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Resumen

El uso de enzimas para catalizar reacciones quimicas, conocido como biocatalisis, es una de las
alternativas a otros procesos industriales tradicionales mas prometedora, no sélo siendo una
opcion mucho mas sostenible y ecolégica, sino ademas abriendo la posibilidad de realizar un
gran abanico de reacciones complejas en quimica orgdnica de una manera mucho mas sencilla.
En este contexto, la inmovilizacién de dichas enzimas para que trabajen como un biocatalizador
heterogéneo es una posibilidad para permitir su aplicacién industrial, aumentando su
estabilidad y permitiendo su reutilizacién y regeneracion. En lo que se refiere a la biomedicina,
la fabricaciéon de biocatalizadores heterogéneos en el campo de los biomateriales es muy
relevante, debido a su aplicacion en biosensores que dependen de la unién de una enzima
inmovilizada, asi como en la liberacion de farmacos y nanoterapia donde las enzimas
inmovilizadas poseen un papel terapéutico. Si bien existen numerosas estrategias de
inmovilizacién y fabricacién de estos biocatalizadores heterogéneos, la falta de técnicas de
caracterizacion espacio-temporal a un nivel microscdpico impiden comprender plenamente el
funcionamiento de la enzima dentro del microambiente del biocatalizador. Es aqui donde
aparecen los estudios a nivel de particula simple, cuyos resultados de enzimas dentro de una
microparticula se pueden extrapolar para comprender mejor su funcionamiento real de la
enzima dentro del microambiente del biocatalizador. Sin embargo, aun siguen existiendo
muchas limitaciones para analizar los datos obtenidos, por lo que se necesitan desarrollar
nuevos métodos de analisis de imagen que permitan procesar los datos provenientes de los
experimentos microscopicos.

En este trabajo se ha desarrollado un método de analisis de imagen de microscopia de
fluorescencia que permite caracterizar cinéticamente el biocatalizador heterogéneo a nivel de
particula simple. Para ello, monitorizando la fluorescencia del interior de las microparticulas se
han obtenido los cursos de reaccion a nivel de particula simple de las enzimas inmovilizadas en
su interior. Esto ha sido posible debido al tipo de muestras analizadas, con enzimas
dependientes de cofactores de nicotamida autofluorescentes en su forma reducida
(NADH/NADPH), permitiendo asociar la fluorescencia con la concentracién de cofactor, y por
tanto con la actividad enzimatica. Posteriormente, estos cursos de reaccidon enzimaticos han
sido ajustados con una funcion Lambert W para calcular sus parametros cinéticos. A lo largo de
este trabajo se explican las diferentes fases llevadas a cabo para, partiendo de las imagenes
iniciales de fluorescencia, obtener los parametros cinéticos finales en las particulas del
biocatalizador. Para este trabajo han sido analizadas muestras de diferentes sistemas
enzimaticos donde las enzimas, co-inmovilizadas con los cofactores en microparticulas porosas,
catalizaron distintas reacciones monitorizadas en el microscopio de fluorescencia. A partir de
los resultados cinéticos de estas reacciones se ha obtenido informacién muy interesante sobre
el efecto del tamafio de la particula en la actividad enzimatica segun el tipo de sustrato utilizado.
La herramienta de analisis de imagen a nivel de particula simple desarrollada en este trabajo
abre por tanto nuevas posibilidades para entender mejor el funcionamiento de sistemas
enzimaticos inmovilizados. Esto puede ser de gran utilidad en el campo de los biomateriales,
donde numerosas aplicaciones (biosensores, nanoterapia, liberacion de farmacos...) estan
basadas en el acoplamiento de enzimas a materiales sdlidos.



Tabla de contenidos

1 INErOAUCCION oottt e s e e s b e e enree s 7
1.1  Estudios a nivel de particula simple de enzimas inmovilizadas .........c..cccuveen.. 7
1.2 Introduccion al caso de estudio: enzimas dependientes de cofactores ........... 10

2 Objetivo general del trabajo......ccccciiieiiiiii i 13

T |V =1 oo [o] [o = - NP PSP PUPRTPPP 15
3.1 Metodologia experimental .......c.eeeeiiiiiiiiiei e e 16
3.2  Procesado deimagen con IMAage J..ccooccuiieeiiiniiiiiie et e e 19
3.3 Correccidn de graficas iNiCIales .........ouvcuiiieiiiiiiiiie e 25
3.4 Calculo de parametros cinéticos a partir de graficas de intensidad ................. 30

4 ANAliSis de reSUItAadOS ......oeiiiiiiiiiiii e 33
4.1 Efecto del tamafio de la particula en los parametros cinéticos.......c..ccccuvveennn. 33

4.2 Efecto de la posicidn del pixel en la superficie interna de la particula sobre los

PArAMELIOS CINELICOS .uvviiiiiiiiiiiiee ittt e e st e e e e s s sbrreeeessnbbaaeeesssaenees 44
Lo Oo o Tl [ o] o 1= P PPPRR 51
6 BibliOgrafiad. i e 53



Tabla de figuras

Figura 1. Tipos principales de reciclaje de cofactores de nicotamida: dos sustratos acoplados (a)
y d0S €NZIMas ACOPIAAS (D)7 o.eveeeeeeeeee et eeeeee ettt et en e eeees 10

Figura 2. Estrategia de Velasco et al. *’ para lograr la arquitectura del biocatalizador heterogéneo
[ o 1Y U ol =T o) PSPPI 12

Figura 3. Imagenes de microscopia de fluorescencia del primer y ultimo instante temporal para
el sistema 1 de reduccién de NAD", donde aumenta la fluorescencia (A); y para el sistema
2 de oxidacién de NADPH, donde disminuye la fluorescencia (B)......cccccceeeecuviirieeeneeeennnnn. 20

Figura 4. Identificacién de los contornos a partir de la imagen original para el sistema 1 de
reduccion de NAD" (A) y el sistema 2 de oxidacion de NADPH (B) .......ccccevveveeeevereveereinenne. 21

Figura 5. Particula aislada del sistema 1 de reduccién de NAD" con su contorno asociado (ROI) a
diferentes iNStantes tEMPOTAlES. ......uueiiiiii i e e e e e e e e 22

Figura 6. Evolucién temporal de la intensidad total de fluorescencia dentro de dos particulas del
sistema 1 de reduccién de NAD" (A) y el sistema 2 de oxidaciéon de NADPH (B), donde cada
punto de la grafica corresponde a un instante o “frame” temporal.......ccccoceeeeeeiiiiiiccnnnns 23

Figura 7. Esquema del procedimiento para descartar la fase de latencia inicial de un curso
E€NZIMATICO dE FEACCION. .uviiiiiiiiiiee e e e e e e e e e s srbe e e e e s nbeeeeeennseeas 26

Figura 8. Procedimiento para corregir graficas en cuya imagen de microscopio se hayan
producido entradas de luz mantenidas en el tiemMpPO.......ccccvviieeieeii e 27

Figura 9. Acumulacién de fluorescencia medida por el microscopio en diferentes pixeles del
iNterior de 1@ PartiCUla.. ... e e e et r e e e e e e e e e eaanees 28

Figura 10. Esquema para obtener la unidad de volumen para cada pixel intraparticular ......... 29

Figura 11. Resultados del cédigo PCAT (valores de la derecha), donde la grafica superior muestra
el ajuste (linea roja) de los datos introducidos (aspas azules). En la grafica inferior (color
rosa) el cddigo estima la bonanza del @jUuste......uueiiiiiiiiiciciiiiiiee e 31

Figura 12. Obtencidén de la velocidad inicial V, a partir de las graficas de evolucién de intensidad
de fluorescencia volumétrica estableciendo como corte el 20% de [So]......cccvvvvvrerreeeeennnn. 32

Figura 13. Arriba, reduccién de NAD® por la formiato deshidrogenasa, transformando acido
formico (1a) en CO, (2a). Debajo, intensidad de fluorescencia del cofactor al inicio y final
(o L - I =Y olol o Y o IS TSP 34

Figura 14. Concentracién maxima de cofactor [SO] frente al radio de particula para el sistema de
reduccion de NAD" con FDH y 4CId0 FOrMICO ...oouviviiuiieiieieieieeeeeeeee ettt 34

Figura 15. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vg (A), Vimax (B), Km (C) y
Vmax/Km (D) para el sistema de reduccién de NAD* con FDH y &cido formico .................... 35



Figura 16. Arriba, oxidacion de NADPH por la cetorreductasa, que transforma la 222-
trifluoroacetofenona (1b) en 222-trifluoro-1-feniletanol (2b). Debajo, intensidad de
fluorescencia del cofactor al inicio y final de la reaccion. .......cccceeeeieieiiiiiiieeee e 36

Figura 17. Concentraciéon maxima de cofactor [So] frente al radio de particula para el sistema de
oxidacién de NADPH con cetorreductasa y 222-trifluoroacetofenona.........cccccveeeeeeeennn. 37

Figura 18. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vg (A), Vimax (B), Km (C) y
Vma/Km (D) para el sistema de oxidacion de NADPH con cetorreductasa y 222-
L] [V To T e T Tol=Y o) (=] g o] 1 F- R URRRTRTRNt 37

Figura 19. Arriba, oxidacién de NADH por la alcohol deshidrogenasa, que transforma la acetona
(1c) enisopropanol (2c). Debajo, intensidad de fluorescencia del cofactor al inicio y final de

R =T (ool 1o Y s AT TR 39

Figura 20. Concentraciéon maxima de cofactor [So] frente al radio de particula para el sistema de
oxidacion de NADH con FDH Y @CEEONA......cccciciiiiiiiiieeee e ettt e e e eeeerr e e ee e e e e e e 40

Figura 21. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vg (A), Vimax (B), Km (C) y
Vmax/Kwm (D) para el sistema de oxidacién de NADH con ADH y acetona........cccceeeeeennnnenn.. 40

Figura 22. Velocidad inicial (A) y velocidad maxima (B) frente a la concentracion maxima de
cofactor [So] para el sistema de oxidacién de NADH con ADH y acetona ........ccccceeeeeeennnn. 40

Figura 23. Arriba, oxidacién de NADPH por la alcohol deshidrogenasa, transformando el
benzaldehido (1d) en alcohol benzilico (2d). Debajo, intensidad de fluorescencia del
cofactor al inicio y final de 12 reacCion. ........coociiiiiiiiee e 42

Figura 24. Concentracion maxima de cofactor [So] frente al radio de particula para el sistema de
oxidacién de NADH con FDH y benzaldehido..........cceeeviiiiiiiiciiiiiiiee e, 42

Figura 25. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vg (A), Vimax (B), Km (C) y
Vma/Km (D) para el sistema de oxidacién de NADH con ADH y benzaldehido ................... 43

Figura 26. Velocidad inicial (A) y velocidad maxima (B) frente a la concentracion maxima de
cofactor [SO] para el sistema de oxidacién de NADH con ADH y benzaldehido................. 43

Figura 27. Concentracién maxima de cofactor [So] frente a la distancia al centro de la particula

para el sistema de reduccién de NAD* con FDH y 4cido fOrmico ........cccevveveveeeverceeereinenne. 45

Figura 28. Diferentes parametros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: Vq (A),
Vimax (B), Km (€) Y Vimax/Km (D) para el sistema de reduccién de NAD+ con FDH y acido férmico

Figura 29. Concentracion maxima de cofactor [Sy] frente a la distancia al centro de la particula
para el sistema de oxidacion de NADPH con cetorreductasa y trifluoroacetofenona........ 46

Figura 30. Diferentes parametros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: V, (A),
Vimax (B), Km (€) ¥ Vimax/Kw (D) para el sistema de oxidacion de NADPH con cetorreductasa y
01 i [V o] foF-Tol] o] =Y o] o F- P UPPURRRNE 47



Figura 31. Concentracion maxima de cofactor [Sy] frente a la distancia al centro de la particula
para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y aCetONa .....cevveeeeeeeiciiiiiiieieeeeeeeeeeeieens 48

Figura 32. Diferentes parametros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: V, (A),
Vimax (B), Km (€) ¥ Vinax/Km (D) para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y acetona. 48

Figura 33. Concentracion maxima de cofactor [Sy] frente a la distancia al centro de la particula
para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y benzaldehido ..........cccccvveeeeiiiiininnnnn, 49

Figura 34. Diferentes parametros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: V, (A),
Vmax (B), Km (€) Y Vimax/Kwm (D) para el sistema de oxidacién de NADH con ADH y benzaldehido



1 Introduccion

1.1 Estudios a nivel de particula simple de enzimas
inmovilizadas

1.1.1 Biocatadlisis

Las reacciones quimicas que se producen de forma espontanea normalmente requieren mucho
tiempo en producirse, ya que tienen que hacer frente a enormes requerimientos de energia.
Esta es la razon de la existencia de los catalizadores, moléculas que aceleran dichas reacciones
disminuyendo en gran medida sus barreras de energia para que se puedan completar. En la
naturaleza los catalizadores esenciales son las enzimas, unas proteinas encargadas tanto de
procesos catabodlicos como anabdlicos del metabolismo celular fundamentales para la existencia
de la vida. Debido a su origen y composicién, las enzimas poseen unas propiedades Unicas de
las que carecen los catalizadores quimicos: trabajan en condiciones fisiolégicas, son
biocompatibles y biodegradables, pueden catalizar gran cantidad de reacciones complejas y su
selectividad es mucho mayor™?.

La biocatalisis se define como el uso de enzimas para catalizar una determinada reaccién
guimica. El origen del uso de enzimas como catalizadores se remonta varios milenios atrds, para
la elaboraciéon de numerosos alimentos mediante fermentacién (pan, vino, queso)™®. Sin
embargo, el sentido moderno de la biocatdlisis aplicada a la industria comienza a finales del siglo
pasado con el avance de la biologia molecular. Este avance ha permitido aislar enzimas para ser
usadas en diferentes aplicaciones, como pueden ser la sintesis de componentes quimicos no

1,45 . T
2 La biocatalisis ha

naturales, la fabricacién de farmacos y su uso en terapia médica
demostrado ser una tecnologia ecoldgica, sostenible y eficiente, que ha ido paulatinamente
sustituyendo diferentes procesos quimicos a nivel industrial en las ultimas décadas, y por tanto
su desarrollo y evolucion es fundamental si se quiere reducir el impacto humano en nuestro
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planeta™™".

1.1.2 Inmovilizacién de enzimas

Una de las posibilidades para la biocatélisis es el uso de enzimas solubles aisladas’. Sin embargo,
si se utilizan enzimas solubles aisladas como catalizador aparecen las limitaciones de la
biocatdlisis homogénea: se requiere una purificacion del producto y su reutilizacion es muy
compleja”®. Ademas, las enzimas han evolucionado en el interior de las células, por lo que estan
hechas para trabajar en condiciones fisiolégicas. Esto hace que mantener su estabilidad sea muy
complicado si las condiciones de los procesos quimicos donde actdéian son demasiado extremas®.
Una de las soluciones mas antiguas para evitar los problemas de estabilidad y solubilidad
enunciados anteriormente ha sido la inmovilizacién de las enzimas en materiales sélidos’. De
esta forma, las enzimas trabajan como biocatalizadores heterogéneos, que pueden recuperarse
para ser reutilizados y asi mantener su actividad durante largos periodos de tiempo, ademas de
facilitar la recuperacién de productos y aumentar la estabilidad de la enzima. Sin embargo, la
inmovilizacién de enzimas sobre materiales sélidos también posee limitaciones, como los

problemas en el transporte masico, la existencia de gradientes internos y la pérdida de



propiedades de la enzima por efecto de la propia inmovilizacion®'°. En lo que se refiere a la
biomedicina, dentro del campo de los biomateriales la fabricacion de biocatalizadores es muy
relevante, debido principalmente a dos de sus ramas principales: por un lado, en el caso de los
biosensores muchos de ellos dependen de la unién de enzimas que se encuentran inmovilizadas
en la superficie sélida del sensor; por otro lado, en los campos de liberacién de farmacos y
nanoterapia se encuentran muchos ejemplos de enzimas inmovilizadas que tienen un papel
terapéutico.

1.1.3 Biocatalizadores heterogéneos autosuficientes

Una de las opciones que permite la biocatalisis es la posibilidad de simular rutas metabdlicas
propias de organismos celulares, mediante cascadas de reacciones catalizadas por sistemas
multi-enzimaticos en las que se obtienen los mismos productos quimicos biolégicos pero bajo
condiciones no fisioldgicas, permitiendo asi su aplicacion a nivel industrial. Esta estrategia,
conocida como biocatalisis de sistemas, se basa en el uso de la biologia mds simple para

. s . / . 11-13
conseguir la quimica mas compleja

. Sin embargo, vuelven a aparecer los problemas de la
solubilidad y estabilidad de enzimas, por lo que su correcta inmovilizacion es fundamental para
lograr unas condiciones de trabajo industriales ademds de permitir su reutilizacién y facilitar la
recuperacion de productos. Hablamos ahora de los sistemas de biocatalisis heterogéneos,
donde los sistemas enzimaticos se organizan en la superficie del material simulando la
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organizacion de los procesos metabdlicos dentro de las células vivas™

. Sin embargo, muchas
de estas enzimas requieren la presencia de un cofactor para ser activas, por lo que es

fundamental que se tenga en cuenta en el disefio del biocatalizador heterogéneo.

A partir de las numerosas posibilidades que permite la inmovilizaciéon enzimatica, se pueden
integrar sistemas biolégicos que incluyen enzimas y cofactores en una superficie sélida. De esta
forma se puede obtener un biocatalizador heterogéneo autosuficiente que actie como una
célula metabdlica artificial capaz de realizar reacciones complejas en cascada. Estos sistemas
son autosuficientes debido a que Unicamente requieren afiadir de forma exdgena el sustrato,
mientras que todos sus elementos activos se incorporan en la fase sdlida facilitando su
reutilizacion. Para que el biocatalizador heterogéneo autosuficiente funcione correctamente,
los cofactores inmovilizados deben estar activos y accesibles para las enzimas inmovilizadas.
Ademas de ello se necesita mantener los cofactores en la fase sélida para evitar su lixiviacion.
Sin embargo, es muy complicado lograr una dptima inmovilizacion de enzimas y cofactor que
permita su reutilizacién, debido principalmente a los problemas anteriormente explicados como
el transporte masico o la existencia de gradientes internos''.

1.1.4 Caracterizacion de biocatalizador heterogéneo

Para intentar entender los problemas propios de los biocatalizadores heterogéneos es necesario
comprender mejor los procesos de inmovilizacion y de funcionamiento de la enzima dentro del
material poroso. Uno de los aspectos mas importantes para una correcta optimizacién del
biocatalizador es su caracterizacidon espacio-temporal a nivel microscépico. Es decir, si se
consigue comprender cdmo las enzimas trabajan dentro de la microestructura del biocatalizador
su fabricacién seria mucho mas efectiva’.



Sin embargo, actualmente la mayoria de estudios de caracterizacion se basan Unicamente en

. . 7. 15,16
parametros a nivel macroscopico™™

. Estos parametros promedio no tienen en cuenta la
heterogeneidad de la muestra, enmascarando el funcionamiento espacio-temporal de la enzima
y el ambiente intraparticular del biocatalizador en el que trabaja. Por tanto, para mejorar su
disefio se deberian conocer los efectos de la superficie sélida sobre la enzima y su

. . . . Y/
funcionamiento a un nivel microscopico .

1.1.5 Estudios a nivel de particula simple

Una de las formas de obtener esta caracterizacion microscépica del biocatalizador heterogéneo
serian los estudios con resolucion espacio-temporal a nivel de particula simple. Es decir, si se
estudia el comportamiento de una enzima dentro de una particula, dichos resultados se podrian
extrapolar para obtener su funcionamiento dentro de la microestructura del biocatalizador.
Estudiando la conformacidn de la proteina, el transporte mdsico y la cinética enzimatica dentro
de una particula simple a una nano/micro escala ayudaria a entender mejor cémo se comporta

17,18 / .
. De esta forma seria mucho mas sencillo

la proteina en la microestructura del biocatalizador
disefiar un biocatalizador heterogéneo que optimizase el funcionamiento de la enzima vy
afectase lo menos posible a sus propiedades, ademas de comprender mejor su productividad y

estabilidad a un nivel macroscépico.

Existen precedentes que apoyan la utilidad de este tipo de estudios, como son los estudios de
molécula simple®™ y célula simple®® desarrollados en las tltimas dos décadas. Estos estudios han
mejorado en gran medida la comprensién de la dindmica de numerosos procesos bioldgicos y
han permitido diferentes éxitos biotecnoldgicos. Ademas, han aportado numerosas
herramientas de analisis para la localizacion de proteinas, conformacién de proteinas y
transporte de metabolitos dentro de la célula. Teniendo en cuenta que las particulas porosas
son mucho mas simples y controlables que las células vivas, todo estos estudios muestran la
gran cantidad de posibilidades para la caracterizacién microscépica de particulas porosas. Los
estudios a nivel de particula simple de biocatalizadores heterogéneos estan mucho menos
extendidos, aunque estan ganando terreno como método de caracterizar sus propiedades
internas antes de la evaluacién operativa, especialmente en biocatalisis de flujo*”°.

En resumen, los estudios a nivel de particula simple aportan informacién fundamental sobre la
funcionalidad, integridad estructural y microambientes de las enzimas inmovilizadas en
materiales sdlidos, obteniendo informacién inaccesible por estudios macroscépicos. Toda la
informacion intraparticular es fundamental para obtener la localizacién dptima de sistemas de
enzimas inmovilizadas aumentando su eficiencia, el tipo unidn necesaria con la superficie sélida
para obtener una estabilidad maxima y una arquitectura del biocatalizador que reduzca las
limitaciones del transporte masico. Sin embargo, siguen existiendo muchas limitaciones para
analizar los datos obtenidos, por lo que se necesitan desarrollar nuevos métodos de analisis de
imagen que permitan procesar los datos provenientes de los experimentos microscaopicos.

Por tanto, en el presente trabajo se intentard establecer un método que permita procesar y
analizar imagenes de diferentes experimentos microscépicos realizados en biocatalizadores
heterogéneos a nivel de particula simple. Con este objetivo, como se explicara a continuacion,
el trabajo se centrara en reacciones que involucran biocatalizadores heterogéneos con enzimas
dependientes de cofactores de nicotamida. En este trabajo presentaremos la metodologia y el



analisis necesarios para llevar a cabo estudios a nivel de particula de enzimas co-inmovilizadas
con sus cofactores correspondientes en microparticulas porosas de agarosa. La principal ventaja
para el estudio microscopico de este tipo de biocatalizadores se debe a la autofluorescencia que
poseen los cofactores redox en su forma reducida (NADH, NADPH), la cual permitira analizar la
actividad enzimdatica a partir de los valores de fluorescencia observadas en las imagenes
experimentales.

1.2 Introduccion al caso de estudio: enzimas dependientes de
cofactores

Algunas de las reacciones mas interesantes en la biocatalisis a nivel industrial son catalizadas
por enzimas que dependen de un cofactor. Esto quiere decir que la enzima utilizada Unicamente
actua cuando estd unida a dicho cofactor. Tal es el caso de la conversién de una cetona al
correspondiente alcohol (y viceversa), una de las reacciones redox mas comunes en la quimica
organica. En este tipo de reacciones la biocatalisis aparece como una nueva opcién frente a los
procesos quimicos sintéticos tradicionales, que requieren el uso de metales toxicos y de hidruros
caros y complejos. Es aqui donde entran en juego las enzimas deshidrogenasas (y reductasas),
las cuales son dependientes de cofactores de nicotamida, como NADH o NADPH?%. Sin embargo,
estos cofactores poseen un alto precio, por lo que que su regeneracién y reutilizacion son un
requerimiento fundamental para su aplicacion a nivel industrial. Existen numerosos sistemas
basados en reacciones enzimaticas que consiguen reciclar dichos cofactores, pero aun asi
necesitan la adicion exdgena del cofactor y por tanto el coste del proceso aumenta en gran
medida®

En lafigura 1 se muestran los dos sistemas principales para reciclar los cofactores de nicotamida:
en el primer caso mediante una Unica enzima que transforma un sustrato y un co-sustrato que
permite reciclar el cofactor in situ; y en el segundo caso mediante dos enzimas, donde una
cataliza la reaccidén principal y la otra realiza el reciclaje del cofactor.

(a) Coupled substrate (b) Coupled enzyme
0] OH O Enzyme A

M J (ADH)
R
I o R
, Single ! / \ R
NAD(P)H 'e(f;\lvm;?' NAD(P)* NAD(P)H NAD(P)*
: /U\ Cosubstrate éym{ » Coproduct
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OH

Figura 1. Tipos principales de reciclaje de cofactores de nicotamida: dos sustratos acoplados (a)
y dos enzimas acopladas (b)**
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1.2.1 Co-inmovilizacién de enzima y cofactor

Una de las soluciones para intentar evitar la necesidad de afadir el cofactor de forma exdgena
es la co-inmovilizacién de cofactor y enzima sobre un material sélido. En el caso del cofactor
NADPH, se ha conseguido su co-inmovilizacion junto con diferentes deshidrogenasas vy
reductasas, permitiendo su regeneracion y reutilizacion durante varios ciclos®. Sin embargo, este
tipo de sistemas heterogéneos se enfrentan a varios retos: conseguir que la enzima trabaje
eficientemente con el cofactorinmovilizado, aumentar el niUmero de recambio de los cofactores
inmovilizados, y lograr la reutilizacién tanto de enzimas como de cofactores a gran escala y en
procesos en continuo. Todo esto se debe a que una inmovilizacién irreversible de los cofactores
de nicotamida disminuye de forma significativa la actividad enzimatica®®. Por esto en la dltima
década se ha propuesta la adsorcién idnica de cofactores fosforilados como el NADH o el NADPH
a superficies activadas con grupos catidnicos.

Segun el tipo de material donde co-inmovilizar la enzima y el cofactor fosforilado, existe la
posibilidad de usar materiales porosos o no porosos. En cuanto a los materiales no porosos, la
reutilizacion del cofactor funciona solo en un medio organico, pero falla en un medio acuoso
debido a la lixiviacion tanto del cofactor desde la matriz sélida al medio de reaccién*. Sin
embargo, si el cofactor (cargado negativamente) es adsorbido en la superficie de un material
poroso se produce una adsorcién dindmica, y por tanto la unidn entre el cofactor y la superficie
porosa es reversible. Esto hace que algunas moléculas de cofactor estén asociadas a la superficie
solida, permitiendo su reutilizacion, mientras que otras estén disociadas dentro del volumen de
los poros, estando asi disponibles para las enzimas inmovilizadas. De este modo, los cofactores
se intercambian continuamente entre los centros activos de las enzimas y la superficie sélida sin
salir del interior del material poroso. Este equilibrio de asociacion/disociacion dentro del
ambiente poroso permite que se produzca una biocatalisis heterogénea autosuficiente, ya que
es capaz de regenerar y retener los cofactores en la fase sélida dentro de un medio acuoso? sin
necesidad de afadir estos cofactores de forma exdgena. De hecho, en el mismo laboratorio de
biocatdlisis heterogénea donde se ha desarrollado este trabajo de fin de master, se ha
desarrollado una arquitectura muy eficiente en la que las enzimas son inmovilizadas
covalentemente e irreversiblemente a través de grupos aldehidos y posteriormente recubiertas
con una poliamina (PEl) que permite la union reversible con los grupos fosfato de los cofactores

22)

(Figura 2
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Main Enzyme

Porous surface

Cofactor

Figura 2. Estrategia de Velasco et al. * para lograr la arquitectura del biocatalizador
heterogéneo autosuficiente .

Este tipo de biocatalizadores heterogéneos autosuficientes basados en la co-inmovilizacidon de
cofactores y enzimas seran los estudiados en este trabajo. Mas especificamente, se estudiara la
reduccién o oxidaciéon de NAD" o NAD(P)H, respectivamente, dentro de superficies porosas
donde se encuentran inmovilizadas diferentes deshidrogenasas y cetoreductasas.
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2 Objetivo general del trabajo

El principal objetivo de este trabajo es establecer un método para obtener la cinética de reaccion
en biocatalizadores heterogéneos a nivel de particula simple a partir de imagenes de
microscopia de fluorescencia. Debido a la naturaleza de las muestras, la fluorescencia esta
directamente relacionada con la concentracion de cofactor reducido (NADH) y por tanto con la
actividad enzimatica de las enzimas inmovilizadas. De este modo, mediante la monitorizacién
de la fluorescencia dentro de la particula se podra obtener informacion sobre la cinética de las
enzimas inmovilizadas con resolucién espacio-temporal. Este método de analisis pretende
facilitar la caracterizacion de biocatalizadores heterogéneos para comprender mejor su
funcionamiento y asi contribuir a futuros disefios mas racionales y eficientes.

Como casos de estudio hemos elegido tres sistemas enzimaticos dependientes del cofactor
NAD(P)H:

e Sistema 1: Formiato deshidrogenasa de Candida boidinii co-inmovilizada con NAD" y
usando acido férmico como sustrato exégeno. En este sistema la enzima esta
inmovilizada de forma irreversible a través de un entrecruzamiento basado en grupos
bi-epdxido con microparticulas de agarosa funcionalizadas con polietileneimina (aminas
primarias, secundarias y terciarias) que a su vez proporciona las cargas positivas
necesarias para adsorber idnicamente el cofactor.

* Sistema 2: Cetorreductasa P1-A04 (Codexis®) co-inmovilizada con NADPH y usando
2,2’,2" -trifluoroacetofenona como sustrato exdgeno. En este sistema tanto la enzima
como el cofactor estan idnicamente adsorbidas a microparticulas de agarosa activadas
con aminas terciarias.

* Sistema 3: Alcohol deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus co-inmovilizada con
NADH y usando dos sustratos exdgenos diferentes: acetona y benzaldehido. En este
sistema la enzima esta inmovilizada a través de enlaces metdlicos entre su cola de
histidinas y los grupos quelatos en la superficie del soporte. La enzima inmovilizada es
posteriormente recubierta con una capa polimérica de polietileneimina donde se
adsorbe reversiblemente el cofactor NADH.

Todos los datos experimentales se obtuvieron en el laboratorio de biocatalisis heterogénea de
la Universidad de Zaragoza. Los datos experimentales usados en este trabajo se obtuvieron de
la publicacién de Velasco-Lozano et al.”” para el sistema 1, de la publicacién Benitez-Mateos et
al.” para el sistema 2y experimentalmente ad hoc para el sistema 3.

Para la elaboracién del método desarrollado en este trabajo se han seguido varias fases, por lo
gue el objetivo general puede dividirse en tres sub-objetivos que abarcan las fases necesarias
para lograr obtener y analizar los resultados.

1. Procesado de imagenes de microscopia fluorescencia: la primera fase de este trabajo sera
el correcto procesado de las imagenes de microscopia de fluorescencia que permitan
obtener los datos de evolucién temporal de fluorescencia, que posteriormente permitiran
calcular la cinética de reaccion. Este primer sub-objetivo abarca los diferentes pasos para
gue los datos de fluorescencia iniciales puedan asociarse correctamente con la actividad
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3.

enzimatica, obteniendo asi las curvas de cursos de reaccidon enzimaticos a nivel de particula
simple. Para ello se empleara el software Image J, con el que se intentaran procesar las
diferentes imagenes de microscopia de fluorescencia.

Obtencion de parametros cinéticos de reaccidn. Esta segunda fase se centra en la
obtencion de los resultados de la cinética enzimatica a partir de los datos obtenidos en la
primera fase. Para ello sera utilizada una herramienta de ajuste, que consiste en un cédigo
de Matlab que permite calcular diferentes parametros cinéticos a partir de las curvas de
cursos de reaccidon enzimdticos. Sera fundamental que los valores de los diferentes
parametros obtenidos sean lo mas realistas y exactos posible.

Andlisis de resultados cinéticos. Esta Ultima fase del trabajo pretendera interpretar la
informacion obtenida de los parametros cinéticos de reaccién. Debido al diferente tipo de
resultados obtenidos, sera posible realizar un analisis del biocatalizador a nivel
interparticular (comparando la cinética enzimatica en diferentes particulas) asi como una
analisis intraparticular (analizando la cinética enzimatica en diferentes puntos del interior
de una misma particula).
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3 Metodologia

En este bloque se resumirdn las diferentes fases del método empleado para obtener los
parametros cinéticos a partir de un set de imagenes de microscopia de fluorescencia tomadas a
diferentes tiempos.

1. Metodologia experimental. Este primer apartado describe los materiales y métodos de
los experimentos a partir de los cuales se obtuvieron las diferentes imagenes de
microscopia. Todas ellas provienen de reacciones observadas in operando de diferentes
sistemas donde se co-inmovilizaron enzimas y cofactores en microparticulas porosas.

2. Procesado de Imagen. En este primer paso se obtendran las graficas iniciales de la
intensidad de fluorescencia (I) frente al tiempo (t) a partir de un set de imagenes de
microscopia de fluorescencia. Consta de los diferentes cédigos utilizados en Image J
para obtener dicha informacidn original a partir de las imagenes de las muestras.

3. Normalizacién y curado de los datos crudos a partir de las imagenes de fluorescencia.
Una vez obtenidas las primeras graficas | vs t, se realizaran diferentes modificaciones
con el objetivo de obtener unas graficas que muestren unos resultados normalizados y
comparables entre si.

4. Calculo de parametros cinéticos. Usando como datos de inicio aquellos representados
en las graficas de | vs t normalizadas y mediante la herramienta de ajuste “PCAT” y
usando el software MATLAB se podran obtener los parametros cinéticos de las enzimas
inmovilizadas a nivel de particula simple.
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3.1 Metodologia experimental

En este apartado se definen los materiales utilizados para obtener las imagenes de microscopia
de fluorescencia que han sido empleadas para establecer un método de caracterizacién de
biocatalizadores heterogéneos a nivel de particula simple. Como ya se dijo anteriormente en la
introduccion, todas las muestras utilizadas se basan en particulas porosas de agarosa donde se
han inmovilizado diferentes enzimas y sus respectivos cofactores NAD*/NADP" (Dinucledtido de
nicotamida adenina / fosfato). La autofluorescencia del cofactor reducido (NADH/NADPH)
permite relacionar directamente los valores de fluorescencia de las muestras con su
concentracién, y por tanto con la actividad de las enzimas inmovilizadas. Mientras que las dos
primeras muestras fueron obtenidas de trabajos anteriores, el Ultimo sistema enzimatico ha sido
obtenido en el laboratorio. A continuacién se describen las diferentes reacciones y sistemas
enzimaticos de las que se han obtenido las muestras empleadas en este trabajo.

3.1.1 Sistema de reduccién de NAD® a NADH (Velasco-Lozano et al.,
2017%)

La reaccion de esta muestra se cataliza por medio de la enzima formiato deshidrogenasa (FDH)
co-inmovilizada con el cofactor NAD" con acido férmico como sustrato y dando lugar a CO,. Esta
reaccion es en realidad la reaccién regeneradora del biocatalizador. Como en la reaccion se
parte de NAD" para progresivamente reducirlo en NADH, se produce un incremento en la
fluorescencia de la muestra.

3.1.1.1 Materiales

Las particulas de la muestra corresponden al sistema de biocatalisis heterogéneo autosuficiente,
donde la enzima ADH cataliza reaccion principal (reduccidén asimétrica de trifluoroacetofenona
consumiendo NADH) y la enzima FDH cataliza la reaccién de regeneracién (oxidacion del acido
férmico consumiendo NAD®). El biocatalizador heterogéneo esta formado por los siguientes
elementos:

e Cofactor Dinucleétido de Nicotamina Adenina (NAD")

* Enzima principal: Alcohol Deshidrogenasa 2, proveniente de Thermus thermophilus (Tt-
ADH)

* Enzima secundaria: Formiato Deshidrogenasa, proveniente de Candida boidinii (Cb-
FDH)

* Polietilienimina (PEIl)

* Microparticulas de Agarosa activadas con grupos Glioxilo (Ag-G).

3.1.1.2 Métodos

Para producir las muestras del biocatalizador heterogéneo se realizd inicialmente la
inmovilizacién de la enzima principal (Tt-ADH2) en las microparticulas de agarosa activadas con
aldehidos (Ag-G). Después se realizé el recubrimiento de la particula con el polimero PEl. La
enzima regeneradora (Cb-FDH) se inmovilizé al polimero PEl por adsorcién con un posterior
entrelazado permanente. Finalmente, se inmovilizé el cofactor NAD" por adsorcién al polimero
PEIl. De esta forma, ambas enzimas y el polimero PEl estan unidos de forma irreversible a la
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microparticula de agarosa mientras que el cofactor es adsorbido de forma reversible al polimero

gue envuelve las enzimas.

Las monitorizacion in operando de la fluorescencia del cofactor tuvo lugar en un microscopio de
fluorescencia cell axio observer con excitacion en amplitud de onda de 365 nm y emisién en 402-
448 nm durante 15 minutos.

3.1.2 Sistema de oxidacién de NAD(P)H a NAD(P)" (Benitez-Mateos et al.,
2017%)

La reaccién se cataliza con la enzima cetorreductasa (KRED) co-inmovilizada con NAD(P)H
(dinucledtido nicotamida adenina fosfato) usando 2,2°,2" -trifluoroacetofenona como sustrato,
siendo la reduccion asimétrica de éste la reaccién principal del biocatalizador. Debido a que la
autofluorescencia del cofactor se da en su forma reducida (NADPH), al ser oxidado por la enzima
en NADP" se obtiene una pérdida de fluorescencia con el tiempo (decaimiento de fluorescencia).

3.1.2.1 Materiales

Las particulas de la muestra corresponden a un biocatalizador heterogéneo autosuficiente, en
el cual la misma enzima inmovilizada KRED es capaz de realizar tanto la reaccion principal
(reduccidon asimétrica de carbonilos) como la secundaria (oxidacidon de Isopropanol para
regenerar el cofactor). El biocatalizador consta de los siguientes elementos:

* Enzima cetorreductasa P1-A04 (Codexis®) inmovilizada (KRED)
* Cofactor dinucledtido nicotamida adenina fosfato (NADPH)

* Microparticulas de agarosa activadas con grupos dietil aninoetil Ag-DEAE

3.1.2.2 Métodos

Tanto la enzima como el cofactor fueron inmovilizados en la agarosa mediante enlaces idnicos
(debido al tipo de grupo dietil aninoetil utilizado para activar la agarosa).

El microscopio de fluorescencia utilizado para analizar la fluorescencia de las particulas in
operando fue del tipo “cell axio observer” con una amplitud de onda de excitacién a 365 nm, y
a 402-448 nm de emision, siendo la duracién de observacion de 20 minutos.

3.1.3 Sistemas de oxidacién de NADH a NAD"

Las dos reacciones propuestas se catalizan con la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) co-
inmovilizada con el cofactor NADH utilizando como sustratos acetona y benzaldehido. Debido a
gue se parte del cofactor en su forma reducida (y autofluorescente) para ser utilizado por la
enzima, en estas dos nuevas reacciones se vuelve a producir un decaimiento progresivo en los
valores de fluorescencia.

Estas muestras no se basan en biocatalizadores heterogéneos autosuficientes ya publicados,
como en los casos 3.1.1 y 3.1.2, sino que proceden de biocatalizadores producidos en el
laboratorio elaborados especificamente para este trabajo.
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3.1.3.1 Materiales

En este caso el biocatalizador no es autosuficiente, ya que carece de una reaccidon de
regeneracion del cofactor. Cuenta con una enzima, la alcohol deshidrogenasa de Bacillus
stearothermophilus (ADH) co-inmovilizada con el cofactor NADH en microparticulas de cobalto-
agarosa funcionalizadas con polietilenimina. Las reacciones llevadas a cabo por este
biocatalizador dependen del sustrato afnadido (acetona o benzaldehido), aunque en ambos
casos la enzima oxida el cofactor pasando de NADH a NAD®, y por tanto produciéndose una
disminucién en los valores de fluorescencia.

* Alcohol deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (ADH)
* Cofactor dinucledtido nicotamida adenina (NADH)
* Polietilienimina (PEI)

* Microparticulas de Cobalto Agarosa (Co-Ag)

3.1.3.2 Métodos

Inicialmente se llevd a cabo la inmovilizacion de la enzima ADH en las microparticulas de cobalto
agarosa a través de la etiqueta de histidinas fusionada al N-terminal de la ADH y los grupos
guelato de cobalto en la superficie del soporte. Posteriormente la enzima inmovilizada se
recubrioé con el polimero PEl y finalmente se inmovilizé el cofactor NADH sobre la red polimérica
de PEI.

Las mediciones in operando de las reacciones se realizaron en un microscopio de fluorescencia
Leica widefield con filtro DAPI con un paso de filtro de 350/50 nm y con un filtro de emisidn
460/50, durante 15 minutos.
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3.2 Procesado de imagen con Image J

En este segundo apartado de la seccién de metodologia se describen los diferentes procesos
llevados a cabo para obtener las primeras graficas de evolucion temporal de intensidad de
fluorescencia a partir de las imagenes de microscopia, mediante diferentes cédigos ejecutados

en el software Image J.

3.2.1 Caracteristicas de la imagen de microscopia de fluorescencia

3.2.1.1 Frames temporales
Como el objetivo del trabajo es la obtencion de los parametros cinéticos, para poder calcularlos
sera necesaria la obtencién de la evolucion temporal de su actividad enzimatica. Por tanto, el
set de datos necesario para obtener dichos parametros seran el conjunto de imagenes de
fluorescencia (frames) tomadas a diferentes tiempos. Para ello se utilizard un microscopio de
fluorescencia en su modalidad de “time lapse”. El funcionamiento de este microscopio consiste
en la toma de multiples imagenes de fluorescencia de una misma muestra a diferentes tiempos.

3.2.1.2 Fluorescencia

El método empleado para cuantificar la actividad enzimatica ha sido la intensidad de
fluorescencia, medida en RFUs (Resonance Fluorescence Units). Como el software “Image J” es
capaz de cuantificar dicha intensidad de fluorescencia (l), para cada pixel de la imagen
tendremos un valor especifico de |I. Como ademas contamos con diferentes imagenes
temporales, sera posible obtener una evolucion temporal de dichos valores de intensidad de
fluorescencia, que podran ser representados en graficas de RFUs vs t. Sin embargo, antes de
obtener dichas graficas sera necesario procesar la imagen con diferentes cddigos en el software
Image J para definir las regiones de interés (ROls) donde queremos llevar a cabo el analisis y
establecer el tipo de grafica a obtener.

En la siguiente Figura 3 se puede observar dos de las muestras utilizadas para realizar este
trabajo, donde se distinguen varias particulas cuya fluorescencia varia segun el instante
temporal (se muestran el primer y tltimo de los instantes temporales del set de imagenes).
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Figura 3. Imdgenes de microscopia de fluorescencia del primer y ultimo instante temporal para
el sistema 1 de reduccién de NAD", donde aumenta la fluorescencia (A); y para el sistema 2 de
oxidacion de NADPH, donde disminuye la fluorescencia (B)

3.2.2 Segmentacién de imagen (ldentificacion y separaciéon de
particulas): Cddigo Identificador de contornos

Como las imdgenes contienen numerosas particulas, sera necesaria la identificacion de cada una
de ellas para estudiar la actividad enzimatica a nivel de particula simple. Para ello se ha
desarrollado un cédigo que asocia un contorno especifico (ROI) para cada una de las particulas,
de modo que diferencia la sefial de intensidad del interior de la particula respecto del fondo
donde se encuentra. Finalmente este cddigo guarda cada particula como una imagen individual
para su posterior analisis.

3.2.2.1 Consideraciones de contraste
El fundamento para identificar las particulas y poder trazar su contorno se basa en la
segmentaciéon mediante diferencia de contraste (particulas brillantes en un fondo oscuro). Por
tanto, es muy importante fijar un umbral de contraste adecuado que permita definir un
contorno o ROI a partir de la imagen de microscopia de fluorescencia y que este contorno se
asemeje lo maximo posible al de la particula original, para minimizar el error en los posteriores
analisis.
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Tras una serie de problemas relacionados con la seleccion automatica del ROl que daban
contornos alejados de la realidad experimental, se decidié incluir en el cddigo una seleccion
inicial que permite comparar la segmentacion con diferentes métodos de umbral (threshold) y
utilizar el mas adecuado para cada una de las imagenes utilizadas.

3.2.2.2 Consideraciones morfoldgicas

A la hora de realizar una correcta segmentacion de particulas se deben cumplir dos criterios
morfoldgicos:

¢ (Circularidad: se rechazan aquellas particulas demasiado irregulares.
* Aislamiento: se rechazan aquellas particulas que estén en contacto con otras, ya que su
fluorescencia se solaparia dando lugar a resultados erréneos

En la Figura 4 se pueden distinguir las diferentes particulas identificadas por el codigo asociando,
gue posteriormente se aislaran para estudiar su fluorescencia de forma individual.

Figura 4. Identificacion de los contornos a partir de la imagen original para el sistema 1 de
reduccién de NAD" (A) y el sistema 2 de oxidacién de NADPH (B)

Una vez obtenidos todos los contornos que definen cada una de las particulas a estudio, el
codigo segmentara y guardard cada una de las particulas como una imagen individual tipo TIFF
(manteniendo el mismo contorno para todos sus “frames” temporales), como se puede apreciar
en la Figura 5. Esto permitird desarrollar posteriores analisis a nivel de particula simple usando
las imagenes de cada ROl aislado.
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Figura 5. Particula aislada del sistema 1 de reduccién de NAD" con su contorno asociado (ROI) a
diferentes instantes temporales.

3.2.3 Obtencidn de graficas de evolucién temporal de intensidad

En este trabajo se obtuvieron dos tipos de graficas de la evolucién temporal de intensidad de
fluorescencia. Las primeras corresponden a la intensidad total de cada particula, que permiten
comparar la actividad enzimatica en particulas de diferente tamano. Las otras graficas
corresponden a la intensidad en diferentes puntos dentro de cada particula, las cuales permiten
conocer como varia la actividad enzimatica en diferentes zonas del interior de una misma
particula (resolucion espacial dentro de una particula).

3.2.3.1 Grdficas generales para cada particula: Codigo grdficas de

particula
Lo que nos permite este nuevo cddigo de Image J es obtener la suma de las intensidades de
fluorescencia de todos los pixeles que se encuentren dentro del contorno (ROI) de cada particula
individual. Ya que este analisis se hace con cada uno de los “frames” temporales del mismo ROI,
podremos graficar la evolucion temporal de la fluorescencia total dentro de la particula, donde
cada punto de la grafica corresponde a un “frame” o instante temporal (Figura 6). Esto nos
permitird comparar el aumento o decaimiento de la fluorescencia respecto al tiempo, que no es
otra cosa que la actividad enzimatica en cada una de las particulas aisladas. Con las graficas
obtenidas a partir de este primer cddigo sera posible obtener y comparar la actividad enzimatica
de particulas de diferente tamafio para cada uno de los sistemas analizados, y por tanto
comprender el efecto que tiene el tamafio de la particula en sus diferentes parametros cinéticos.
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Figura 6. Evolucion temporal de la intensidad total de fluorescencia dentro de dos particulas del
sistema 1 de reduccién de NAD" (A) y el sistema 2 de oxidacion de NADPH (B), donde cada punto
de la grdfica corresponde a un instante o “frame” temporal.

3.2.3.2 Grdficas para cada pixel dentro de una misma particula:
Cddigo grdficas intra-particular
Con el objetivo de ganar en resolucion espacial en los analisis, hemos desarrollado otro cédigo
mas avanzado que nos permite crear las gréficas de intensidad de fluorescencia frente al tiempo
para cada pixel dentro de una misma particula. Esto permitira analizar a nivel intra-particular la
evolucion de la fluorescencia frente al tiempo (es decir la actividad enzimatica), pudiendo asi
determinar diferencias entre las distintas zonas del interior de una misma particula.

De este modo, esta nueva version del cédigo obtiene los valores de intensidad de un pixel
determinado a lo largo del tiempo. Estas graficas seran similares a las obtenidas anteriormente
para cada una de las particulas individuales, solo que ahora se podran obtener numerosas
graficas (una por cada pixel), para una misma particula. Por tanto, esto permitird comparar como
varia la actividad enzimatica (a través de la evolucion de la fluorescencia con el tiempo) no solo
a nivel de particula simple, sino a nivel de intraparticula.

3.2.3.3 Tipo de grdficas empleadas
Aquellas graficas en las que la intensidad de fluorescencia disminuia con el tiempo (decaimiento
de fluorescencia), encontramos problemas a la hora de ajustar sus parametros cinéticos
mediante el uso de un cddigo de MATLAB especifico (PCAT) que sera descrito mas en detalle en
la seccidén 3.4 de este trabajo. Para solucionar este problema, se decidié invertir los valores de
fluorescencia para convertir las graficas de decaimiento de fluorescencia frente al tiempo en
graficas crecientes similares a aquellas en que las imagenes experimentales de microscopia
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ofrecian un aumento de la fluorescencia frente al tiempo. El aumento o la bajada de la
fluorescencia, como se comentd al principio de esta seccién experimental, depende de la
reaccion enzimatica. Simplemente como recordatorio, cuando la enzima lleva a cabo una
reaccion de reduccién del cofactor (NAD®) dentro de la particula, la intensidad de fluorescencia
de estas aumentaba, mientras que cuando la reaccidn era de oxidacién del cofactor (NADH) la
intensidad de fluorescencia disminuia con el tiempo. Fue en este ultimo sistema en que se tuvo
gue invertir la grafica de evolucion de intensidad de fluorescencia con el tiempo, obteniendo asi
en cualquier caso graficas exponenciales crecientes que pueden ser ajustadas correctamente.
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3.3 Correccion de graficas iniciales

En este apartado se explicaran las diferentes modificaciones que se realizaran sobre las graficas
obtenidas anteriormente para que puedan ser correctamente ajustadas por la herramienta
PCAT. Inicialmente se realizara un refinamiento de las graficas para que puedan ser
correctamente ajustadas, y posteriormente se realizara una normalizacién que permita que los
resultados de las diferentes particulas sean comparables entre si al tener un significado fisico.

3.3.1 Refinado de graficas

Este primer proceso se refiere a las modificaciones realizadas en las graficas crudas obtenidas
en la seccién anterior 3.2 para que su morfologia facilite el ajuste posterior evitando errores en
el calculo de los diferentes parametros cinéticos.

3.3.1.1 Descarte de fase latencia inicial

Se hard un tratamiento especial a aquellos datos que provengan de reacciones donde los valores
de fluorescencia aumenten con el tiempo después de una fase de latencia previa a la reaccion.
Esta fase de latencia o “lag” corresponde al tiempo en el que el sustrato accede a la fase porosa
para encontrarse con el enzima y el cofactor. Una vez se encuentran la enzima, el cofactor y el
sustrato la reaccion se ajusta a una cinética exponencial en estado estacionario siguiendo un
comportamiento de Michaelis-Menten. Por tanto, a la hora de obtener los pardmetros cinéticos

de la reaccidn se debera eliminar esta fase de latencia inicial.

Para conseguir esto se desarrollé un procedimiento de analisis completo, con el objetivo de
obtener graficas que representen el cambio de intensidad de fluorescencia frente al tiempo
solamente en la fase exponencial. Este procedimiento costa de los siguientes tres pasos:

1. Restar el valor inicial. El primer paso seria restar el valor inicial de intensidad en todos los
valores temporales de intensidad. Esto permite que no se tenga en cuenta la intensidad de
fluorescencia inicial a la hora de obtener los parametros cinéticos, si no Unicamente el
incremento producido por la actividad de la enzima unida al cofactor.

2. Establecer inicio de fase exponencial. El punto de inicio de la fase exponencial se ha
establecido como valor estandar el tiempo donde la intensidad supera el 15% de su
intensidad maxima. Por tanto, todos los tiempos cuyos valores sean inferiores a este umbral
seran eliminados de la grafica.

3. |Inicio de graficas en origen de coordenadas. El Ultimo paso seria establecer como tiempo 0
el que corresponda al primer valor que supere el umbral del 15% de intensidad mdaxima
(inicio a X=0). Y posteriormente se vuelve a restar dicho valor inicial a todos los puntos (inicio
Y=0).

Ahora todas las graficas de intensidad corresponden exclusivamente a la parte exponencial de
la reaccion enzimatica y comienzan en el origen de coordenadas (Figura 7)
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Figura 7. Esquema del procedimiento para descartar la fase de latencia inicial de un curso
enzimdtico de reaccion.

3.3.1.2 Descarte de valores atipicos
Debido a que los valores que se utilizan provienen de imagenes de microscopio, estas pueden
haber sufrido variaciones debido a errores durante su medicion. En algunos casos se encuentran
valores muy altos, debido principalmente a entradas fortuitas de luz en la camara del
microscopio lo que afecta de manera transitoria a las mediciones de la intensidad total para
algunos “frames” concretos. Todos estos puntos son considerados como valores atipicos y han
sido eliminados del analisis con el objetivo de obtener una curva lo mas regular posible que
permita un mejor ajuste. Esto es posible gracias al gran nimero de puntos experimentales que

tienen cada una de las medidas de curso de reaccion.

Como vya se ha dicho, en la mayoria de casos estas entradas de luz son momentaneas y
corresponden a “frames” temporales determinados dentro de una imagen, y por tanto han
podido ser facilmente identificados y eliminados. Sin embargo, en otras ocasiones las entradas
de luz no han sido momentaneas, sino que se han mantenido en el tiempo y han afectado al
resto de puntos posteriores. Para este tipo de errores se ha seguido el siguiente procedimiento:

1. Se identifican y eliminan el intervalo de puntos donde se produce la entrada de luz en
el microscopio. Este intervalo de puntos es facilmente reconocible ya que la intensidad
en esos puntos aumenta de forma anormal al resto de la grafica.

2. Restar el incremento de intensidad en todos los puntos posteriores provocado por la
entrada de luz mantenida en el tiempo. Dicho incremento se ha calculado restando el
valor final al valor inicial del intervalo obtenido en el paso previo.

3. Unidn de los dos segmentos de la grafica para mantener su continuidad.
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Una vez realizado el procedimiento, se consigue eliminar el error provocado por la entrada de
luz en el microscopio obteniéndose una grafica exponencial que permita un buen ajuste (Figura
8)
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Figura 8. Procedimiento para corregir grdficas en cuya imagen de microscopio se hayan
producido entradas de luz mantenidas en el tiempo

3.3.2 Normalizacién: Conversién a intensidad volumétrica

Esta correccion es una de las mas significativas, ya que hasta ahora se ha considerado la
intensidad de fluorescencia total tanto a nivel de particula simple como a nivel de pixel
intraparticular. Sin embargo, debido a que las medidas experimentales se realizaron con un
microscopio de epifluorescencia no confocal, el valor de las medidas no corresponde a un plano
bidimensional, sino a la superposicion de planos en el eje z. Dependiendo de la posicion del pixel
en cada zona de la particula, el apilamiento de planos, y por tanto la sefial de fluorescencia,
puede ser mayor o menor. Por esto el pixel del centro de la particula, donde un nimero mayor
de planos estan apilados, muestra una intensidad de fluorescencia mayor que aquellos pixeles
mas exteriores donde se apilan menos planos. Por tanto se genera un error en el analisis relativo
debido a que los valores obtenidos para cada pixel no corresponden a aquellos que se
encuentran en un mismo plano axial (perpendicular al haz del microscopio), sino que para cada
pixel se suman todos los valores de los pixeles a lo largo del eje perpendicular al plano axial de
la particula. Es decir, que el valor que deberia corresponder a un Unico pixel es en realidad la
suma de todos los pixeles situados por encima y debajo siguiendo la direccién del eje del haz del

microscopio (Figura 9).

Por tanto, no se puede relacionar las intensidad de fluorescencia de cada pixel con la
concentracién de cofactor, porque los diferentes pixeles corresponde a voliumenes diferentes
dependiendo de su posicion en la particula. Sin embargo, si dividimos los valores de intensidad
de fluorescencia entre el volumen que realmente estd midiendo el microscopio obtendriamos
una medida de intensidad volumétrica que si seria equivalente a la concentracién del cofactor
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dentro de la particula. A estos valores corregidos de intensidad, se les llama intensidad
volumétrica y presentan unas unidades de RFUs x um™. Antes de obtener los parametros
cinéticos a partir de una curva de intensidad de fluorescencia frente al tiempo, se debe calcular
la intensidad volumétrica, bien para cada particula o bien para cada pixel dependiendo de la
resolucion del analisis de imagen. Y una vez divididos los valores de intensidad de fluorescencia
entre el volumen correspondiente para cada uno de los tiempos de analisis, ahora se puede
decir que estamos graficando un valor que representa la variacion de la concentracién de
cofactor frente al tiempo. En estas condiciones, los datos estan listos para ser usados en el
codigo que nos permitira calcular los parametros cinéticos aparentes de las enzimas
inmovilizadas. A continuacién se detalla la metodologia precisa para lograr esta correccién
volumétrica tanto a nivel de particula como a nivel de pixel.

Particula esférica l Z (Haz del microscopio) Vista2 D
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Figura 9. Acumulacion de fluorescencia medida por el microscopio en diferentes pixeles del
interior de la particula

3.3.2.1 Intensidad de fluorescencia total de una particula

Como se ha dicho anteriormente, una primera opcidn del tratamiento de la imagen permitia
medir la intensidad de fluorescencia total de una particula (seccion 3.2.3.1) sumando los valores
de todos los pixeles dentro del contorno seleccionado (ROI). Por tanto, la unidad de volumen
gue se debe tener en cuenta para obtener su intensidad volumétrica sera el volumen de la
propia particula a analizar (Ecuacién 1). Para simplificar su calculo las particulas se han
aproximado a una morfologia esférica, y su volumen se ha calculado mediante su radio
promedio (Ecuacion 2). Esto ha permitido comparar de forma realista las intensidades
volumétricas obtenidas en particulas de diferente radio.

Intensidad Total Particula [RFUs]
Volumen de particula [um3]

Intensidad Volumétrica Particula [RFUs x um™3] =

Ecuacion 1
Vol d ticul =2 x 13
olumen de particula [pm°] = 3 TX

Ecuacion 2
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Donde 1y, es el radio promedio de la particula.

3.3.2.2 Intensidad de fluorescencia para cada pixel dentro de una

particula

Para el caso en el que se quiere obtener la intensidad volumétrica de un unico pixel dentro de
una particula, laintensidad de fluorescencia de cada pixel medida de acuerdo a la seccion 3.2.3.2
se debe corregir por el volumen correspondiente a la suma de de todos los pixeles que se
encuentren en el mismo eje perpendicular al plano axial (Ecuacién 3). Es decir, el volumen
corresponde a un prisma cuya area corresponde a la de un pixel y cuya longitud sea dos veces
la altura vertical desde el radio hasta el perimetro de la esfera (Figura 10, Ecuacion 4). Por tanto,
sera necesario obtener la distancia de cada pixel hasta el centro de la particula, y con la ecuacion
de la circunferencia se obtendra su altura.

Plano axial central de la
particula

Longitud del prisma =
de pixeles

Pixel en el plano central

Figura 10. Esquema para obtener la unidad de volumen para cada pixel intraparticular

_ Intensidad Total Pixel [RFUs]
"~ Volumen Prisma Pixeles [pm3]

Intensidad Volumétrica Pixel [RFUs x um™3]

Ecuacion 3

Volumen Prisma Pixeles [pm3] = Area Pixel X Longitud = A, X 2h = A, X 212 — d?
Ecuacion 4

donde

h = altura vertical desde el plano axial central hasta el perimetro de particula

Ap =area de 1 pixel

r =radio de particula

d = distancia desde pixel hasta centro de particula
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3.4 Calculo de parametros cinéticos a partir de graficas de
intensidad

3.4.1 Introduccién a la herramienta de ajuste: cédigo PCAT

Una vez las graficas han sido corregidas, ya hemos obtenido los valores de la evolucién temporal
de la intensidad volumétrica tanto a nivel de particula simple como a nivel de pixel. Por tanto,
solo nos faltaria obtener los pardmetros cinéticos que caracterizan la actividad enzimatica en
dichas curvas, y que nos permitird analizar y comparar los resultados.

Con este fin se ha utilizado el articulo de Biuerle et al.”® que ha desarrollado una herramienta
de analisis de curvas de cursos de reaccidon enzimaticos. Sus autores lo han desarrollado para el
estudio de actividades enzimaticas intracelulares a nivel de célula Unica, y nosotros lo hemos
aprovechado para estudiar la actividad de enzimas inmovilizadas en materiales porosos a nivel
de particula Unica. La herramienta, llamada PCAT (Progress Curve Analysis Tool), es un cédigo
de Matlab en el que a partir de graficas de un curso de reaccién enzimatico como input se
obtienen sus diferentes parametros cinéticos como output. En nuestro caso, las graficas de
evolucion temporal de la intensidad de fluorescencia volumétrica ya obtenidas se usaran para
obtener los parametros aparentes de velocidad maxima (Vmay) Y la concentracién asociada a la
velocidad media o constante de Michaelis-Menten (Ky), que caracterizaran las propiedades
cinéticas de las reacciones enzimaticas estudiadas.

Para desarrollar la herramienta PCAT, los autores utilizan una solucién de la ecuacién de
Michaelis-Menten, aproximada para una cinética enzimatica dependiente del tiempo,
consiguiendo relacionar diferentes parametros cinéticos (Vmax, Km Y [Sol) con la variacion
temporal de la concentracion de sustrato [S] mediante la funcion de Lambert W (Ecuacién 5).

[So] exp (_Vmax + [50]))

510 = K (2 -

Ecuacion 5

Dicha funcién Lambert W describe la relacién inversa de la funcion f(z) = z X e?, donde z es
cualquier numero complejo. Mediante la herramienta PCAT, la funcién de Lambert W es
calculada a partir de las curvas de cursos de reaccion enzimaticos. Esto da como resultado que
por cada grafica de un curso de reaccidon enzimatico el cddigo PCAT permita calcular sus
diferentes parametros cinéticos. Como ya se explicé anteriormente en la seccion 3.3.2, las
graficas de evolucién temporal de la intensidad de fluorescencia de este trabajo corresponden
con la evolucion temporal de la concentracidn del cofactor. Por tanto, los diferentes pardmetros
que calculara PCAT se calcularan en base a la evolucién en la concentracion del cofactor,
utilizada como curso de reaccidn enzimatico.

3.4.2 Consideraciones iniciales de calculo

La herramienta de ajuste PCAT posee diferentes métodos de ajuste, aunque el Unico que ha
dado resultados razonables con el tipo de datos usados en este trabajo ha sido el el ajuste
analitico, donde los valores de salida de los parametros cinéticos dependen de valores iniciales
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de Ky ¥ Vimay, Y POr tanto sera necesario realizar varias iteraciones con diferentes valores iniciales
para luego promediar los resultados de salida y garantizar que son estadisticamente
significativos. Finalmente, el nimero de iteraciones para obtener el resultado final se establecid
como tres, y sus valores se especificaran para cada uno de los sistemas enzimaticos analizados.

Dicho ajuste analitico se obtiene mediante la aproximacién de la funcién de Lambert W con
funciones elementales, y su error maximo relativo (con respecto a resultados numéricos de alta
precision) ha sido establecido por Biuerle et al.** como un 0.2 %. Como ya se dijo anteriormente,
para facilitar el ajuste por parte de la herramienta PCAT y para obtener una mejor convergencia
de los resultados en las iteraciones, en las graficas de datos crudos obtenidas directamente del
microscopio se han realizaron los procedimientos de refinado de las graficas explicados
anteriormente en la seccion 3.3.1. Una vez refinadas, las graficas finales utilizadas para ser
ajustadas fueron normalizadas volumétricamente como se explico en la seccidn 3.3.2 para que
de este modo se pudieran asociar los valores de fluorescencia con la concentracion de cofactor.

3.4.3 Parametros cinéticos estudiados

Los parametros cinéticos aparentes que se pueden obtener mediante el método de ajuste
analitico de PCAT son la concentracién maxima de sustrato [Se] (que en nuestro caso se refiere
ala concentracién de cofactor), la velocidad maxima de reaccidn V., y la constante de Michaelis
Kwm (Figura 11). Como se ha explicado anteriormente, para obtener el resultado final de cada
parametro se realizaran realizar varias iteraciones, y por tanto el resultado final de cada

parametro sera el promedio de los resultados parciales de cada iteracion.
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Figura 11. Resultados del codigo PCAT (valores de la derecha), donde la grdfica superior muestra
el ajuste (linea roja) de los datos introducidos (aspas azules). En la grdfica inferior (color rosa) el
cddigo estima la bonanza del ajuste.
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Adicionalmente, se ha calculado la velocidad inicial de reaccidn “V,”, aunque en este caso no se
ha obtenido mediante la herramienta de ajuste PCAT. En su lugar, se han utilizado directamente
las graficas de intensidad de fluorescencia volumétrica para realizar un ajuste lineal de su
pendiente. Para este ajuste linear se han elegido Unicamente aquellos valores donde la
intensidad de fluorescencia volumétrica no sea superior al 20% de la concentracién mdaxima de
cofactor [So] (que equivale a la intensidad maxima de fluorescencia) previamente calculado con
el ajuste PCAT (Figura 12). El valor de [So] utilizado sera el valor promedio de las iteraciones

realizadas, por lo que para cada grafica se obtendra un Unico valor de su velocidad inicial.
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Figura 12. Obtencidn de la velocidad inicial V, a partir de las grdficas de evolucion de intensidad
de fluorescencia volumétrica estableciendo como corte el 20% de [S,]
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4 Analisis de resultados

Antes de analizar los resultados, hay que tener en cuenta que, debido al tipo de graficas de
intensidad de fluorescencia utilizadas, su utilidad es especialmente relevante en las tendencias
obtenidas frente al tamafio de la particula o su localizacién dentro de ella, mas que en el propio
valor absoluto del resultado. Es decir, la evolucion de la intensidad de fluorescencia corresponde
con la evolucion de la concentracion de cofactor, pero esto no hace que el valor nominal de
ambas magnitudes sea comparable

Como ya se dijo en la seccion 3.4.2, los parametros son el promedio del resultado tras realizar
tres iteraciones, por lo que se especificaran los valores iniciales de Ky y Vmax Utilizados en cada
una de ellas. Para cada caso se probaron diferentes valores iniciales definiendo el valor maximo
y minimo que podia tomar la Ky inicial sin que empeorara el ajuste (lo cual se pudo comprobar
facilmente de forma grafica en los resultados). La V. inicial se fijé siempre como 100 veces
menos que la Ky inicial, ya que el ajuste no permitia una ratio menor, y en su articulo Bauerle et
al.”® recomendaban que esta ratio debia ser la menor posible.

4.1 Efecto del tamafio de la particula en los parametros
cinéticos

Este andlisis permite comparar la cinética de particulas con diferente tamano. Para analizar los
resultados, los parametros obtenidos para cada particula ([Sol, Vmaxw Kwm, Vo) han sido
representados frente a su radio (en um). Adicionalmente, se ha calculado el pardmetro Viyay/ Ku
para comprender mejor la relacidon entre estos dos parametros cinéticos. Con el objetivo de
estudiar la dependencia de todos los parametros cinéticos con el tamafio de particula, se ha
afiadido a cada grafico una linea de tendencia linear con su coeficiente de correlacién R?, y
también una barra de error que muestra la desviacidon estandar entre los resultados de cada
iteracion.

En este primer apartado los parametros se han calculado ajustando las graficas de intensidad de
fluorescencia en una particula, obtenidas tras realizar su normalizacidon volumétrica segun la
seccién 3.2.1. En cada reaccidn estudiada se han dado diferentes escenarios.

4.1.1 Sistema de reduccién de NAD® a NADH con acido férmico y FDH
co-inmovilizada

Para llevar a cabo estos experimentos a nivel de particula singular, usamos un biocatalizador
heterogéneo autosuficiente que contenia una formiato deshidrogenasa (FDH) de Candida

boidinii co-inmovilizada con NAD"y una alcohol deshidrogenasa de Thermus thermophilus. Para
llevar a cabo la reaccién de reduccién de NAD, se disparé la reaccién con acido férmico.
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Figura 13. Arriba, reduccion de NAD® por la formiato deshidrogenasa, transformando dcido
formico (1a) en CO, (2a). Debajo, intensidad de fluorescencia del cofactor al inicio y final de la
reaccion

En este primer caso de estudio, se analizaron las 12 particulas presentes en la muestra de
microscopia de fluorescencia. En cuanto a las condiciones del ajuste analitico que se realizo, los
valores iniciales de Ky y Vmax para realizar las tres diferentes iteraciones fueron,
respectivamente, 1y 0.01; 10y 0.1; 100y 1.
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Figura 14. Concentracion mdxima de cofactor [SO] frente al radio de particula para el sistema de
reduccién de NAD* con FDH y dcido férmico
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Figura 15. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vy (A), Viax (B), Kn (C) y
Vmax/Kii (D) para el sistema de reduccién de NAD* con FDH y dcido férmico

* Concentracion maxima de cofactor ([So]). Segun la grafica (Figura 14), parece que existe
una correlacion inversa entre la concentracién maxima del sustrato y el radio de la
particula. Aunque el coeficiente de correlacion es relativamente alto (> 0.5), no se puede
asegurar que esta relacion sea completamente lineal (los valores de la particula mas
grande y la mas pequenfa se salen de la linea de tendencia general). Esto parece indicar
gue la inmovilizacién de cofactor no fue del todo homogénea, y se acumuld ligeramente
mas en particulas de menor tamafio. Las barras de error son despreciables, por lo cual
los resultados no varian entre las diferentes iteraciones realizadas.

* Velocidad inicial (Vo). La tendencia que siguen los datos (Figura 15 A) es bastante similar
a la que sigue la concentracion maxima de sustrato, es decir, la velocidad disminuye con
el tamafio de la particula. Sin embargo, existe una mayor dispersién de los datos con
respecto a la linea de tendencia, por lo que el coeficiente de correlaciéon es mucho
menor y por tanto no podemos asegurar una correlacién negativa confiable, por lo que
sugerimos que Vgono depende del tamafio de particula.

* Velocidad maxima (V.,). Para el caso de la velocidad maxima de la reaccidn, se puede
considerar que también tiende a disminuir con el tamafio de particula, aunque la
correlacidon es muy baja y similar al caso de la velocidad inicial (Figura 15 B). Las barras
de error muestran que la desviacion estandar es considerable, especialmente en
algunas de las particulas. Con estos resultados nos ocurre algo similar a lo ocurrido con
la Vy, lo que parece indicar que no hay una correlacion significativa entre la Vyax v €l
tamano de particula.

* Constante de Michaelis-Menten (Ky). Para este parametro se puede asegurar que la Ky
no esta correlacionada con el radio de la particula, debido a la gran dispersion de los
datos (Figura 15 C) y al coeficiente de correlacién lineal despreciable (R, < 0.05). En
cuanto a la desviacion estandar, las barras de error son muy similares a las obtenidas

35



para la velocidad maxima, coincidiendo en tamafio para las mismas particulas. Esto
sugiere que las condiciones iniciales del ajuste afectan en igual medida tanto a la Ky
como a la Viay.

* Ratio Vpna/Kw. La gréfica (Figura 15 D) que muestra la relacion entre la velocidad
maxima y la Ky nos sugiere varias ideas. Como era esperable V. / Ky no depende del
tamano de la particula ya que ni V. ni Ky, dependia de esa misma variable. El bajo
coeficiente R,y la alta dispersién de los puntos, manteniéndose su valor en torno a 0.004
para todas las particulas son dos indicadores fiables de la no existencia de dicha
correlacion. Finalmente, el hecho de que la desviacidén estandar sea despreciable (no se
aprecian las barras de error) confirma que la relacion entre la velocidad maxima y la Ky,
no varia entre las iteraciones.

En resumen, si bien se puede considerar que la concentracion maxima de cofactor disminuye
ligeramente al aumentar el tamafio de la particula, con el resto de parametros cinéticos no hay
una verdadera correlacién lineal; ni positiva, ni negativa. La ausencia de correlacién entre los
parametros cinéticos y el tamafio de particula parece indicar que el sustrato, en este caso el
acido férmico, no sufre problemas importantes de transferencia de materia. De otro modo, si el
sustrato sufriese problemas difusionales tendria mas dificultades para introducirse en el interior
de las microparticulas de mayor tamario, por lo que si existiria una correlacidon negativa entre
los parametros cinéticos y el tamafio de la particula.

4.1.2 Sistema de oxidacidn de NADPH a NADP" con trifluoroacetofenona
y cetorreductasa co-inmovilizada

En estos experimentos a nivel de particula simple usamos un biocatalizador heterogéneo
autosuficiente que contenia una Cetorreductasa P1-A04 (Codexis®) co-inmovilizada con NADPH.
Para llevar a cabo la reaccién de reduccién de NAD®, se dispard la reaccién con 2,2°,2""-
trifluoroacetofenona (Figura 16)

0 KRED oH
CFg - CFg
1b (NaDPH)  (NADPY) 2b
Max
Min

Figura 16. Arriba, oxidacion de NADPH por la cetorreductasa, que transforma la 222-
trifluoroacetofenona (1b) en 222-trifluoro-1-feniletanol (2b). Debajo, intensidad de fluorescencia
del cofactor al inicio y final de la reaccion.
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Para este segundo caso de estudio se utilizaron los resultados de 5 particulas presentes en la
muestra de microscopia de fluorescencia. En cuanto a las tres iteraciones realizadas en el ajuste
analitico, los valores iniciales de Ky y Vinax €stablecidos fueron, respectivamente: 5y 0.05; 10 y
0.1;30y0.3.
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Figura 17. Concentracion madxima de cofactor [Sy] frente al radio de particula para el sistema de
oxidacion de NADPH con cetorreductasa y 222-trifluoroacetofenona
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Figura 18. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vy (A), Viax (B), Kn (C) y
Vima/Kw (D) para el sistema de oxidacion de NADPH con cetorreductasa y 222-
trifluoroacetofenona

* Concentracion mdxima de cofactor ([Se]). Para esta reaccion se puede observar
claramente cdmo la concentracién maxima de cofactor disminuye con el tamafio de la
particula (Figura 17). El alto coeficiente de correlacidon lineal confirma que la
dependencia es muy alta. Finalmente la ausencia de desviacion estandar indica que el
resultado no varia entre las diferentes iteraciones realizadas. Este efecto sugiere que el
la inmovilizacién del NADH en las particulas no fue homogénea acumulandose una
mayor concentracién en las particulas mas pequefias. Esto parece indicar que la
transferencia de materia en particulas de menor radio es mas efectiva que en particulas
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de radios mayores. Este efecto fue mucho mas dramatico en particulas de radios
inferiores a 50 um.

Velocidad inicial (Vo). La grafica muestra que la velocidad inicial también disminuye al
aumentar el tamafo de la particula (Figura 18 A), aunque en este caso la correlacién
lineal es algo menor que en el caso de [Sp]. Esto indica a su vez una correlacion linear
positiva entre la velocidad inicial y la concentracién de cofactor inmovilizada como es
esperable ya que la actividad enzimatica depende de la concentracién de cofactor
atendiendo a la ecuacién de Michaelis-Menten.

Velocidad maxima (Vax). Como era esperable, la velocidad maxima también disminuye
linealmente al aumentar el radio de la particula, siendo su correlacién
significativamente mayor que para el caso de la velocidad inicial (Figura 18 B). En
general, las barras de error relativamente pequenas muestran que la influencia de las
iteraciones no varia demasiado el resultado final para cada particula. Esta disminucion
de la V2 no solo podria estar atribuida a la diferente concentracion inicial del cofactor
inmovilizado en cada particula, sino a la heterogeneidad en la carga enzimatica de cada
particula. Al igual que los cofactores se concentran mas o menos en particulas mas o
menos pequefias, la enzima podria sufrir un efecto similar. Sin embrago, esto no lo
pudimos corroborar debido a que técnicamente no pudimos cuantificar la
concentracién de enzima en cada particula. En futuros estudios, llevaremos a cabo el
marcaje de los enzimas con un fluordforo y su posterior analisis en experimentos de
particula simple, midiendo la fluorescencia en dos canales, uno para el cofactor NADH y
otro para detectar el fluoréforo unido al enzima y asi determinar la concentracion de
enzima por particula.

Constante de Michaelis-Menten (Ky). Se puede observar (Figura 18 C) que la
dependencia entre la Ky, y el tamafio de la particula es nula (el coeficiente de correlacién
lineal es muy bajo y la linea de tendencia es practicamente horizontal). En cuanto a las
desviaciones estandar, las barras de errores son relativamente bajas en casi todos los
casos, y tienden a coincidir con las de la velocidad maxima (las variaciones en las
condiciones iniciales afectan de igual manera a ambos pardmetros en cada particula).
Este resultado es muy interesante porque indica que la capacidad de saturacion no se
ve afectada ni por la concentracidn inicial de cofactor inmovilizado ni por el tamafio de
particula. Lo que sugiere que el efecto observado en V. Y €n Vg es un efecto asociada
a la difusidn de los sustratos al centro activo de los enzimas.

Ratio Vnma./Ku. Para este caso si que existe una correlacion entre el tamafio de la
particula y la relacion V./Kwu (Figura 18 D). Se puede observar cémo al aumentar el
radio de la particula V. disminuye con respecto a Ky, lo cual resulta légico ya que
mientras que la velocidad maxima disminuye con el radio la Ky se mantiene
practicamente estable. Finalmente, la desviacidon estandar despreciable muestra que
nuevamente la relacion V,,.,,/Ky en cada particula es la misma independientemente de
la iteracion realizada.

En resumen, tanto la concentracion maxima de sustrato, la velocidad inicial, la velocidad maxima

y la ratio V./Ku disminuyen con el radio de la particula de forma lineal. La concentracion

asociada a la velocidad media Ky, en cambio, se mantiene en unos valores relativamente

constantes independientemente del tamafio de la particula. El efecto del tamafio de particula
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en las velocidades parece sugerir que este sistema esta sujeto a restricciones difusionales del
sustrato (cetonas proquirales como es el caso de la trifluoroacetofenona) hacia el interior de los
poros del soporte. Si bien, no se puede descartar que las diferencias en velocidades se deban
también a la heterogeneidad entre particulas en cuanto a la concentracién de la enzima

inmovilizada.

4.1.3 Sistema de oxidacién de NADH a NAD® usando dos sustratos
carbonilicos diferentes y alcohol deshidrogenasa co-inmovilizada.

Los experimentos a nivel de particula simple fueron realizados a partir de un biocatalizador
fabricado en el laboratorio para este trabajo, que contenia Alcohol deshidrogenasa de Bacillus
stearothermophilus co-inmovilizada con NADH. Como ya se ha explicado en la seccidon de
Metodologia experimental, para este sistema se realizaron dos reacciones diferentes, una
disparada con acetona y otra con benzaldehido como sustratos (Figuras 19 y 23). Con este
planteamiento experimental, perseguimos entender si dos sustratos con propiedades fisico-
guimicas diferentes presentan un comportamiento difusional diferente que afecta a las
constantes cinéticas de las enzimas inmovilizadas y asi entender si estos efectos dependen del
tamano de particula. Para ambas reacciones los resultados se obtuvieron a partir del andlisis de
los cursos de reaccién de 16 particulas diferentes observadas mediante microscopia de

fluorescencia con los parametros descritos previamente en este trabajo.

4.1.3.1 Con acetona como sustrato
ADH

Max

Min

Figura 19. Arriba, oxidacion de NADH por la alcohol deshidrogenasa, que transforma la acetona
(1c) en isopropanol (2c). Debajo, intensidad de fluorescencia del cofactor al inicio y final de la
reaccion.

En las tres iteraciones realizadas en el ajuste analitico, los valores iniciales de Ky Yy Vmax
establecidos fueron, respectivamente: 1y 0.01; 0.5 y 0.005; 0.1 y 0.001.
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Figura 20. Concentracion madxima de cofactor [Sy] frente al radio de particula para el sistema de
oxidacion de NADH con FDH y acetona
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Figura 21. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vo (A), Ve (B), Kn (C) y
Vimex/Kii (D) para el sistema de oxidacién de NADH con ADH y acetona
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cofactor [Sy] para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y acetona
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Para esta reaccion no se puede considerar que exista ninguna dependencia lineal de los
diferentes parametros con el radio de la particula, debido a la gran dispersién de los puntos y
los coeficientes de correlacién lineal muy reducidos (Figuras 20, 21). Sin embargo, si que se
puede apreciar que tanto la velocidad inicial Vo, y en menor medida la velocidad maxima Viay,
correlacionan bastante positivamente con la concentracién de cofactor inmovilizado (Figura 22),
lo que si que es esperable atendiendo a la ecuacion de Michaelis-Menten.

* Se puede destacar que las tendencias de la concentracion maxima de cofactor [So]
(Figura 21) y la velocidad inicial V, (Figura 22 A) son relativamente similares, y aunque
los puntos estén muy dispersos sus lineas de tendencia indican que sus valores parecen
crecer ligeramente al aumentar el radio de la particula, aunque el coeficiente de
correlacion despreciable impide que se pueda considerar como aceptable. En cuanto al
cofactor, parece que aunque la inmovilizacidon no ha sido homogénea, en este caso no
se puede decir que el tamano de la particula haya influido en una mayor o menor
concentracioén.

* En cuanto a la velocidad maxima V.. y la Ky, se encuentran similitudes en sus
tendencias (Figura 22 B y C), sin poder considerarse que dependan del radio de la
particula debido a la gran dispersién de los puntos y el bajo coeficiente de correlacién
lineal. En general la desviacidn estandar en cada particula es despreciable, exceptuando
dos de ellas.

*  Por ultimo, la relacién V. /Ky tampoco muestra una dependencia lineal con el radio
de la particula, y la linea de tendencia de los puntos es practicamente horizontal (Figura
22 D). Este resultado podria indicar que el transporte de la acetona no se ve
negativamente afectado por el tamafio de particula debido a ser una molécula muy
pequeiia y facilmente difundible. Como ya se dijo, las variaciones en velocidad inicial, y
menor medida en V.., correlacionan bastante positivamente con la concentracion de
cofactor pero no con el tamafio de particula.
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4.1.3.2 Con benzaldehido como sustrato

ADH
e
-

X0 ‘J\/‘ OH

Max

Min

Figura 23. Arriba, oxidacion de NADPH por la alcohol deshidrogenasa, transformando el
benzaldehido (1d) en alcohol benzilico (2d). Debajo, intensidad de fluorescencia del cofactor al

inicio y final de la reaccion.

Para las tres iteraciones realizadas en el ajuste analitico los valores iniciales de Ky y Vimax
establecidos fueron, respectivamente: 1y 0.01; 0.75 y 0.0075; 0.5 y 0.005.
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Figura 24. Concentracion madxima de cofactor [Sy] frente al radio de particula para el sistema de
oxidacion de NADH con FDH y benzaldehido
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Figura 25. Diferentes parametros cinéticos frente al radio de particula: Vy (A), Viax (B), Kn (C) y
Vmex/Kii (D) para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y benzaldehido
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Figura 26. Velocidad inicial (A) y velocidad mdxima (B) frente a la concentracion mdxima de
cofactor [SO] para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y benzaldehido

En este caso los resultados si que muestran una dependencia lineal de algunos pardmetros con
el radio de la particula, como se puede observar en la menor dispersion de los datos y los
coeficientes de correlacién lineal mucho mayores que en el caso de la acetona como sustrato.

* La concentracién maxima de cofactor [So] posee una dependencia lineal considerable
con el radio de la particula, pudiéndose observar cdmo la [Se] disminuye al aumentar el
radio (Figura 24). Su desviacion estandar en las diferentes particulas es despreciable.
Esto parece indicar que la inmovilizacion del cofactor sigue sin ser homogénea, aunque
a diferencia de la reaccién con acetona como sustrato ahora la concentracién si
aumenta en las particulas de menor radio.

* Tanto la velocidad inicial (Vo) como la velocidad maxima (Vpax) también disminuyen al
aumentar el radio de la particula (Figura 25 Ay B), aunque su dependencia lineal es algo
menor, especialmente en el caso de la Vq. En el caso de la V. la desviacion estandar es
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despreciable en todas las particulas. Ambas velocidades también correlacionan
linealmente con la concentracién maxima de cofactor (Figura 26), al igual que ocurria
en esta misma reaccién con acetona como sustrato.

* La Ky no tiene ninguna dependencia con el radio de la particula (Figura 25 C),
manteniéndose muy constante para los diferentes tamafios de particula. Su desviacion
estandar también es muy reducida, aunque algo superior a la de Vax.

* La relacidon Vpn./Kwu tiene un comportamiento muy similar al de la V., con una
disminucidn lineal de su valor al aumentar el radio de la particula (Figura 25 D), lo cual
parece ldgico ya que la Ky se mantiene muy constante para los diferentes tamafios de
particula. Por Ultimo, su desviacidén estandar es despreciable en las diferentes particulas.

En resumen, la Ultima reaccién de oxidacién de NADH a NAD" usando benzaldehido como
sustrato muestra una gran diferencia en los parametros cinéticos obtenidos con relacién al radio
de la particula. Mientras que en el caso de usar acetona como sustrato no se puede decir que
exista una correlacion lineal entre ningln parametro y el radio de la particula, al usar
benzaldehido tanto [Sol, Vo, Vimaxy Vmax/Km muestran una clara dependencia lineal, disminuyendo
su valor a medida que aumenta el radio de la particula. Resultados similares fueron observados
en la oxidacién de NADPH a NADP" catalizada por una cetoreductasa co-inmovilizada y usando
una cetona aromatica. Esto indica que los sustratos aromaticos (como la trifluoroacetofenonay
el benzaldehido) presentan mayores restricciones a la hora de difundir a través de las
microparticulas porosas de agarosa que los sustratos mas pequefios e hidroéfilicos como son el
acido férmico o la acetona. Sin embargo, los resultados obtenidos para la concentracion de
cofactor muestran que su inmovilizacién no ha sido homogénea, y en algunos casos dependiente
del radio de particula. Ademas de esta observacién existe la posibilidad de que las propias
enzimas tampoco hayan sido inmovilizadas de forma homogénea en las diferentes
microparticulas de cada sistema. Esto dificulta conocer la causa real en la tendencia de los
parametros con respecto al radio de la particula, por lo que se hizo un analisis adicional que
aumenta la resolucion de los resultados para conocer qué es lo que realmente ocurre en el
interior de cada microparticula.

4.2 Efecto de la posicion del pixel en la superficie interna de
la particula sobre los parametros cinéticos

El analisis de imagenes de regiones de interés anterior nos dio informacién sobre la media de
los pardmetros cinéticos de enzimas que estaban inmovilizadas en el interior una Unica particula
porosa. Pero gracias a al potencial de este tipo de analisis podemos incluso obtener los cursos
de reaccion de cada pixel y por tanto los pardmetros cinéticos de las enzimas inmovilizas son de
una resolucidon cercana a la micra cubica. Este analisis permite estudiar la cinética en los
diferentes puntos dentro de una particula, y comprender como la actividad enzimatica varia
segun la localizacidon micrométrica dentro de ella. Para ello se han calculado los parametros en
varios puntos (pixeles) con diferente distancia al centro de la particula (en um), donde
previamente se obtuvo la evolucién temporal de intensidad de fluorescencia volumétrica.
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En total, se han analizado los pixeles de tres particulas de diferente radio para cada uno de los
sistemas anteriormente estudiados. Cada color muestra la evolucidn del pardmetro cinético en
el interior de una particula de diferente tamano, correspondiendo el rojo a la de menor radio y
el negro a la de mayor radio. Este nuevo analisis permitira conocer si existen gradientes internos
en los parametros estudiados y comparar el interior de particulas con diferente tamafio. Para
cada sistema se han obtenido diferentes escenarios.

4.2.1 Sistema de reduccién de NAD" a NADH con acido férmico y FDH
co-inmovilizada
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Figura 27. Concentracion mdxima de cofactor [Sy] frente a la distancia al centro de la particula
para el sistema de reduccién de NAD* con FDH y dcido férmico
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Figura 28. Diferentes pardmetros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: V, (A),
Vimax (B), K (C) Y Vimax/Kii (D) para el sistema de reduccion de NAD+ con FDH y dcido férmico

En cuanto a la concentracién maxima de cofactor [So] se puede observar (Figura 27) cdmo su
valor en el interior de la particula se mantiene relativamente constante y Unicamente aumenta
en los puntos mas alejados del centro (zona mas externa de la particula). Esto ocurre
independientemente del tamafio de la particula analizada (mismo patrén en las curvas negra,
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roja y azul). Este hecho sugiere que la inmovilizacion del cofactor ha sido mas eficiente en las
zonas mas externas de la particula.

Con el resto de parametros ocurre algo similar (Figura 28), aumentando su valor en las zonas
mas externas de la particula, aunque las fluctuaciones entre los diferentes puntos son mucho
mayores que para el caso de [Sg]. Es destacable la gran similitud de la evolucion de V. Y Ky en
el interior de las particulas, lo cual parece indicar una gran dependencia entre ambos
parametros. Es interesante el hecho de que en la particula de mayor radio (color negro) las
fluctuaciones son mucho menores que en las otras dos, lo cual parece sugerir que un mayor
tamano de particula disminuye los gradientes internos para este sistema. Por ultimo es
destacable la gran proximidad de las curvas de diferentes colores, que representan particulas
de diferente radio. Esto confirma la ausencia de correlacion lineal entre los parametros cinéticos
y el radio de las particulas que ya se habia observado en el andlisis anterior del apartado 4.1.1.

4.2.2 Sistema de oxidacidn de NADPH a NADP" con trifluoroacetofenona
y cetorreductasa co-inmovilizada
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Figura 29. Concentracion mdxima de cofactor [S,] frente a la distancia al centro de la particula
para el sistema de oxidacion de NADPH con cetorreductasa y trifluoroacetofenona
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Figura 30. Diferentes pardmetros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: V,(A),
Vimax (B), Ky (C) ¥ Vimex/Kui (D) para el sistema de oxidacion de NADPH con cetorreductasa y
trifluoroacetofenona

En este sistema enzimatico la concentracion maxima de cofactor [So] también mantiene un
valor constante en el interior de la particula aumentando sdélo en los puntos mas alejados del
centro (Figura 29), como ocurria en el apartado anterior 4.1.2. Sin embargo ahora se nota una
diferencia apreciable de particula a particula (mayor separacion entre las curvas), indicando una
mayor concentracién de cofactor NADPH en las particulas mas pequenas.

En cuanto a la Vinax Y Km su valor también mas o menos constante alrededor del centro de la
particula y aumentando en las zonas mas alejadas (Figura 30 B y C). Ademas, se puede destacar
la similitud entre los patrones de V.x ¥ Kv, que parece indicar una dependencia entre sus
valores. Para el ratio Vma./Ku lo mas destacable es que su valor casi no sufre fluctuaciones
(Figura 30 D), lo cual vuelve a confirmar el gran equilibrio entre los valores de V. Y Km, cuya
proporcién se mantiene en las diferentes zonas del interior de la particula. Todo lo anterior se
cumple para todas las curvas (negra, azul y roja) lo cual sugiere que el tamafio de la particula en
este sistema no determina su comportamiento interno. Por ultimo, en el apartado 4.1.2 para
este sistema se observé una clara dependencia inversa entre el valor de los parametros y el radio
de la particula. Esta dependencia se vuelve a confirmar en estas graficas, ya que para todos los
parametros las curvas que muestran su evolucion dentro de cada particula se separan
claramente entre si, correspondiendo los valores mas altos a la particula mas pequefia (roja) y
los mas bajos a la de mayor radio (negra).

4.2.3 Sistema de oxidacién de NADH a NAD® usando dos sustratos
carbonilicos diferentes y alcohol deshidrogenasa co-inmovilizada.

En los apartados anteriores (4.2.1 y 4.2.2), los parametros fueron calculados en puntos
individuales situados a diferente distancia del centro. Sin embargo, en este nuevo apartado los
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parametros se calcularon promediando el valor de todos los puntos de la particula situados a
una misma distancia del centro. Por tanto, ahora las graficas son simétricas (Figuras 31, 32,33y
34), ya que el valor del parametro en una distancia es el mismo independientemente de si nos
alejamos del centro por la izquierda (distancia negativa) o por la derecha (distancia positiva).
Con esta nueva metodologia conseguimos una mayor fiabilidad de los valores medios, ya que
para su calculo hemos utilizado los cursos de reaccion de un mayor nimero de pixeles que se
encuentran a la misma distancia del centro. En otras palabras, los parametros cinéticos en cada
punto se han calculado promediando todos los cursos de reaccion obtenidos para todos y cada
uno de los pixeles que se encuentran a una misma distancia del centro. En los sistemas
anteriores, el analisis intraparticula se realizé con el curso de reaccion de un solo pixel situado a
una distancia determinada del centro.

4.2.3.1 Con acetona como sustrato
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Figura 31. Concentracion mdxima de cofactor [S,] frente a la distancia al centro de la particula
para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y acetona
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Figura 32. Diferentes paradmetros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: V,(A),
Vimax (B), Ky (C) Y Vimax/Kii (D) para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y acetona
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En esta primera reaccién, la evolucién de la concentracion maxima de cofactor [S,] (Figura 31)
parece ser la misma que en los sistemas anteriores (4.2.1y 4.2.2), siendo su valor constante en
las zonas mas internas de la particula y aumentando en las zonas mas alejadas del centro. Sin
embargo, en las particulas mas pequenas (color azul y rojo) esta tendencia es algo mas irregular.

Para el resto de parametros Vg, Vmax, Km Y ratio Vima, /K, no se puede encontrar un patréon comun
entre las tres particulas (Figura 32). En las dos particulas de mayor radio (negra y azul) la Vi,
VoY Ky si parecen aumentar a medida que nos alejamos del centro de la particula, mientras que
en la particula de menor tamafio (roja) aparecen dos picos de valores maximos de Vmay ¥ Ku
cerca del centro. Sin embargo, en cada particula el patron para Vs Y Km €s muy parecido, lo
cual parece indicar que para este sistema existe una estrecha dependencia entre ambos
parametros.

En cuanto a las fluctuaciones internas de los parametros, mientras que en la particula de mayor
tamano (negra) su evolucidon es mucho mas suave y clara, en las otras dos (especialmente en la
roja de menor tamafio) es mucho mas irregular. Esto parece indicar que las particulas pequefias
son mucho mas irregulares internamente que las de mayor tamafio. Estas irregularidades
pueden ser causadas debido a diferentes gradientes de difusidon del sustrato, en este caso la
acetona. Otra posible explicacién podria ser una distribucion heterogénea del cofactor a lo largo
de la superficie interna de cada particula, sobre todo de aquellas mas pequeias. Sin embargo,
el perfil de [So] frente a la posicidn intraparticular solo sugiere un ligero aumento de la
concentracién de cofactor en las zonas mas exteriores de la particula.

4.2.3.2 Con benzaldehido como sustrato
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Figura 33. Concentracion mdxima de cofactor [S,] frente a la distancia al centro de la particula
para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y benzaldehido
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Figura 34. Diferentes pardmetros cinéticos frente a la distancia al centro de la particula: V,(A),
Vimax (B), Ky (C) Y Vimax/Kii (D) para el sistema de oxidacion de NADH con ADH y benzaldehido

En esta nueva reaccidén la evolucidn interna de los parametros cinéticos sigue un patréon mucho
mas regular y claro que para el caso anterior 4.2.3.1. Ahora si que parece existir un claro patrén
comun entre todos los parametros ([Sol, Vmax, Km» Vo Y ratio Via/Kwm) cuyo valor es bastante
constante en las zonas interiores de la particula y aumenta a medida que nos alejamos del centro
de la particula (Figuras 33 y 34). Atendiendo al perfil de las curvas, si bien los cambios son menos
dramadticos en el exterior de la particula mas grande (negra), para el caso de la particula de
menor tamafio (roja) encontramos cambios mucho mds grandes entre las zonas exteriores e
interiores, lo que sugiere unas restricciones difusionales mas severas para este tipo de sustratos
aromaticos de mayor tamafio y mayor caracter hidrofébico. Por ultimo, al observar el valor de
los parametros entre las diferentes particulas se confirma su relacidn inversa con relacién al
radio de la particula explicada en el apartado 4.1.3.2, ya que las curvas de los pardmetros se
ordenan segun el tamafio de la particula (la roja de menor tamafio posee los valores mas altos
y la negra de mayor tamafio posee los valores mas bajos).
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5 Conclusiones

5.1 Procesado de imagenes de microscopia de fluorescencia

Los codigos implementados en el software Image J han permitido obtener satisfactoriamente a
partir de los datos crudos iniciales la evolucion temporal de la intensidad de fluorescencia en las
diferentes particulas. Mediante los codigos empleados se ha conseguido aislar cada particula de
forma individual para obtener su intensidad total e incluso la intensidad de puntos localizados
en su interior (resolucién micrométrica). Sin embargo, una vez obtenidos estos datos crudos han
tenido que ser refinados, y lo mdas importante, normalizados volumétricamente para obtener
graficas que correspondan a la concentracion de cofactor, y que por tanto muestren de forma
significativa la actividad enzimatica en el tiempo. Esta correccion de los datos realizada pretende
paliar la diferencia entre la fluorescencia real que existe en un punto y la observada por el
microscopio.

5.2 Obtencion de parametros cinéticos

Una vez obtenidas las graficas de actividad enzimatica en el tiempo, para poder obtener sus
diferentes parametros cinéticos ha sido necesario su ajuste mediante una herramienta
especifica. Esta herramienta de ajuste de cursos de reaccion enzimaticos se denomina “PCAT”,
y consiste en un cédigo del software Matlab donde introduciendo los valores de las graficas
calcula sus parametros cinéticos. Las curvas de evolucion de fluorescencia obtenidas han podido
ser empleadas como cursos de reaccién enzimaticos ya que sus valores se corresponden con los
de la concentracién de cofactor. El método de ajuste empleado ha sido un ajuste de tipo
analitico, el cual requeria establecer valores iniciales para algunos parametros, por lo que ha
sido necesario realizar varias iteraciones que aseguren la obtencién de un resultado final mas
fiable.

5.3 Analisis de resultados

Los parametros cinéticos de los sistemas enzimaticos han sido estudiados a dos niveles:
interparticular, estudiando el efecto del tamafio de la particula; e intraparticular, estudiando el
efecto de la localizacidn en el interior de la particula. Se ha observado un comportamiento muy
diferente dependiendo del sustrato usado: mientras que para sustratos pequefios e hidrofilicos
no se observan variaciones significativas de los parametros cinéticos con respecto al tamafio de
particula, para aquellos sustratos mas voluminosos y aromaticos como la 2,2,2-
trifluoroacetofenona y el benzaldehido si que se observa un correlacién negativa entre la
eficiencia catalitica y el tamafio de particula. Conclusiones similares se han alcanzado al estudiar
el perfil intraparticula de estos parametros cinéticos, ya que hay una variacién mucho mayor
entre el interior y el exterior de la particula cuando se estudiaron reacciones de reduccion
usando grupos carbonilicos aromaticos. La herramienta de andlisis de imagen desarrollada en
este trabajo abre una puerta muy interesante para avanzar en el entendimiento de la funcién
de sistemas enzimaticos inmovilizados. Estos sistemas son de gran utilidad en el campo de los
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biomateriales ya que muchas de sus aplicaciones (biosensores, nanoterapia, liberacién de
farmacos...) se basan en el acoplamiento de enzimas a materiales sélidos.

5.4 Consideraciones futuras

Los resultados de este trabajo parecen prometedores a la hora de aportar nuevas técnicas de
analisis de imagen que faciliten la caracterizacion de sistemas enzimaticos inmovilizados,
aunque todavia existe mucho espacio para su mejora. Durante la realizacidn de este trabajo han
surgido diferentes ideas que serian muy interesantes para aumentar el potencial del método
propuesto.

* Una de las consideraciones principales seria la de establecer una correlacién entre los
valores reales de fluorescencia obtenidos a partir de las imagenes con los de la
concentracién del cofactor que produce dicha fluorescencia. Esto permitiria no sélo
obtener tendencias en los resultados de los parametros, sino también poder obtener su
valor real.

* También seria muy positivo modificar el método de medicion para obtener los valores
reales de fluorescencia en cada punto, en lugar de tener que recurrir a normalizar los
datos como ha ocurrido en este trabajo debido al uso de un microscopio no confocal.
De esta forma la fiabilidad de los resultados aumentaria en gran medida, al no depender
de ningun tipo de aproximacién ni correccion, y permitiria obtener datos fiables
directamente a partir de las mediciones experimentales.

* En cuanto al ajuste de los cursos enzimaticos y obtener sus pardmetros, seria mucho
mas fiable utilizar un método de ajuste que no dependa de datos iniciales, como es el
caso del tipo de ajuste analitico empleado en este trabajo.

* Por ultimo, para mejorar el anadlisis de los resultados y obtener conclusiones mas
precisas, seria muy interesante marcar las enzimas inmovilizadas con un fluoréforo, lo
cual permitiria cuantificar la concentracion de la enzima de igual forma que se ha
obtenido la del cofactor.
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