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@Resumen:

Procedimiento general de obtencién de
biocatalizadores que comprende la inmovilizacion de
enzimas durante la sintesis de materiales metalo-
organicos.

La presente invencidn propone un procedimiento
general de obtencién de biocatalizadores que
comprende la inmovilizacién in-situ de enzimas, en la
mesoporosidad intercristalina formada por la
agregacién de nanocristales durante la sintesis de un
material metalo-organico (MOF). El procedimiento de
la invencién permite alcanzar un alto contenido de
enzima sobre el soporte, minimizar la reduccion de la
eficiencia catalitica en relacién con la de la misma
enzima libre y reducir las pérdidas por lixiviado,
solventando de esta forma las limitaciones
identificadas en los métodos de obtencién de
biocatalizadores conocidos basados en la
inmovilizacién de enzimas in-situ. La invencién
también se refiere a los biocatalizadores directamente
obtenidos por el procedimiento.
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COMPRENDE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS DURANTE LA SINTESIS DE
MATERIALES METALO-ORGANICOS

DECRIPCION

SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencidn se engloba dentro del ambito del desarrollo de catalizadores que
pueden ser de aplicacién en muy diferentes campos, como por ejemplo, quimico,
farmacéutico, agricola, energético v biolecnoltgico. Especificaments se refiere a un
procedimiento de obitencidn de biocatalizadores que es general, v que permite la
inmovilizacion de cualguier enzima durante la sintesis de materiales metalo-organicos
nanocristalinos (MOFs), aprovechando la mesoporosidad intercristalina, generada por

aglomeracion o agregacion de nanocristales.

ESTADO DE LA TECNICA

La inrmovilizacion sobre soportes solidos de enzimas permite su heterogeneizacion, es decir,
tener la biomolécula soporiada en fase sdlida. La obtencién de biccatalizadores sdlidos
favorece, entre olros aspectos, la separacion de dichas enzimas del medio de reaccion v su

reutilizacion en sucesivos ciclos de reaccion.

La naturaleza guimica vy las propiedades iexiurales de los maleriales ulilizados como
soportes confieren distintas propiedades al catalizador final. La unidén de una enzima sobre
un soporte preexistente {en adelante inmovilizacion post-sintesis) puede llevarse a cabo a
través de enlaces covalenies o no covalentes, v en cualquier casc es convenienie una
elevada afinidad guimica entre ambas especigs. Para alojar altas cargas de una enzima &l
soporie debe ofrecer una alla superficie especifica, por [0 gus son deseables materiales que
presenten alta porosidad con diametro de pore superior a las dimensiones moleculares de la

enzima a inmovilizar.

Estas dos caracteristicas (naluraleza quimica v propiedades texiurales) restringen las
posibilidades de hallar un méiodo general ¢ universal para inmovilizar cualquier enzima,

independientemente de sus caracteristicas, y hace necesario un disefio “a medida” de
2
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acuerdo con la composicién quimica de la superficie de la enzima y con sus dimensiones

moleculares.

Como alternativa a la inmovilizacidn post-sintesis, la posibilidad de atrapamienio de la
enzima durante el procesc de sintesis del soporte, en adelante inmovilizacion in-situ (asl es
singularmente conocida la sintesis de materiales siliceos en presencia de enzimas) ha sido

explorada por varias vias.

Entre los maleriales porosos con proyeccidn mas emergente, destacan los materiales
metaio-organicos (MOFs). En el contexto de una posible aplicacion en la inmoviiizacion de
enzimas, estos materiales cumplen con las dos premisas principales anteriormenie
indicadas (superficie especifica y diametro de poro). Asi, por un lado, su versatilidad
estructural es ial que, a diferencia de ofros materiales microporosos convencionales,
algunas de sus estruciuras poseen pores que se adentran ampliamenie en el intervaic de
los mesoporos (Deng ef al, Science, 2012, 336, 1018). Por otro lado, su versatilidad de
composicion, que abarca la practica iofalidad de los elementos de ia Tabla Periddica o de
las funcionalidades organicas conocidas, garantiza la posibilidad de disefiar MOFs, gue en
caso de ser necesarios sean afines guimicamente hacia ¢ada enzima a fraves del conirol de
la hidrofobicidad o de la presencia/concentracion de cargas electrostdlicas y/o grupos

funcionales predisefiados en el entorno poroso,

Dentro de [a lileratura patente son conocidos procedimientos de  obtencidn  de
biocatalizadores que comprenden la inmovilizacion post-sintesis de enzimas en MOFs. Asi,
es especialmente destacable el documento WQO2312174402A2 que refiere la mezcia de un
MOF mesoporose como ef Th-mesoMOF, con una solucion conteniendo la enzima
microperoxidasa-11, y que se incuba durante aproximadamente de 10 a 150 horas a una
temperatura aproximada de 37 grados centigrados, consiguiendo fa inmovilizacion de la
enzima en las celdas nanoscopicas del MOF. Por su parte, el documento US2014342429A1
trata sobre un método para inmovilizar cualquier tipe de biomolécula, incluyendo enzimas,

sobre materiales porosos como los MOFs, v singularmente sobre el MOF MIL-53(Al).

Por su parie, dentro de la literatura no patente también se divulga la oblencion de
bioccatalizadores que comprenden MOFs sobre los que posteriormente se incorporan

enzimas de tamafo pequefic con un diadmetro inferior a 3,3 nm (Deng &f g/, Science, 2012,
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336, 1018, Lykourinou ef al, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 10382; Chen ef a/, J. Am.
Chem. Soc. 2012, 134, 13188).

Sin embargo, la inmovilizacion posi-siniesis en MOFs presenta varias limitaciones. En
primer lugar, la inmensa mayoria de los materiales MOFs son microporosos por 1o que no
poseen pores suficientemente grandes para inmovilizar enzimas en su interior, v los gue los
poseen requieren de un gran esfuerzo en su preparacidén, porgue estan constiluidos por
ligandos organicos no comerciales, caros vy dificiles de sintetizar, necesariamente en pasocs
previos a la formacion del propio MOF (Deng etf al., Science, 2012, 336, 1018). En segundo
lugar, los poros que ofrecen estos MOFs no son suficieniemente grandes para gue muchas
biomoléculas difundan a su través, v por lanio, el mélodo esta lejos de poder considerarse

universal.

En lo que respecta a la inmovilizacion in-situ de enzimas sobre MOFs, en e estado de la
técnica Unicamente se conoce el documento de Shieh ef al. {(J. Am. Chem. Soc. 20185, 137,
4276) que difunde un mélodo para sintetizar MOFs en presencia de una enzima a
temperatura ambienie v en condiciones acuosas, y gue consisie en mezclar una disolucion
acuosa de nifrato de zinc con oifra disclucion acuosa contegniendo imidazolato-2-
carboxaidehido (ICA), calalasa vy un agente tamponador. Sin embargo, el catalizador asi
obtenido se caracteriza por estar formado por microcrisiales; una muy reducida eficiencia de
encapsulacion gue se sitia en un 5% en peso de I8 enzima (o que se comresponderia
aproximadamente con un porcentaje de incorporacion de 8 enzima inferior al 649%,
considerando un rendimiento inferior al 100% v una compileta formacion del MOFY; v ademas
una muy reducida eficiencia catalitica de la enzima encapsulada (33 veces infericra lade la

misma enzima libre).

En base a lo anterior, se considera de interés un procedimiento general, sencillo y rapido,
que basandose en la inmovilizacidén in-situ de enzimas, durante la formacién de MOFs,
permita obiener biccatalizadores con alta carga enzimatica, con una alta capacidad de
retencion de enzima y con una eficiencia catalitica gue no se vea excesivamente mermada

con respecto a la actividad de ia biomolécula sin inmovilizar.

EXPLICACION DE LA INVENCION
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En un primer aspecio la invencion se refiere a un procedimiento de obtencion de un

biccatalizador porque comprends:

a) sintetizar parcial o totaimente un mailerial metalo-organico (MOF) en presencia de al

mencs una enzima, hasta obtener un solido vy,

b) aislar e sdlido sintelizado segln la etapa a), preferentemente por cenirifugacion o©

filtracion,

y donde el MOF sintetizado inmoviliza la enzima en la mesoporosidad intercristalina formada
entre cristales o enire dominios aglomerados o agregados de particulas nanocristalinas de

tamario homogéneo.

Preferentements, la mesoporosidad  inlercristaling  comprende al menos un, vy

preferentemente mas de uno, volumen hueco entre 2y 50 nm.

El procedimiento de la invencion se caracteriza porque en la etapa (a), la siniesis del MOF
comprende poner en coniacto dos discluciones en presencia de al menos una enzima,
donde dichas disoluciones pueden ser acuosas, organicas o una mezcla acuosa-organica, vy
donde prefereniemente la primera disolucion es una disolucion de una fuenie metalica y la
segunda, una disolucién de ligando organico.

La segunda disolucién de ligando organico se slige entre una disolucion acuosa de una sal
de ligando organico o una disolucion acuosa de ligando organico protonado en presencia de

un agente desprofonanie.

Preferentemente el procedimisnto de la invencidn se desarrolia a temperaturas entre 4 vy 70

°C y mas preferentemente entre 20 y 30 °C.

Preferentemente la enzima que se utiliza es B-glucosidasa.

En un segundo aspecio, la invencion se refiere al biocatalizador directamente obtenido por

ef procedimiento del primer aspecto de la invencidn

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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El problema t8cnico gue resuslve la presente invencidn es el desarrollo de un procedimiento
general o universal, sencillo, rapido vy econdmico, que pueda ser ulilizado de forma extensiva
para obtener biccatalizadores que comprenden un soporie MOF v cualquier enzima gue se
inmovilice en el mismo durante su sintesis, y que resuelva los problemas delectados en el
estado de la t8onica para oiros biccatalizadores gue se basan en la inmovilizacion in-sity,
singularmente la reducida capacidad de carga enzimatica, la limitada capacidad de retencidn
de las enzimas inmovilizadas, y una excesiva merma de la eficiencia catalitica con respecto

a la de ia biomolécula sin inmovilizar.

La presenie invencidn se basa en un procedimiento de inmovilizacion in-situ de la enzima -
glucosidasa de Agpergiflus niger {(B-Glu) sobre distintos MOFs, que permite oblener
biccatalizadores que se caraclerizan por comprender particulas policristalinas formadas por
nanocristales {de unos 40 nm) de tamafc homogéneo, que en suU agregacion generan
volimenes huecos, estables y ordenados mesoporos (entre 2 v 50 nm de diameiro), vy gue
les permiten inmovilizar en su interior una importante cantidad de la enzima, gue alcanza al
mencs un 15% en peso de la enzima v mas de un 86% de la enzima expuesta en el medio
de reaccion ver Ejemplos 1 a 5) y adicionalmente, reduce las pérdidas por lixiviado de las

mismas (ver Ejemplo 6).

Por ofra parte, las condiciones de reaccion que se emplean en esia invencion para cblener
los hiccatalizadores, favorecen el mantenimiento de la actividad catalitica de las enzimas
confiriéndoles una elevada eficiencia catalitica {ver Ejemplos 1 a 5), obieniendo valores muy
superiores a los indicados por Shieh ef al {J. Am. Chem. Boc. 2015, 137, 4276) gue
registraron una eficiencia 33 veces inferior en el biccatalizador con respecio a 13 enzima
libre, mientras que siguiendo el procedimiento que se incluye en la presenie invencidn la
caida es solo de unas 6-12 veces comprobado para la enzima B-glucosidasa en medio
acuoso {(Ejemplos 1-3), incluso considerando que la actividad de la enzima libre s2 ha
medido en condiciones optimizadas de pH, dilucidn, concentracion de tamponeas, mieniras
gue la aclividad del biocatalizador se ha medide tomande directamente una alicuota
(suspension) del sistema de sintesis (v, por tanto, en presencia de una base, sin conirol de

pH, sin presencia de tampones, elc.).
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Finalmente, &l procedimisnioc de obtencién de biocaializadores que se incluye en la
invencidn, permile la esiabilizacién de la estruciura vy de la actividad de la enzima durante al
menos 48 horas en medios a priorl poco propicios para ella, como por sjemplo la N N-
dimetilformamida, donde la enzima libre es completamente inaclivada tras pocos minutos

{ver Ejemplos 4 y 5}.

Cierfos ejemplos de reglizacidn de esta invencidn se describen con delalle en este
documenio {ver Ejemplos 1 a 5). Sin embargo, la presente invencidon puede llevarse a cabo

en un amplio rango de realizaciones mas alla de las explicitamente descritas.

En un primer aspecito, la invencion se refiere a un procedimiento de obtencion de un
biocatalizador, en adelante procedimiento de obtencion de la invencidn, gue comprende las

siguientes etapas:

a) sintetizar parcial o fotaimenie un malerial metalo-organico (MOF) en presencia de al

menos una enzima, hasia obtener un sdlido, v

b} aislar el sdlido sintetizado segin la stapa a),

y donde el MOF sintelizado inmoviliza la enzima, en la mesoporosidad intercrisialina
formada entre nanocristales o enfre nanodominios aglomerados ¢ agregados en particulas

micromeétricas.

Es precisamenie el hecho de que la inmovilizacién se produza en esta mesoporosidad
intercristalina, es decir, en volumenes mesoporeses huecos, estables y ordenados,
delimitada por la aglomeracién de nanccristales, a diferencia de la (micro)porosidad
intrinsaca a la estruciura cristalina de un MOF, o gue le confiere al procedimiento de

obtencion de la invencidn sus considerables ventajas técnicas.

£l documenic de Sanchez-Sanchez ef al (Green Chem. 2015, 17, 1500)de los propios
inventores, reivindica un procedimiento de preparacion de MOFs, gue se preparan en agua y
a temperalura ambiente uiilizando sales como fuente de los ligandos organicos o, en su
defecto, de la forma protonada de los correspondientes ligandos organicos previaments
desprotonada por {a accion de una base. Eslos MOFs, gue son los gue se usan como base

en la presenie invencion, se caracterizan por carscer de poros  infercristalinos
7



10

15

20

25

30

ES 2 595 631 Al

suficientements grandes para encapsular biomoléculas dal tamafio de las enzimas. Ademas,
los cristales gue forman esios maleriales son nanocristalinos con una gran tendencia a
agiomerarse © agregarse entre si en ef medio de reaccién, dando lugar a particulas lo
suficientemente compacias como para poder considerarse no disgregables en sus cristales
o dominios cristalinos, vy que contienen mesoporos entre 1os cristales, lo que potencialmente

cubre los tamanos requeridos para albergar un amplic rango de enzimas en su interior.

En la presente invencidn por “‘mesoporosidad intercristaling” se entiende la presencia en &l
MOF de al menos un, y preferentemente mas de uno, volumen hueco intercristalino, estable,
ordenado vy en el rango de los mesoporos, gue se establece entre particulas formadas por
aglomeracion o agregacion de cristales o dominios de particulas nanoporosas de tamafio
homogéneo, o suficientemente compactas como para poder considerarse no disgregables

en sus cristales o dominios cristalinos.

Segun la clasificacidén de la WPAC v en al conlexio de esla patente, se entiende por
mesoporo todo volumen hueco en un material cuyo didmetro esia comprandido entre 2 v 50
nm, que preferentemente tendran una distribucion de poro que se ajusie a las dimensiones
de la enzima a inmovilizar (en el caso de la B-glucosidasa con valores cercancs a 10 nm). A

los poros por debajo de 2 nim se les denomina microporos.

La mesoporosidad intercristalina en particulas sdlidas, a diferencia de la porosidad
infrinseca a la estructura cristaling, es la generada por la aglomeracion ¢ agregacion de
cristales. Por tanto, tiene una distribucién de poro mucho mas ancha que la infrinseca v,
mas importanie, estd bajo control experimenial pues depende de la maodificacion de las
condiciones de preparacion del MOF, v por o tanto, puede cubrir la totalidad de los tamanos

requeridos para albergar cualquier tipo de enzima en su interior,

Por “biccatalizador” se entiende el solido que se sintetiza en la elapa a) y que se aislaen ia
etapa b) del procedimiento de obtencion de la invencion, v que es un material compuesto
gue comprende, un soporie MOF vy al menos una enzima, que se inmoviliza en la

mesoporosidad intercristalina del MOF durante la sintesis total o parcial del mismo.

Por “MOF o material metalo-organico” se entiende un material hibrido organico-inorganico

en el gue atomos metalicos ¢ metaloides o clisteres de esos atomos se enlazan entre si a
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fravés de ligandos organicos, al mencs bidentados, para dar lugar a redes cristalinas
tridimensiconales porosas. El método es aplicable a cualguier MOF preparado con ligandos
organicos gue contienen preferentemente grupos carboxilicos a través de los que se
coordina a los metales. Preferentemente, los maleriales MOF usados son el MIL-53{Al), su
homdlogo estructural NH-MIL-53(AD v el Mg-MOF-74, todos ellos de pequefio tamanc de
particula. En los dos primeros cascs, los atomos metalicos que forman en MOF son Al
(como AP} y los ligandos orgénicos son lereftalato o 2-amino-terefialato, respectivamente.
En el caso del Mg-MOF-74, el metal es Mg (con carga formal 2+) v el ligando es 2,5-

dihidroxiterefialato.

Por “inmovilizacion” se entiende, en esie documento, la sujecion de al menos una enzima, vy
preferentemente mas de una, preferentemente en la mesoporosidad intercristalina del
material MOF, v gue se favorece frente a otras como el embebimiento. Por "embebimiento”
se entiende la inmovilizacion de la enzima al ser atrapada por cristales de MOF en sl
proceso de crecimiento cristalino, de forma que en el biocatalizador final queda accesible

unicamente a través de los (micro)poros intrinsecos del MOF.

Preferentemente, la sintesis del MOF de la etapa a) del procedimientc de obtencion de la
invencion comprende Iz mezcla, en presencia de al menos una enzima, de dos discluciones,
una primera disolucion o disolucion de una fuenie metalica, gue preferenteamente tiene un

pH acido, v otra segunda disolucion ¢ disclucién del ligando organico.

En el ambito de la invencidn por “primera disolucion o disclucion de fuente metalica” se
entiende una disolucidén de una sal metalica, preferentemenie en un disolvente polar como &f
agua. Ejemplos de discluciton de fuente metdlica gue se incluyen en el ambito de la
invencidn son una disclucion acuosa de una sal de aluminio, o una disolucion de una sal de
magnesic en N, N-dimetiifformamida, y preferentemente discluciones de nitrato de aluminio

nonahidratado ¢ de acetato de Mg tetrahidratado.

Por “segunda disciucion o disolucion de ligando orgénico” se entiende una disolucidn de la
fuente de ligando organico, va sea una sal o &l acido, en un disclvente preferentemente en
un disolvente polar como el agua. Si se usa el dcido como fuente organica en agua se
necesita un agenie desprotonante. Ejemplos de disclucion de ligando organico que se

inciuyen en e ambiic de la invendién son disolucion acuosa de ligandos organicos que
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contisnen al menos dos grupos de acidos carboxilicos por molécula vy preferentemente acido

2-amincterefidlico o acido 2,5-dihidroxitereftalico.

El procedimiento de oblencidn de la invencion se puede lleva a cabo utilizando disoluciones

acuosas, disoluciones organicas ¢ disclucionss gue son mezcla acuosas-organicas.

Preferentemente, la segunda disolucion se selecciona entre una disolucion acuosa de una
sal de ligando organico ¢ un ligando organico protonado en presencia de un agente
desprotonante, con un pH {preferentemente neuiro o basico) que al menos garantice la
desprotonacion o activacién de dos grupos funcionales que se han de coordinar

posieriormente a metales para formar los materiales MOF.

Por su parte, el agenie desprotonanie se selecciona, preferentemente, de entre una base
fuerte, una base media o una base débil. Ejemplos de base fuerle que se incluyen en &l
ambifo de la invencidn son los hidréxidos alcalino v preferenfemente el hidroxido de sodio.
Ejemplos de base media gue se incluyen en el ambilo de Ia invencién son las aminas,
preferentemente la trietilamina. Ejemplo de base débil gue se incluyen en el ambiio de la

invencion es el hidroxido de amonio ¢ amoniaco.

Por “enzima” se entiende cualquier molécuia de naturaleza proteica gue cataliza reacciones
quimicas. Puede ser inmovilizada, v el biocatalizador puede ser utilizado en f ambito de la
industra {quimica, farmacautica ¢ alimentaria, enire ofras), preferentemente respecio a la
enzima soluble. Ejemplos de enzimas que pueden ulilizarse en la invencidn son cualguiera
de las enzimas exisienies en la naturaleza, con muy diversas aclividades cataliticas.

Preferentements, la enzima es B-glucosidasa.

El procedimiento de la invencitn prefiere temperatura entre 4 y 70 °C, vy prefereniemente
entre 20 v 30 °C, es decir aguellas demandadas por las enzimas para conservar su

estruciura v, por ende, su aclividad catalitica.

La enzima se afade en el franscurso de la sintesis del MOF segun la etapa a) del
procedimiento de cobiencion de la invencidn, una vez gue ias dos disoluciones se han
mezclado, para evilar las condiciones que le pusdan ser adversas. Sin embargo, también es

posible afiadir la enzima sobre cualguisra de las dos disoluciones atendiendo a que la

10
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viabilidad de la enzima (especialmente aclividad catalitica) se resienta 1o menos posible, es
decir, preferentemente, la enzima se afiade sobre la disolucion cuyo pH esté mas préximo a
la estabilidad enzimadtica, gque vaya a sufrir menos cambios {abruplos) de pH o que no
coniengan especies gquimicas gue puedan favorecer la desnaturalizacion de la enzima o la
inactivacion de sus centros actives. La enzima se afiade en cualguiera de los formalos
conocidos en el estado de la técnica, v preferentemente como una disolucidn acuosa
procedente de un extracto, que puede comprender ofras suslancias quimicas. Esas
sustancias quimicas o la propia enzima pueden afectar diferentes aspectos de la sintesis del
MOF, tales como el tamafic de particula {y, por tanto, de los poros intercristalinos), Ia
cingtica del proceso ¢ la presencia o abundancia de impurezas formadas, ¢ la aclividad

catalitica de la enzima inmovilizada.

Preferentements, una de las disoluciones que se utilizan para la sintesis del MOF segin la
etapa a) del procadimienic de obtencidn de la invencidon se anade gola a gola sobre la ofra,
manteniendo el sistema bajo agitacion. Esta adicion conlleva la formacion de un sdlido bien
sga durante el transcurso de la adicion o tras un tiempo gue puede ilegar a alcanzar desde 1
segundo hasta las 350 h. El solido formado es el biocatalizador, que comprende parte o la
tolalidad de la enzima, v se separa de la mezcla de reaccion en la etapa b) del
procedimienio de oblencidn de la invencidn preferentemenie por centrifugacion o por
filiracion tras un tiempo, comprendido entre 1 segundo vy 200 horas después de terminar la

adicion de una disclucion sobre la ofra.

Ef procedimiento de obtencidn de la invencion incluye la posibilidad de utilizacion simulianea
de distintas enzimas. Asi por gjemplo, es factible emplear mas de una clase distinta de

enzima de las gue sa citan en este documento.

Alternativaments, el procedimienio de obtencién de la invencicn comprende una elapa
adicional o etapa ¢) que comprende el secado del sdlido aislado segin la etapa b) bajo
condiciones compatibles con la conservacién de la estructura y propledades de la enzima

inciuyendo la actividad catalitica.

En una realizacién particular del procedimiento de obtencidn de la invencidn, la disolucion de
la fuente metdlica es una disclucidn acuosa de nitrato de aluminio nonahidratado, la
disolucion del ligando organico es una disclucion acuosa de acide Z-aminotergfidlico, &l

agenie desprotonante se selecciona entre trietilamina, hidroxido sédico y amoniaco, la
11
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enzima es B-glucosidasa de Aspergillus niger que se afiade sobre la disolucién del ligando

organico y la temperatura de reaccion es 25 °C.

En otra realizacion particular del procedimiento de obtencitn de la invencion, la disolucion
de la fuente metdlica es una disolucion de acetato de Mg tetrahidratado sobre N,N-
dimetilfformamida, la disolucion del ligando orgénico es una disolucidon Acido 2.5-
dihidroxiterefialico sobre N N-dimetilformamida, la enzima es B-glucosidasa de Aspergillus
niger gue se afade sobre la disolucion de a fuente metalica v la temperatura de reaccion es
25 °C. En esia realizacidn, se consigue la estabilizacion de la estruciura de fa enzima vy &l
mantenimiento de su actividad catalitica durante 48 horas, mientras que la misma enzima en

estado libre en el mismo reaclivo es completamente inactiva fras pocos minutos.

Adicionalmente, el procedimiento de obtencion de la invencién puede comprender otra elapa
en la que el solido aislado segln ia elapa b) ¢ secado segun la etapa ) se sxpone
nugvamente a al menos una enzima, para incrementar la carga enzimatica del mismo
utiizando un procedimiento de inmovilizacién post-sintesis, va que en el procedimiento de
inmovilizacion in-silu las enzimas podrian hacer de agenie mesopordgeno, creando

mesoporos de mayor tamafio.

El efecto teécnico conseguido en los biocatalizadores obtenidos por el procedimiento de
obtencion de fa invencion gueda de manifiesio a traves de las técnicas de caracterizacion
fisico-quimica v biocguimica que se recogen en los Ejemplos 1 a 6, singularmente en lo
referente a la aita cantidad de enzima inmovilizada, a la alta capacidad de retencion de la
enzima vy la reduccion de la merma de la eficiencia catalitica con respecio a la de la
biomolécula sin inmovilizar. La alta eficlencia de inmovilizacion enzimatica se basa en &l
hecho de que la formacion del material MOF se da prefereniemente por la formacion
instantanea de una disolucidn coloidal al mezclarse la disolucidn metalica v la disolucion de
ligando organico, como consecuencia del gran ntmers de nicleos de MOFs gque precipitan o
cristalizan al encontrase el cation metalico y el anion organico. Precisamente por estar tan
favorecida la nucleacion, ios nlcleos son abundanies v apenas crecen porque e metal v el
ligando organico se agotan en la formacion del resto de nucleos, formandose asi
nanoparticulas en suspensién con aspecto de coloide. El posterior aislamiento del sdlido de
la disdlucidn preferentemente por centrifugacion, hace que la enzima lambién se recupere

en el solido, lo que unido a la afinidad enire ia biomolécula v el material MOF puede dar
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altas cargas de biomoleculas inmovilizadas, de hasta el 100 % de la enzima presente en ¢l

medio.

En un segundo y ultimo aspecto, la invencidn se refiere al biocalalizador direclamente

obtenido por el procedimiento de 1a invencion.

BREVE DESCRIPCION DEL CONTENIDO DE LAS FIGURAS

Figura 1. Difractogramas de rayos X de polvo normalizados de la muesira de NHx-MIL-
53{Al} (gris) y del biocatalizador B-Glu@NH-MIL-53{Al)}-NaOH-24h (negro).

Figura 2. Termogramas (lineas sodlidas) y sus derivadas {lineas discontinuas) del exiracio de
enzima soluble de B-Glu (gris claro), del material MOF NH,-MIL-B3(Al} preparado en
ausencia de enzima (gris), y del biocatalizador B-Glu@NH-MIL-53(Al-NaOH-24h {(negro).

Figura 3. Difractogramas de rayos X de polvo normalizados de la muesira de NHx-MIL-
53({Al} (gris) y del biocatalizador B-Glu@NH-MIL-53{Al}-TEA-48h {(negro).

Figura 4. Termogramas (lineas sodlidas) y sus derivadas {lineas discontinuas) del extracio de
enzima soluble de §-Glu (gris) v del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(AD-TEA-48h (hegro).

Figura 5. Difractogramas de rayos X de polvo normalizados de los biocatalizadores p-
Glu@NH -MIL-53(A)-NHs-1h (gris) vy -24h (negro).

Figura 8, Termogramas (lineas sdlidas) y sus derivadas {lineas discontinuas} del extracio de
enzima soluble de §-Glu (gris) y del biocatalizador B-Glu@NH-MIL-53{Al)-NHz-24h (negro).

Figura 7. Difractogramas de rayos X de polvo normalizados del material Mg-MOF-74 (gris) v
dei biocatalizador B-Glu@Mg-MOF-74-24h (negro).

Figura 8. Gel de electroforesis de: 1) referencia de alto peso molscular; 2) extracto soluble
de la enzima B-Glu; 3) biccatalizadores B-Glu@NH,-MIL-53(AD-NaOH-1h; 4) B-Glu@NH;-

MIL-53(AI-NaOH-24h; 5) B-Glu@NH-MIL-53(AD-TEA-2h; 6) B-Glu@NH-MIL-53(A-TEA-
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48h: 7) B-Glu@Mg-MOF-74-2h: 8) B-Glu@Mg-MOF-74-24h; 9) B-Glu@NH,-MIL-53(A)-NHg-
1h; v 10) B-GlU@NH-MIL-53(A)-NH,-24h.

Figura 9. Gel de electroforesis de: 1) referencia de alto pesc mdolecular; 2) extracto soluble
de la enzima B-Glu; 3) biocatalizador §-Glu@Mg-MOF-74-5min; 4) B-Glu@Mg-MOF-74-20h.

Figura 18. Esquema de la reaccion test catalitica de hidrdlisis de pNPG en presencia de la

enzima §-glucosidasa.

MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

Eiemplo 1. Procedimiento de obiencidén de un biocatalizador 3-Glu@NH,-MIL-533(Al)-
NaQOH-24h, gue comprende la sintesis del sistema NH-MIL-53(Al utilizando NaOH

como agente desprotonantie y en presencia de la enzima B-Glucosidasa

En esle ejemplo se muesira como obtenser un biocatalizador inmovilizando la enzima 3-
glucosidasa de Aspergilius niger (B-glu) durante la formacidn del sistema MOF NH,-MiL-
53(Al) en el gue se utllizd como base hidroxido sédico (NaOH). La enzima 3-Glucosidasa de
Aspergifius niger presenta unas dimensiones aproximadas de ~12,3 nm x ~10.7 nm x ~8,1

nm, un peso molecular ~240 KDa, vy un punio isoeléctrico 4,2.

La primera disolucidn se preparé con 2,605 g de nitralo de aluminio nonahidratado
(AHNO3):-9H,0) (fuente metdlica) vy 6,012 g de agua desionizada, dando un pH de 2,0. Por
otre lado, la segunda disclucidn se prepard con (0,483 g del ligando organico acido 2-
aminoterefialico NH,-H.BDC, 5,206 g de disclucidén 1 M de NaOH y 10,462 g de agua
desionizada, dando una disolucion dlara en pocos minutos con un pH de 6,1. A continuacion,
sobre la segunda disolucion se afadieron 2,75 ml de extracto enzimatico de B-Glucosidasa
(EC 3.2.1.21) de Novozymes, suministrada como preparacion enzimatica liguida (Novozym
188), con una concentracion del exiractc de B-Glucosidasa medida mediante andlisis
Bradford de 14,54 mg/ml, lo que modificd el pH hasta 5,6. Sequidamente, la primera
disclucién se anadié sobre la segunda disolucion, bajo agitacion, lo que provocd la
formacion de un solido amarillento en suspensién practicamente de inmedialo y a
temperatura ambiente (25 °C), dando un pH de 3,1. Al cabo de un tiempo gue oscilé entre 1

y 24 horas, se tomaron diferentes alicuotas (suspension), de las que se separd el
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biocatalizador denominado B-Glu@NH-MIL-53(Al-NaOH-nh, del sobrenadante {(disolucion)

por centrifugacion (13.400 rpm durante 80 segundos).

Se midié la actividad catalitica tanto de la suspension como del schrenadante en la hidrdlisis
de para-nitrofenil-beta-D-glucopiranodsido (pNPG) 10 mM disuelto en tampdn acido fosforico /
citrato frisddico 0,1 M pH 5,0, para dar p-nitrofencl v beta-D-glucosa. La aclividad catalitica
se midid por espectrofotomeiria a 405 nm, con un espectrofoidmetro diodo array (Agilent
8453 UV-Vis) provisic de termostatizacion v de un dispositivo de agitacion magnéetica para
maniener las muestras en suspension homogénea durante los ensayos. La actividad
enzimatica se midié en iodo caso por el aumento de absorbancia por minuto a 405 nm
producido por la liberacién de p-nitrofencl debida a ia accidn de la enzima pB-glucosidasa
{Figura 10) a 35 °C v a un pH de 5,0. Para ello, sobre las cubetas de ensayo conteniendo
1.5 mi de tampdn a pH 5,0 v 0.5 mi de pNFG 10 mM, se afadieron 100 1l de enzima soluble
o 100 ui de la suspension, o 100 yl del sobrenadante o 100 yl de una resuspension de B-
glucosidasa inmovilizada. El coeficiente de extincion molar del p-nitrofencl medido en estas

condiciones fue de 240 M -cm.

Cuando la actividad catalitica de los sobrenadanies obienidos a partir de alicuotas tomadas
a diferentes tiempos se mantuvo constante o nula, se dio por finalizado el proceso de
inmovilizacién de la enzima. La concentracién de enzima no inmovilizada presente en el
sobrenadante asi como en la disolucién enzimatica inicial se determinaron mediante analisis
Bradford.

Una vez finalizado el seguimiento de la inmovilizacion (iras 24 horas), el solido restante se
filtré a vacio utilizando una placa Vidra FOC (666/1) de tamafo de poro 4 v papsl de filtro
Miliipore 0,45 um HV. E! biocatalizador oblenido una vez seco, pesado vy molido, se
resuspendid (10 mg en 5 mL de buffer) v se ensayd su actividad catalitica en la misma

reaccion anteriormente indicada.

En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de enzima B-Glu inmovilizada, determinada mediante
analisis de Bradford midiendo la concentracion de proteina inicial en la disclucion enzimatica
y de proteina en el socbrenadante al cabo de 1y 24 horas. Al cabo de 1 h, se inmovilizé el 33
% de la enzima presente en el medio, mientras que al cabo de 24 h se inmovilizd 21 96 % de

la enzima. Eslos porcentajes de inmovilizacién enzimatica evolucionaron en paralelo con ia

15



10

15

20

25

30

ES 2 595 631 Al

presencia de la fase NH,-MIL-53(AD en el sdélide recupsrado, que con el tiempo fue
creciendo progresivaments en detrimento de ia fase corespondiente al ligando organico
protonade {Sanchez-Sanchez ef al,, Green Chem. 2015, 17, 1500), lo que evidencid gue es
la fase MOF y no la fase puramente organica la que contribuye a la inmovilizacion de la

enzima.

Tabla 1. Porcentajes de inmovilizacion (por analisis Bradford), carga enzimética, actividad
catalitica y eficiencia catalitica {por espectrofotometria); v contenido de azufre (por andlisis
quimico elemental CHNGS) de los biccaializadores B-Glu@NH-MIL-83(Al)-NaOH-1h y -24h.

th 33/28 0,21
24 h 86/79 0,14 31 0,39

* La muestra se designa como rh (numerc de horas de sintesis) del biccatalizador #-
Glu@NH-MIL-53(Al} -NaQH-nh.

® Porcentaje de enzima inmovilizada en el sdlido frente al total de enzima afiadido.

“mg de enzima por g de biocatalizador.

Y Porcentaje de S en ia muesira segin analisis elemental CHNS.

® Actividad catalitica (expresada en unidades de actividad U por g de biocatalizador vy
calculada segun la ecuacion 2), en ia hidrdlisis de para-nifrofenil-beta-D-glucopirandsido
liberando paraniirofenol,

" Eficiencia catalitica {(expresada en unidades de actividad U por mg de enzima y calculada
segun ia escuacion 3) en la hidrdlisis de para-nitrofenil-bela-D-glucopirandsido liberando
paranitrofenol.

Y No medido.

La carga enzimatica (Tabla 1) se determiné a parlir de los miligramos de proteina en &l
medio de siniesis (calculada a parlir de andlisis Bradford) v de los gramos de biocatalizador
obtenido después de fillrar la disolucion final de sintesis. Se expresa como mg de proteinalg
de biocatalizador recuperado. La presencia de enzima en el biocatalizador {ambién se
detectd cualitativamente mediante analisis quimico elemental CHNS {Tabla 1), que da los

contenidos de carbono, hidrégeno, nitrdgeno v azufre. Estos andlisis se Hevaron a cabo en
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un eguipe Analizador Elemental LECO CHNS-832. La presencia/ausencia de azufre en el
biccatalizador es particularmente informativa por formar parte de la enzima y no del material
MOF esstudiado. En buen acuerdo con lo estimado a pariir del método Bradford, en el
biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-NaOH-24h el contenido de azufre fue 0,14%.

Adicionalmente, la Tabla 1 también muesira la aclividad catalitica (expresada en Ulg

biccatalizador) y la eficiencia catalitica (en U/mg de proteina) del biocatalizador obtenido tras

ser resuspendido y calculadas a partir de las ecuaciones 2 vy 3 siguientes, respectivamente.

e (Asbsfmie) ® ¥ Delgs 1000

s e v — e M
A(U /g bloest
A (0fm o) = AW/gbocar) (Ee)

Cargs snxhmdithes (g ooty soporie}
donde U son las unidades de actividad catalitica de la enzima definidas como

transformacion de 1 umol de sustraio por minuto.

Por ofra parte, el biocatalizador B-Glu@NH-MIL-53(Al-NaOH-24h obtenido, una vez seco,
se caracterizd con diversas fécnicas fisico-guimicas, tales como la difraccidn de rayos X de
polvo usando un difractometro de rayos X Policristal X'Pert Pro PANslytical, para su
identificacién estructural. La Figura 1 compara los difraciogramas de rayos X de polvo del
biocatalizador B-Glu@NH-MIL-53(Al)-NaOH-24h y del MOF homdlogo en ausencia de
enzima. El difractograma del material que no contuvo enzima es el tipico de un NH-MIL-
53{Al} nanocristaline preparado a temperatura ambiente (Sanchez-Sanchez ef al, Green
Chem. 2015, 17, 1500). La adicién del exiracto enzimatico hizo gque aparsdieran algunos
picos esirechos e intensos, gue se han atribuido al ligando protonado NH,-H,BDC, en
consonancia con la bajada del pH que provoca esa adicidn en la mezcla global. La
nangcristalinidad es condicidon indispensable para gue las particulas formadas por su

agregacion contengan porosidad intercrisialina en el rango de los mesoporos.
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Finalments, también se regisiré ef termograma (TGA) v se calculd su derivada (DTG) del
MOF NH,-MIL-53(Al) sin enzima, del biccatalizador B-Glu@NH-MIL-53{Al}-NaOH-24h v del
exiracto de la enzima B-Glu, en un equipo Perkin-Elmer TGA7 con un barrido de
temperaturas de 20-900 °C a una velodidad de calentamienio de 20 *C/min bajo corrientes de

aire seco, vy su derivada (DTG) se presenta en la Figura 2.

Hubo un 2,8 % de pérdida de peso (180-271 °C) en el extracto enzimatico asignado a la
enzima. En el biocalalizador B-Glu@NH-MIL-B3{Al)-NaOH-24h, se deteclé una pérdida
global de peso de un 88 %; en el intervalo de tlemperaturas entre 152-246 °C la pérdida de
peso fue del 9,5 %, mientras que en el MOF sin enzima no se produjo una pérdida de peso

apreciable en ese infervalo, lo gue sugiere la presencia de enzima en el biocaializador.

Eiemplo 2. Procedimiento de obtencidn del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-533(Al}-TEA-
48h, que comprende la sintesis del sistema NH,-MIL-53(Al} utilizando TEA como

agente desprotonanie y en presencia de la enzima f-Glucosidasa

En esle experimenio se muesira como obtener un biocatalizador inmovilizando ia misma
enzima B-Glucosidasa de Aspergillus niger ulilizada en el Ejemplo 1, durante ia formacién de

un sisterna MOF NH-MIL-53(Al) en el que se uliliza como base trietilamina (TEA).

La primera disolucidn se prepard con 2,000 g de nitrato de aluminio nonahidratado
{ANGC;);-8H0) (fuente metalica) v 6,030 g de agua desionizada, dando un pH de 2,0. Por
oiro lado, la segunda disclucion se prepard con (3,483 ¢ dei ligando organico acido 2-
aminotereftalico NH,-H.BDC, 0,538 g de TEA v 13,246 ¢ de agua desionizada, dando una
disolucion clara en pocos minutos con un pH de 6,1. A continuacion, sobre la segunda
disclucion se afadieron 2,75 mbL de extracto enzimatice de B-Glucosidasa (EC 3.2.1.21) de
Novozymes, suministrada como preparacidn enzimatica liquida (Novozym 188), con una
concentracion del exdracio de §-Glucosidasa medida mediante analisis Bradford de 14,54
mg/mi, o gue modifico el pH de la mezcla hasia 5,5. Seguidamente, 1a primera disolucién se
afiadid gota a gota sobre la segunda disolucion, bajo agitacion, o que provocd ia formadion
de un sdlido amarillento en suspensidn practicamente de inmedialo v a temperalura
ambiente (25 °C), dando un pH de 3,1. Al cabo de un tiempo que oscild entre 5 minutos y 48

horas, se tomaron diferentes alicuotas {suspensidn), de las que se separd ¢l biocatalizador
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denominado  B-Glu@NH-MIL-53{AD)-TEA-nh, del scbrenadante  (disclucidén}  por

cenirifugacion(13.400 rpm durante 80 sequndos).

Se midid la aclividad catalitica, siguiendo los mismos pasos experimentales descrilos en &l
gjemplo 1 anterior, excepto gue los liempos de toma de muestra fuesron 2 y 48 horas,

respectivamenie, para los biocatalizadores §-Glu@NH-MIL-53(AN-TEA-2h v -48h.

El uso de TEA como agente desprotonador del ligando organico del MOF también resultd en
una inmovilizacion eficiente de la enzima B-Glu (el 89 % de la enzima expuesta al cabo de
48 horas se ha encapsulado). La eficiencia catalitica del biccatalizador resultante (0,87 U/mg
de enzima) (Tabla 2), fue significativamente superior a la oblenida en el biocatalizador p-
Glu@NH -MIL-53(AI-NaOH-24h (0,38 U/mg de enzima, Tabla 1), lo que sugiere gue bases
mas débiles se prefieren a bases fuertes en la desprotonacion del ligando organico del MOF
cuando se procede a la inmovilizacion in-situ de la enzima, presumiblements por la

repercursion negativa que estas bases puedan tener en fa actividad intrinseca de la enzima.

En buen acuerdo con 1o estimado a partir del método Bradford, el contenido de azufre en el
biccatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al-TEA-48h fue casi cinco veces superior al de su
homdlogo B-Glu@NH-MIL-53(AL-TEA-2h (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de inmovilizacion (por analisis Bradford), carga enzimatica, actividad
catalitica vy eficiencia catalilica {por espectrofotometria); v contenido de azufre (por andlisis
quimico elemental CHNS) de los biocatalizadores B-Glu@NH-MIL-53(AI-TEA-Zh vy B-
GlU@NH-MIL-53(Al-TEA-48h.

Zh 17718 0,04 40 2,22

48h 89 /108 0,16 94 0,87

* La muestra se designa como rh (numerc de horas de sintesis) del biccatalizador #-
Glu@NH-MIL-53(Al-TEA-rh.
® Porcentaje de enzima inmovilizada en el sdlido frente al total de enzima afiadido.
“mg de enzima por g de biocatalizador.
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Y Porcentaje de S en ia muesira segin analisis elemental CHNS.

® Actividad catalitica (expresada en unidades de actividad U por g de biocatalizador vy
calculada sequn la ecuacion 2 del Ejemplo 1), en la hidrdlisis de para-nitrofenil-heia-D-
glucopiranosido liberando paranitrofenol

" Eficiencia catalitica {(expresada en unidades de actividad U por mg de enzima y calculada
segun 13 ecuacion 3 del Ejemplo 1) en la hidrélisis de para-nitrofenil-beta-D-glucopirandsido

liberando paranitrofeno

La Figura 3 compara los difractogramas de rayos X de polvo del biccatalizador B-Glu@NH,-
MIL-53{Al-TEA-48h y del MOF homdlogo obtenido en ausencia de enzima en el medio de
sintesis, NH,-MIL-53(Al}. Se puede apreciar gue la presencia de la enzima B-Giu introdujo
cambios en la naturaleza cristalina de la fase MOF formada, de manera que el difractograma
obtenido es el tipico de un NH,-MIL-863(Al} nanocristalinoe { Sanchez-Sanchez ef al, Green
Chem. 2015, 17, 1500), con alguna impureza de ligando organico protonado. Puesio que el
difractograma del biocatalizador es muy similar al del malerial MOF sin enzima,
particularmente en términos de anchura de las bandas, su tamafo de cristal debe ser

también muy similar v, por tanio, su mesoporosidad intercristalina.

Finalmente, también se determind el termograma (TGA) vy su derivada (DTG) del
biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53{Al-TEA-48h vy del extracto de la B-Glu, que se presenta
en la Figura 4. En la curva TGA del extracto enzimatico, se pueden diferenciar dos pérdidas
de peso giobales: la primera entre 30 v 190 °C (87,1 %), que se alribuye al agua, v la
segunda entre 190 v 271 °C (2,9 %), gue se atribuye a la enzima. En el termograma del
bipcatalizador -Glu@NH-MIL-53(Al}-TEA-48h, se detecla la perdida de peso gus se
produjo enire 166 v 242 °C (7 %), gue por analogia con el del extracio enzimatico, se asigna

a la pérdida de la enzima.

Eiemplo 3. Procedimiento de obtencidn del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53{Al}-NH.-
24h, que comprende la sintesis del sistema NH-MIL-53(Al) utilizando NH; como

agente desprotonanie y en presencia de la enzima B-Glucosidasa

En este experimenio se muestra como obiener un biocatalizador inmovilizando a8 misma
enzima B-Glucosidasa de Aspergilius niger de los ejemplos anteriores, durante la formacion

de un sisterma MOF NH,-MIL-53(Al en el que se utiliza como base NH;.
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La primera disolucién se prepard con 2,041 g de nitrato de aluminio nonahidratado
(ANG2):-9H.0) (fuente metalica) v 6,023 ¢ de agua desionizada. Por otro lado, la segunda
disolucion se prepart con 0,482 g del ligando organico acido Z-aminoterefialico NH,-H,BDC,
0,362 g de disolucidn acuosa de NHj al 25 % v 10,008 g de agua desionizada. La mezcla a
temperatura ambiente (25 °C) tardd varias horas en alcanzar la disolucion, que finaimente
fue anaranjada. A continuacidn se afiadieron 2,75 mi de exdracto enzimalico (conceniracion
= 14,54 mg enz/ml) sobre la segunda disolucion y después se afadid la primera disoclucion

sobre la mezcla de la segunda disolucion v fa enzima.

Al cabo de una hora, se tomd una muestra, gue se centrifugé a 13400 rpm duranie 80
segundos. Se separd el sobrenadante para medir su aclividad enzimatica y la concentracion
de proteinas mediante analisis Bradford de igual forma que en los ejemplos anteriores. El
solido restante se fillrd a vacio, obleniendo e sdlido seco que se etiqueté como B-Glu@NH,-
MIL-83(Al}-NH;s-1h, se pesd, se malio v se resuspendi¢ para medir su actividad enzimatica.
Al cabo de 24 h se centrifugd el resto de la muestra vy se filtrd a vacio. Se separo &l

sobrenadante, y el sdlido seco se eliquetd como B-Glu@NH-MIL-53(Al-NH3-24h.

En este caso la eficiencia catalitica de los biocatalizadores $-Glu@NH-MIL-53(Al-NH;s-rh
superd la de cualquier ofro biocatalizador descriio en ios ejempios anteriores, o gue de
nuevo sugiere que bases menos fuertes (el amoniaco es menos fuerte que la amina TEA)

afecta menos a la actividad intrinseca de i3 enzima.

Tabla 3. Porcentajes de inmovilizacidon (por analisis Bradford); carga enzimatica, actividad
catalitica v eficiencia catlalitica {por espectrofotometria); v contenido de azufre (por analisis
quimico elemental CHNS) de los biocatalizadores B-Glu@NH-MIL-53{Al}-NH;-1h vy -24h.

th 0,03
24h 98 /56 0,13 51 0,91

* La muestra se designa como nh (nimero de horas de sintesis) del biocatalizador B~
Glu@NH -MIL-53(Al-NHg-nh.
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® Parcentaje de enzima inmovilizada en el sdlido frente al total de enzima afadido.

* myg de enzima por g de biocatalizador.

4 Porcentaje de S en la muestra segln analisis elemental CHNS.

¢ Actividad catalitica (expresada en unidades de actividad U por g de biocatalizador v
calculada segun la ecuacion 2 del Ejemplo 1), en la hidrolisis de para-nitrofenil-beia-D-
glucopirandsido liberando paranitrofenol.

" Eficiencia catalitica (expresada en unidades de actividad U por mg de enzima y calculada
segun la ecuacion 3 del Ejemplo 1) en la hidrolisis de para-nitrofenil-beta-D-glucopirandsido
liberando paranitrofencl.

Y No medido.

La Figura 5 muestra los difractogramas de rayos X de los biocatalizadores §-Glu@NH-MiL-
53{Al)}-NHs-1h v -24h. En los dos difraclogramas se identifican dos fases: la correspondientes
a un NHx-MIL-53(AlY nanocristalino con mesoporosidad infercristalina v la del ligando
organico NH-HBDC. Como occurre en los gjemplos anteriores, la fase NH-MIL-83(Al) fue

aumentando en detrimento de {a NH,-MIL-83(Al) con el tiempo de sintesis.

Por su parte, la Figura 6 muestra los perfiles termogravimétricos (TG) del biocatalizador B-
Glu@NH-MIL-53(AD-NHa-24h v el extracto enzimatico de B-glucosidasa. En &l
biocatalizador, hay una pérdida global de peso de un 88 %; en el intervalo de temperaturas
enire 187-278 °C la pérdida de peso es del 18,2 %.

La secuencia de los ejempios experimentales 1, 2 v 3 pone de manifiesto cdmo el cambio de
la naluraleza de la base usada para desprotonar el ligando organico acido Z-amino-terftalico
(NH,-HBDC), gue forma el MOF NH,-MOF-53(Al} nanocristaling a temperatura ambiente v
en agua por simple contacio con una disolucion acuosa de Al, afecla a la eficiencia de
inmovilizacion de la enzima B-Glucosidasa de Aspergiflus niger. No menos importants,
también afecta a la actividad catalitica por unidad enzimatica inmovilizada, presumiblemenie
como consecusncia de la influencia de estos parametros en las propiedades fisico-quimicas
del soporte MOF tales como superficie especifica, tamafo v distribucion de los poros

intercristalinos, o tamano de los aglomerados o agregados de los nanocristales.
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Ejemplo 4. Procedimiento de obtencidn del biocatalizador 3-Glu@Mg-MOF-74-24h, que
comprende la sintesis del sistema Mg-MOF-74 utilizando N,N-dimetilformamida como

disclvente y en presencia de la enzima B-Glucosidasa.

En e presente experimento se muesitra como oblener un biccatalizador inmovilizando la
enzima B-Glu durante la formacion del sistema MOF-74 nanocrisialino preparado con Mg a
temperatura ambients (25 °C) en N, N-dimelilformamida (DMF) como disolvente, v que en
ausencia de enzima contiene una aceptable mesoporosidad ordenada (Diaz-Garcia ef al,
Crysi. Growth Des., 2014, 14, 2479).

Para obtener la primera disclucion se afiadieron 0,561 ¢ de acetalo de Mg tetrahidratado
sobre 10,013 g de DMF, que se disolvieron en pocos minutos. Por otro lado, para obtener la
segunda disolucion se disolvieron (,202 g de acido 2,5-dihidroxitereftalico {dhtp) en 10,021 g
de DMF. Sobre la primera disolucion se afiadio 0,5 mi del mismo extracio enzimatico
conieniendo B-Glu en una concentracién de 14,54 mg enzima/mi de los ejemplos anieriores,
e inmediatamente la segunda disolucidn gota a gota. Se fomd una muestra a las 2 horas v
se centrifugd durante 15 segundos a 12.500 rpm obteniendo asi el sobrenadante. El sdlido
se fillré a vacio vy se etiqueld como B-Glu@Mg-MOF-74-2h. La reaccidn se prolongé durante
24 horas, tras la gue se recuperd segun ef mismo procedimiento el biocatalizador sdlido B-
Glu@Mg-MOF-74-24h.

En este caso no se anadid ninguna base porque no se necesits la previa desprotonacién del
ligando organico para la formacion del MOF-74 a temperatura ambiente (Diaz-Garcia ef a/,,
Crysi. Growth Des., 2014, 14, 2479).

La Tabla 4, ademas de ratificar la presencia de la enzima B-Glu en los biccatalizadores -
Glu@Mg-MOF-74, indica que esa enzima conservé clerta aclividad catalitica a pesar de
haber estado en DMF, medio que le s muy adverso, tal como se pone de manifiesto en ia
pérdida total de la actividad del extracto enzimatico en DMF durante 10 minutos. Esto
sugiere que el material Mg-MOF-74, en esie ¢aso, no fue un simple anfritridén de fa enzima §-
Glu gue inmoviliza, sino que ademas de alguna forma le ayudo a conservar su actividad
enzimatica frente al disolvenie inhibidor de esa aclividad, DMF. Por ofra parte, la eficiencia
de inmovilizacidn enzimatica fue allisima desde los primeros minutos, probablements como

consecuencia de que la mezela de disoluciones de metal y ligando organico provoco la
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formacion de una suspension practicamente coloidal, gue dejé pocas posibilidades a la

enzima para no formar parte del sdlido, una vez recuperado el matsrial MOF.

Tabla 4. Porcentajes de inmovilizacion {por andlisis Bradford), carga enzimatica, actividad
catalitica y eficiencia catalitica (por espectrofotometria); v contenido de azufre (por analisis
quimico elemental CHNS) del exiracto enzimatico tras somelerse en una disolucion de DMF
durante 10 minutos, y de los biocatalizadores §-Glu@Mg-MOF-74-2h v -24h.

2h 86 /112 18 0,16
24h 867113 G107 0,06
p-Glu" 0 0.00

? La muestra se designa como rh {(nGmerc de horas de sintesis) del biocatalizador -
Glu@Mg-MOF-74-nh

® Porcentaje de enzima inmovilizada en el sélido frente al total de enzima afiadido.

° mg de enzima por g de blocatalizador.

4 Porcentaje de S en la muestra segin analisis elemental CHNS.

¢ Actividad catalitica (expresada en unidades de actividad U por g de biocatalizador y
calculada segun la ecuacion 2 del Ejemplo 1), en la hidrolisis de para-niirofenil-beta-D-
glucopiranosido liberando paranitrofenol.

" Eficiencia catalitica (expresada en unidades de actividad U por mg de enzima y calculada
segun la ecuacion 3 del Ejemplo 1) en la hidrdlisis de para-nitrofenil-beta-D-glucopirandsido
liberando paraniirofenol,

9 No medido.

" Extracto de la enzima p-Glu tras 10 minutos en DMF.

En la Figura 7 se comparan los difractogramas de un Mg-MOF-74 preparado a lemperatura
ambiente seqgun se ha publicado (Diaz-Garcia el al, Crysl. Growih Des., 2014, 14, 2479,
perc conteniendo 0,5 mi de agua para igualar la afiadida con el extracto enzimatico, y del
biocatalizador B-Glu@Mg-MOF-74-2h. Los dos difractogramas son tipicos de una estructura
MOF-74 de muy pegueio lamafio de cristal, v que contiene una mesoporosidad
intercristalina.
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Ejemplo 5. Procedimiento de oblencidn del biocatalizador 8-Glu@Mg-MOF-74-20h, que
comprende {a sintesis del sistema Mg-MOF-74 utilizando N N-dimetifformamida v en
presencia de una mayor cantidad de enzima que el Ejemplo 4.

En este experimento se repiten las mismas condiciones que en el Ejemplo 4, con la
diferencia de que se uliliza una mayor cantidad de la enzima PB-Glu. Para ia primera
disclucién se anadieron 0,566 g de acelalo de Mg tetrahidratado sobre 10,015 g de DMF,
que se disclvieron en pocos minutos. Por otro lado, se disolvieron 0,211 g de acido 2,5-
dihidroxitereftalico (dhip) en 10,013 g de DMF para formar la segunda disolucién. Sobre la
primera disclucion, se afiadieron 0,5 mil de exiracto enzimatico, conteniendo B-Glu en una

concentracién de 24,76 mg enzima/mi, e inmediatamente la segunda disolucion gota a gota.

Se tomd una muestra a los 5 minutos v se centrifugd durante 15 segundos a 12500 rpm
obteniendo asi el sobrenadants. El sdlido se filtrd a vacio y se etiguetd como B-Glu@Mg-
MOF-74 -5min. La reaccion se prolongd duranie 20 horas, tras [a que se recuperd segun el

mismo procedimiento el biocatalizador sdlido B-Glu@Mg-MOF-74-20h.

L.a Tabla 5 indica que cuando se tuvieraon an el medio de reaccién mas cantidad de enzima
(12,8 mg de enzima frenie a 7,27 mg en el Ejemplo 4) se alcanzaron porcentajes de
inmovilizacion enzimatica superiores (83 % en el ejemplo 5 frente al 86 % en &l Ejemplo 4),
o gue indica gue no se ha alcanzado la saturacion del sistema, es decir, potenciaimenie se

podria seguir incrementando a3 cantidad de enzima ofrecida en el medic.

Tabla 5. Porcentajes de inmovilizacion (por analisis Bradford), carga enzimética, actividad
catalitica y eficiencia catalitica {por espectrofolometria); v contenido de azufre (por analisis

quimico elemental CHNG) de los biccatalizadores B-Glu@Mg-MOF-74 -5min vy -20h.

Smin / 2 (3,02
20h 821276 0,33 4 3,01
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“ La muestra se designa como nmiin ¢ nh (nGmero de minutos/horas de sintesis) del
biocatalizador §-Giu@Mg-MOF-74-nmin —nh.

® Porcentaje de enzima inmovilizada en el sélido frente al total de enzima afiadido.

° mg de enzima por g de biocatalizador.

4 Porcentaje de S en la muestra segdn analisis elemental CHNS.

® Actividad catalitica {expresada en unidades de actividad U por g de biocatalizador y
calculada segun la ecuadion 2 del Ejemplo 1), en la hidrdlisis de para-nifrofenil-heta-D-
glucopiranosido liberando paranitrofenol.

" Eficiencia catalitica (expresada en unidades de actividad U por mg de enzima y calculada
segun la ecuacion 3 del Ejemplo 1) en la hidrolisis de para-nitrofenil-beta-D-glucopiranédsido
liberando paranitrofencl.

9 No medido.

La Tabla 5, ademas de ratificar la presencia de la enzima B-Glu en los biocatalizadores -
Glu@Mg-MOF-74, indica que esa enzima conserv( cierta actividad catalitica a pesar de
haber estado en BMF igual que se habia observado en el Ejemplo 4. Nusvamente &l
material Mg-MOF-74 no fue un simple anfritrion de la enzima B-Glu que inmoviliza, sino gue
ademas de alguna forma le ayudd a conservar su actividad enzimatica frente al disolvente
inhibidor de esa actividad, DMF.

Ejemplo 8. Eleciroforesis en geles de poliacrilamida de los biocatalizadores obtenidos
enlios Ejempios 1a 8.

Con todos los biocatalizadores oblenidos en los Ejemplos 1 a 5, se llevd a cabo la
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) con SDS (dodecilsulfato sulfato sédico).
Los biocatalizadores se sometlen a las condiciones desnaturalizantes de {3 técnica (8DS,
mercapioeianol, 100 °C, 5 min) que inducen la pérdida completa de la estruciura
tridimenisional de la proteina, que queda reducida a la cadena lineal de aminoacidos y en
esta forma deberia poder ser liberada faciimeine del entramadc del MOF. Los
sobrenadantes se someten a electroforesis para invesligar la presencia de bandas de
profeing en el gel. Las Figuras 8 v 9 recogen Iz electroforesis correspondiente a los
biocatalizadores de los gjemplos 1 a 5, todos ellos preparados con Beta-glu. Se observd la
banda correspondiente a la enzima en el biocatalizador con el material Mg-MOF-74, o que

ceriifica su presencia. Sin embargo, no se aprecid banda proteica en los biocalalizadores
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NH-MIL-53(Al), o gue no puede significar ausencia de proteina, va que esta ha sido
detectada por el resio de las técnicas empleadas {(determinacion de la aclividad enzimética
del biocatalizador, analisis Bradford, andlisis quimico elemental CHNS, como se indican en
las Tablas 1 a 3, y medianie termogravimelria {mostradas en las Figuras 2, 4 v 6)). Lo gue
puede indicar es gue la cadena proteica estd mas fuertemente retenida guimicamente por

interaccion con el material, y mas protegida frente al lixiviado.
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento de obtencién de un bioccatalizador, caraclerizado por que comprende las

siguientes etapas:

a} sintetizar parcial ¢ totalmente un material metalo-organico (MOF) en presencia de al

menos una enzima hasta obtener un sdélido v,

b) aislar el sdlido sintetizado segin la efapa aj,

y donde se inmoviliza in-situ a la enzima duranie la sintesis del MOF en al menos uno de los
volumenes huecos de diameilro entre 2 y 50 nm de la mesoporosidad intercrisialina
formados entre cristales o enire dominios aglomerados o agregados de particulas

nanocristalinas de tamafic homogéneo

2.- Procedimiento segin la reivindicacion 1, caracterizado por gue en la etapa (a), la sintesis
del MOF comprende poner en contacto una primera disolucion de una fuente metdlica y otra

segunda disclucidén de ligando organico, en presencia de al menos una enzima.

3.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, caracterizado por gue en la
etapa (a) las disoluciones son acuosas.

4.~ Procedimiento segin cualqguiera de las reivindicaciones 1 y 2, caraclerizado por gue en

la etapa (a) las discluciones son organicas ¢ una mezcla acuosa-organica.

5.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que en
la etapa (a) la segunda disolucién de ligando organico se elige entre una disolucidn acuocsa
de una sal de ligando organico ¢ una disclucion acuosa de ligando organico protonado en
presencia de un agente desprotonante.

6.- Procedimiento segun la reivindicacion &, caracterizado por que el agente desprolonante
se selecciona de enire una base fuerte, una base media o una base débil.
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7.- Procedimiento segin cualguiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que la
elapa (a) se lieva a cabo a una temperatura enire 4 y 70 °C vy preferentemente entre 20 y 30
°C.

8.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que en
ja etapa (a) la enzima se afiade sobre cualquiera de las dos disoluciones, antes de la
sintesis del MOF.

9.- Procedimienio segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que en
la etapa (a) la enzima se afiade sobre la mezcla de las dos discluciones, antes de la sintesis
del MOF.

10.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que la

gnzima es -glucosidasa.

11.- Procedimiento seqin cualguiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porgque ¢l
aislamiento del sélido de la etapa (b) se lieva a cabo por centrifugacién o filtracidn.

12- Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que
adicionaimente comprende una etapa (¢} de secadoe del solido aislado en la etapa (b).

13.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por que la
primera disclucion de la fuente metdlica es una disolucidn acuocsa de nitrato de aluminio
nonahidratade, la segunda disolucién del ligande organico es una disolucion acuosa de
acido 2-aminotereftdlico y un agente desprotonante, la temperaiura de reaccidén 25 °C vy la
enzima es B-glucosidasa de Aspergiiius niger que se afiade sobre la disolucion del ligando

organico.

14.- Procedimienio segun la reivindicacidén 13, caracterizada por que el agenie

desprotonante se selecciona entre Irietilamina, hidrdxido sédico y amoniaco.

15.- Procedimiento segun cualquiera de las relvindicaciones 1 a 12, caracterizado por que la
primera disolucidn de g fuente metalica es una disolucidn de acetato de Mg tetrahidratado
sobre N,N-dimetiformamida, la segunda disolucion del ligando organico es una disoclucidn
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acido 2,5-dihidroxitereftalico sobre N,N-dimetilfformamida, la temperatura de reaccidn 25 “C y
la enzima es B-glucosidasa de Aspergifius niger que se ahade sobre la disolucidn de la

fuente metalica.

16.- Biocatalizador obtenido por el procedimienio seqin cualquiera de las reivindicaciones 1
g 15.
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FIG. 3

A
\\.\\\\\\\\\\\\\\\\\“\-\\\‘\\ N

R

=
S

ANWNE Y

P

7
) s ds
\\\\\\\\\““HHWW\\\\\\\\\
v
\\\\\\\
R s “
\\\\\\\\\\\\\
\@
Y
D,
>
Y
i
\\\\\\\\\\\\\\\\\\
“,
7
%
7
Z
w
\\\\M\\
2
\\\\\\
e,

H_-MIL-53(A1)-TEA-48h

@

B-<

201/°

33



Pérdida de
peso
alribuida a la
enzima

ES 2 595 631 Al

FIG. 4

1.0

-0.5

L
&
o

8

i
&
(o2

1

1]
.
)

LAMMANN S A Mt AL A I AN HLIANY M R AL S -1.5
1006 200 300 400 500 800 700 800 900
T/°C

34

dPeso/dT / %/min



ES 2 595 631 Al
FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 9
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