 at 50°C and 55 °C. Samples of soluble enzyme and the suspen-
sion were withdrawn at different time intervals and their residual
activity was measured as previously described. Stabilization factor
was calculated as the ratio of half-life of the immobilized prepara-
tion compared to the soluble enzyme.

2.7. pH effect on LDH stability

LDH preparations (soluble and immobilized, 15 min at 24°C)
were incubated in 25 mM sodium phosphate buffer, pH 6.0, 7.0,
and 8.0, 25 mM sodium acetate, pH 3.0, 4.0, and 5.0, and 25 mM
sodium bicarbonate, pH 9.0, 10.0, and 11.0 at 25 °C. Samples of solu-
ble enzyme and the suspension were withdrawn and their residual
activity was measured as previously described after 1 h of incuba-
tion.

2.8. Determination of optimum temperature

For determining the optimum temperature of LDH preparations,
activities were measured at different temperatures, in the range
of 25-90°C at pH 7.0. The optimum temperatures were tested by
heating the buffer solutions to the corresponding temperatures.
Once the equilibrium temperature was attained, LDH was added
and the activity was measured as previously described.

2.9. Determination of optimum pH

Optimum pH to analyze the activity of LDH preparations was
determined in the pH range of 3.0-11.0 by using 25 mM sodium
phosphate buffer at pH 6.0, 7.0, and 8.0, 25 mM sodium acetate at
pH 3.0, 4.0, and 5.0 and 25 mM sodium bicarbonate at pH 9.0 and
10.0.

2.10. Kinetics of LDH preparations

The reaction rates of LDH preparations were measured as pre-
viously described using a pyruvate concentration in the range
of 0.025-0.75 mM. Results were adjusted to a Michaelis—-Menten
hyperbola by Graph Prism Software (GraphPad Software, Inc.) and
Km and Vmax values were obtained.

2.11. LDH substrate inhibition

The activities of LDH preparations were measured as previ-
ously described using a pyruvate concentration in the range of
0.025-6 mM. Results were adjusted to a substrate inhibition curve
using Graph Prism Software (GraphPad Software, Inc.) and the KI
parameter was obtained.

2.12. Synthesis of lactic acid with immobilized LDH and
co-immobilized LDH-FDH

Synthesis of L-lactic acid with immobilized LDH was performed
in a reaction mixture containing 3 mM of pyruvic acid and 5 mM
of NADH in 2 mL of 25 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0. The
reaction was then initiated by adding 0.2 g of immobilized LDH
(1.31U/g).

Synthesis of L-lactic acid with co-immobilized LDH was per-
formed in a reaction mixture containing 3 mM of pyruvic acid and
0.2 mM of NAD", and 0.2 M of formic acid in 2 mL of 25 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.0. The reaction was then initiated by adding
0.2 g of co-immobilized LDH/FDH (1:4 IU LDH: IU FDH/g of support).
Concentration of pyruvic acid and lactic acid was determined at
various time points by HPLC with a reversed-phase HPLC column
Ultra RP C18 (5 wm, 250 x 4.6 mm, Restek) with an isocratic elution
in 98.75% 0.05M PBS, pH 2.5, 1.25% methanol with a flow rate of
0.8 mL/min. Detection was performed at 220 nm. Retention time
for pyruvate and lactic acid was 3.6 and 5.4 min, respectively. Anal-
ysis of aliquots of the reaction mixture from different time points
were compared to the calibration curves of Abs/concentration of
standards of pyruvate and L-lactic acid (Fig. 1Sa and b)

2.13. Reusability assay

Glyoxyl-agarose immobilized LDH was reused fifteen times.
Reactions were performed as described in Section 2.12 for 1 h. After
each assay, the immobilized preparation was washed twice with
2 mL of 0.025 M sodium phosphate buffer, pH 7.0 and a solution of
3 mM of pyruvic acid and 5mM of NADH in 2 mL of 25 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.0 was added for a new reaction cycle. The
consumption of pyruvic acid was determined by HPLC as described
in Section 2.12.

3. Results and discussion
3.1. Immobilization of L-LDH on glyoxyl-agarose

The structure of LDH seems to be an excellent candidate for sta-
bilization through multipoint immobilization on glyoxyl-agarose
as it contains numerous Lys on its surface that could react with
the aldehyde groups of the support (Fig. 1). Unfortunately, our
first attempt demonstrated that although immobilization occurred
rapidly (15 min) the enzyme lost 92% of its activity after incuba-
tion with the support. Analysis of the controls under immobilized
conditions proved that the enzyme was unable to resist at pH 10
which was necessary for the amine-aldehyde reaction. Generally,
enzymes tend to be inactivated by extreme pH conditions due
to the changes in the ionization of key residues involved in the
catalysis or structure preservation. The structure of LDH is plas-
tic as it involves important conformational rearrangements upon
substrate binding and release [14,15]. Therefore, as in the case of
other flexible enzymes, stability may be gained in the presence
of substrates, and cofactors of additives [38]. When incubated in
the presence of pyruvate, there was no contribution to its stabil-
ity after 15min (5.2 4+ 0.2% residual activity), similar to what was
achieved in the absence of the additive (6.1 +0.1), while the other
additives investigated viz NADH, PEG, and trehalose provided a
high stabilization (78.54+0.5, 81.1+1 and 98.5+ 0.5, respectively,
see Fig. 2S, Supplementary information) after 15 min of incuba-
tion at pH 10.The concentrations of additives used were similar
to those used either in the activity assay (NADH and pyruvate) or
based on previous reports of stability studies of LDH (trehalose
and PEG) [39-42]. Immobilization on glyoxyl-agarose was then
performed in the presence of all the additives which were stud-
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Fig. 1. Crystal structure of the L-LDH. Structure from Protein Data Bank (PDB code 3H3F). Lys residues are shown in blue. (For interpretation of the references to colour in

this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 1 Table 3

Immobilization on L-LDH in glyoxyl-agarose with additives. Immobilization on L-LDH in glyoxyl-agasore under different conditions.
Additive 1(%) Y (%) Conditions 1(%) Y (%)
Control 93.0+1 6.0+ 05 15min 4°C 76.0 £ 2.0 72.0 £0.1
Trehalose? 803 £+ 1.3 18.0 £ 1.0 15min 25°C 88.6 + 0.1 30.6 + 0.4
NADH? 98.0 + 1.0 13.8 £0.2 16h25°C 96.0 + 0.2 14 +02
Pyruvate? 100.0 + 0.5 25+0.2 16h4-°C 98.2 + 0.6 50.0 + 0.1
PEG? 98.8 + 1.0 10.1 £ 1.2

I, immobilization, Y, Yield.
2 Concentrations of all additives are indicated in experimental section.

Table 2
Immobilization of L-LDH in glyoxyl-agarose with different concentrations of
trehalose.

Trehalose (mM) 1(%) Y(%)

75 973 £ 1.0 6.0 £ 0.3
150 80,3 £1.3 18.0 £ 1.0
300 94.7 £ 1.0 30.6 £ 0.2
300° 90.1 £ 2.0 72.0 £ 0.1

I, immobilization, Y, Yield.
2 Reduction was performed with 0.1 mg/mL sodium borohydride instead of
1 mg/mL.

ied for the soluble enzyme. High immobilization percentages were
obtained in all cases after a rapid attachment process (Table 1).
However, the amount of enzyme remaining active after immobi-
lization varied with the additives. The best immobilization yield
(Y) (18.0 £1.0%) was obtained using trehalose. Aiming to improve
this yield in the immobilized preparations, we studied additional
trehalose concentrations during immobilization (Table 2). A con-
centration of 300 mM of trehalose allowed an activity recovery of
30.6 +0.2% that was improved up to 72 + 0.1% after modifying the
reduction protocol by using 0.1 mg/mL NaBH, instead of 1 mg/mL
and increasing the dilution up to 10 times that of the immobilized
preparation during reduction. The result for a yield above 70% is
similar to the one obtained by Patel and co-workers [43-45]. This
report is amongst the few that studied the remaining activity of
the enzyme after attachment to a support in LDH immobilization,
whereas, most of the works focused on its integration on biosensors
and the performance of the final device.

3.2. Thermal stability of different L-LDH immobilized and soluble
preparations

Previous studies on variables such as contact time between
the enzyme and the support or temperature of incubation have
displayed a key role in the stabilization of diverse enzymes immo-
bilized on glyoxyl-agarose [46]. Even if the enzymes are quickly
attached to the matrix, additional enzyme support linkages are
formed when the immobilized preparations are kept at pH 10
for additional periods of time. Increased temperatures also facil-
itate a high number of interactions during the immobilization.
The intensity of attachment is therefore increased through mul-
tiple enzyme support linkages which rigidify the enzyme structure
and may prevent negative structural rearrangements that typi-

I, immobilization, Y, Yield.

150

% Residual activity

I I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Time (h)

Fig. 2. Thermostability of LDH of L-LDH-glyoxyl derivates at 50 °C. Free enzyme (®),
derivate incubated 15 min 25°C (a), derivate incubated 16 h at 4°C (M) and derivate
incubated 15 min at 4°C ().

cally lead to inactivation of the enzyme. In view of these previous
findings, we studied how different conditions like immobilization
time and temperature affect both the enzyme activity and stability
(Table 3). Incubation at 25°C during 16 h was completely delete-
rious for the enzyme. However, we obtained three immobilized
preparations with recovered activities above 30%. Stability assays
were performed at 50 °C to establish the half-life of the soluble and
immobilized enzyme within a short period of time, these prepa-
rations showed an increased thermostability of immobilized LDH
compared to the soluble enzyme (Fig. 2). The experimental data
was fitted using the exponential model from Henley and Sadana
[47]. The most unstable immobilized preparation (15 min, 4°C)
was 7 times more stable than its soluble counterpart. However,
this immobilized derivative demonstrated lesser stability than the
preparations incubated at 25°C for 15min and 16h at 4°C. As
expected, the enzyme stability strongly depended on the intensity
of the enzyme-support attachment. The assay was repeated with
a higher temperature in search of a difference between the half-
lives of the two most stable preparations. At 55°C, the half-lives
of the preparations were 2 min for the soluble enzyme, 216 min
for the enzyme immobilized at 4°C, and 2880 min for the enzyme
immobilized at 25 °C. These results proved that immobilization at
4°C drove an enzyme to be 120 times more stable than the sol-
uble whereas the immobilization at 25°C achieved a significant
stabilization of 1600 times compared to the soluble enzyme (Fig. 3).
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Table 4
Stabilizations obtained for L-LDH immobilized preparations.
Support Strategy Stability® Conditions Stabilization factor® Application Reference
TEOS sol-gel Physical adsorption 30days 4°C,pH 7.5 ND Lactate biosensor [40]
Ultra bind film Covalent attachment 8 weeks 4°C,pH 7.0 ND Lactate biosensor [41]
Polyaniline films Physical adsorption 2 weeks 4-10°C,pH 7.0 ND Lactate biosensor [42]
DWCNT-ALG Adsorption, 4 weeks 4°C,pH7.0 ND ND [43]
encapsulation and
cross-linking
Magnetic nanoparticles Covalent attachment ND 25°C,pH 7.0 ~1.4 Potential in Biological [44]
and clinical
applications
Si-Mag Covalent attachment ND 45°C,pH 7.2 5-7 Potential in [35]
Biocatalysis
Glyoxyl Multicovalent 2days 55°C,pH 7.0 1600 Potential in Present work
attachment Biocatalysis
Si-Mag, silica-coated magnetic nanoclusters, DWCNT-ALG, double-walled carbon nanotube-doped alginate gel.
2 Reported as the time enzyme maintains over 50% of its initial activity.
b Compared to free enzyme.
150
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Fig. 3. Thermostability of L-LDH-glyoxyl derivates at 55°C. Free enzyme (@),
Derivate incubated 15 min 25°C (a) and derivate incubated 16 h at 4°C (H).

To the best of our knowledge, this is the highest stabilization
achieved on LDH (Table 4). Most of the previous reports on LDH
immobilization refer to storage stability studies in view of its appli-
cation as a lactate sensor. Stability factors for those studies in
which the enzyme was immobilized for biocatalytic conversions
were below 10 compared to the soluble enzyme (Table 4). How-
ever, the analysis of results in Table 4 regarding stabilization should
consider that the assay conditions were more dramatic when com-
pared to the other two preview reports. These work conditions
were established to accomplish a rapid inactivation of the soluble
enzyme.

Multimeric enzymes normally undergo a denaturing path that
starts with the dissociation of subunits [ 13]. Preparation of immobi-
lized enzyme by multipoint covalent immobilization could not only
rigidify the enzyme structure but also prevent the dissociation of
subunits that might be attached to the support.

Furthermore, in this context, thermal stability of multimeric
enzymes is frequently dependent on the protein concentration
as higher dilutions provoke a shift in the structural equilibrium
towards the dissociated state. It is worth noting that even though
LDH is a tetramer, when the immobilized enzyme was diluted 20
times and incubated at 50 °C, it showed no dependence on the ther-
mal stability with the change in concentration (data not shown).
Nevertheless, since it has been studied that pH and temperature can
affect subunit dissociation, it could be worth studying the release
of enzyme units from the support as it is unlikely that all enzyme
subunits are attached to the agarose.

Fig. 4. pH effect on L-LDH stability. Free enzyme (A) and optimized immobilized
preparation of L-LDH (a). Incubation at different pH was carried out at 25 °C during
1h.

3.3. Stability of the optimally immobilized LDH against other
inactivating agents

The immobilized enzyme at 25°C for 15 min was selected as
the optimal derivative for further experiments. We first studied
the behavior of the soluble and immobilized preparations at differ-
ent pH as resistance towards extreme pH may amplify the possible
applications of the immobilized LDH. As seen in (Fig. 4) immobiliza-
tion of LDH on glyoxyl-agarose also provided stabilization against
pH. Incubation of the soluble and immobilized enzyme for 1h at
25°C at different pH showed a bimodal behavior, wherein, residual
activity seemed less at pH 7.0 and pH 8.0. but there was significant
resistance towards various extreme pH by the immobilized prepa-
ration. This effect was especially significantat pH 3.0, pH 4.0, and pH
10.0. This result is particularly important for possible biocatalytic
applications, wherein, the enzyme is required to function in envi-
ronments with varying pH. Additionally, it expands the possibility
of applications of immobilized LDH in biosensing under harsh pH
conditions. Such a heterogeneous biocatalyst presents the ability
of being coupled with enzymes from either acidophilic or alka-
linophilic origins due to their broad spectrum of pH tolerance, this
feature eases the integration of this immobilized LDH into multien-
zyme cascades with pH restrictions as the one described by Rosini
et al. [48].

Enzyme immobilization in addition may increase stability
against organic solvents. Wang et al. [49] reported a multien-
zyme catalytic system involving LDH that uses carbon dioxide and
ethanol to produce L-lactate. In this context we decided to test the
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Fig. 5. Stability of L-LDH preparations in the presence of 30% ethanol. Free enzyme
(@) and optimized immobilized preparation of L-LDH (a). Stability was carried out
at25°Cand pH 7.0.

immobilized preparation in the presence of ethanol. Fig. 5 shows
the inactivation of free and immobilized LDH at 25°C in aqueous
mixtures of ethanol, with a co-solvent content of 30% (v/v). The
experimental data was fitted using an exponential model. Stabiliza-
tion against ethanol was as significant as the thermo-stabilization
provided by the immobilization strategy used in this work. The
activity of the soluble enzyme in the presence of ethanol was com-
pletely inactivated within 10 min, whereas, the immobilized LDH
preserved more than 50% of its activity after 48 h (Fig. 5).

3.4. Kinetic parameters and optimal parameters of immobilized
LDH

Evaluation of the kinetic parameters of the free and immo-
bilized enzyme demonstrated no significant changes in the Km
values, being 0.134+0.011 mM 0.1328 +0.017 mM for the soluble
and immobilized enzyme, respectively. This result indicated the
absence of mass transfer problems in the immobilized prepa-
ration which is advantageous for applied purposes. The value
of kcat was decreased after immobilization from 276.5+7.4s"!
to 170.7+8.2s71, in accordance with the loss in activity which
occurred during the immobilization process (Fig. 3S Supplementary
information).

The structure of the LDH is highly dynamic with an active
site loop that switches between an open and closed conforma-
tion, both in the absence and presence of substrates. Alteration of
the enzymatic structure may easily cause a decrease in the cat-
alytic performance of the enzyme. Nevertheless, in the immobilized
preparation developed herein, we have been able to provide sta-
bilization by structural rigidification without compromising the
catalytic parameters of the biocatalyst.

Substrate inhibition by pyruvate has been reported in the past
for LDH. This inhibition is related to the formation of an enzyme-
pyruvate-NAD* complex. A study of the inhibition constant for
pyruvate in the soluble and immobilized preparations demon-
strated an increased KI for the immobilized LDH (5.66 4+ 0.97 mM)
with respect to that of the soluble enzyme (3.29 &+ 0.36 mM) (Fig.
4S supplementary information). This phenomenon was proposed
to be correlated to a mechanism of steric hindrance by Yusdy et al.
[43].In this context, the interaction with the support or the orienta-
tion of the immobilized enzyme could be involved in the reduction
of this steric hindrance which resulted in a higher KI. Analysis of the
optimal pH and temperature of the soluble and immobilized LDH
showed no significant differences. Optimal pH was 7.0 which was
consistent with data provided in the literature (Fig. 6A). A range
of optimal T between 45-55°C was observed for both prepara-
tions (Fig. 6B). It was thus possible to test the immobilized LDH in
various acidic pH and extreme T such as 90 °C attributing to the sta-
bilization provided by immobilization. In the light of these results,
we suggest that immobilization has a negligible effect on the cat-
alytic performance of L-LDH while having a significant impact on
its stability.

It is worth mentioning that although enzyme precipitation in
the soluble samples were not noticed, aggregation that affected
the results for the soluble enzyme may have occurred under our
experimental conditions [13]. This effect is avoided after enzyme
immobilization.

3.5. Synthesis of lactic acid with immobilized LDH

The optimized derivative was tested in the biosynthesis of L-
lactic acid from pyruvate in a batch reactor. The conversion of
pyruvic acid into lactic acid by immobilized LDH can be seen in
Fig. 7. The immobilized preparation was able to convert 80.5 4 2.5%
of a 3 mM solution in 1 h and the results were consistent upon 15
reuses of theimmobilized catalyst (Fig. 5S). Considering the enzyme
units incubated in the reaction, a complete conversion should have
been achieved within 25 min of the reaction (see Section 2). Further
optimization of the reaction design is needed in order to improve
this conversion. The success obtained in the operational stability of
the enzymatic synthesis of L-lactic acid with the immobilized LDH
prepared opened up numerous possibilities for further studies of
this bioconversion.

3.6. Synthesis of lactic acid with co-immobilized LDH-FDH
Considering the high cost of the cofactor NADH compared

to NAD*, we co-immobilized a widely used cofactor regenerator
enzyme, FDH, along with LDH. Co-immobilization of LDH and FDH

B)

100

\
0 T T T ®

20 40 60 80 100
Temperature (°C)

Fig. 6. Optimum pH and Temperature for L-LDH preparations. A) Activity vs pH profile. Free enzyme (®) and optimized immobilized preparation of L-LDH (M). Experiments
were carried at 25 °C. B) Activity vs Temperature profile. Free enzyme (®) and optimized immobilized preparation of L-LDH (M). Experiments were performed at pH 7. Buffers
used in this study: 25 mM sodium acetate for pH 3-5, 25 mM sodium phosphate for pH 6-8 and 25 mM sodium bicarbonate for pH 9-11.
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Fig. 7. Conversion of pyruvic acid into L-lactic acid by immobilized LDH. Pyruvic
acid (a) and Lactic acid (M).Synthesis of L-lactic acid was performed by adding 0.2 g
ofimmobilized LDH to a reaction mixture containing 3 mM of pyruvic acid and 5 mM
of NADH in 25 mM sodium phosphate buffer pH 7.0 at 25°C for 5 h. Concentration
of pyruvic acid and lactic acid was determined at various times by HPLC.

was performed using the optimized protocol for LDH and presented
a%10f90.1+2 and 96.0+7.0 and a% Y of 72.0 £ 0.1 and 50.0 £4.0
for LDH and FDH, respectively. Preliminary results showed that
the immobilized preparation was able to convert 74% of a 3 mM
solutionin 1 h.

4. Conclusion

Multipoint covalent immobilization has proved successful in
the preparation of immobilized derivatives of LDH with unprece-
dented stabilization factors of 1600 when compared to the soluble
enzyme. An engineering approach that studied diverse conditions
during immobilization facilitated the preparation of highly active
and stable LDH immobilized derivatives of 1.3 [U/g with a percent-
age of immobilization of 90.14+2.0 and an immobilization yield
of 72.0£0.1. The chemistry used in the immobilization strategy
could be easily extrapolated to other materials apart from agarose.
This fact together with the high stabilization provided against tem-
perature, pH, and organic solvents, and its performance in the
bioconversion of L-lactic acid augment the possibilities of utiliza-
tion of glyoxyl-LDH in sensing devices or biocatalytic processes.
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Abstract

Integration of biocatalysts and nanoscale materials offer multiple advantages
over micro-scaled heterogeneous biocatalysts. Apart from providing reusability
and sustainability of the enzyme, the use of nanosupports is aimed at increasing
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the surface area available for biocatalyst immobilization and improving the yields
in bioconversions through better biocatalyst mobility and less diffusional prob-
lems. Among many nanomaterials for enzyme immobilization, cellulose stands
out as biocompatible, biodegradable, and environmentally-friendly regarding its
biological source. In this chapter, we discuss the steady advancement in utilizing
different nanostructured cellulosic materials for enzyme immobilization. We
address the use of hybrid materials that include cellulose and improve the
properties of the heterogeneous biocatalyst. The methodologies for functiona-
lization and integration of enzymes on nanocellulose hydrogels are discussed
including covalent linkage through chemical modification, entrapment, and cross-
linking. We consider its applications to biomedicine, food industry, and environ-
mental science with a special emphasis on the impact of the enzymatic properties
caused after immobilization on cellulosic supports.

Keywords
Enzyme immobilization - Cellulose - Nanosupports - Biocatalysis -
Nanobiotechnology

1 Introduction

Nanobiocatalysis is a new frontier of emerging nanosized material supports in
enzyme immobilization application. Enzymes are remarkable biocatalysts and have
been used in biotechnology for many years because of their interesting charac-
teristics such as substrate and product specificity, ease of preparation, and ability to
function under mild conditions with no toxic by-products for more environmentally-
friendly conversions.

Enzyme association to insoluble materials, commonly known as enzyme immo-
bilization, provides a number of advantages to the applied use of enzymes:
immobilized enzymes can be reused, minimizes costs and time of analysis, facilitates
the continuous use of the biocatalyst, and may improve enzyme properties such as
operational or thermal stability [1, 2]. A wide variety of techniques are now available
for the preparation of immobilized enzymes that may include chemical or physical
mechanisms, addition of aiding agents during immobilization, or combination of
different strategies to obtain more active and stable preparations. Moreover, inves-
tigations on material science have contributed with a plethora of new supports
compatible with enzyme activity and better physical and mechanical properties.
Such is the case of nanosupports, rapidly adopted for enzyme immobilization, as
they reduce diffusion limitations and maximize the functional surface area to
increase enzyme loading. Active immobilized enzymes in nanomaterials, also
known as nanobiocatalysts, have been studied for a wide variety of applications [3].

Cellulose, as a natural polymer resource is abundant, renewable, and biocompat-
ible and has gained interest due to its optical, mechanical, chemical, and rheological
properties that make it suitable for materials applications, actuators/sensors, drug
delivery systems, biomedical science, and biotranformations [4]. As it is produced
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from plants and bacteria, the nature of its structure varies and offers numerous
possibilities for the attachment of enzymatic molecules and functionalization with
non-natural reactive groups which further expands the possibility of associating
biocatalysts to its structure. It was only in the last 10 years that researchers were
able to develop and study strategies for the preparation of cellulose-based nano-
structures. These studies have rampaged from a mere 4 articles in 2006 and 2007
related to “nanocellulose” to 365 articles published in 2016 (source Scopus). The
recent interest on these materials is not fortuitous but the result of a slow unveiling of
the opportunities that this material has on biotechnological applications. It is there-
fore timely to revise the piled evidence of nanocellulose materials that have been
used in the immobilization of enzymes, the different methodological approaches to
obtain them and their suitability for biocatalytic applications with a view of the
future impact of these composites in biocatalysis.

2 Cellulose Architectures for Enzyme Immobilization

There are a number of cellulose nanostructures able to support enzyme immobiliza-
tion: cellulose nanofibers (CNF), which can be electrospun, micofibrillated cellulose
(MFC), nanocrystalline cellulose (CNC), or bacterial nanocellulose (BC). CNF can
be produced from both cellulose I source, such as wood fibers, cotton, and agricul-
tural crops, and cellulose II source, such as lyocell fibers using various techniques
such as grinding, high-pressure homogenization, and sonication. There are four
different polymorphs of cellulose: cellulose I, II, III, and IV. Cellulose I, native
cellulose, is the form found in nature, and it occurs in two allomorphs, I and Ip.
Cellulose II, or regenerated cellulose, the most stable crystalline form, emerges after
recrystallization or mercerization with aqueous sodium hydroxide. The major dis-
tinction between these two forms of cellulose lies in the layout of their atoms:
cellulose II has antiparallel packing, whereas the chains in cellulose I run in a
parallel direction. Finally, cellulose III; and III}; are obtained by ammonia treatment
of cellulose I and II, respectively, and with the modification of cellulose III with
glycerol, cellulose IV is finally produced [5].

The isolation of cellulose from its sources can be carried out by top-down or bottom-
up method. The bottom-up approach is used to process material from small molecules
into complex structures [6]. The top-down method usually involves various mechanical,
chemical, and biological treatments, or a combination of two or more methods which is
used for the removal of plant constituents apart from cellulose.

2.1 Natural Cellulose Supports for Enzyme Immobilization

Natural sources of cellulose could be generalized as rigid and partially crystalline.
Cellulose is the main constituent in the most abundant organic compound on earth,
especially within wood and natural fibers (kenaf, palm, cotton, hemp, flax, etc.).
Almost 65-70% of cellulose compound is contained in plant fibers and comprised C,
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H, and O elements [1, 7, 8]. Kenaf (Hibiscus cannabinus L.) is a lignocellulosic fiber
having a high cellulose content, low specific gravity, and good mechanical properties
along with good chemical characteristics, large surface area, and low coefficient
thermal expansion. The isolation process of kenaf raw bast fiber has been done by
using combinations of chemical and physical treatments which can remove matrix
substances such as lignin and hemicellulose, and disintegrate the micron-sized
cellulose fiber into nanofiber [9]. This process results in changes in the appearance
of the material from micron-sized to nanosized fibers. It is organized as web-like
network structure with long entangled cellulosic filaments with an average diameter
ranged as less than 100 nm right up to less than 10 nm depending on the ultra-
sonication output power. Thus, ultrasonication disintegration plays an important role
in the determination of the diameter of the fiber. The nanofibril has been successfully
observed as an individual wire-like fiber [10], arranged in longitudinal direction as
aggregated fibers with high specific surface area and strong association due to
interfiber hydrogen bonding between hydroxyl groups of adjacent fibers.

2.2 Microfibrillated Cellulose

Microfibrillated cellulose (MFC) is a material derived by disintegrating digested cellu-
lose through a homogenizing process in a reciprocating motion producing a high
pressure drop. The strategy results in shearing and impact forces that in turn expose
microfibrils regardless of the starting material [11]. The production of MFC by fibrilla-
tion of cellulose fibers involves intensive mechanical treatment. Additionally, it could
involve prior chemical treatments to purify the cellulose depending on the raw material.
MFC consists of aggregates of cellulose microfibrils. Its diameter is in the range
20-60 nm and it has a length of several micrometers. If we consider that the microfibrils
have a 2-10 —nm-thick fibrous cellulose structure and a length of several tens of
microns, then MFC is composed of 10-50 microfibrils [5]. The raw materials and
fibrillation techniques dictate the cellulose degree of polymerization, morphology, and
nanofiber aspect ratio. MFC can further be subclassified depending on the treatment it
undergoes. On transverse cleavage of the microfibrils along the amorphous regions and
subsequent sonication, they form rod-like structures called “cellulose whiskers” with a
typical diameter of 2-20 nm and wide length distribution of 100-600 nm. Their almost
perfect crystalline arrangement makes them a potential reinforcing material [12].

23 Cellulose Nanocrystals

Cellulose nanocrystals (CNCs) are rod-like cellulose nanomaterials that can be
economically prepared from various cellulosic materials by the elimination of
amorphous regions of cellulose. This material is interesting as a nanofiller due to
its nanoscale dimensions, high specific area, and highly rigid crystalline structure
[11, 13]. Generally, CNCs are formed upon the elimination of disordered or amor-
phous regions of cellulose through several strategies, including acid hydrolysis,
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microfluidization, and TEMPO-mediated oxidation. BC and cotton linter cellulose
long fiber (CLC) can also produce cellulose nanocrystals (CNC) [14]. Reports from
Roman et al. have shown that CNCs are much safer than other nanomaterials in use
in biomedicine as targeted drug delivery systems. They have been used to immobi-
lize various enzymes such as lysozyme, papain, and glucose oxidase [4, 13, 15]. The
CNC-CLC and CNC-BC showed higher loading capacity of the protein, enhanced
stability and activity, and overall a potential support for application in biomedicine,
bioelectronic, and biocatalytic fields.

24 Bacterial Cellulose Nanosupports

Cellulose synthesized by bacteria is called bacterial cellulose (BC) or sometimes
microbial cellulose and is obtained as a gel-like three-dimensional mat formed by
entangled nanofibrils of cellulose [16]. Different from cellulose from wood pulp, BC
is devoid of other contaminating polysaccharides which provide high crystallinity and
purity to the material and its isolation and purification are relatively simple, not requiring
energy- or chemical-intensive processes. The ability to naturally synthesize BC is
restricted to a few genre of bacteria being the most common bacteria associated with
the synthesis of cellulose Gluconacetobacter xylinus as it is the only one able to produce
it at the industrial level [17]. After polymerization of glucose residues occurring in the
cytoplasm, an extracellular secretion of the glucan chains occurs in a hierarchically linear
arrangement favored by van der Waals forces and hydrogen bridges. Intra- and interfiber
hydrogen bonding favor crystalline packing of the fiber for amorphous and crystalline
regions [18]. The resulting microfibrils aggregate to produce a typical ribbon assembly
with a lateral width of 40—60 nm. This structuration provides a specific density, tensile
strength, and hydrophilicity that suit the material for functionalization and application to
cosmetic industry, paper industry, food processing and packaging, and tissue engineer-
ing. Furthermore, the unique fibrillar nanostructure of BC (Fig. 1) determines its
distinguished physical and mechanical properties such as high porosity, large surface
area, excellent mechanical strength, and good biocompatibility [19]. BC-forming micro-
organisms can be cultivated in mannitol-based medium with alternative source of
carbons and the supernatant freeze-dried to form a BC sponge after purification. Acid
hydrolysis of BC form bacterial cellulose nanocrystals (BCNs) that have a higher
hydrophilicity due to increased number of hydroxyl groups while being able to establish
hydrophobic interactions due to its highly ordered crystalline organization (Fig. 1). This
amphiphilic capacities can be applied to stabilize surfactant-free emulsions [20].

25 Electrospun Cellulose
Electrospinning is a simple, cost-effective, and scalable technique that utilizes

electrical charge to form fine fibers from a polymer solution or polymer melt. In
the past decades, electrospinning has emerged as a facile, economical, and scalable
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Fig. 1 An example of bacterial cellulose from Acetobacter xylinum. SEM images of (a) BC and (b)
BCNs; TEM images of (¢) BC and (d) BCNs. (Reproduced with permission from [20])

technique to produce polymeric fibers with a diameter ranging from micro- to
nanometer scale. The biggest advantages of electrospun nanofibers are the high
specific surface area, high porosity, and interconnectivity [21]. In biocatalysis,
electrospun nanofibers could be used as the support for enzyme immobilization,
and the immobilized enzyme could be reused and simultaneous biocatalytic reaction
and enzyme-product separation is possible.

Substrates of this technique can be salts of cellulose such as cellulose acetate. The
properties of the final material obtained can vary depending on the concentration and
electrical conductivity of the starting solution, applied electrical potential, fiber
collection distance and time, flow rate, and inner diameter of the reservoir during
the process [6].

Electrospun cellulose has been used in a layer-by-layer self-assembled (LBL)
configurations based on the electrostatic interactions of additional materials sequen-
tially added to cellulose mats. This material was prepared by alternate adsorption of
highly positively charged enzyme Naringinase (NA) and negatively charged alginate
(ALG) from dilute solutions on the surface of negatively charged cellulose acetate
nanofibrous mats via electrostatic attraction. The self-assembly of NA and ALG
gave the reversal of the surface charge, demonstrating the successful polyelectrolyte
multilayer deposited onto electrospun cellulose acetate nanofibers [21].
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2.6 Synthetic Supports

In the recent years, the preparation of lignocellulose-based materials and biomimetic
synthetic wood composites containing cellulose, hemicellulose, and lignin by using
ionic liquids (ILs) as well as cellulose/starch/lignin film, lignocellulose aerogel, and
all-wood composites have been reported [8, 22]. The major components of wood
have been reported to be dissolved in ILs and successfully reconstituted as
hydrogels, thin films, and electrospun materials. Fabrication of homogeneous com-
posites from cellulose/hemicellulose/lignin has been achieved via an uncomplicated
process by using in 1-ethyl-3-methylimidazolium acetate resulting in hydrogel beads
composites with controllable properties [8]. The material shows a regular spherical
shape and it is noted that the surface could be controlled by altering the ratio of
cellulose, xylan, and lignin. When all three components were present, it was referred
to as a wood mimetic composite which was a viable support for the entrapment of
lipase and stabilization of its activity.

3 Strategies for the Immobilization of Enzymes in Cellulose-
Based Nanocarriers

There are many enzyme immobilization approaches in cellulose-based nanocarriers
already available and many more are being developed. Most of these approaches
share the goals of finding a biocompatible support for enzyme immobilization,
provide a higher surface area to increase the enzyme loading, and achieve high
stability and reusability of the biocatalyst with a simple and mild methodology. In
this regard, cellulose materials have been studied due to its low cost and biocom-
patibility [23, 24]. Cellulose materials have been proven to be environmentally-
friendly and are able to work under mild conditions [23, 25].

Among many strategies for enzyme immobilization, cellulose-based nano-
biocatalysts have been developed mainly using four different approaches to retain
the enzyme in the cellulosic support: entrapment, cross-linking, adsorption, and
covalent immobilization.

In this chapter, we describe these four immobilization strategies in cellulosic-
based nanosupports and examine the impact of the immobilization process on the
biocatalyst activity and stability through several examples.

3.1 Immobilization by Cross-Linking

Chemical modification of enzymes after immobilization such as chemical cross-
linking is a widely used strategy in the preparation of insoluble biocatalysts [26]. The
enzyme is generally adsorbed to the nanosupport and then cross-linked with a
bifunctional agent such as glutaraldehyde (Fig. 2). This approach can improve the
enzyme stability as well as reduce enzyme leakage, a common problem in
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Fig. 2 Schematic representation of an enzyme immobilized on cellulose nanosupport via (a)
adsorption and cross-linking, (b) physical adsorption, and (¢) covalent immobilization to gold
nanoparticles (AuNPs) attached to the support

noncovalently attached enzymes to supports. An alternative approach to a previous
adsorption of the enzyme on a support is its precipitation and further cross-linking.
Further advantages could be obtained if additives or other material are present during
the precipitation. For instance, magnetic nanoparticles can be added to the mixture to
form a hybrid nanobiocatalyst to ease its separation from reaction media.

Magnetic cellulose nanocrystals (MCNCs) have been used as a support for en-
zyme immobilization [13, 27]. The enzyme can be mixed with an aqueous suspension
of MCNC and be deposited on its surface in the presence of a precipitant such as
ethanol. Upon precipitation, addition of a cross-linking agent such as glutaraldehyde
generates a chemical attachment between the immobilized molecules [23].

Immobilization on MCNCs via the described precipitation-cross-linking pro-
cess was successfully accomplished with different types of enzymes [13, 27]. For
instance, following this strategy, a nanobiocatalyst papain/MCNC has been prepared
with high enzyme-loading capacity (333 mg protein/g MCNCs). The highest
enzyme activity recovery was 80.1% at a mass ratio of 1:3 papain to MCNC. This
could be attributable to the abundant active —OH groups of the cellulose nanocrystals
that contribute to the cross-linking of the enzymes on the MCNC. When comparing
the nanobiocatalyst with the free enzyme, the optimal pH value increased from
6.5 to 7.0 and the temperature for the highest activity was 75 °C, 5 degrees higher
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than that of the free enzyme. The change in optimal temperature was attributed to
an increase in the enzyme conformational rigidity (seen in a secondary structure
study). When comparing the kinetic behavior of free and immobilized papain, a
higher V,ax (2.07 % 1072 compared to 1.19 x 1072 pmol/ml.min) and lower Ky
(0.85-1.27 mM) were found, thus demonstrating the increase in enzyme-substrate
apparent affinity. This phenomenon could be attributable to the fact that the enzyme
was anchored on the surface of MCNC, making the substrate accessible to the
enzyme and in turn increasing the apparent affinity, or that the immobilization of
papain onto the MCNC may have resulted in the conformational changes, helping
the enzyme to suitably orient its active site toward the substrate. The immobilized
enzyme was also proved to be more thermally stable. When comparing at the same
temperature, the immobilized enzyme exhibited higher activity recovery than its
free counterpart, 30% after 7 h incubation at 80 °C, while the free enzyme was
inactivated after only 3 h. Moreover, the nanobiocatalyst showed no significant
loss of activity when stored at 4 °C for 30 days. Finally, the reusability of the
immobilized preparation was successful in maintaining 52.4% of its initial activity
after 6 cycles.

3.2 Immobilization by Physical Adsorption

Physical adsorption of the enzymes on insoluble cellulose-based nanosupports has
been reported elsewhere for the production of stable immobilized preparations
that avoided leakage provided a strong enzyme-support interaction was estab-
lished [28]. This immobilization approach has a major advantage considering the
simplicity of the steps required, although functionalization of bare cellulose with
ionizable/hydrophobic groups is sometimes necessary to achieve strong enzymatic
adsorption of enzymes.

Physical adsorption of enzymes is feasible onto cellulose nanocrystals (CNCs) by
incubating both the support and the enzyme under shaking at room temperature
[13]. At neutral pH, a high fraction of sulfonate groups on the CNCs are ionized and
the cationic sites or amino groups of the enzyme may have ionic interaction with
anionic groups of CNCs (Fig. 2). The adsorption level of enzymes onto cellulose
increases by the oxidation of cellulose primary hydroxyl groups to carboxyl groups;
this strategy has been tested with cellulose fibers and could be translated to
nanostructures [29].

When immobilizing a lipase from a C. rugose with this approach, an immobili-
zation yield was low (51%) [13]. The decrease of lipase activity after immobilization
may be due to the changes in spatial conformation of lipase and lower accessibility
of substrate to the active site. However, the thermal stability can be enhanced by this
approach. In the case of lipases, an immobilized enzyme to CNCs maintained over
50% of the residual activity when incubated at 60 °C for 1 h. Under the same
conditions, the residual activity of the free lipase was only 11%. When comparing
the half-lives, the immobilized enzyme was 27 times higher than of the free lipase.
This increase in thermal stability may be associated to the enhanced ionic
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interactions between anionic sulfonate groups of CNCs and the lipase, and the
increased interactions caused by the higher surface area of the nanomaterial
[13]. With this strategy, the pH profiles of free and immobilized lipase were similar,
pH 8 being the optimal for both. A difference was found at pH 5, where the relative
activity of immobilized lipase was 3.7 times higher than that of free lipase, and at
pH 10, where free lipase showed no activity while the relative activity of
immobilized lipase was 27.8%. The pH profiles for the stability of free and
immobilized lipase were also very similar after a 5h incubation. The residual
activities of immobilized lipase in buffers from pH 3 to pH 8 were approximately
140% higher than those of the free lipase. At alkaline pH, the stability of the lipase
was significantly enhanced by immobilization on CNC (8.8 times higher at pH 10).
Increased activity and stability in alkaline pH may be caused by increased ionic
interaction between anionic groups of CNCs and the lipase since the anionic form of
the sulfate half-ester in CNC is dominant at an alkaline pH.

Physical adsorption of lipase not always results in a more stable preparation. In a
study where the adsorption of a Candida rugosa lipase was performed on a cellulose
nanofiber membrane, the preparation demonstrated a low enzyme loading and poor
enzyme stability [30]. These types of examples still prove the necessity of protocol
optimization in order to tailor the immobilization strategy to a particular support or a
desired enzyme.

Functionalization of nanocellulose-based supports for adsorption of enzymes has
also been achieved via coverage of the cellulose surface with ionic polymers.
Efficient immobilization of papain was achieved using CNCs associated to poly-
ethyleneimine (PEI) modified Fe;0, nanoparticles [16]. Magnetic nanoparticles
embedded on CNCs facilitated the separation of the particles from a reaction
mixture, simplifying the reuse of the biocatalysts. This support was successfully
used for the immobilization and separation of papain from the reaction mixture
which under optimal conditions resulted in a preparation with an enzyme activity of
227 pg/min.g. When studying the kinetic parameters of this preparation, the
immobilized papain required higher substrate concentration compared to the free
papain which could be explained by the increased steric hindrance and diffusion
impediments. However, compared with free papain, the immobilized papain still
demonstrated high catalytic efficiency.

Also, the immobilized papain exhibited higher relative activity in both acidic and
alkaline pH ranges when compared to its free form. The immobilized enzyme
retained over 90% of its original activity after incubation for 1 h at 40 °C, almost
twice the activity measured for the free enzyme [16].

33 Covalent Immobilization

Covalent immobilization of enzymes is often chosen over adsorption strategies
because it overcomes the primary disadvantage of adsorption which is enzyme
dissociation (leakage) [28]. A number of functionalization strategies have been
developed for cellulose nanomaterials for the covalent bonding of enzymes
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[13, 31, 32]. One of this approaches involved functionalization of cellulose nano-
crystals (CNCs) with cyanogen bromide, a functional group that is able to react with
amino-terminal groups of enzymes under neutral pH [31]. Peroxidase has been
immobilized in CNCs following this approach resulting in a highly active prepara-
tion (594 1U/g) with a higher catalytic efficiency when compared to the free enzyme.

Modification of CNCs can be also obtained via esterification with amino acids
such as glycine through the abundant hydroxyl groups on the CNC surface. Lyso-
zyme, for example, can be covalently immobilized via amide linkage of its glutamate
and aspartate residues to the surfaces of amino-modified materials. In this case,
lysozyme-amino-glycine-CNC conjugates were created using a carbodiimide-
activated coupling reaction. The prepared nanobiocatalyst showed a high enzyme
loading (604 mg/g CNCs) and high antimicrobial activity (1500 IU/mg biocatalyst)
against Micrococcus lysodeikticus [32].

An alternative strategy for covalent immobilization can involve the addition
of another material to the system. An approach described by Boluk et al. [33]
involved the immobilization of a glucose oxidase (GOx) through the formation of
covalent bonds between the enzyme and gold nanoparticles (AuNPs) attached to
rod-like cellulose nanocrystals (Fig. 2). The AuNPs must be previously
functionalized with thiol linkers and later activated, offering a multipoint attachment
of GOx molecules to the nanocomposite surface. In this approach, the CNCs have
been incubated with cationic PEI which covers the nanocrystals by ionic interac-
tions; then negatively charged AuNPs were deposited on the CNC/PEI electrostat-
ically resulting in a CNC/PEI/AuNPs nanocomposite. The enzyme (GOx) was
covalently attached to the thiol-functionalized nanocomposite by activation of the
—COOH group using 1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochlo-
ride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS). The best case resulted in a 25.2 mg
of GOx loaded per gram of support. Interestingly, the amount of GOx immobi-
lized on this support increased with decreasing thiol-linker length. The differ-
ence could be attributed to their ability to access the AuNPs, as these particles are
densely packed.

34 Combined Strategies

A new trend in the preparation of immobilized nanobiocatalysts is the combination
of different strategies previous to, during, and/or after the immobilization process.
The different strategies may have a synergistic effect on the desired properties of
the final enzymatic preparation. To improve both loading and stability of enzymes,
a three-step approach of enzyme precipitate coating (EPC), consisting of covalent
enzyme attachment, enzyme precipitation, and crosslinking, has been successful in
achieving both high enzyme loading and stability of enzymes on cellulose nanofibers
(CNFs) (Fig. 3a) [34]. Such is the case of immobilization of a-chymotrypsin (CT) on
CNFs by the EPC approach. In this approach, magnetic nanoparticles can be added
to the enzyme mixture during the precipitation and cross-linking steps to produce
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Fig. 3 Schematic representation of enzymes immobilized to cellulose nanofibers by (a) enzyme
precipitate coating (EPC) and (b) magnetically separable EPC (Mag-EPC)

magnetically separable EPC (Mag-EPC) allowing for facile nanobiocatalyst separa-
tion (Fig. 3b).

As previously mentioned, this immobilization process consists of three steps.
First, carboxyl groups of CNFs can be modified by EDC/NHS reaction for the
covalent attachment between enzymes and CNFs, second, enzyme precipitation by
ammonium sulfate, and third, enzyme cross-linking with glutaraldehyde treatment.
The amine-functionalized magnetic nanoparticles can be added to enzyme solution
in the step of enzyme precipitation (Fig. 3b).

The enzyme loadings with (Mag-EPC) and without (EPC) magnetic nano-
particles were estimated to be 3.5 and 3.0 mg CT/mg CNF, respectively. Interest-
ingly, Mag-EPC showed two times higher activity than EPC. The efficiency of
cross-linking between enzymes and magnetic nanoparticles was improved possibly
due to a higher amount of amine groups on the surface of magnetic nanoparticles,
resulting in an increased enzyme loading of Mag-EPC than EPC, as reflected in the
activity data (0.43 and 0.74 IU/mg CT for EPC and Mag-EPC, respectively). After
incubation under rigorous shaking for 30 days, EPC and Mag-EPC maintained
77% and 50% of their initial activities, respectively, while the free enzyme showed
only 0.2%. High stability of EPC can be explained by ammonium sulfate precip-
itation and cross-linking of CTs. Enzyme precipitation by ammonium sulfate
allows enzyme molecules to be closely packed based on “salting out” effect.
Interestingly, the Mag-EPC residual activity was lower than that of EPC; this
could be caused by the release of large aggregates of CTs and magnetic nano-
particles which would make the enzyme more vulnerable to denaturation under
rigorous shaking [34].
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3.5 Immobilization by Entrapment

Immobilization by entrapment involves the physical confinement of one or more
enzymes in an insoluble matrix. In this strategy, the matrix is usually formed during
the immobilization process. The bibliography related to immobilization by entrap-
ment in cellulose nanosupports is scarce. The main drawback for this approach could
be related to the very low solubility of cellulose in an aqueous solution since is
highly crystalline. Nonetheless, there are successful cases using micro-sized sup-
ports. For example, a lipase from C. rugose was entrapped in a hydroxypropyl-
methyl-cellulose and chitosan matrix. Although this strategy involved many steps
and over 48 h of synthesis, the result was a highly active and stable preparation [35].

Also, the rapid development of more and greener ionic liquids, which can
dissolve cellulose, opens a new window of opportunities in this field. Again,
successful examples can be found with cellulose-based micro-supports. Lipase
from a C. rugose was entrapped into a cellulose—biopolymer using a biocompatible
ionic liquid, 1-ethyl-3-methylimidazolium. This strategy also resulted in a prepara-
tion with good residual activity [36].

The technological approach employed on these successful cases could be applied
for the development of similar strategies involving nanocellulose.

4 Cellulose-Based Nanobicatalysts at Work

Application of immobilized enzymes on cellulose spans a wide variety of fields.
The biodegradability of cellulosic materials has recently drawn the attention of
researchers which boosted investigation of its potential in sensitive biotechnological
areas such as biomedicine or environmental sciences. In this section, a few recent
examples of cellulose-based nanobiocatalysts will be described to provide the reader
with a sense of the applicability of these materials.

4.1 Biomedical Applications

Reactive oxygen species are implicated in cellular injures, the initiation and pro-
gression of the aging process, and a vast variety of clinical abnormalities. In order to
reduce the damage generated by these compounds, a nanofibrous cellulose mat
containing attached catalase was prepared and tested in vitro on human umbilical
vascular endothelial cells (HUVECs). The immobilized preparation based on
electrospun nanofibers proved to have a protective effect on cells previously exposed
to H>O, which in turn pointed to a potential strategy to prevent cell damage by
reactive oxygen species. The work also showed that the number of coating bilayers
in the catalase-modified nanofibrous mats acted as important factor affecting their
cytotoxicity and biocompatibility. This was an explorative work with potential to
overcome H,O,-induced adverse effects at the cellular levels [37].
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The antibacterial properties of lysozyme, a hydrolytic enzyme that catalyzes
the breakdown of peptidoglycan polymers found in the bacterial cell wall, has
been exploited and tested while using immobilized preparations on cellulosic
materials. In comparison to many other antibacterial nanoparticles in use, lyso-
zyme immobilized on cellulose possesses low toxicity, high biocompatibility,
and selectivity. Researching its potential in a biomedical wound dressing, lyso-
zyme was immobilized via different approaches to cellulose nanofibers aerogels
(CNFs) [38]. The performance of the nanobiocatalysts was evaluated against
nonimmobilized enzyme and silver nanoparticles. The antimicrobial activity of
the preparations was tested against Escherichia coli and Staphylococcus aureus
demonstrating the feasibility of using lysozyme-modified CNFs for this applica-
tion. The preparation containing lysozyme was not only inhibitory of bacterial
growth but was also more stable than the soluble enzyme, which amplifies the
possibilities of its application considering the importance of shelf life of biolog-
ical based products.

Awork from Abouhmad et al. [39] also investigated the antibacterial properties of
a lysozyme immobilized on CNC. Following different approaches for the integration
of hen egg white- and T4 lysozyme, the work demonstrated that the surface
modification and the mode of immobilization are critical for the retention of the
enzymatic (lytic and hydrolytic) and antibacterial activity as well as stability of the
immobilized enzymes. The positive charge on the nanocrystals and lysozyme
activity improved the enzymatic action and broadened the scope to Gram-negative
bacteria that are normally more challenging to inactivate.

Biosensors offer simple, portable, and disposable analytical devices applicable in
clinical diagnosis, food quality control, and environmental monitoring. They depend
on a biological recognition capable of being translated on a signal proportional to a
target analyte. Particularly, paper-based sensors that offer affordability and ease of
preparation although protein immobilization could be challenging to achieve an even
distribution of oriented enzyme molecules that could increase the sensibility of the
sensing device. A recent work on the development of a lactate biosensor has tackled
this problem by using a recombinant lactate dehydrogenase fused with a cellulose-
binding domain (CBD) which in nature promotes arbohydrate binding functionality
for cellulases. The tag allowed a highly specific binding affinity on filter paper.
Moreover, it enhanced enzyme binding capacity and stability, leading to much
improved sensor sensitivity and lifetime. The one-step binding procedure using
enzyme crude extract aimed at an efficient sensor fabrication strategy for production
of high-performance paper sensors that could be extended to nanocellulosic mate-
rials for increased sensibility [40].

In another biosensing approach, glutamate dehydrogenase was immobilized on
bacterial cellulosic nanofiber with a view on its application in artificial kidney
machines and their dialysate liquid regeneration systems as a glutamate-sensing
device. The study showed the success of cross-linked immobilization of glutamate
dehydrogenase on 30—70 nm bacterial cellulosic nanofiber from Gluconacetobacter
xylinum. The enzyme was cross-linked to the nanofibers using glutaraldehyde. The
study provided an inexpensive, simple, efficient, and reliable technique for
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immobilization of glutamate dehydrogenase on bacterial nanofiber which may
contribute to find alternative for glutamate determination in solution [41].

4.2 Food Applications

Stem bromelain is a cysteine protease obtained from stems of pineapples (Ananas
comosus). Although it finds some applications in medicine, this protease is widely
used in food industries such as beer clarification, meat tenderization, and baking
industries. Using casein as a model substrate, Talingtaisong et al. demonstrated that
when the enzyme was immobilized on gauze-reinforced regenerated cellulose
(RC) fibers, it became more heat resistant [42]. The enzyme was attached to the
RC fibers through covalent immobilization via aldehyde groups introduced by
activation with glutaraldehyde and was able to resist up to nine reuses in casein
hydrolysis with 40% loss in activity. The results provide an opportunity for brome-
lain to be reused and used in other processing conditions.

Another interesting application of a cellulose-immobilized biocatalyst is that of
naringinase. Narinign and limonin are two of the major compounds that contribute to
a bitter taste in citrus juices. Enzymatic and physicochemical treatments have been
applied to reduce bitterness, naringinase being one of the enzymes applied as it is
able to break down naringin in flavorless products. Naringinase was immobilized
within a hybrid layer-by-layer self-assembled material containing alginate and
electrospun cellulose acetate nanofibers [21]. As expected, the activity of immobilize
naringinase increased with multilayer increasing. The immobilized preparation was
applied to remove the bitterness in the grapefruit juice. About 22.72% naringin and
60.71% limonin were removed from the grapefruit juice by adsorption and hydro-
lysis. The results demonstrated that naringinase-immobilized electrospun cellulose
acetate nanofibrous mat are potential materials to remove bitterness for fruit juice.

4.3 Environmental Applications

Biobased treatments of contaminant compounds have received a great deal of
interest due to their minimal impact on the ecosystem, their higher efficiency,
and their cost effectiveness. Application of immobilized decontaminant biocata-
lysts is one of the approaches followed to treat, sense, or remove contaminant wastes
from water and soil. Although the literature on cellulose-immobilized enzymes
on decontamination is not abundant, a few recent examples have demon-
strated the potential of cellulosic-supported enzymes for this application. For
example, laccase, a well-known phenol/polyphenol decontaminant biocatalyst, was
immobilized on cellulose nanofiber and utilized for reactive dyes and simulated dye
effluent (SDE) decoloration [43]. After covalent immobilization on electrospun
nanofibers, the immobilized preparation was able to decolorate solutions of six
different reactive dyes. Optimization of the conversion was performed after statistical
analysis revealing that both the concentration of immobilized enzyme and type of
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mediator for the catalysis were determinant in the result of the decontamination
reactions. The immobilized preparations could be recycled more than 10 times
while maintaining more than 50% of its initial activity.

Another example that represents a promising application of immobilized enzymes
in cellulosic materials is the utilization of an ether hydrolase enzyme for the
decontamination of 2,4-dinitroanisole (DNAN) [44]. This compound is nowadays
preferred to 2,4,6-trinitrotoluene (TNT) given that it is less heat and shock sensitive.
Strategies to decontaminate firing ranges and wastes from manufacturing sites
should comply with biosafety and environmental regulations and therefore there is
a constant search for new strategies to remediate explosive components. Addition-
ally, analytical devices for the evaluation of contamination levels are also needed.
The work described by the group of Prof. J C Spain used a DNAN demethylase
entrapped in biomimetic silica which was further attached to cellulose discs. The
immobilized enzyme became more stable and was able to detect 15-500 uM DNAN
concentration.

5 Conclusion

Ideal supports for enzyme immobilization should be biocompatible, easy to
functionalize, inexpensive, and biodegradable. Additionally, immobilization strate-
gies should provide advantages for enzyme applications over the use of soluble
enzymes to counterbalance any additional cost in the preparation of the biocatalyst
(i.e., stabilization, increased activity, possibility of reuse). We believe this chapter
compiles evidence that proves the benefits of nanocellulosic materials as supports for
enzyme immobilization. Moreover, the methodologies for enzyme immobilization
on cellulose-based nanocarriers presented suggest that cellulose can be a viable and
dynamic material for stable and efficient enzyme immobilization via different
approaches. Finally, the variety of applications, which are now in a continuous
growth phase, only serve to foretell a promising future for the development of
technological solutions involving cellulose-immobilized nanobiocatalysts.
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Abstract

In this chapter we describe different strategies for enzyme immobilization in biomimetic
silica nanoparticles. Synthesis of this type of support is performed under mild and
biocompatible conditions and has been proven suitable for the immobilization and
stabilization of a range of enzymes and enzymatic systems in nanostructured particles.
Immobilization occurs by entrapment while the silica matrix is formed via catalysis of a
polyamine molecule and the presence of silicic acid. Parameters such us enzyme, polyamine
molecule or source of Si concentration have been tailored in order to maximize enzymatic
loads, stabilities and specific activities of the catalysts. We provide different approaches for
the immobilization and co-immobilization of enzymes that could be potentially extensible to

other biocatalysts.

Keywords: biomimetic silica, enzyme immobilization, entrapment.



1. Introduction

Enzyme encapsulation or entrapment refers to a non-covalent immobilization strategy where
polymers self-assemble in the presence of soluble enzymes. Various matrices can be used for
entrapment, such as chitosan, collagen, cellulose triacetate, poly acrylamide, agar, silicon
rubber, polyvinyl alcohol, etc [1-3]. In any approach to immobilize enzymes, the goal is to
achieve a high specific activity without compromising any other advantages of
immobilization such as higher stability. In recent years, several methods have been reported
that achieve higher volumetric activities. Silica sol-gel encapsulation of enzymes is an
example of such methods and has been widely used for the immobilization of
biocatalysts[4,5] One of the primary limitations of the sol-gel technique, however, is poor
loading efficiency and enzyme leakage. Additionally, these methods often include harsh sol-
gel processing conditions that result in the loss of enzyme activity. Inspired from silaffin
proteins used by unicellular diatoms[6], the utilization of the so called biomimetic approaches
in the production of organic-inorganic nanostructures is of great interest to the scientific and
industrial community due to the relatively moderate physicochemical conditions needed for
its synthesis[7]. Biomimetic silica can be synthesized within minutes under mild and green
conditions, as nanostructured silica with divergent morphologies[8]. The synthesis
necessitates a source of Si and an organic aminated small molecule or polymer in order to
catalyze the precipitation of the nanoparticles in phosphate buffer at pH 8 (Scheme 1). Any
material contained in the synthetic mixture may become entrapped within the biomimetic
silica nanoparticles and therefore this strategy has been commonly used for enzyme
immobilization[9-12].

A fundamental attribute of this immobilization methodology is its versatility which allows it

to be widely applicable to a range of biomolecules. Since a primigenial work from Luckarift



et al[13] and due to its biocompatibility and facile and quick synthesis, this entrapment
strategy has been used to immobilize oxidases, hydrolases and coupled enzyme systems.
Co-immobilization of enzymes using in situ immobilization approaches benefit from the
close proximity of the different biocatalysts which translates into higher catalytic efficiencies
of the overall reaction. Biomimetic silica encapsulation has been used in the past for the co-
entrapment of a variety of multienzyme configurations as well as the preparation of combi
robust biocatalysts for bioconversions of biosensing applications [14,15].

However, the synthetic strategy for biomimetic silica nanobiocatalysts can provide distinct
properties to different enzymes and may be tailored to improve a desired attribute [13]. For
instance, optimization of immobilized conditions to achieve active and stable
nanobiocatalysts has included in the past studies of the synthetic precursors ratios, alternate
aminated molecules or inclusion of organic solvents during synthesis. Addition of enzyme
stabilization molecules for the in situ entrapment or post immobilization strategies such us
crosslinking could further improve the stability of the biocatalysts.

Results on the biomimetic silica entrapment of different enzymes seem to indicate a
dependence of the physical and textural properties of the Si nanoparticles with properties of
such as size, shape or chemistry of the surface of the enzymatic molecule[16]. As in any other
immobilization strategy, parameters such us loading capacity of the nanobiocatalysts or
specific activity are also directed influenced by the properties of the enzyme to be
immobilized. However, in in situ immobilization strategies they also play a fundamental role
in the synthesis of the material support to the extent of preventing its formation under certain
unbalanced ratios of the synthetic precursors and enzyme concentration[10].

In this chapter, we describe strategies for the in situ immobilization and co-immobilization

of enzymes in biomimetic Si nanoparticles selecting a few examples that highlight the



potential of the technique and providing insight into the main parameters that should be

considered when extending the strategy to other biomolecules.

2. Materials

1. Solution 1: Img/mL of Horseradish peroxidase (HRP), Type 1V in deionized water.

2. Solution 2: 85 mM potassium phosphate, pH 5.0, 0.45 mM 2,2-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), 0.03% (w/w) hydrogen peroxide
solution (H.O.) previously prepared in deionized water.

3. Solution 3: 0,8 mM of piruvate, 0,2 mM of NADH in 25mM sodium phosphate buffer
at pH 7.0.

4. Solution 4: 0.015 mg/mL of LDH in 25mM sodium phosphate buffer at pH 7.0.

5. Solution 5: 0.ImM ribostamycine, 0.5mM ¥-Glu-AHBA-SNAC and 0.2mM de
DTNB in buffer HEPES 50 mM pH 7.0

6. Solution 6: 20 mM oNPG and 1 mM MgCI2 in potassium phosphate buffer.

7. Solution 7: 60 mM sodium phosphate buffer pH 6.0, 0.3 M glucose, 0.06 mg/mL
ABTS in distilled water.

8. Solution 8: 1.6 mg/mL of HRP, 154 mM sodium chloride in 10 mM sodium
phosphate, pH 7.2.

9. Solution 9: 43 mg/mL sodium periodate in distilled water (see Note 1)

10. Solution 10: 10 % of polyethylenimine (PEI) or 12 mg/mL of spermidine (SP) in
deionized water.

11. Solution 11: 157 uL of tetramethyl orthosilicate (TMOS, 1 M) in 1 mL of 1 mM

hydrochloric acid (see Note 2).



12. Solution 12: Sodium phosphate buffer 0.025 M, pH 7.0, 0.5 M NaCl (see Note 3)

3. Methods

3.1 Enzyme activity

1. Horseradish peroxidase activity assay contained 2 mL of assay solution 2 at 25°C and 10
pl of solution 1. The oxidation of ABTS (€.,=36.8 mM-:cm:) was measured in a
spectrophotometer at a wavelength of 405 nm for 2 min.

2. Lipase from Rhizomucor miehei (RML) activity was performed by continuously
measuring the increase in the absorbance at 348 nm produced by the released p-nitrophenol in
the hydrolysis of 0.4 mM pNPP in 25mM sodium phosphate buffer at pH 7.0 at 30°C.

3. L-Lactate dehydrogenase (LDH) activity was measured in 2.5 mL of solution 3 at 25°C.
The reaction was started by addition of 20 ul of solution 4 and followed during 120 seconds
at 340nm (emnapH= 6220 Mcom™).

4. The activity of the aciltransferase BtrH was measured in 108 pL of solution 5 at 25°C.
The reaction was started by addition of 0.2mg of BtrH and the SNAC release was followed
during 10 min at 412nm (eM= 14150 M-1cm-1).

5. B-Galactosidase (Grade VIII), activity was determined spectrophotometrically by
following the increase in absorbance at 405 nm caused by the hydrolysis of o-nitrophenyl-f-
D-galactopyranoside (0NPG) in solution 6 2 min at 25°C.

6. Glucose oxidase activity was determined spectrophotometrically by the increase in
absorbance at 414 nm resulting from the oxidation of 2,2'-Azino-bis(3-etilbenz-tiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) by a coupled peroxidase-catalyzed reaction. The reaction mixture

consisted of 1 mL of solution 7 and 0.1 mL of solution 1.



One enzyme unit (1U) was defined as the amount of enzyme that catalyzes the formation of 1

pmol of product per minute under the specified conditions.

3.2 Oxidation of HRP

1. Add 1.8 mL of solution 8 to 200 pL of solution 9.

2. Keep sample in gentle agitation in the dark for 1 h at 25°C. To stop the reaction, add 2.5
pL of glycerol and purify the oxidized enzyme using a desalting PD10 column equilibrated
with 100 mM sodium phosphate pH 7.0 containing 154 mM sodium chloride.

3. Evaluate the activity of the enzyme to consider any activity loss after chemical

modification.

3.3 In situ enzyme immobilization by entrapment in biomimetic silica.

The following is a general procedure with ratios of the component of the synthetic mixture
(TMQOS, aminated molecule, enzymatic solution) that usually provides good immobilization
yields for a range of enzymes. However, the ratios may be varied to optimize the
performance for a specific enzyme [10].

1. Prepare a 10 mL enzymatic solution with a desired concentration in 0.1 M sodium
phosphate dibasic buffer pH 8.0, add 2.5 mL of solution 10 and mix.

2. Add 2.5 mL of solution 11, mix by inverting the tube several times and keep in agitation
for 5 min at room temperature (see Note 4)

3 Centrifuge for 10 min at 4600g and wash once in solution 12 and twice with sodium

phosphate buffer 0.025 M, pH 7.0.



4. Sonicate for 5 min to improve monodispersity.
5. Evaluate the activity of the enzymatic mixture prior to immobilization and in the

immobilized suspension.

3.4 Cross-linking of entrapped HRP

1. HRP immobilization by entrapment is performed as previously described, using the
oxidized enzyme.

2. Incubate 1 g of immobilized HRP in silica nanoparticles in 10 mL of sodium bicarbonate
25 mM at pH 10.0, 16 h at 4°C.

3. Finally, reduce the preparation by adding sodium borohydride (1 mg/ml) to the mixture
under gentle agitation for 30 min (see Note 5). Centrifuge and resuspend in 0.025 M sodium
phosphate buffer pH 7.0 for activity measurement.

4. Evaluate the activity of the immobilized cross-linking suspension.

4. Results

4.1. In situ immobilization of enzymes in biomimetic silica nanoparticles.

1. Prepare solutions of enzyme of varying concentrations in 0.1 M sodium phosphate buffer
pH 8.

2. Measure the activity of the different enzymatic preparations.

3. Perform the in situ immobilization described in 3.3 of the different enzymatic preparations
using PEI 10% or Spermidine 12 mg/ml keeping the supernatant of the immobilization after

the first centrifugation. It is worth mentioning that a number of additional aminated



molecules have been used for Si deposition. In fact, proteins with high amounts of Lys on
their surface are able to auto catalyse their own Si entrapment [17].

4. Measure the activity of the supernatant after silica precipitation.

5. Measure the activity after resuspension of the biocatalysts in working buffer solution of the
enzyme.

6. Weight the amount of biocatalyst formed after immobilization.

7. Evaluate the amount of enzyme immobilized by difference of activity in the starting
enzymatic preparation and the supernatant after immobilization (Immobilization %). Measure
the immobilization yield either in terms of protein (YP) and/or activity (YA) according to

Egs. (1) and (2), respectively:

Yp(%) = —x100  (Eq.1)

0

Ya(%) =--x100  (Eq.2)
0

where Po represents the amount of offered protein, P the amount of loaded protein in the

biocatalyst, Ao the offered enzyme activity and A the activity expressed in the biocatalyst.

8. Yp and Ya as well as the amount of Si nanoparticles of the biocatalysts obtained, and
specific activity depend on multiple factors related to physico-chemical and biochemical
nature of the enzyme to be immobilized. Table 1 shows the results obtained for the enzymes
analyzed in this chapter and examples of previous works using PEI 10% for the Si deposition.
It is worth noting that these results have been obtained under similar conditions from those

described above.

1.7 Regarding stabilization, there are multiple examples of stabilized in situ entrapped
enzymes. Figure 1 shows thermos stabilization achieved for B-galactosidase and glucose

oxidase after immobilization using this approach.



4.2. Stabilization of HRP through 3D cross-linking in biomimetic silica nanoparticles.

1. Perform a mild oxidation via NalO. as previously described (see 3.2). This treatment
generates aldehyde groups on the sugar moieties of this highly glycosylated enzyme. Any
glycosylated protein could be crosslinked after in situ entrapment in biomimetic silica.
Additionally, any other chemical modification of the enzyme surface protein to introduce
aldehyde groups could also allow for a 3D multipoint covalent immobilization of the
encapsulated enzyme.

2. Assay the catalytic activity of the preparation after gel filtration in a PD-10 column into
phosphate buffer 0.1 M pH 8.0.

3. Entrap the oxidized enzyme in silica nanoparticles as described in 3.3 using PEI 10%.

4. Incubate the immobilized preparation at pH 10 as described in 3.4. This incubation
promotes the formation of Schiff’'s bases between the aldehyde groups of the enzyme
(obtained by its oxidation) and unreacted amino groups of the PEI near the entrapped
enzymatic structure. The reducing step via Na.BH. transform the first reversible interaction
between the enzyme and the matrix, into a three-dimensional multiple covalent attachment of
HRP within the silica particles.

5. After reduction, wash twice with phosphate buffer by centrifugation for 10 min at 4500¢g
and resuspend in 25 mM phosphate buffer pH 7.0. Optimal results in terms of specific

activity are obtained when using 5-7.5 mg/mL as starting HRP concentration (Table 2).

6. The studies on thermal stability demonstrated that the entrapped and cross-linked enzyme
preparation presented a half life time of 156 min, significantly higher compared to the solely
entrapped enzyme or the non immobilized HRP (53 and 2.4 min for their half-life time

respectively) (Fig. 2).



4.3 Use of alternate aminated catalysts for in situ entrapment of lipase from Ryzomucor

miehei (RML).

1. Perform a gel filtration of the commercial enzyme in a PD-10 column using sodium
phosphate buffer 0.1 M pH 8.0. Measure the activity of the preparation.

Use of spermidine for in situ entrapment:

2. Prepare a 12 mg/mL solution of spermidine in sodium phosphate buffer 0.1 M pH 8.0 and
a solution of silicic acid as described in the Methods section 3.3.

3. Mix 1 mL of gel filtrated RML with 0.5 mL spermidine solution.

4. Add 0.5 mL of silicic acid solution.

5. Centrifuge for 10 min at 4600g and wash once in sodium phosphate buffer 0.025 M, pH
7.0, 0.5 M NaCl and twice with sodium phosphate buffer 0.025 M, pH 7.0.

6. Measure the activity in the suspension.

Use of PEI for in situ entrapment:

7. Prepare a 10% PEI solution in sodium phosphate buffer 0.1 M pH 8.0 and a solution of
silicic acid as described in the Methods section 3.3.

8. Mix 1 mL of gel filtrated RML with 0.1 mL of PEI solution.

9. Add 0.5 mL of silicic acid solution.

10. Centrifuge for 10 min at 4600g and wash once in sodium phosphate buffer 0.025 M, pH
7.0, 0.5 M NacCl and twice with sodium phosphate buffer 0.025 M, pH 7.0.

11. Measure the activity in the suspension.

12. Both immobilized preparations were significantly more stable than the soluble RML (Fig

3).



4.4 Co-immobilization of the coupled enzyme system BtrH and BtrG.

The acyltransferase (BtrH) and y-glutamyl cyclotransferase (BtrG) are two of the eight
enzymes involved in the natural production of Butirosin B[21], a glycosidic antibiotic of
relevance used to treat resistant infections. Previous works demonstrated the concerted action
of these enzymes starting from synthethic precursors such as N-acetylcysteamine (SNAC)
derivatives[22]. The following example involve the co-entrapment of both enzymes as a
model of immobilized enzymatic system.

1. Prepare 1 mL solution of 0.2 mg of BtrH and 0.4 mg of BtrG in sodium phosphate buffer
0.1 M pH 8 and measure BtrH activity.

2. Add 0.25 mL of PEI 10% and mix.

3. Rapidly add 0.25 mL of previously hydrolyzed TMOS (silicic acid solution).

4. Mix the solution by inverting the tube three times.

5. Centrifuge for 10 min at 4600g and wash once in sodium phosphate buffer 0.1 M, pH 8.0,
0.5 M NaCl and twice with sodium phosphate buffer 0.1 M, pH 8.0.

6. Measure BtrH activity in the suspension to evaluate any possible loss in activity during
immobilization.

7. In situ immobilization for the co-entrapement of BtrG and BtrH did not affect significantly
the %l (Table 3).

8. Although the Ya obtained for BtrH, the only activity that was possible to measure
uncoupled with a chromogenic substrate, was low (Table 3), analysis by LC-MS using y-Glu-
AHBA-SNAC and ribostamycin as substrate showed the presence of butirosin B. This
compound is the expected product of the concerted action of both enzymes which proved that

BtrH was active in the nano-co-entrapped biocatalysts.



9. Characterization by scanning electron microscopy of the in situ co-entrapped preparation
showed dispersed as well as interconnected nanoparticles of a mean diameter of ~110 nm
(Fig 4). The shape and polydispersity obtained is similar for previously entrapped isolated
proteins. However, the mean size obtained for the nanobiocatalyst is significantly is

significantly smaller than reported entrapped proteins [16,17].

5. Notes

1. Sodium periodate solution should be prepared fresh and keep protected from light.

2. Vortex until solution is clear. This solution should be freshly prepared.

3. NaCl is sometimes necessary to remove non-entrapped ionically adsorbed enzymatic
molecules to the surface of the nanoparticles.

4. Solutions should be added in the specified order.

5. Keep the vessel open as small amounts of H are formed during reduction.
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Figures captions

Scheme 1. General procedure for the preparation of A) biomimetic Si nanoparticles and B) in
situ immobilized enzymes in biomimetic SI nanoparticles.

Fig 1. Thermal stability of soluble and in situ entrapped enzymes in biomimetic silica. A) p-
galactosidase preparations at 54 °C, B) glucose oxidase preparations at 50 °C. In both graphs
solid circles: PEI; open diamonds: soluble.

Fig 2. Graphical representation of the thermal stability at 50°C of the soluble (A), entrapped
enzyme (@) and the crosslinked entrapped enzyme (m). The half-life increased from 2.5 min
to 53 min and 156 min, respectively. The experimental data was fitted to the exponential
model from Henley and Sadana[20].

Fig 3. Thermal stability at 60°C of different RML preparations. Soluble enzyme (RML) (o),
in situ entrapped enzyme using PEI (m), and in situ entrapped enzyme using spermidine (A).
The preparations were incubated in 25 mM sodium phosphate buffer pH 7.

Fig 4. A) SEM analysis of in situ co-immobilized preparations of BtrH and BtrG. B)

Histogram representation of nanoparticle diameters using Image J.



Tables.

Table 1. Examples of the results obtained for different enzymes immobilized by in situ

entrapment in biomimetic silica.

Enzyme Immobilization Ya Source
(%) (%)

Peroxidase from Horseradish 82+4 49 +6 This work
Lipase from Rizomucor miehei 90 +1 24+1 This work
Acyltransferase from Bacillus circulans 90+2 20+4 This work
Lipase from Trametes versicolor 82x7 71+1 [10]
B-galactosidase from E. coli 767 42+8 This work
Glucose oxidase from Aspergillus niger 50+5 71+2 This work
Enoate reductase recombinant from E coli 34 92 [18]
Papain from Carica papaya 83 83 [17]*
Nitroreductase from Pseudomonas pseudoalcaligenes 80+5 60 £5 [19]

*No aminated molecule was needed for Si precipitation

Table 2. Results obtained after in situ immobilization of HRP in biomimetic silica

nanoparticles.

HRP Immobilization Ya ul
(mg/ml) (%) (%) (Ul/mg)
0.5 94+3 50+2 1.042 + 4E-03
1 85+2 59+2 1.025 + 2E-03
3 83+2 53+3 1.286 + 4E-03
) 82+4 49+6 1.700 + 7E-03




7.5 63 +4 42+2 2.125 + 5E-03

10 54 +3 12+3 1.887 + 8E-03

20 34+5 105 1.900 + 7E-03

Table 3. Results obtained for the entrapment and co-entrapment of BtrH and BtrG

Encapsulated Immobilization Ya
enzymes (%) (%)
BtrG 96.8+1.1* ND
BtrH 89.7+2.2 13.5+2.01
BtrG and BtrH 752+11 20+ 35

*Determined using protein concentration



Bioconversiones para la revalorizacion de glicerol: sintesis de L-lactico utilizando una cascada
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