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PROCEDIMIENTO GENERAL DE OBTENCION DE BIOCATALIZADORES QUE
COMPRENDE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS DURANTE LA SINTESIS DE
MATERIALES METALO-ORGANICOS

DESCRIPCION

SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencion se engloba dentro del ambito del desarrollo de catalizadores
que pueden ser de aplicacion en muy diferentes campos, como por ejemplo, quimico,
farmacéutico, agricola, energético y biotecnoldgico. Especificamente se refiere a un
procedimiento de obtencién de biocatalizadores que es general, y que permite la
inmovilizacion de cualquier 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 inmovilizacién sobre soportes solidos de enzimas permite su heterogeneizacién, es
decir, tener la biomolécula soportada en fase sélida. La obtencidén de biocatalizadores
sélidos favorece, entre otros aspectos, la separacion de dichas enzimas del medio de

reaccion y su reutilizacién en sucesivos ciclos de reaccién.

La naturaleza quimica y las propiedades texturales de los materiales utilizados como
soportes confieren distintas propiedades al catalizador final. La union de una enzima
sobre un soporte preexistente (en adelante inmovilizacién post-sintesis) puede llevarse
a cabo a través de enlaces covalentes o0 no covalentes, y en cualquier caso es
conveniente una elevada afinidad quimica entre ambas especies. Para alojar altas
cargas de una enzima el soporte debe ofrecer una alta superficie especifica, por lo que
son deseables materiales que presenten alta porosidad con didmetro de poro superior

a las dimensiones moleculares de la enzima a inmovilizar.

Estas dos caracteristicas (naturaleza quimica y propiedades texturales) restringen las
posibilidades de hallar un método general o universal para inmovilizar cualquier

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

sus dimensiones moleculares.

Como alternativa a la inmovilizacion post-sintesis, la posibilidad de atrapamiento de la
enzima durante el proceso de sintesis del soporte, en adelante inmovilizacion in-situ
(asi es singularmente conocida la sintesis de materiales siliceos en presencia de

enzimas) ha sido explorada por varias vias.

Entre los materiales porosos con proyeccidon mas emergente, destacan los materiales
metalo-organicos (MOFs). En el contexto de una posible aplicacién en la
inmovilizacién de enzimas, estos materiales cumplen con las dos premisas principales
anteriormente indicadas (superficie especifica y diametro de poro). Asi, por un lado, su
versatilidad estructural es tal que, a diferencia de otros materiales microporosos
convencionales, algunas de sus estructuras poseen poros que se adentran
ampliamente en el intervalo de los mesoporos (Deng et al., Science, 2012, 336, 1018).
Por otro lado, su versatilidad de composicién, que abarca la practica totalidad de los
elementos de la Tabla Periédica o de las funcionalidades organicas conocidas,
garantiza la posibilidad de disefiar MOFs, que en caso de ser necesarios sean afines
quimicamente hacia cada enzima a través del control de la hidrofobicidad o de la
presencia/concentracion de cargas electrostaticas y/o grupos funcionales

predisenados en el entorno poroso.

Dentro de la literatura patente son conocidos procedimientos de obtencion de
biocatalizadores que comprenden la inmovilizaciéon post-sintesis de enzimas en MOFs.
Asi, es especialmente destacable el documento WO02012174402A2 que refiere la
mezcla de un MOF mesoporoso como el Tb-mesoMOF, con una solucién 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 la
inmovilizacion de la enzima en las celdas nanoscépicas del MOF. Por su parte, el
documento US2014342429A1 trata sobre un método para inmovilizar cualquier tipo de
biomolécula, incluyendo enzimas, sobre materiales porosos como los MOFs, vy
singularmente sobre el MOF MIL-53(Al).

Por su parte, dentro de la literatura no patente también se divulga la obtencién de

biocatalizadores que comprenden MOFs sobre los que posteriormente se incorporan
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enzimas de tamarno pequefio con un didmetro inferior a 3,3 nm (Deng ef al., Science,
2012, 336, 1018; Lykourinou ef a/., J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 10382; Chen ef al,,
J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 13188).

Sin embargo, la inmovilizacidén post-sintesis en MOFs presenta varias limitaciones. En
primer lugar, la inmensa mayoria de los materiales MOFs son microporosos por lo que
no poseen poros suficientemente grandes para inmovilizar enzimas en su interior, y los
que los poseen requieren de un gran esfuerzo en su preparacion, porque estan
constituidos por ligandos organicos no comerciales, caros y dificiles de sintetizar,
necesariamente en pasos previos a la formacién del propio MOF (Deng et al., Science,
2012, 336, 1018). En segundo lugar, los poros que ofrecen estos MOFs no son
suficientemente grandes para que muchas biomoléculas difundan a su través, y por

tanto, el método esta lejos de poder considerarse universal.

En lo que respecta a la inmovilizacién in-situ de enzimas sobre MOFs, en el estado de
la técnica unicamente se conoce el documento de Shieh et al. (J. Am. Chem. Soc.
2015, 137, 4276) que difunde un método para sintetizar MOFs en presencia de una
enzima a temperatura ambiente y en condiciones acuosas, y que consiste en mezclar
una disolucién acuosa de nitrato de zinc con otra disolucidn acuosa conteniendo
imidazolato-2-carboxaldehido (ICA), catalasa y un agente tamponador. Sin embargo, el
catalizador asi obtenido se caracteriza por estar formado por microcristales; una muy
reducida eficiencia de encapsulaciéon que se situa en un 5% en peso de la enzima (lo
que se corresponderia aproximadamente con un porcentaje de incorporacién de la
enzima inferior al 64%, considerando un rendimiento inferior al 100% y una completa
formacion del MOF); y ademas una muy reducida eficiencia catalitica de la enzima

encapsulada (33 veces inferior a la de la misma enzima libre).

En base a lo anterior, se considera de interés un procedimiento general, sencillo y
rapido, que basandose en la inmovilizacion in-situ de enzimas, durante la formacién de
MOFs, permita obtener biocatalizadores con alta carga enzimética, con una alta
capacidad de retencidon de enzima y con una eficiencia catalitica que no se vea

excesivamente mermada con respecto a la actividad de la biomolécula sin inmovilizar.

EXPLICACION DE LA INVENCION
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En un primer aspecto la invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de un

biocatalizador porque comprende:

a) sintetizar parcial o totalmente un material metalo-organico (MOF) en presencia

de al menos una enzima, hasta obtener un sélido y,

b) aislar el sélido sintetizado segun la etapa a), preferentemente por centrifugacion

o filtraciéon,

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

nanocristalinas de tamano homogéneo.

Preferentemente, la mesoporosidad intercristalina comprende al menos un, y

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

El procedimiento de la invencién se caracteriza porque en la etapa (a), la sintesis del
MOF comprende poner en contacto dos disoluciones en presencia de al menos una
enzima, donde dichas disoluciones pueden ser acuosas, organicas o una mezcla
acuosa-organica, y donde preferentemente la primera disolucion es una disolucién de

una fuente metalica y la segunda, una disolucién de ligando organico.
La segunda disolucién de ligando organico se elige entre una disolucién acuosa de
una sal de ligando organico o una disolucién acuosa de ligando organico protonado en

presencia de un agente desprotonante.

Preferentemente el procedimiento de la invencién se desarrolla a temperaturas entre 4

y 70 °C y mas preferentemente entre 20 y 30 °C.

Preferentemente las enzimas que se utilizan son B-glucosidasa y la lipasa.

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

por el procedimiento del primer aspecto de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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El problema técnico que resuelve la presente invencion es el desarrollo de un
procedimiento general o universal, sencillo, rapido y econémico, que pueda ser
utilizado de forma extensiva para obtener biocatalizadores que comprenden un soporte
MOF y cualquier enzima que se inmovilice en el mismo durante su sintesis, y que
resuelva los problemas detectados en el estado de la técnica para ofros
biocatalizadores que se basan en la inmovilizacién in-situ, singularmente la reducida
capacidad de carga enzimatica, la limitada capacidad de retencién de las enzimas
inmovilizadas, y una excesiva merma de la eficiencia catalitica con respecto a la de la

biomolécula sin inmovilizar.

La presente invencidn se basa en un procedimiento de inmovilizacion in-situ de la
enzima B-glucosidasa de Aspergillus niger (B-Glu) y lipasa de Candida antarctica
(CalB) sobre distintos MOFs, que permite obtener biocatalizadores que se caracterizan
por comprender particulas policristalinas formadas por nanocristales (de unos 40 nm)
de tamano homogéneo, que en su agregacidén generan volumenes huecos, estables y
ordenados mesoporos (entre 2 y 50 nm de diametro), y que les permiten inmovilizar en
su interior una importante cantidad de la enzima, que alcanza al menos un 15% en
peso de la enzima y mas de un 86% de la enzima expuesta en el medio de reaccidn
ver Ejemplos 1 a 5 y 7) y adicionalmente, reduce las pérdidas por lixiviado de las

mismas (ver Ejemplo 6).

Por otra parte, las condiciones de reaccion que se emplean en esta invencion para
obtener los biocatalizadores, favorecen el mantenimiento de la actividad catalitica de
las enzimas confiriéndoles una elevada eficiencia catalitica (ver Ejemplos 1 a5y 7),
obteniendo valores muy superiores a los indicados por Shieh et al. (J. Am. Chem. Soc.
2015, 137, 4276) que registraron una eficiencia 33 veces inferior en el biocatalizador
con respecto a la enzima libre, mientras que siguiendo el procedimiento que se incluye
en la presente invencidn la caida es soélo 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 se ha medido en condiciones optimizadas de pH, dilucién,
concentracion de tampones, mientras que la actividad del biocatalizador se ha medido
tomando directamente una alicuota (suspensién) del sistema de sintesis (y, por tanto,
en presencia de una base, sin control de pH, sin presencia de tampones, etc.). En el

caso de la lipasa (Ejemplo 7), el biocatalizador obtenido en la presente invencion
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mantiene sin caida alguna la eficiencia catalitica, que es tan solo un 3 % menor que la
actividad de la enzima libre. Es resefiable que también en este caso la enzima soluble
se ensaya solo en presencia de un tampon de pH optimizado para realzar su actividad,
mientras que la alicuota del biocatalizador se ensaya tomandola directamente del
medio de reaccion y por tanto en presencia de todos los componentes del mismo.

Finalmente, el procedimiento de obtencion de biocatalizadores que se incluye en la
invencién, permite la estabilizacién de la estructura y de la actividad de la enzima
durante al menos 48 horas en medios a priori poco propicios para ella, como por
ejemplo la N,N-dimetilformamida, donde la enzima libre es completamente inactivada

tras pocos minutos (ver Ejemplos 4 y 5).

Ciertos ejemplos de realizacion de esta invencion se describen con detalle en este
documento (ver Ejemplos 1 a 5 y 7). Sin embargo, la presente invencion puede
llevarse a cabo en un amplio rango de realizaciones mas alla de las explicitamente

descritas.

En un primer aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de un
biocatalizador, en adelante procedimiento de obtencién de la invencion, que

comprende las siguientes etapas:

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

menos una enzima, hasta obtener un sélido, y

b) aislar el sélido sintetizado segun la etapa a),

y donde el MOF sintetizado inmoviliza la enzima, en la mesoporosidad intercristalina
formada entre nanocristales o entre nanodominios aglomerados o agregados en

particulas micrométricas.

Es precisamente el hecho de que la inmovilizacidén se produza en esta mesoporosidad
intercristalina, es decir, en volumenes mesoporosos huecos, estables y ordenados,
delimitada por la aglomeracion de nanocristales, a diferencia de la (micro)porosidad
intrinseca a la estructura cristalina de un MOF, lo que le confiere al procedimiento de

obtencion de la invencion sus considerables ventajas técnicas.
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El documento de Sanchez-Sanchez et al. (Green Chem. 2015, 17, 1500)de los propios
inventores, reivindica un procedimiento de preparacion de MOFs, que se preparan en
agua y a temperatura ambiente utilizando sales como fuente de los ligandos organicos
0, en su defecto, de la forma protonada de los correspondientes ligandos organicos
previamente desprotonada por la accién de una base. Estos MOFs, que son los que se
usan como base en la presente invencion, se caracterizan por carecer de poros
intercristalinos suficientemente grandes para encapsular biomoléculas del tamario de
las enzimas. Ademas, los cristales que forman estos materiales son nanocristalinos
con una gran tendencia a aglomerarse o agregarse entre si en el medio de reaccion,
dando lugar a particulas lo suficientemente compactas como para poder considerarse
no disgregables en sus cristales 0 dominios cristalinos, y que contienen mesoporos
entre los cristales, lo que potencialmente cubre los tamarnos requeridos para albergar

un amplio rango de enzimas en su interior.

En la presente invencion por “mesoporosidad intercristalina” se entiende la presencia
en el MOF de al menos un, y preferentemente mas de uno, volumen hueco
intercristalino, estable, ordenado y en el rango de los mesoporos, que se establece
entre particulas formadas por aglomeracién o agregacién de cristales o dominios de
particulas nanoporosas de tamafio homogéneo, lo suficientemente compactas como

para poder considerarse no disgregables en sus cristales o dominios cristalinos.

Segun la clasificacion de la IUPAC y en el contexto de esta patente, se entiende por
mesoporo todo volumen hueco en un material cuyo diametro esta comprendido entre 2
y 50 nm, que preferentemente tendran una distribucion de poro que se ajuste a las
dimensiones de la enzima a inmovilizar (en el caso de la B-glucosidasa con valores
cercanos a 10 nm y en el caso de la lipasa de 5 nm). A los poros por debajo de 2 nm

se les denomina microporos.

La mesoporosidad intercristalina en particulas sélidas, a diferencia de la porosidad
intrinseca a la estructura cristalina, es la generada por la aglomeracién o agregacién
de cristales. Por tanto, tiene una distribucidn de poro mucho mas ancha que la
intrinseca y, mas importante, esta bajo control experimental pues depende de la
modificacion de las condiciones de preparacion del MOF, y por lo tanto, puede cubrir la
totalidad de los tamanos requeridos para albergar cualquier tipo de enzima en su

interior.
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Por “biocatalizador” se entiende el solido que se sintetiza en la etapa a) y que se aisla
en la etapa b) del procedimiento de obtencién de la invencién, y que es un material
compuesto que comprende, un soporte MOF y 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 que atomos metalicos o metaloides o clusteres de esos atomos se
enlazan entre si a través de ligandos organicos, al menos bidentados, para dar lugar a
redes cristalinas tridimensionales porosas. El método es aplicable a cualquier MOF
preparado con ligandos organicos que contienen preferentemente grupos carboxilicos
a través de los que se coordina a los metales. Preferentemente, los materiales MOF
usados son el MIL-53(Al), su homdlogo estructural NH,-MIL-53(Al) y el Mg-MOF-74,
asi como el MOF Fe-BTC, todos ellos de pequefio tamario de particula. En los dos
primeros casos, los atomos metélicos que forman en MOF son Al (como Al**) y los
ligandos organicos son tereftalato o 2-amino-tereftalato, respectivamente. En el caso
del Mg-MOF-74, el metal es Mg (con carga formal 2+) y el ligando es 2,5-
dihidroxitereftalato. El material MOF Fe-BTC, comercializado como Basolite F300, esta
compuesto por clisteres de tres atomos de Fe* unidos entre si a través benceno-
1,3,5-tricarboxilatos. A diferencia del MOF MIL-100(Fe), formado por el mismo metal,
los mismos clusteres y el mismo ligando organico, el material Fe-BTC es semiamorfo,
si bien tiene una alta superficie especifica (aproximadamente de 1000 m?g) por

contener algunas cavidades y poros similares a los del MIL-100(Fe).

Por “inmovilizacién” se entiende, en este documento, la sujecion de al menos una
enzima, y preferentemente mas de una, preferentemente en la mesoporosidad
intercristalina del material MOF, y que 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 el 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 procedimiento de obtencién de

la invencion comprende la mezcla, en presencia de al menos una enzima, de dos
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disoluciones, una primera disolucién o disolucidén de una fuente metalica, que
preferentemente tiene un pH acido, y otra segunda disolucién o disolucion del ligando

organico.

En el ambito de la invencién por “primera disolucién o disolucién de fuente metalica’ se
entiende una disoluciéon de una sal metalica, preferentemente en un disolvente polar
como el agua. Ejemplos de disolucion de fuente metalica que se incluyen en el ambito
de la invencién son una disolucién acuosa de una sal de aluminio, o una disolucién de
una sal de magnesio en N,N-dimetilformamida, y preferentemente disoluciones de
nitrato de aluminio nonahidratado o de acetato de Mg tetrahidratado o de cloruro de
Fe(lll) hexahidratado.

Por “segunda disolucién o disolucion de ligando organico” se entiende una disolucién
de la fuente de ligando organico, ya sea una sal o el acido, en un disolvente
preferentemente en un disolvente polar como el agua. Si se usa el acido como fuente
organica en agua se necesita un agente desprotonante. Ejemplos de disoluciéon de
ligando organico que se incluyen en el ambito de la invencidén son disolucién acuosa
de ligandos organicos que contienen al menos dos grupos de acidos carboxilicos por

molécula y preferentemente acido 2-aminotereftalico o acido 2,5-dihidroxitereftalico.

El procedimiento de obtencion de la invencion se puede lleva a cabo utilizando
disoluciones acuosas, disoluciones organicas o disoluciones que son mezcla acuosas-

organicas.

Preferentemente, la segunda disolucidon se selecciona entre una disolucién acuosa de
una sal de ligando organico o un ligando organico protonado en presencia de un
agente desprotonante, con un pH (preferentemente neutro o basico) que al menos
garantice la desprotonacion o activacion de dos grupos funcionales que se han de

coordinar posteriormente a metales para formar los materiales MOF.

Por su parte, el agente desprotonante se selecciona, preferentemente, de entre una
base fuerte, una base media o una base débil. Ejemplos de base fuerte que se
incluyen en el ambito de la invencion son los hidréxidos alcalino y preferentemente el

hidroxido de sodio. Ejemplos de base media que se incluyen en el ambito de la
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invencién son las aminas, preferentemente la trietilamina. Ejemplo de base débil que

se incluyen en el ambito de la invencidn es el hidréxido de amonio o0 amoniaco.

Por “enzima” se entiende cualquier molécula de naturaleza proteica que cataliza
reacciones quimicas. Puede ser inmovilizada, y el biocatalizador puede ser utilizado en
el ambito de la industria (quimica, farmacéutica o alimentaria, entre otras),
preferentemente respecto a la enzima soluble. Ejemplos de enzimas que pueden
utilizarse en la invencién son cualquiera de las enzimas existentes en la naturaleza,
con muy diversas actividades cataliticas. Preferentemente, glucosidasas, peroxidasas,

lacasas, amilasas, o lipasas, y mas preferentemente B-glucosidasas y lipasas.

El procedimiento de la invencidon prefiere temperatura entre 4 y 70 °C, y
preferentemente entre 20 y 30 °C, es decir aquellas demandadas por las enzimas para

conservar su estructura y, por ende, su actividad catalitica.

La enzima se afiade en el transcurso de la sintesis del MOF segun la etapa a) del
procedimiento de obtencion de la invencion, una vez que las dos disoluciones se han
mezclado, para evitar las condiciones que le puedan ser adversas. Sin embargo,
también es posible anadir la enzima sobre cualquiera de las dos disoluciones
atendiendo a que la viabilidad de la enzima (especialmente actividad catalitica) se
resienta lo menos posible, es decir, preferentemente, la enzima se afiade sobre la
disolucién cuyo pH esté mas proximo a la estabilidad enzimatica, que vaya a sufrir
menos cambios (abruptos) de pH o que no contengan especies quimicas que puedan
favorecer la desnaturalizacién de la enzima o la inactivacién de sus centros activos. La
enzima se anade en cualquiera de los formatos conocidos en el estado de la técnica, y
preferentemente como una disolucién acuosa procedente de un extracto, que puede
comprender otras sustancias quimicas. Esas sustancias quimicas o la propia enzima
pueden afectar diferentes aspectos de la sintesis del MOF, tales como el tamafio de
particula (y, por tanto, de los poros intercristalinos), la cinética del proceso o la
presencia o abundancia de impurezas formadas, o la actividad catalitica de la enzima

inmovilizada.

Preferentemente, una de las disoluciones que se utilizan para la sintesis del MOF
segun la etapa a) del procedimiento de obtencion de la invencion se anade gota a gota

sobre la ofra, manteniendo el sistema bajo agitacidon. Esta adicion conlleva la
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formacion de un sélido bien sea durante el transcurso de la adicién o tras un tiempo
que puede llegar a alcanzar desde 1 segundo hasta las 350 h. El sélido formado es el
biocatalizador, que comprende parte o la totalidad de la enzima, y se separa de la
mezcla de reaccion en la etapa b) del procedimiento de obtencién de la invencién
preferentemente por centrifugacién o por filtracidén tras un tiempo, comprendido entre 1

segundo y 200 horas después de terminar la adicion de una disolucidén sobre la otra.

El procedimiento de obtencion de la invencidn incluye la posibilidad de utilizacién
simultanea de distintas enzimas. Asi por ejemplo, es factible emplear mas de una

clase distinta de enzima de las que se citan en este documento.

Alternativamente, el procedimiento de obtencidn de la invencién comprende una etapa
adicional o etapa ¢) que comprende el secado del solido aislado segun la etapa b) bajo
condiciones compatibles con la conservacion de la estructura y propiedades de la

enzima incluyendo la actividad catalitica.

En una realizacién particular del procedimiento de obtencién de la invencién, la
disolucién de la fuente metalica es una disolucién acuosa de nitrato de aluminio
nonahidratado, la disolucion del ligando organico es una disolucién acuosa de acido 2-
aminotereftalico, el agente desprotonante se selecciona entre trietilamina, hidroxido
soédico y amoniaco, la enzima es B-glucosidasa de Aspergillus niger que se anade

sobre la disolucion del ligando organico y la temperatura de reaccién es 25 °C.

En otra realizacion particular del procedimiento de obtencién de la invencién, la
disolucién de la fuente metalica es una disolucién de acetato de Mg tetrahidratado
sobre N,N-dimetilformamida, la disolucion del ligando organico es una disolucién de
acido 2,5-dihidroxitereftalico sobre N,N-dimetilformamida, la enzima es B-glucosidasa
de Aspergillus niger que se ahfade sobre la disolucion de la fuente metalica y la
temperatura de reaccién es 25 °C. En esta realizacién, se consigue la estabilizacién de
la estructura de la enzima y el mantenimiento de su actividad catalitica durante 48
horas, mientras que la misma enzima en estado libre en el mismo reactivo es

completamente inactiva tras pocos minutos.

En otra realizacién particular del procedimiento de obtencién, la disolucion de la fuente

metdlica es preferentemente cloruro de hierro(lll) hexahidratado (FeCl;-6H,0), la
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disolucién del ligando organico es una disoluciéon de acido benceno-1,3,5-tricarboxilico
(BTC) en presencia de un agente desprotonante, preferentemente hidroxido sodico, la
enzima es lipasa de Candida antarctica B que se anade preferentemente sobre la
disolucién del ligando organico y la temperatura de reaccion es 25 °C. La adicién de
una disolucion sobre la otra, preferentemente de la disolucidon metalica sobre la de
ligando organico, produce la inmediata formacion de un precipitado marrén
anaranjado, que tras un tiempo de reaccion de entre 10 minutos y 22 horas, se separa
por procesos de centrifugacion o filtracion. Los biocatalizadores, lejos de permanecer
estables en el medio de reaccion durante el tiempo de sintesis, evolucionan en cuanto
al contenido de enzima y a la actividad catalitica en la reaccién test estudiada,

llegandose a obtener biocatalizadores tan activos como la propia enzima libre.

Adicionalmente, el procedimiento de obtencidn de la invencién puede comprender otra
etapa en la que el sélido aislado segun la etapa b) o secado segun la etapa c) se
expone nuevamente a al menos una enzima, para incrementar la carga enzimatica del
mismo utilizando un procedimiento de inmovilizacion post-sintesis, ya que en el
procedimiento de inmovilizacién in-situ las enzimas podrian hacer de agente

mesopordgeno, creando mesoporos de mayor tamario.

El efecto técnico conseguido en los biocatalizadores obtenidos por el procedimiento de
obtencion de la invencion queda de manifiesto a través de las técnicas de
caracterizacion fisico-quimica y bioquimica que se recogen en los Ejemplos 1 a 7,
singularmente en lo referente a la alta cantidad de enzima inmovilizada, a la alta
capacidad de retencion de la enzima y la reduccion de la merma de la eficiencia
catalitica con respecto a la de la biomolécula sin inmovilizar. La alta eficiencia de
inmovilizacion enzimatica se basa en el hecho de que la formacion del material MOF
se da preferentemente por la formacién instantanea de una disolucién coloidal al
mezclarse la disolucion metdlica y la disolucidon de ligando organico, como
consecuencia del gran numero de nucleos de MOFs que precipitan o cristalizan al
encontrase el catibn metalico y el anién organico. Precisamente por estar tan
favorecida la nucleacién, los nucleos son abundantes y apenas crecen porque el metal
y 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
sblido de la disolucién preferentemente por centrifugacion, hace que la enzima

también se recupere en el sélido, lo que unido a la afinidad entre la biomolécula y el



10

15

20

25

30

WO 2016/193516 PCT/ES2016/070397

13

material MOF puede dar altas cargas de biomoléculas inmovilizadas, de hasta el 100

% de la enzima presente en el medio.

En un segundo y ultimo aspecto, la invencion se refiere al biocatalizador directamente

obtenido por el procedimiento de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DEL CONTENIDO DE LAS FIGURAS

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

Figura 2. Termogramas (lineas sdlidas) y sus derivadas (lineas discontinuas) del
extracto de enzima soluble de B-Glu (gris claro), del material MOF NH-MIL-53(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 muestra de NH,-
MIL-53(Al) (gris) y del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-TEA-48h (negro).

Figura 4. Termogramas (lineas sélidas) y sus derivadas (lineas discontinuas) del
extracto de enzima soluble de B-Glu (gris) y del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-
TEA-48h (negro).

Figura 5. Difractogramas de rayos X de polvo normalizados de los biocatalizadores [3-
Glu@NH,-MIL-53(Al)-NHs-1h (gris) y -24h (negro).

Figura 6. Termogramas (lineas sdlidas) y sus derivadas (lineas discontinuas) del
extracto de enzima soluble de B-Glu (gris) y del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-
NH3-24h (negro).

Figura 7. Difractogramas de rayos X de polvo normalizados del material Mg-MOF-74
(gris) y del biocatalizador B-Glu@Mg-MOF-74-24h (negro).
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Figura 8. Gel de electroforesis de: 1) referencia de alto peso molecular; 2) extracto
soluble de la enzima B-Glu; 3) biocatalizadores B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-NaOH-1h; 4) p-
Glu@NH,-MIL-53(Al)-NaOH-24h; 5) B-Glu@NHx-MIL-53(Al)-TEA-2h; 6) B-Glu@NH,-
MIL-53(Al)-TEA-48h; 7) B-Glu@Mg-MOF-74-2h; 8) B-Glu@Mg-MOF-74-24h; 9) B-
Glu@NH2-MIL-53(Al)-NH3z-1h; y 10) B-Glu@NH2-MIL-53(Al)-NH3-24h.

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

Figura 10. Esquema de la reaccion test catalitica de hidrélisis de pNPG en presencia

de la enzima B-glucosidasa.

Figura 11. Esquema de la reaccién test catalitica de a) hidrélisis de pNPA hacia p-
nitrofenol y b) hidrolisis de tributirina hacia acido butirico en presencia de la enzima

lipasa.

Figura 12. Termogramas (lineas solidas) y sus derivadas (lineas discontinuas) del
extracto de enzima soluble de lipasa (gris claro), del material MOF Fe(3)-BTC-NaOH
preparado en ausencia de enzima (gris), y del biocatalizador Lip@Fe(3)-BTC-NaOH-
1h (negro).

MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

Ejemplo 1. Procedimiento de obtenciéon de un biocatalizador B-Glu@NH.-MIL-
53(Al)-NaOH-24h, que comprende la sintesis del sistema NH,-MIL-53(Al)
utilizando NaOH como agente desprotonante y en presencia de la enzima B-

Glucosidasa

En este ejemplo se muestra como obtener un biocatalizador inmovilizando la enzima
B-glucosidasa de Aspergillus niger (B-glu) durante la formacién del sistema MOF NH,-
MIL-53(Al) en el que se utilizd como base hidréxido sédico (NaOH). La enzima B-
Glucosidasa de Aspergillus niger presenta unas dimensiones aproximadas de ~12,3

nm x ~10.7 nm x ~8,1 nm, un peso molecular ~240 KDa, y un punto isoeléctrico 4,2.
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La primera disolucion se preparé con 2,005 g de nitrato de aluminio nonahidratado
(AI(NOs)3-9H,0) (fuente metélica) y 6,012 g de agua desionizada, dando un pH de 2,0.
Por otro lado, la segunda disolucién se preparé con 0,483 g del ligando organico acido
2-aminotereftalico NH,-H,BDC, 5,206 g de disolucién 1 M de NaOH y 10,462 g de
agua desionizada, dando una disolucién clara en pocos minutos con un pH de 6,1. A
continuacion, sobre la segunda disolucion se anadieron 2,75 ml de extracto enzimatico
de B-Glucosidasa (EC 3.2.1.21) de Novozymes, suministrada como preparacion
enzimatica liquida (Novozym 188), con una concentracidn del extracto de f-
Glucosidasa medida mediante analisis Bradford de 14,54 mg/ml, lo que modific el pH
hasta 5,6. Seguidamente, la primera disolucién se afiadié sobre la segunda disolucién,
bajo agitacién, lo que provocd la formacion de un sélido amarillento en suspensién
practicamente de inmediato y a temperatura ambiente (25 °C), dando un pH de 3,1. Al
cabo de un tiempo que oscild entre 1 y 24 horas, se tomaron diferentes alicuotas
(suspension), de las que se separd el biocatalizador denominado B-Glu@NH-MIL-
53(Al)-NaOH-nh, del sobrenadante (disolucién) por centrifugacion (13.400 rpm durante
90 segundos).

Se midi6 la actividad catalitica tanto de la suspensién como del sobrenadante en la
hidrélisis de para-nitrofenil-beta-D-glucopiranésido (pNPG) 10 mM disuelto en tampdn
acido fosférico / citrato trisédico 0,1 M pH 5,0, para dar p-nitrofenol y beta-D-glucosa.
La actividad catalitica se mididé por espectrofotometria a 405 nm, con un
espectrofotébmetro diodo array (Agilent 8453 UV-Vis) provisto de termostatizaciéon y de
un dispositivo de agitacidn magnética para mantener las muestras en suspensién
homogénea durante los ensayos. La actividad enzimatica se midié en todo caso por el
aumento de absorbancia por minuto a 405 nm producido por la liberacién de p-
nitrofenol debida a la accién de la enzima B-glucosidasa (Figura 10) a 35 °C y a un pH
de 5,0. Para ello, sobre las cubetas de ensayo conteniendo 1,5 ml de tampédn a pH 5,0
y 0,5 ml de pNPG 10 mM, se anadieron 100 pl de enzima soluble o 100 pl de la
suspension, o 100 ul del sobrenadante o 100 pl de una resuspension de B-glucosidasa
inmovilizada. El coeficiente de extincion molar del p-nitrofenol medido en estas

condiciones fue de 240 M"-cm™.
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Cuando la actividad catalitica de los sobrenadantes obtenidos 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 concentracidn de enzima no inmovilizada
presente en el sobrenadante asi como en la disolucidn enzimatica inicial se

determinaron mediante andlisis Bradford.

Una vez finalizado el seguimiento de la inmovilizacién (tras 24 horas), el solido
restante se filtré a vacio utilizando una placa Vidra FOC (666/1) de tamario de poro 4y
papel de filtro Millipore 0,45 um HV. El biocatalizador obtenido una vez seco, pesado y
molido, se resuspendié (10 mg en 5 mL de buffer) y 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 concentracién de proteina inicial en la
disolucién enzimatica y de proteina en el sobrenadante al cabo de 1 y 24 horas. Al
cabo de 1 h, se inmoviliz6 el 33 % de la enzima presente en el medio, mientras que al
cabo de 24 h se inmovilizd el 96 % de la enzima. Estos porcentajes de inmovilizacion
enzimatica evolucionaron en paralelo con la presencia de la fase NH>-MIL-53(Al) en el
sélido recuperado, que con el tiempo fue creciendo progresivamente en detrimento de
la fase correspondiente al ligando organico protonado (Sanchez-Sanchez et al., Green
Chem. 2015, 17, 1500), lo que evidencié que es la fase MOF y no la fase puramente

organica la que contribuye a la inmovilizacién de la enzima.

Tabla 1. Porcentajes de inmovilizacidén (por analisis Bradford); carga enzimatica,
actividad catalitica y eficiencia catalitica (por espectrofotometria); y contenido de
azufre (por analisis quimico elemental CHNS) de los biocatalizadores B-Glu@NH,-MIL-
53(Al)-NaOH-1h y -24h.

Muestra® Enzima inmovilizada (%)° / S%(%)  Actividad Eficiencia

Carga enzimatica (mg/g)°© catalitica® catalitica’
1h 33/28 - 6 0,21

24 h 96/79 0,14 31 0,39
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? La muestra se designa como nh (numero de horas de sintesis) del biocatalizador B-
Glu@NH,-MIL-53(Al) -NaOH-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 segun andlisis elemental CHNS.

¢ Actividad catalitica (expresada en unidades de actividad U por g de biocatalizador y
calculada segun la ecuacién 2), en la hidrdlisis de para-nitrofenil-beta-D-
glucopiranosido liberando paranitrofenol.

" Eficiencia catalitica (expresada en unidades de actividad U por mg de enzima y
calculada segun la ecuacién 3) en la hidrolisis de para-nitrofenil-beta-D-
glucopiranosido liberando paranitrofenol.

9No medido.

La carga enzimatica (Tabla 1) se determiné a partir de los miligramos de proteina en el
medio de sintesis (calculada a partir de analisis Bradford) y de los gramos de
biocatalizador obtenido después de filtrar la disolucion final de sintesis. Se expresa
como mg de proteina/g de biocatalizador recuperado. La presencia de enzima en el
biocatalizador también se detecté cualitativamente mediante analisis quimico
elemental CHNS (Tabla 1), que da los contenidos de carbono, hidrogeno, nitrégeno y
azufre. Estos analisis se llevaron a cabo en un equipo Analizador Elemental LECO
CHNS-932. La presencia/ausencia de azufre en el biocatalizador es particularmente
informativa por formar parte de la enzima y no del material MOF estudiado. En buen
acuerdo con lo estimado a partir del método Bradford, en el biocatalizador -
Glu@NH,-MIL-53(Al)-NaOH-24h el contenido de azufre fue 0,14%.

Adicionalmente, la Tabla 1 también muestra la actividad catalitica (expresada en U/g
biocatalizador) y la eficiencia catalitica (en U/mg de proteina) del biocatalizador
obtenido tras ser resuspendido y calculadas a partir de las ecuaciones 2 y 3

siguientes, respectivamente.

. - {Aabsfmin) » Vg lml)= 1000
A ) = T o) Y ghcnorm ot (1)

(Ec.1)
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A (U2 biacat) = Fc.2
(g bt} = ot %)
AflH g blocat)

A {Ufmg prot) = {ECE)

donde U son las unidades de actividad catalitica de la enzima definidas como

transformacién de 1 pmol de sustrato por minuto.

Por otra parte, el biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-NaOH-24h obtenido, una vez
seco, se caracterizé con diversas técnicas fisico-quimicas, tales como la difraccién de
rayos X de polvo usando un difractobmetro de rayos X Policristal XPert Pro
PANalytical, para su identificacion estructural. La Figura 1 compara los difractogramas
de rayos X de polvo del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-NaOH-24h y del MOF
homodlogo en ausencia de enzima. El difractograma del material que no contuvo
enzima es el tipico de un NH,-MIL-53(Al) nanocristalino preparado a temperatura
ambiente (Sanchez-Sanchez et al., Green Chem. 2015, 17, 1500). La adicién del
extracto enzimatico hizo que aparecieran algunos picos estrechos e intensos, que se
han atribuido al ligando protonado NH,-H,BDC, en consonancia con la bajada del pH
que provoca esa adicion en la mezcla global. La nanocristalinidad es condicion
indispensable para que las particulas formadas por su agregacion contengan

porosidad intercristalina en el rango de los mesoporos.

Finalmente, también se registré el termograma (TGA) y se calculdé su derivada (DTG)
del MOF NH,-MIL-53(Al) sin enzima, del biocatalizador B-Glu@NH2-MIL-53(Al)-NaOH-
24h y del extracto de la enzima B-Glu, en un equipo Perkin-Elmer TGA7 con un barrido
de temperaturas de 20-900 °C a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min bajo

corriente de aire seco, y su derivada (DTG) se presenta en la Figura 2.

Hubo un 2,9 % de pérdida de peso (190-271 °C) en el extracto enzimatico asignado a
la enzima. En el biocatalizador B-Glu@NH>-MIL-53(Al)-NaOH-24h, se detecté una

pérdida global de peso de un 88 %; en el intervalo de temperaturas entre 152-246 °C
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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 intervalo, lo que sugiere la presencia de

enzima en el biocatalizador.

Ejemplo 2. Procedimiento de obtencién del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-
TEA-48h, que comprende la sintesis del sistema NH,-MIL-53(Al) utilizando TEA

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

En este experimento se muestra como obtener un biocatalizador inmovilizando la
misma enzima B-Glucosidasa de Aspergillus niger utilizada en el Ejemplo 1, durante la
formacion de un sistema MOF NH,-MIL-53(Al) en el que se utliza como base
trietilamina (TEA).

La primera disolucion se preparé con 2,000 g de nitrato de aluminio nonahidratado
(AI(NO;)3-9H,0) (fuente metélica) y 6,030 g de agua desionizada, dando un pH de 2,0.
Por otro lado, la segunda disolucién se preparé con 0,483 g del ligando organico acido
2-aminotereftalico NH,-H,BDC, 0,538 g de TEA y 13,246 g de agua desionizada,
dando una disolucion clara en pocos minutos con un pH de 6,1. A continuacién, sobre
la segunda disolucién se afiadieron 2,75 mL de extracto enzimatico de pB-Glucosidasa
(EC 3.2.1.21) de Novozymes, suministrada como preparacién enzimatica liquida
(Novozym 188), con una concentracion del extracto de B-Glucosidasa medida
mediante analisis Bradford de 14,54 mg/ml, lo que modificd el pH de la mezcla hasta
5,5. Seguidamente, la primera disolucién se afadi6 gota a gota sobre la segunda
disolucion, bajo agitacion, lo que provocé la formacién de un sélido amarillento en
suspension practicamente de inmediato y a temperatura ambiente (25 °C), dando un
pH de 3,1. Al cabo de un tiempo que oscilé entre 5 minutos y 48 horas, se tomaron
diferentes alicuotas (suspensién), de las que se separd el biocatalizador denominado
B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-TEA-nh, del sobrenadante (disolucién) por

centrifugacion(13.400 rpm durante 90 segundos).

Se midié la actividad catalitica, siguiendo los mismos pasos experimentales descritos
en el ejemplo 1 anterior, excepto que los tiempos de toma de muestra fueron 2 y 48
horas, respectivamente, para los biocatalizadores B-Glu@NH.-MIL-53(Al)-TEA-2h y -
48h.
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El uso de TEA como agente desprotonador del ligando organico del MOF también
resulté en una inmovilizacién eficiente de la enzima B-Glu (el 99 % de la enzima
expuesta al cabo de 48 horas se ha encapsulado). La eficiencia catalitica del
biocatalizador resultante (0,87 U/mg de enzima) (Tabla 2), fue significativamente
superior a la obtenida en el biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-NaOH-24h (0,39
U/mg de enzima, Tabla 1), lo que sugiere que 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, presumiblemente por la repercursion negativa que

estas bases puedan tener en la actividad intrinseca de la enzima.

En buen acuerdo con lo estimado a partir del método Bradford, el contenido de azufre
en el biocatalizador 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 inmovilizacidn (por analisis Bradford); carga enzimatica,
actividad catalitica y eficiencia catalitica (por espectrofotometria); y contenido de
azufre (por analisis quimico elemental CHNS) de los biocatalizadores B-Glu@NH,-MIL-

53(Al)-TEA-2h y B-Glu@NH-MIL-53(Al)-TEA-48h.

Muestra® Enzima inmovilizada (%)° / S%(%)  Actividad Eficiencia

Carga enzimatica (mg/g)°© catalitica® catalitica’
2h 17 /18 0,04 40 2,22
48h 99/108 0,16 94 0,87

? La muestra se designa como nh (numero de horas de sintesis) del biocatalizador B-
Glu@NH,-MIL-53(Al)-TEA-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 segun andlisis elemental CHNS.

¢ Actividad catalitica (expresada en unidades de actividad U por g de biocatalizador y
calculada segun la ecuacién 2 del Ejemplo 1), en la hidrolisis de para-nitrofenil-beta-D-

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

glucopiranosido liberando paranitrofenol

La Figura 3 compara los difractogramas de rayos X de polvo del biocatalizador -
Glu@NH,-MIL-53(Al)-TEA-48h y del MOF homélogo obtenido en ausencia de enzima
en el medio de sintesis, NH,-MIL-53(Al). Se puede apreciar que la presencia de la
enzima B-Glu introdujo cambios en la naturaleza cristalina de la fase MOF formada, de
manera que el difractograma obtenido es el tipico de un NH>-MIL-53(Al) nanocristalino
( Sanchez-Sanchez et al., Green Chem. 2015, 17, 1500), con alguna impureza de
ligando organico protonado. Puesto que el difractograma del biocatalizador es muy
similar al del material MOF sin enzima, particularmente en términos de anchura de las
bandas, su tamafo de cristal debe ser también muy similar y, por tanto, su

mesoporosidad intercristalina.

Finalmente, también se determin6 el termograma (TGA) y su derivada (DTG) del
biocatalizador B-GIU@NH-MIL-53(Al)-TEA-48h y 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 globales: la primera entre 30 y 190 °C (87,1 %), que
se atribuye al agua, y la segunda entre 190 y 271 °C (2,9 %), que se atribuye a la
enzima. En el termograma del biocatalizador B-GIu@NH-MIL-53(Al)-TEA-48h, se
detecta la pérdida de peso que se produjo entre 166 y 242 °C (7 %), que por analogia

con el del extracto enzimatico, se asigna a la pérdida de la enzima.

Ejemplo 3. Procedimiento de obtencion del biocatalizador B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-
NH;-24h, que comprende la sintesis del sistema NH;-MIL-53(Al) utilizando NH;

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

En este experimento se muestra como obtener un biocatalizador inmovilizando la
misma enzima B-Glucosidasa de Asperygillus niger de los ejemplos anteriores, durante

la formacién de un sistema MOF NH,-MIL-53(Al) en el que se utiliza como base NH;.

La primera disolucion se preparé con 2,041 g de nitrato de aluminio nonahidratado

(AI(NO,;)3-9H,0) (fuente metalica) y 6,023 g de agua desionizada. Por otro lado, la
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segunda disolucion se preparé con 0,482 g del ligando organico acido 2-
aminotereftalico NH>-H.BDC, 0,362 g de disolucién acuosa de NH; al 25 % y 10,008 g
de agua desionizada. La mezcla a temperatura ambiente (25 °C) tard6 varias horas en
alcanzar la disolucién, que finalmente fue anaranjada. A continuacién se afadieron
2,75 ml de extracto enzimatico (concentracién = 14,54 mg enz/ml) sobre la segunda
disolucién y después se anadio la primera disolucién sobre la mezcla de la segunda

disolucién y la enzima.

Al cabo de una hora, se tomd una muestra, que se centrifugé a 13400 rpm durante 90
segundos. Se separd el sobrenadante para medir su actividad enzimatica y la
concentracién de proteinas mediante analisis Bradford de igual forma que en los
ejemplos anteriores. El sélido restante se filtré a vacio, obteniendo el sélido seco que
se etiquetdé como B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-NHs-1h, se peso, se molié y se resuspendio
para medir su actividad enzimatica. Al cabo de 24 h se centrifugd el resto de la
muestra y se filtr6 a vacio. Se separé el sobrenadante, y el sélido seco se etiquetd
como B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-NH;-24h.

En este caso la eficiencia catalitica de los biocatalizadores B-Glu@NH,-MIL-53(Al)-
NHs-nh superé la de cualquier otro biocatalizador descrito en los ejemplos anteriores,
lo que de nuevo sugiere que bases menos fuertes (el amoniaco es menos fuerte que

la amina TEA) afecta menos a la actividad intrinseca de la enzima.

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

Muestra® Enzima inmovilizada (%)° / S%(%)  Actividad Eficiencia

Carga enzimatica (mg/g)°© catalitica® catalitica’
1h 517 - 18 2,57
24h 98/ 56 0,13 51 0,91

? La muestra se designa como nh (numero de horas de sintesis) del biocatalizador B-
Glu@NH,-MIL-53(Al)-NHs-nh.
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® 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 segun andlisis elemental CHNS.

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

9No medido.

La Figura 5 muestra los difractogramas de rayos X de los biocatalizadores f-
Glu@NH,-MIL-53(Al)-NHs-1h y -24h. En los dos difractogramas se identifican dos
fases: la correspondiente a un NH,-MIL-53(Al) nanocristalino con mesoporosidad
intercristalina y la del ligando organico NH,-H,BDC. Como ocurre en los ejemplos
anteriores, la fase NH,-MIL-53(Al) fue aumentando en detrimento de la NH,-MIL-53(Al)

con el tiempo de sintesis.

Por su parte, la Figura 6 muestra los perfiles termogravimétricos (TG) del
biocatalizador B-Glu@NH-MIL-53(Al)-NH;-24h y el extracto enzimatico de pB-
glucosidasa. En el biocatalizador, hay una pérdida global de peso de un 88 %; en el

intervalo de temperaturas entre 187-278 °C la pérdida de peso es del 18,2 %.

La secuencia de los ejemplos experimentales 1, 2 y 3 pone de manifiesto cédmo el
cambio de la naturaleza de la base usada para desprotonar el ligando organico acido
2-amino-terftalico (NH,-H,BDC), que forma el MOF NH,-MOF-53(Al) nanocristalino a
temperatura ambiente y en agua por simple contacto con una disolucion acuosa de Al,
afecta a la eficiencia de inmovilizacién de la enzima B-Glucosidasa de Aspergillus
niger. No menos importante, también afecta a la actividad catalitica por unidad
enzimatica inmovilizada, presumiblemente como consecuencia de la influencia de
estos parametros en las propiedades fisico-quimicas del soporte MOF tales como
superficie especifica, tamano y distribucién de los poros intercristalinos, o tamario de

los aglomerados o agregados de los nanocristales.



10

15

20

25

30

WO 2016/193516 PCT/ES2016/070397

24

Ejemplo 4. Procedimiento de obtencién del biocatalizador B-Glu@Mg-MOF-74-
24h, que comprende la sintesis del sistema Mg-MOF-74 utilizando N,N-

dimetilformamida como disolvente y en presencia de la enzima B-Glucosidasa.

En el presente experimento se muestra como obtener un biocatalizador inmovilizando
la enzima B-Glu durante la formacién del sistema MOF-74 nanocristalino preparado
con Mg a temperatura ambiente (25 °C) en N,N-dimetilformamida (DMF) como
disolvente, y que en ausencia de enzima contiene una aceptable mesoporosidad
ordenada (Diaz-Garcia et al., Cryst. Growth Des., 2014, 14, 2479).

Para obtener la primera disolucidon se afadieron 0,561 g de acetato 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 0,202 g de acido 2,5-
dihidroxitereftalico (dhtp) en 10,021 g de DMF. Sobre la primera disolucién se afiadio
0,5 ml del mismo extracto enzimatico conteniendo B-Glu en una concentracién de
14,54 mg enzima/ml de los ejemplos anteriores, e inmediatamente la segunda
disoluciéon gota a gota. Se tomd una muestra a las 2 horas y se centrifugé durante 15
segundos a 12.500 rpm obteniendo asi el sobrenadante. El sélido se filtrdé a vacio y se
etiqueté como B-Glu@Mg-MOF-74-2h. La reaccion se prolongd durante 24 horas, tras
la que se recuperd segun el mismo procedimiento el biocatalizador sélido B-Glu@Mg-
MOF-74-24h.

En este caso no se afadi® ninguna base porque no se necesitd la previa
desprotonacién del ligando organico para la formacion del MOF-74 a temperatura
ambiente (Diaz-Garcia et al., Cryst. Growth Des., 2014, 14, 2479).

La Tabla 4, ademas de ratificar la presencia de la enzima p-Glu en los biocatalizadores
B-Glu@Mg-MOF-74, indica que esa enzima conservé cierta actividad catalitica a pesar
de haber estado en DMF, medio que le es muy adverso, tal como se pone de
manifiesto en la pérdida total de la actividad del extracto enzimatico en DMF durante
10 minutos. Esto sugiere que el material Mg-MOF-74, en este caso, no fue un simple
anfritridn de la enzima B-Glu que inmoviliza, sino que ademas de alguna forma le
ayudd a conservar su actividad enzimatica frente al disolvente inhibidor de esa

actividad, DMF. Por otra parte, la eficiencia de inmovilizaciéon enzimatica fue altisima
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desde los primeros minutos, probablemente como consecuencia de que la mezcla de
disoluciones de metal y ligando organico provoco la formacién de una suspension
practicamente coloidal, que dejo pocas posibilidades a la enzima para no formar parte

del sélido, una vez recuperado el material MOF.

Tabla 4. Porcentajes de inmovilizacidn (por analisis Bradford); carga enzimatica,
actividad catalitica y eficiencia catalitica (por espectrofotometria); y contenido de
azufre (por analisis quimico elemental CHNS) del extracto enzimatico tras someterse
en una disolucién de DMF durante 10 minutos, y de los biocatalizadores B-Glu@Mg-
MOF-74-2h y -24h.

Muestra® Enzima inmovilizada (%)° / S%(%)  Actividad Eficiencia

Carga enzimatica (mg/g)°© catalitica® catalitica’
2h 86/112 - 18 0,16
24h 86/113 0,10 7 0,06
B-Glu" 0 0,00

? La muestra se designa como nh (numero de horas de sintesis) del biocatalizador B-
Glu@Mg-MOF-74-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 segun andlisis elemental CHNS.

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

9No 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
temperatura ambiente segun se ha publicado (Diaz-Garcia et al., Cryst. Growth Des.,

2014, 14, 2479), pero conteniendo 0,5 ml de agua para igualar la afadida con el
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extracto enzimatico, y del biocatalizador B-Glu@Mg-MOF-74-2h. Los dos
difractogramas son tipicos de una estructura MOF-74 de muy pequefio tamarfio de

cristal, y que contiene una mesoporosidad intercristalina.

Ejemplo 5. Procedimiento de obtencién del biocatalizador B-Glu@Mg-MOF-74-
20h, que comprende la sintesis del sistema Mg-MOF-74 utilizando N,N-
dimetilformamida y 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 utiliza una mayor cantidad de la enzima B-Glu. Para la primera
disolucion se anadieron 0,566 g de acetato de Mg tetrahidratado sobre 10,015 g de
DMF, que se disolvieron en pocos minutos. Por otro lado, se disolvieron 0,211 g de
acido 2,5-dihidroxitereftalico (dhtp) en 10,013 g de DMF para formar la segunda
disolucién. Sobre la primera disolucion, se afadieron 0,5 ml de extracto enzimatico,
conteniendo B-Glu en una concentracién de 24,76 mg enzima/ml, e inmediatamente la

segunda disolucién gota a gota.

Se tomo6 una muestra a los 5 minutos y se centrifugd durante 15 segundos a 12500
rpm obteniendo asi el sobrenadante. El sélido se filtré a vacio y se etiqueté como B-
Glu@Mg-MOF-74 -5min. La reaccién se prolongd durante 20 horas, tras la que se
recuperd segun el mismo procedimiento el biocatalizador sélido B-Glu@Mg-MOF-74-
20h.

La Tabla 5 indica que cuando se tuvieron en el medio de reaccién mas cantidad de
enzima (12,8 mg de enzima frente a 7,27 mg en el Ejemplo 4) se alcanzaron
porcentajes de inmovilizacion enzimatica superiores (93 % en el ejemplo 5 frente al 86
% en el Ejemplo 4), lo que indica que no se ha alcanzado la saturacion del sistema, es
decir, potencialmente se podria seguir incrementando la cantidad de enzima ofrecida

en el medio.

Tabla 5. Porcentajes de inmovilizacidn (por analisis Bradford); carga enzimatica,

actividad catalitica y eficiencia catalitica (por espectrofotometria); y contenido de
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azufre (por analisis quimico elemental CHNS) de los biocatalizadores B-Glu@Mg-
MOF-74 -5min y -20h.

Muestra® Enzima inmovilizada (%)° / S%(%)  Actividad Eficiencia

Carga enzimatica (mg/g)°© catalitica® catalitica’
5min 93/79 - 2 0,02
20h 92/276 0,33 4 0,01

? La muestra se designa como nmin 6 nh (numero de minutos/horas de sintesis) del
biocatalizador B-Glu@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 segun andlisis elemental CHNS.

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

9No medido.

La Tabla 5, ademas de ratificar la presencia de la enzima B-Glu en los biocatalizadores
B-Glu@Mg-MOF-74, indica que esa enzima conservé cierta actividad catalitica a pesar
de haber estado en DMF igual que se habia observado en el Ejemplo 4. Nuevamente
el material Mg-MOF-74 no fue un simple anfritrién de la enzima B-Glu que inmoviliza,
sino que ademas de alguna forma le ayudé a conservar su actividad enzimatica frente

al disolvente inhibidor de esa actividad, DMF.

Ejemplo 6. Electroforesis en geles de poliacrilamida de los biocatalizadores

obtenidos en los Ejemplos 1 a 5.

Con todos los biocatalizadores obtenidos en los Ejemplos 1 a 5, se llevd a cabo la
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) con SDS (dodecilsulfato sulfato

sbdico). Los biocatalizadores se someten a las condiciones desnaturalizantes de la
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técnica (SDS, mercaptoetanol, 100 °C, 5 min) que inducen la pérdida completa de la
estructura tridimentsional de la proteina, que queda reducida a la cadena lineal de
aminoacidos y en esta forma deberia poder ser liberada facilmetne del entramado del
MOF. Los sobrenadantes se someten a electroforesis para investigar la presencia de
bandas de proteina en el gel. Las Figuras 8 y 9 recogen la electroforesis
correspondiente a los biocatalizadores de los ejemplos 1 a 5, todos ellos preparados
con Beta-glu. Se observo la banda correspondiente a la enzima en el biocatalizador
con el material Mg-MOF-74, lo que certifica su presencia. Sin embargo, no se aprecid
banda proteica en los biocatalizadores NH,-MIL-53(Al), lo que no puede significar
ausencia de proteina, ya que esta ha sido detectada por el resto de las técnicas
empleadas (determinacién de la actividad enzimatica del biocatalizador, analisis
Bradford, analisis quimico elemental CHNS, como se indican en las Tablas 1 a 3, y
mediante termogravimetria (mostradas en las Figuras 2, 4 y 6)). Lo que puede indicar
es que la cadena proteica estd mas fuertemente retenida quimicamente por

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

Ejemplo 7. Procedimiento de obtencién de un biocatalizador sélido Lip@Fe-BTC-
NaOH-nh, que comprende la sintesis del sistema MOF Fe-BTC (similar al MOF
comercializado como Basolite F300) utilizando NaOH como agente

desprotonante y en presencia de la enzima lipasa

En este ejemplo se muestra como obtener un biocatalizador inmovilizando la enzima
Lipasa de Candida antarctica B (CaLB) durante la formacién del sistema MOF Fe-BTC
en el que se utilizé como base hidréxido sédico (NaOH). La enzima lipasa de Candida
antarctica B presenta unas dimensiones aproximadas de ~3 nm x ~4 nm x ~5 nm, un

peso molecular ~32 KDa, y un punto isoeléctrico 6,0.

La primera disoluciéon se prepard con 0,508 g de ftricloruro de hierro hexahidratado
FeCl;-6H,0 (fuente metalica) y 10,0 g de agua desionizada, dando un pH de 1,36. Por
otro lado, la segunda disoluciéon se prepar6é con 0,263 g del ligando organico acido
benceno-1,3,5-tricarboxilico, o acido trimésico (H,BTC), 3,685 g de disolucion 1,06 M
de NaOH y 1 g de agua desionizada, dando una disolucion clara en pocos minutos con
un pH de 8,0. A continuacién, sobre la segunda disolucién se afadieron 5 mL de
extracto enzimatico de lipasa (EC 3.1.1.3) de Novozymes, suministrada como

preparacion enziméatica liquida (Lipozyme Calb L), con una concentracion del extracto



10

15

20

25

30

35

WO 2016/193516 PCT/ES2016/070397

29

de lipasa medida mediante analisis Bradford de 5,9 mg/mL, lo que modificé el pH
hasta 7,83. Seguidamente, la primera disolucién se afadié sobre la segunda
disolucién, bajo agitacién, lo que provocé la formacion de un sélido marrén anaranjado
en suspension practicamente de inmediato y a temperatura ambiente (25 °C), dando
un pH de 3,1. Al cabo de un tiempo que osciléo entre 1 min y 24 horas, se tomaron
diferentes alicuotas (suspensién), de las que se separd el biocatalizador denominado
Lip@Fe(3)-BTC-NaOH-nh, del sobrenadante (disolucién) por centrifugacion (13.400

rem durante 90 segundos) y filtracion.

Se midi6 la actividad catalitica tanto de la suspensién como del sobrenadante en la
hidrolisis del sustrato para-nitrofenil-acetato (pNPA) 0,4 mM disuelto en tampén acido
fosférico (H;PO,) / di-sodio hidrogenofosfato (NaHPO,2H,0) 0,05 M pH 7,0, para dar

p-nitrofenol y acido acético a 25 °C (Figura 11a).

Para preparar la disolucién de sustrato se anaden 80 uL de pNPA 200 mM en
acetonitrilo sobre 40 mL del tampén fosfato de sodio 0,05 M pH 7,0, con una velocidad

de agitaciéon de la mezcla rapida. Esta disolucidén se almacena en un bano de hielo.

La actividad catalitica se midié por espectrofotometria a una longitud de onda de 348
nm, con un espectrofotdmetro diodo array (Agilent 8453 UV-Vis) provisto de
termostatizacion y de un dispositivo de agitacibn magnética para mantener las
muestras en suspensién homogénea durante los ensayos. Sobre las cubetas de
ensayo, que contenian 1,9 mL de disolucion de sustrato que consiste en 0,4 mM de
pNPA en tampén 0,05 M a pH 7,0, se afadieron 50 pL de enzima soluble o 50 L de la
suspension o 50 L del sobrenadante. El coeficiente de extincion molar del p-nitrofenol

medido en estas condiciones fue de 5150 M"-cm™.

Cuando la actividad catalitica de los sobrenadantes obtenidos 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 concentracidon de enzima no inmovilizada
presente en el sobrenadante asi como en la disolucidn enzimatica inicial se

determinaron mediante andlisis Bradford.

Una vez finalizado el seguimiento de la inmovilizacion (tras un maximo 24 horas), el

solido restante se filtré a vacio utilizando una placa Vidra FOC (666/1) de tamario de
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poro 4 y papel de filtro Millipore 0,45 um HYV. El biocatalizador obtenido una vez seco,
pesado y molido, se resuspendié (entre 5 y 20 mg) y se ensayd su actividad catalitica
en la reaccién de hidrdlisis de tributirina o 1,2,3-Gliceroltributirina (TB) (Figura 11b).
Dicha reacciéon es mas especifica que la anterior y esta basada en la liberacion de

acido butirico que se genera al poner en contacto la tributirina y la lipasa.

Para monitorizar esta reaccidon se emplea un pHstato Mettler Toledo DL-50. El
procedimiento experimental que se ha llevado a cabo en cada reaccidn ha sido: en un
vaso se agitan 48,5 mL de tampon acido fosférico (H;PO,) / di-sodio hidrogenofosfato
(NaHPO42H,0) 10 mM pH 7,0 y 1,47 mL de tributirina 0,1 M. A continuacién se
introduce una masa de biocatalizador conocida, mB (entre 5-20 mg). El registro de la
velocidad de adicidén de sosa 0,1 M, vanaon, para mantener el pH constante de 7,0 nos
da una recta cuya pendiente se corresponde con la velocidad de hidrélisis, y por tanto,
la actividad de la enzima. Las unidades de tributirina (Urg) se calculan a partir de la
Ecuacién 4:

Vagor (ML /min)-100 (umol/mL) (Ec. 4)
ng(g)

Urg (UTB/g):

La eficiencia catalitica de un biocatalizador inmovilizado se define como la relacién

actividad/carga, utilizando la Ecuacidn 5:

Uyp/ g catalizador (Ec. 5)

Eficiencia catalitica (U g/mg Lipasa) =
/! (Urp/mg Lipasa) Cargainmovilizada(mg Lipasa/ g soporte)

donde U son las unidades de actividad catalitica de la enzima definidas como

transformacién de 1 pmol de sustrato por minuto.

En la Tabla 6 se muestra el porcentaje de enzima lipasa inmovilizada, determinada
mediante analisis de Bradford midiendo la concentracién de proteina inicial en la
disolucién enzimatica y de proteina en el sobrenadante al cabo de 10 min (0,17 h), 1 h,
4 hy 22 horas. Al cabo de 10 min, se inmovilizd el 95 % de la enzima presente en el
medio, mientras que al cabo de 22 h se inmovilizd el 87 % de la enzima. Estos
porcentajes de inmovilizaciéon enzimatica indican que en cuanto se ponen en contacto
las disoluciones de fuente metalica con la mezcla de ligando organico + disolucion
enzimatica, practicamente toda la enzima presente en el medio queda

instantaneamente inmovilizada en el MOF. La carga enziméatica (Tabla 6) se determiné
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tanto por diferencia entre la actividad de la suspension y la actividad del sobrenadante
medida espectrofotométricamente en el ensayo de hidrolisis de p-NPA (Figura 11a),
como a partir de los miligramos de proteina en el medio de sintesis (calculada a partir
de analisis Bradford) y de los gramos de biocatalizador obtenido después de filtrar la

disolucién final de sintesis.

Tabla 6. Porcentajes de inmovilizacion de lipasa (por andlisis Bradford); carga

enzimatica, actividad catalitica y eficiencia catalitica (por espectrofotometria); y

contenido de nitrogeno y azufre (por analisis quimico elemental CHNS) de los
biocatalizadores Lip@Fe-BTC-NaOH-nh.

Enzima
Muestra® inmovilizac.la (,%f)b/ N /S (%)° Activlitflaci Eficie,n.ciaf
Carga enzimética catalitica catalitica

(mg/g)

0,17 h 95/13 0,66 /0,04 387 30
1h 96/21 1,03/0,09 886 42
4h 91/9 0,51/0,04 1278 142
22 h 87/10 0,45 /0,04 3587 359

? La muestra se designa como Lip@Fe-BTC-NaOH-nh donde n es el nimero de horas
de sintesis del biocatalizador.

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

° mg de enzima inmovilizados por g de biocatalizador recuperado.

4 Porcentaje de N y S en la muestra segun analisis quimico elemental CHNS.

¢ Actividad catalitica (expresada en unidades de actividad Urg por g de biocatalizador y
calculada segun la ecuacién 4), en la hidrdlisis de tributirina liberando acido butirico.

" Eficiencia catalitica (expresada en unidades de actividad U por mg de enzima y

calculada segun la ecuacion 5) en la hidrdlisis de tributirina liberando acido butirico.

La presencia de enzima en el biocatalizador también se detecté cualitativamente
mediante analisis quimico elemental CHNS (Tabla 6), que da el contenido de carbono,
hidrogeno, nitrogeno y azufre. Estos analisis se llevaron a cabo en un equipo
Analizador Elemental LECO CHNS-932. En buen acuerdo con lo estimado a partir del
método Bradford, los biocatalizadores Fe-BTC-NaOH-nh presentan tanto nitrégeno
como azufre, no asi el material MOF sin enzima en el que el contenido tanto de

nitrégeno como de azufre fue 0,0%.
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Adicionalmente, la Tabla 6 también muestra la actividad catalitica (expresada en U/g
biocatalizador) y la eficiencia catalitica (en U/mg de proteina) del biocatalizador
obtenido tras ser resuspendido y calculadas a partir de las ecuaciones 4 y 5 anteriores,
respectivamente. Cabe destacar que la actividad catalitica y la eficiencia catalitica
aumentan a medida que aumenta el tiempo de inmovilizacion. La actividad de la
enzima libre es de 370U/mg. Por tanto la lipasa inmovilizada en el biocatalizador
Lip@Fe-BTC-NaOH-22h practicamente mantiene la misma actividad que la enzima

nativa, cuya actividad es de 370,23 U/mg.

Por otra parte, los biocatalizadores Lip@Fe-BTC-NaOH-nh obtenidos, una vez secos,
se caracterizaron con diversas técnicas fisico-quimicas, tales como analisis
termogravimétrico. La Figura 12 muestra los termogramas (TGA) y sus derivadas
(DTG) del MOF Fe-BTC-NaOH sin enzima, del biocatalizador Lip@Fe-BTC-1h y del
extracto de la enzima Lipasa (Figura 12). Los termogramas se registraron en un
equipo Perkin-Elmer TGA7 con un barrido de temperaturas de 20-900 °C a una
velocidad de calentamiento de 20 °C/min bajo corriente de aire seco de 40 mL/min. En
el termograma del biocatalizador Lip@Fe-BTC-1h se detectdé una doble pérdida de
peso en el intervalo de temperaturas entre 130-342 °C, con un patrén similar al que se
detecta en el termograma del extracto enzimatico en intervalos de temperatura
parecidos mientras que en el termograma del MOF sin enzima no se produjo una
pérdida de peso apreciable en ese intervalo, lo que evidencia la presencia de enzima

en el biocatalizador.
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento de obtencion de un biocatalizador, caracterizado por que comprende

las siguientes etapas:

a) sintetizar parcial o totalmente un material metalo-organico (MOF) en presencia

de al menos una enzima hasta obtener un sélido y,

b) aislar el solido sintetizado segun la etapa a),

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

particulas nanocristalinas de tamafio homogéneo

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que en la etapa (a), la
sintesis del MOF comprende poner en contacto una primera disolucién de una fuente
metalica y otra segunda disolucién de ligando organico, en presencia de al menos una

enzima.

3.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por

gue en la etapa (a) las disoluciones son acuosas.

4.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por

qgue en la etapa (a) las disoluciones son organicas o 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
disolucién acuosa de una sal de ligando organico o una disoluciéon acuosa de ligando

organico protonado en presencia de un agente desprotonante.

6.- Procedimiento segun la reivindicacién 5, caracterizado por que el agente
desprotonante se selecciona de entre una base fuerte, una base media o una base
débil.
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7.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por
que la etapa (a) se lleva a cabo a una temperatura entre 4 y 70 °C y preferentemente
entre 20y 30 °C.

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

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

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

que la enzima se selecciona de entre B-glucosidasas y lipasas.

11.- Procedimiento segun la reivindicacién 10, caracterizado por que la enzima es una

B-glucosidasa.

12.- Procedimiento segun la reivindicacién 10, caracterizado por que la enzima es una

lipasa.

13.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado
porque el aislamiento del sélido de la etapa (b) se lleva a cabo por centrifugaciéon o

filtracion.

14- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado por

gue adicionalmente comprende una etapa (¢) de secado del solido aislado en la etapa

(0).

15.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 13-14,
caracterizado por que la primera disolucién de la fuente metdlica es una disolucion
acuosa de nitrato de aluminio nonahidratado, la segunda disoluciéon del ligando

organico es una disolucion acuosa de acido 2-aminotereftalico y un agente
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desprotonante, la temperatura de reaccion 25 °C y la enzima es B-glucosidasa de

Aspergillus niger que se anade sobre la disolucién del ligando organico.

16.- Procedimiento segun la reivindicacion 15, caracterizada por que el agente

desprotonante se selecciona entre trietilamina, hidroxido sédico y amoniaco.

17.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 13-14,
caracterizado por que la primera disolucion de la fuente metalica es una disolucién de
acetato de Mg tetrahidratado sobre N,N-dimetilformamida, la segunda disolucion del
ligando organico es una disolucion de acido 2,5-dihidroxitereftalico sobre N,N-
dimetilformamida, la temperatura de reaccién 25 °C y la enzima es B-glucosidasa de

Aspergillus niger que se anade sobre la disolucién de la fuente metalica.

18.- Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y 12, caracterizado
por que la primera disolucién de la fuente metalica es una disolucion de cloruro de
hierro(lll) hexahidratado, la segunda disolucién del ligando organico es una disolucién
de acido benceno-1,3,5-tricarboxilico y un agente desprotonante, la temperatura de
reaccion 25 °C y la enzima es lipasa de Candida antarctica B que se anade sobre la

disolucion del ligando organico.

19.- Procedimiento segun la reivindicacion 18, caracterizada por que el agente

desprotonante es hidréxido sédico.

20.- Biocatalizador obtenido por el procedimiento segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 19.
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De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

C12N, BO1J

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores

comprendidos por la biisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de

buisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, BIOSIS, EMBASE, NPL, MEDLINE, GOOGLE SCHOLAR

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°®

A SHIEH FA-KUEN et al. Imparting

functionality to biocatalysts via embedding
enzymes into nanoporous materials by a de novo
approach: size-selective sheltering of catalase

in metal-organic framework microcrystals. Journal
of the American Chemical Society United States

8 Apr 2015 08/04/2015 VOL: 137 No: 13 Pags:
4276 - 4279 ISSN 1520-5126 (Electrénico) Doi:
doi:10.1021/ja513058h pubmed:25781479. P4gina
4276, columna derecha; pagina 4277, columna

derecha, primer pérrafo.

P.A
07/01/2016, Pagina 3, lineas 3-27 y pagina
4, lineas 19-25; pagina 6, linea 7; pagina

10, linea 15; pégina 31, linea 3 y figura 4.f

izquierda, segundo pérrafo y pagina 4278, columna

WO 2016000032 A1 (COMMW SCIENT IND RES ORG)

1-20

10, 12-20

En la continnacién del recuadro C se relacionan otros documentos

Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

Categorias especiales de documentos citados: "T"
documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
fecha de presentacién internacional o en fecha posterior.
documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la
indicada).

documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacion, a una exposicién o a cualquier otro medio.
documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

nAY
"
" "y
"o ny

npr

" g

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensién del principio o teorfa que constituye la base
de la invencién.

documento  particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento  particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.
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Categoria * Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
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A WO 2012174402 A2 (UNIV SOUTH FLORIDA ET AL.) 1-20
20/12/2012, Pagina 1, tercer parrafo; pdgina
6, tercer y ultimo pdrrafos; pagina 8, tercer

y tltimo pérrafos; pdgina 9, ejemplo 1; pagina
10, dltimo parrafo; pagina 11, primer parrafo
y reivindicacion 7.

A LYKOURINOU VASILIKI et al. Immobilization 1-20
of MP-11 into a mesoporous metal-organic framework,
MP-11@mesoMOF: a new platform for enzymatic

catalysis. Journal of the American Chemical

Society United States 13 Jul 2011 13/07/2011

VOL: 133 No: 27 Pags: 10382 - 10385 ISSN 1520-5126
(Electrénico) Doi: doi:10.1021/5a2038003 pubmed:21682253.P4ginas
10382-10385. P4gina 10382, columna derecha.

A WO 2014117225 A1 (FALCARO PAOLO ET AL.) 07/08/2014, 1-20
Pégina 14, tercer parrafo; Pagina 18, cuarto
parrafo- pagina 19, tercer parrafo y pagina
32, ejemplo 5.

A US 2014342429 A1 (HUANG HSI-YA ET AL.) 20/11/2014, 1-20
Parrafos [0039], [0045] y [0059].

A YOUNG KWAN PARK et al. Crystal 1-20
Structure and Guest Uptake of a Mesoporous
Metal-Organic Framework Containing Cages of

3.9 and 4.7 nm in Diameter Angewandte Chemie
International Edition, 20071105 not Verlag

Chemiel : 05/11/2007 VOL: 46 No: 43 Pags: 8230

- 8233 ISSN 1433-7851 Doi: doi:10.1002/anie.200702324.
Pégina 8232, columna derecha.
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Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de

en el informe de biisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
W02012174402 A2 20.12.2012 US2015087044 A1 26.03.2015
EP2721150 A2 23.04.2014
EP2721150 A4 26.11.2014

W02014117225 Al 07.08.2014 NINGUNO
US2014342429 A1l 20.11.2014 TW201444971 A 21.11.2014
TWI461530B B 21.11.2014
US9040273 B2 26.05.2015

W02016000032 Al 07.01.2016 NINGUNO
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2016/070397

CLASIFICACIONES DE INVENCION

CI2N11/04 (2006.01)
CI2N9/14 (2006.01)

B01J35/00 (2006.01)
B01J37/00 (2006.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Enero 2015)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - description
	Page 33 - description
	Page 34 - claims
	Page 35 - claims
	Page 36 - claims
	Page 37 - drawings
	Page 38 - drawings
	Page 39 - drawings
	Page 40 - drawings
	Page 41 - drawings
	Page 42 - drawings
	Page 43 - drawings
	Page 44 - drawings
	Page 45 - drawings
	Page 46 - drawings
	Page 47 - drawings
	Page 48 - wo-search-report
	Page 49 - wo-search-report
	Page 50 - wo-search-report
	Page 51 - wo-search-report
	Page 52 - wo-search-report
	Page 53 - wo-search-report
	Page 54 - wo-search-report
	Page 55 - wo-search-report

