‘oman ta zabel zazu

ﬁ’ FIMIFA FAKULTATEA

FACULTAD DE QUIMICA
Universidad Euskal Herriko CULTAD DE QUIMICA
del Pais Vasco  Unibertsitatea

Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea

Facultad de Quimica/Kimika Fakultatea

Grado en Quimica

TRABAIJO DE FIN DE GRADO

“Inmovilizacién de biocatalizadores en reactores estructurados para la
eliminacion de fenoles y tintes en aguas”

Autor: Aitor Ontoria

Dirigido por: Prof. Oihane Sanz y Dra. Ana Beloqui.

San Sebastidn, septiembre del 2022






Indice

A W N P

6
7

RESUMEN/ADSEIACT ..ottt ettt e et e e ettt e e s saaee e s eeaaaneeeen 4
INEFOAUCCION ..ottt st sbe e s e sneesareens 5
(0] o 1] 4 1Yo L3PPSR 11
Apartado eXPerimental ... e e 12
B N |V YT o | LT g 1< oo [o LSRR 12
2 Preparacion de monolitos de Fecralloy con SBA-15 .......ccccevciieeiviieeeeniieeeeieee e 13
4.2.1  Preparacion de 10S MONOIEOS. .....cuiiiciiiiiiiiiee et sree e e 13
4.2.2  SINTESIS A SBA-15 ..ottt et 14
4.2.2.a  Caracterizacion del SBA-15......cccciiiiiiiiiieeeeeeeee e e 14
4.2.3  Recubrimiento de [0S MONOIItOS .....ccoeeruiiriiriieeeeeee e e 15
4.2.3.a Caracterizacion de 10S MONOIItOS ......ccecveeerieiiiiiiiiieree et 16

.3 Monolitos de polidimetilSiloXan0.........ccoccuiiiiiiciiii e 16
4.3.1 Caracterizacion de 10S MONOITOS .....cccceviiriiriiiiieeeee e 17
.4 Sintesis e inmovilizacidén de biocatalizadores .........ccoceeveeieerieninieneeeeee 17
4.4.1  SINteSiS dE 10S SEN .....viiiiiiiiiieeite ettt ettt ettt e s e e b e sans 17
4.4.1.a. Caracterizacion de 105 SEN ......cooiiiiiiiiiiieniee et 19
4.4.2  SINtesis de 10S INR ....eeiiiiieite ettt et e 20
4.4.2.a  Caracterizacion de oS INR .......coiiiiieiiiriieeeee et 21
4.4.3  Inmovilizaciéon de los biocatalizadores sobre monolitos...........cccceeveeveeniennene 21
.5  Caracterizacidn de la actividad de 10s MONOItos. ........cccceeveeiieniinienieeece 21
U] 1 =To Lo TV [Ty olU K [ o NPT 23
.1 Depésito de SBA-15 sobre monolitos de Fecralloy ........cccoueeeeecieeiicciieecccieeeecieeeees 23
5.1.1 Propiedades del SBA-15 sintetizado.......ccccceevvieiiiiiieiiieiiee et 23
5.1.2  Preparacion de la suspension de SBA-15.........ccccocveeiiiiiieeecciiee e 24
5.1.3 Recubrimiento de monolitos de Fecralloy ........cccccovveeeecieeccciiee e, 27
5.2  Monolitos de polidimetilSiloXan0..........coocuiieiiciiie i 29

5.3 Sintesis de nanogeles de una Unica enzima (SEN) y de nanoreactores integrados

(INR). 31
o TR R Y =1 | U PP P UPPPPPPPTO 31
T T || 2 ST PP TS PPPPPPPTO 33
5.4  Inmovilizacidn de los biocatalizadores. ..........cccceeveereiriiniiinieneee e 33
5.5  Actividad de 105 MONOIItOS ....cccueeiiieiiiriirieeiteeeeee e 34
CONCIUSIONES/CONCIUSIONS e e e e e e e e e e e e reeeeeeaaaan 40
RETEIENCIAS ...ttt st e st e s ab e s sab e sanee e 41






1 Resumen/Abstract

En el presente trabajo se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacién de un soporte
mesoporoso de silica, para la inmovilizacion de biocatalizadores en reactores estructurados. La
gran area superficial de este soporte, asi como su distribucién de poro, dan lugar a un entorno
ideal para la llevar a cabo catdlisis en continuo. También se han inmovilizado biocatalizadores
en monolitos de polidimetilsiioxano de manera exitosa. Estos monolitos presentan grandes
ventajas como su transparencia, que los hace ideales para la fotocatalisis. Se han llevado
diferentes reacciones dependiendo del biocatalizador inmovilizado. Los monolitos con glucosa
oxidasa inmovilizada, llevaron a cabo exitosamente la reaccidn de formacién de perdxido de
hidrégeno. En el caso del tdndem las enzimas de glucosa oxidasa con peroxidasa de rabano vy los
nanoreactores integrados se llevaron a cabo la eliminacién de pirogalol y azul de metileno de
mezclas acuosas de manera exitosa. Estas reacciones de eliminacion se dieron a modo de
cascada, utilizando como Unicos sustratos la glucosa y el contaminante a eliminar.

Herein, the synthesis and characterization of a mesoporous silica based support for the
immobilization of biocatalysts are shown. The large surface area and the pore distribution led to
a great environment for flow catalysis. Biocatalysts where also immobilized in
polydimethylsiloxane monoliths successfully. These monoliths show some great advantages like
the transparency that provides the possibility to carry out photocatalysis. Different reactions
were carried out depending on the biocatalyst immobilized. The monoliths with glucose oxidase
carried out the reaction of formation of hydrogen peroxide. Both the tandem of glucose oxidase
with horseradish peroxidase and the integrated nanoreactors performed the reactions of
elimination of pyrogallol and methylene blue from aqueous mixtures successfully. The
elimination reactions occurred in cascade mode, using as only substrates glucose and the
pollutant.



2 Introduccion

La superpoblaciéon es uno de los problemas con mayor impacto en el medio ambiente del
planeta. El agua es un elemento esencial para la vida. Un 3% del agua del mundo es dulce, pero
tan solo el 0,01% de esta agua dulce esta disponible para consumo humano. Por desgracia
debido al crecimiento demografico, la urbanizacién y la agricultura el agua para consumo esta
bajo un alto riesgo de contaminacion®. Siendo los contaminantes organicos unos de los
contaminantes mas peligrosos por su persistencia. Dentro de estos contaminantes podemos
encontrar los compuestos fendlicos siendo el bisfenol A un claro ejemplo. Otro tipo de
contaminantes orgdnicos son los tintes.

Una gran fuente de contaminacion de aguas por el bisfenol A son los efluentes de la industria
papelera?. Este compuesto trae consigo grandes problemas de salud para los ecosistemas
acudticos. Estos problemas van desde deformidades hasta la feminizacién o la inhibicion del
crecimiento?®.

En el caso de los peces cebra, a concentraciones tan bajas como 100 pg/L, el bisfenol A es capaz

de causar deformidades embrionarias o hemorragias. Aumentando algo la concentracion del
contaminante, los peces machos sufren una inhibicion del crecimiento. En el caso de las ranas,
el bisfenol A es capaz de matar a los individuos en estado embrionario teniendo un LDso de 210
UM. En las ranas este compuesto es capaz de inducir también la feminizacidn, siendo este un
gran problema ambiental ya que las colonias afectadas por este contaminante desaparecen tras
esa generacion. Este contaminante también puede llegar a afectar a reptiles como los caimanes,
si los huevos son expuestos a este compuesto se induce la feminizacién del individuo®. Resaltar
ademas que el bisfenol A no solo afecta a organismos acuaticos, también puede afectar a
organismos terrestres como las ratas. En estos organismos la exposicién al bisfenol A puede
causar desde aumento de peso, hasta aumento de la presién sanguinea y una respuesta de
vasodilatacion menor a la normal®.

La industria textil también contribuye en gran medida a la contaminacién de aguas, entre sus
residuos se encuentran los tintes. En los procesos de tintado de los textiles no todo el tinte se
adhiere a las fibras, una parte de estos tintes es liberada y esto da lugar a un efluente
contaminado. El uso de tintes es indispensable en la industria debido a que el color es un factor
limitante en las decisiones de compra de los productos. Hoy en dia se estima que mas de cien
mil quimicos son sintetizados con el fin de ser usados como tintes’. Los efluentes contaminados
con tintes son unos de los efluentes mas problematicos.

La presencia de tintes en los ecosistemas causa diversos problemas. El primero de estos es el
aumento de las demandas quimica y biolégica de oxigeno. El aumento de estas demandas de
oxigeno puede causar grandes problemas como por ejemplo la anoxia del entorno, que lleva
consigo la muerte de una gran parte de especies. Ademds de esto, el color que tienen los tintes
los hace también unos contaminantes reconocibles por el ojo humano (Imagen 1). El color
también afecta a la fotosintesis de las algas, impidiendo la penetracion de ciertas longitudes de
onda al agua. La presencia de grupos aromaticos en estos tintes también los hace tdxicos para
los ecosistemas acuaticos®. Estos compuestos son disefiados para tener una gran estabilidad,
esto provoca que puedan quedar atrapados en los sedimentos lo que los hace un peligro latente:
Si los sedimentos son movidos se libera el contaminante incluso tiempo después del vertido.



Imagen 1. Contaminacidn de un rio africano a causa de los tintes”

Por los grandes problemas que pueden causar estos contaminantes orgdnicos es importante el
desarrollo de sistemas capaces de eliminar estos compuestos de los efluentes. Existen diferentes
métodos de eliminacidn de los tintes de aguas. Entre estos métodos se encuentran la adsorcion,
la fotocatalisis y la oxidacién, la descomposicidon microbioldgicay la descomposicidn enzimética®.
Las enzimas se utilizan por su capacidad de catalizar en condiciones suaves y su alta selectividad.
La descomposicién de los tintes con enzimas es un campo ampliamente estudiado. Por ejemplo,
se ha demostrado la capacidad de la peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en ingles) en la
descomposicidn de tintes azo® como por ejemplo el azul de metileno.

También existen publicaciones que demuestran la capacidad de la enzima HRP para la oxidacion
del bisfenol Ay su polimerizacidon®. La HRP es capaz de oxidar diversos contaminantes orgénicos
usando como sustrato el perdéxido de hidrégeno. Ademas, ésta puede combinarse con la
capacidad de la glucosa oxidasa (GOx) de generar perdxido de hidrégeno se para eliminar,
mediante la acciéon conjunta de estas enzimas, estos contaminantes del agua con tan solo
glucosa como sustrato.

En los ultimos afos se ha tratado de imitar sistemas bioldgicos mediante diferentes técnicas en
el laboratorio, tales como la obtencidn de enzimas artificiales o sistemas que las imiten. Existen
diferentes enfoques para el desarrollo de estos sistemas, entre ellos se encuentra encerrar en
micelas grupos que tengan actividad catalitica proporcionando asi un entorno que imite los
bolsillos hidrofdbicos de ciertas enzimas'®. También existe la posibilidad de formar hidrogeles
que sean capaces de coordinar grupos con actividad catalitica'’. Otro enfoque es utilizar las
propiedades de las enzimas para lograr otros fines como, por ejemplo, el desarrollo de
nanonadadores capaces de moverse en fluidos gracias a la conversidon de energia quimica en
energia mecanica'?. Ademads, es posible combinar los avances de en estos campos para obtener
enzimas artificiales que sean hibridos entre metales y enzimas. Gracias a estos hibridos se
pueden llevar a cabo diferentes reacciones en cascada catalizadas por enzimas y metales®. Asi,
el grupo de investigacion de la Dra. A. Beloqui utiliza un método en el que se encapsula la enzima
GOx en nanogeles, para posteriormente modificar estos nanogeles y otorgarles la una actividad
tipo peroxidasal®. Gracias a esta encapsulacion es posible llevar a cabo una reaccién que
necesita dos enzimas tan solo utilizando estos hibridos. En la Figura 1 se muestra un esquema
de la la sintesis de estos nanogeles, que tiene dos pasos principales, primero la formacién del
nanogel y después la modificacidn del nanogel para otorgarle la actividad peroxidasa.
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Figura 1. Esquema de la encapsulacion de la enzima GOx en nanogles con actividad peroxidasa

Estos nanogeles no solo otorgan otra actividad catalitica al sistema, también otorga proteccion.
Ademads de no envenenarse, gracias a estos nanogles se evitan interacciones directas entre la
proteina y el soporte (tras la inmovilizacidn), lo que ayuda a proteger la proteina; ademas
también otorgan proteccién ante disolventes orgdnicos. Un factor importante para evitar el
envenenamiento de los catalizadores es mantener las concentraciones de los reactivos a
concentraciones no demasiado altas. Esta aproximacién mantiene la cantidad de peréxido de
hidrégeno en disolucién baja, ya que tras generar el peréxido de hidrégeno la GOx la capsula del
nanogel lo consume evitando asi problemas de difusién y de envenenamiento. Estos
nanomateriales se han denominado nanoreactores integrados (“Integrated nanoreactors”, INR
por sus siglas en inglés). En la Figura 2 se muestran las reacciones llevadas a cabo por los
diferentes componentes de los INR.
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Figura 2. Reacciones llevadas a cabo por los INR.



Las reacciones enzimaticas son biocataliticas en fase homogénea, es decir, tanto sustratos como
catalizador se encuentran en la misma fase generalmente acuosa. En todos los procesos los
catalizadores son recuperados al final de la reaccién, pero en el caso de la catdlisis homogénea
muchas veces es dificil separar el catalizador de los productos, lo que genera productos menos
puros o residuos indeseados. En los sistemas tradicionales de biocatalizadores, los reactores de
tanque agitado son el método mds comun, ya que éste es el tipo de reactor mas ampliamente
disponible. El agitador proporciona la energia mecanica necesaria para mezclar o combinar los
reactivos. Sin embargo, en este tipo de métodos la productividad volumétrica es relativamente
baja y las colisiones de la enzima con los agitadores puede degradar la enzima®.

En la catdlisis heterogénea el catalizador y los reactivos o productos se encuentran en fases
diferentes, lo que hace la separacién sea mads féacil, por ejemplo, mediante filtracién. Los
problemas del uso de enzimas libres pueden reducirse significativamente si se inmoviliza el
biocatalizador en soportes sélidos, convirtiendo el biocatalizador en catalizador heterogéneo.
Estos soportes pueden tener mas o menos actividad catalitica’®, y entre otras cosas estos
soportes tienen una gran area superficial, lo que hace que se pueda inmovilizar mas cantidad de
catalizador en un volumen reducido.

Uno de los soportes mas utilizados son los materiales mesoporosos basados en silica, siendo la
Santa Barbara Amorphous (SBA) una familia de éstos. Esta familia de soportes se sintetizd por
primera vez en 1998 y causd un gran interés en la comunidad cientifica por varios motivos entre
los que se encuentran, una estructura de los poros bien definida, un tamafio de poro adecuado
(4,6-30 nm) y unas paredes de poro resistentes. Por todas estas razones estos materiales son
adecuados para muchos usos como catalisis o inmovilizacién. Dentro de esta familia uno de los
mas estudiados es el SBA-15. Este material es muy interesante ya que ademds de mesoporos
contiene microporos. Estos microporos son formados en el proceso de sintesis del material, ya
que se utiliza un copolimero que dirige el crecimiento de los poros, pero pequefias zonas de este
copolimero quedan imbuidas en el material final, haciendo que al eliminarlo se formen los
microporos. Ademads, es posible funcionalizar el material para asi adquirir nuevas
caracteristicas'’. Los materiales de este tipo tienen una gran cantidad de utilidades, entre las
que se encuentra el uso en vacunas para mejorar las inmunoterapias,'® o como anteriormente
se ha mencionado como soportes para inmovilizar catalizadores.

Existen diferentes métodos de inmovilizacidn de enzimas en soportes sdélidos: adsorcién fisica,
enlace idnico, enlace por afinidad, enlace covalente, entrecruzamiento y atrapamiento. La
adsorcidn fisica tiene algunas ventajas como su bajo coste, facil preparacion y poca limitacién
de difusidn, pero presenta una gran desventajay es que la adhesién del biocatalizador al soporte
es limitada lo que provoca poca inmovilizaciéon, asi como la liberacion de los catalizadores con
el tiempo®°.

La adsorcidn fisica se basa en interacciones no especificas como fuerzas de Van Der Waals o
interacciones hidrofébicas. Con esta técnica se pueden mantener unas condiciones suaves y
evitar el uso de disolventes orgdnicos, lo que hace que la posibilidad de que ocurran cambios
conformacionales en la enzima sea pequefia’®. A pesar de que sobre SBA-15 sin modificar es
posible inmovilizar enzimas por adsorcidn fisica como se muestra en la literatura?’, también es
posible modificar el material para asi mejorar la afinidad de este o incluso para enlazar los
biocatalizadores covalentemente. Uno de los compuestos mas utilizados para esta modificacion
es el (3-Aminopropil)trietoxisilano (APTES) el cual permite anclar los biocatalizadores
covalentemente a los soportes.



Aunque la inmovilizacién de las enzimas en estos soportes facilita la separacion del medio de
reaccion, debido a los grandes volumenes de los efluentes industriales a tratar, esta disposicidon
del reactor (lecho de particulas de biocatalizador) produce grandes pérdidas de carga, que se
traducen en un mayor coste energético. Una de las maneras de reducir la pérdida de carga es
depositar el biocatalizador inmovilizado sobre reactores estructurados. Los reactores
estructurados son estructuras rigidas con grandes poros o canales que aseguran una baja
pérdida de carga y que exponen una elevada drea superficial lateral sobre la que se puede pegar
una delgada pelicula de catalizador. Algunos tipos de catalizadores estructurados son los
monolitos, espumas y mallas. (Imagen 2)

Imagen 2. Reactores estructurados?!,

Entre todos los reactores estructurados los monolitos tienen una aplicacién prometedora
debido a su superficie geométrica alta y su gran fraccion vacia, lo que proporciona accesibilidad
de los reactivos al biocatalizador con baja perdida de carga. Existen diferentes materiales para
la fabricacién de estos monolitos, entre ellos se encuentran los metalicos (aluminio, latdn, acero,
etc.)?? y los plésticos (acido polilactico PLA, polidimetilsiloxano PDMS, etc.)

Los metalicos, entre ellos los aceros de aleaciones como el FeCrAl, son los mas estudiados
debido a que tienen grandes aplicaciones en la catdlisis térmica como los reactores de los coches
para la eliminacidon del hollin y la reduccién de los NOx.

Entre los plasticos se encuentra el PDMS. Este es un polimero termopldstico muy utilizado en el
mundo de la microfluidica, debido a su facilidad de fabricacidn, su transparencia que permite la
monitorizacién de los microcanales y su biocompatibilidad. La transparencia de estos
dispositivos nos permite poder llevar a cabo reacciones fotocatalizadas?® o para mejorar técnicas
espectroscopicas®’. Los primeros dispositivos de microcanales se fabricaban con cristal y la
incorporacion de esta silicona en el campo fue un gran avance®. Gracias a este material es facil
afiadir diferentes componentes al dispositivo, como por ejemplo calentadores que puedan
ayudar a mantener una temperatura ideal para la catalisis. Este material es un avance para la
microfluidica permitiendo que avancen los dispositivos Lab on a chip. Este tipo de dispositivos



son muy interesantes para llevar a cabo ensayos con volimenes mucho mas pequeiios de lo que
seria posible a una escala normal.
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3 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo y comparacién de dos sistemas de
inmovilizacién de biocatalizadores, en monolitos estructurados para la eliminacion de
contaminantes orgdnicos de agua. Para lograr este objetivo principal hay varios objetivos
secundarios. El primero de estos objetivos es la encapsulacién de los biocatalizadores en
nanogeles. Otro de estos objetivos es la inmovilizacion del biocatalizador sobre SBA-15
posteriormente depositarlo sobre monolitos metalicos y por ultimo la inmovilizaciéon de los
biocatalizadores en monolitos plasticos.
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4 Apartado experimental

4.1 Materiales y métodos

El poli(etilenglicol)-bloque-poli(propilenglicol)-bloque-poli(etilenglicol) (Pluronics P123), el
Ludox AS30, hidroxietilacrilamida (HEAA), el vinil imidazol (VIm) y el Tween 20 fueron obtenidos
de Sigma. El acido nitrico; el fosfato monobasico y dibasico; la glucosa oxidasa (GOx); la glucosa;
la N, N, N’, N’-tetrametilendiamina (TEMED); la N, N-dimetilbisacrilamida (Bis); el hidroxido
sodico vy tris fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. El Tetraetil ortosilicato (TEOS) fue obtenido de
Acros Organics. La horseradish peroxidase (HRP) fue obtenida de Thermoscientific. El ABTS,
sacarosa, hemin fueron obtenidos de Alfa Aesar. La N-Acriloxisuccinimida (NAS) y el acido
trifluoroacetico (TFA) fueron obtenidos de Scharlab. El dimetilsulfoxido (DMSQO), el persulfato
amonico (APS) y el acrtonitrilo fueron obtenidos de Scharlau. La acrilamida fue obtenida de
Biorad. El azul de metileno fue obtenido de VWR. Las planchas de acero de FeCrAl (Fecralloy) se
obtuvieron de Goodfellow.

Para las medidas texturales mediante fisisorcién de N; el equipo utilizado fue el Micromeritics
ASAP 2020.

El molino de bolas utilizada fue de la marca Retsch modelo PM 100.

Para las medidas de potencial Z el equipo elegido fue de la marca Malvern modelo Zetasizer
Nano-ZS.

El estudio de la viscosidad de la suspensién se realizé con un viscosimetro TA instrument
AR1500ex.

Para estudiar el tamafio de particula del soporte sintetizado se utilizé un Mastersizer 2000.

Los estudios visuales de las diferentes superficies se realizaron con un microscopio electrénico
de barrido marca Hitachi modelo TM3030Plus.

El equipo elegido para medir las concentraciones de las proteinas fue el NanoPhotometer NP80
de la marca Implen.

Para las medidas de absorbancia de los tintes el equipo escogido fue un plate reader BioTek
Synergy neo?2.

El equipo utilizado para medir el FTIR de los nanogeles fue de la marca PerkinElmer modelo
Frontier con un acccesorio para medidas de reflectancia total atenuada.

Para la cuantificacion del pirogalol se utiliz6 un HPLC Shimadzu Nexera Series. La columna
utilizada en el HPLC fue una columna ACE 3 C18-PFP (longitud de 150 mm y un didmetro interno
de 4,6 mm). El flujo de la fase movil fue de 0,3000 mL/min. El detector fue un detector Photo
Diode Array (PDA) marca Shimadzu modelo SPD-M40. La fase mévil fue variando en el proceso
y se utilizd un gradiente. Se utilizaron dos fases moviles diferentes, acido tricloroacético 0,1%
(v/v) (fase A) y acetonitrilo (fase B). La variacion de la fase movil fue la siguiente desde el inicio
hasta 0,3 min 10 % de fase B, en el intervalo 0,3-6,3 min la fase B aumento hasta el 95%, en el
intervalo 6,3-8,3 min se mantuvo la fase B al 95% y por ultimo desde el minuto 8,3 hasta el final
se mantuvo la fase B al 10%. El auto muestreador fue un Shimadzu SIL-40C. El pistén un
Shimadzu LC-40D. El horno para la columna fue un Shimadzu CTO-40C, la temperatura se
mantuvo a 40 °C durante todo el proceso.
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4.2 Preparacion de monolitos de Fecralloy con SBA-15

A continuacidn, se presenta la metodologia utilizada para la preparacién de biocatalizadores
sobre monolitos metdlicos de Fecralloy. Inicialmente, se prepararon los monolitos de acero.
Posteriormente, tras las sintesis de SBA-15 se depositd mediante el método de recubrimiento
por inmersion sobre la superficie de los monolitos.

4.2.1 Preparacion de los monolitos

Para la preparacién de los monolitos de Fecralloy (aleacion Fe22Cr5Al) lo primero es cortar
[dminas (grosor de 50 um) de las dimensiones adecuadas para después formar los monolitos.
Los monolitos tienen una geometria cilindrica con una altura de 2 cm y un didametro de 14,5 mm.
Para cada monolito se necesitan dos laminas de longitud diferente ya que una de las [dminas
sera posteriormente ondulada (Imagen 3). La lamina que serd ondulada posteriormente tiene
una longitud de 40 cm, en cambio la lisa tiene una longitud de 29 cm.

29 cm

2cm

2cm

40 cm

Imagen 3. Dimensiones de las Iaminas de Fecralloy

Una vez cortadas las laminas se ondula la de mayor longitud y se superponen formando asi los
canales. Para finalizar, se pliegan las laminas sobre si mismas formando asi una espiral
concéntrica, que da lugar a la geometria cilindrica del monolito (Imagen 4). Finalmente, los
monolitos fueron calcinados a 900 °C durante 22 h para la formacién de una superficie rugosa
de Al,O; para mejorar la adherencia del SBA-15.

Imagen 4. Monolito de Fecralloy
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4.2.2 Sintesis de SBA-15

La sintesis de SBA-15 se realizd siguiendo el método reportado en la literatura 2°. En una sintesis
tipica de SBA-15 se utilizan 9,6 g de Pluronic P 123, 225 g de agua MiliQ, 150 g de 4cido nitrico
0,5 My 20 g de tetraetilortosilicato (TEOS), siendo esta ultima la fuente de silicio del soporte.

El sistema utilizado para la sintesis se presenta en la Imagen 5 y el procedimiento es el siguiente:

Se disuelve la totalidad del P123 (9,6 g) en agua y acido nitrico 0,5 M (225 gy 150 g
respectivamente), dejadndolo en agitacion y al bafio maria a 35 °C durante 4 h. Después, se
aumenta la agitacion y se afiade el TEOS (20 g). Tras 1 min se reduce la agitacién al valor inicial
y se mantiene durante 24 h a 35 °C tapando el recipiente con papel de parafina. Tras las 24 h se
debe sellar el bote herméticamente y mantenerlo a 80 °C durante 72 h (en esta etapa se lleva a
cabo el tratamiento hidrotérmico). Una vez pasado el tratamiento hidrotérmico se enfria la
muestra y se filtra el sélido. El sélido filtrado se lava con abundante agua hasta obtener un pH
neutro. El sélido limpio se seca a 80 °C durante 24 h y posteriormente se calcina a 500 °C durante
6 h, con una rampa térmica de 1 °C/min.

Imagen 5. Montaje para la sintesis de SBA-15

4.2.2.a Caracterizacion del SBA-15

Para caracterizar las propiedades texturales del SBA-15 sintetizado se utilizaron las isotermas de
adsorcion/desorcion a 77 K. Mediante esta técnica y con el método de Brunauer-Emmet-Teller
(BET) se calculd el area superficial del sélido, asi como las dimensiones de los meso y microporos
presentes. Para el calculo del volumen poroso se utilizé el método BJH. Para llevar a cabo el
analisis se tomaron aproximadamente 200 mg de muestra por cada ensayo. Previo a la medida
de las propiedades texturales las muestras se sometieron a una etapa de desgasificacion (Tabla
1).
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Tabla 1. Condiciones de desgasificacion de la muestra.

Condiciones de desgasificacion

Fases de evacuacion vy

Fase de evacuacidn Fase de calentamiento .
calentamiento
Rampa  de o0 min Rampa de  qoc/min [ Mantener g mig
temperatura temperatura presion
Ter.’np.eratura 180°C Temperatura 180 °C
objetivo objetivo
VeIOC|da.c,I de S e Tiempo de 180 min
evacuacion espera

Evacuacion
sin restringir 5 mmHg

desde

ObjetIVO” de 100 pmHg
evacuacion

Tiempo de 120 min

evacuacion

Para seleccionar el pH adecuado que asegure una buena estabilidad de la suspension de SBA-15
se llevd a cabo la medida del potencial Z de la muestra. Para ello, se midid el potencial Z a
diferentes pH entre 2 y 10. Para esta medida, se tomaron aproximadamente 20 mg de muestra
y se dispersaron en 50 mL de una disolucién acuosa de NaCl 0,03 M a diferentes pH. El pH de las
disoluciones se ajustd con acido nitrico y amoniaco.

Para estudiar la reologia de la suspension se midié la viscosidad de la suspensidn previamente
preparada. Se tomaron 6,06 mL de muestra y se ensayaron a diferentes velocidades de
cizalladura que iban desde 0 s hasta 3600 s™.

Se estudié el tamafio de particula del SBA-15 sintetizado. Este pardmetro es importante para la
posterior deposicidon del soporte sobre el monolito. Cuanto menor sea el tamafio de particula,
mas homogénea es la deposicién sobre los monolitos. Por tanto, la muestra se molié diferentes
tiempos hasta obtener el tamafio de particula deseado. Para la molienda se pesaron 2,58 g de
muestra y se fueron extrayendo muestras de 150 mg a diferentes tiempos. Una vez terminada
la molienda se dispersé el sélido en agua a pH 8 y de midid el tamanfio de particula. La medida
del tamafio se estudio por difraccion laser.

Por ultimo, para observar la morfologia de las particulas se analizé el sélido con un microscopio
electrénico de barrido (SEM por sus siglas en inglés).

4,.2.3 Recubrimiento de los monolitos

Para el recubrimiento de los monolitos metdlicos de Fecralloy se siguid el procedimiento de
recubrimiento por inmersidon (washcoating) reportado en la literatura 2°. Los monolitos fueron
sumergidos en la suspension de SBA-15 a una velocidad de 3 cm/min, se mantuvieron
sumergidos durante 1 min y se sacaron de la suspensién a la misma velocidad (Imagen 6). Para
evitar posibles bloqueos de los microcanales, una vez sacados de la suspension se centrifugaron
a 400 rpm durante 1 min. Después de centrifugar los monolitos se secaron en una estufa a 120
°C (393 K). Este procedimiento se repite hasta obtener la cantidad de SBA-15 depositado
deseado. Una vez los monolitos tienen la cantidad adecuada de SBA-15 depositado se calcinan

a 500 °C (773 K) durante 2 h con una rampa de temperatura de 2 % .
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Imagen 6. Montaje para el proceso de recubrimiento por inmersion.

Para preparar la suspensién de SBA-15 se escald un procedimiento anteriormente reportado en
la literatura®®. Se preparo una suspensién de SBA-15 al 15% de contenido en sélidos. Para la
preparacion de la suspensién se utilizdé el SBA-15 sintetizado y Ludox AS30, un coloide comercial
5i0,

SBA-15+Si0,

de 0,16. Para preparar una suspension con un peso final de 50 g son necesarios las siguientes
componentes, SBA-15 (6,3 g), Ludox AS30 (4 g, que equivalen a 1,2 g de SiO;) y agua a pH 8 (39,7
g). Para preparar la suspensién se afiade la totalidad de SBA-15 lentamente al agua en agitacién
magnética, una vez afiadido todo el SBA-15 se afiade el coloide. A las 24 h y 96 h desde que se
prepara la suspension se mide la viscosidad de ésta.

como aglutinante con un contenido de SiO; amorfo del 30% en peso. El ratio de

4.2.3.a Caracterizacion de los monolitos

Para los monolitos de Fecralloy la principal caracteristica que se estudid mediante SEM fue la
superficie de la aleacién, antes y después de calcinar.

Tras recubrir los monolitos de Fecralloy con el SBA-15, se analizaron sus propiedades texturales
mediante las isotermas de adsorcion/desorcion a 77 K.

Los monolitos de Fecralloy se sometieron también a un test de adherencia en éter de petrdleo.
Para realizar el test se sumergieron los monolitos en éter de petréleo y se mantuvieron 30
minutos en un bafo de ultrasonidos. La adherencia se calculd con la diferencia de masas tal y
como se refleja en Ecuacion 1.

Ecuacion 1. Férmula para el cdlculo de la adherencia

Adh ) Masa de SBA — 15 tras ultrasonidos 100
= *
erencia Masa inicial de SBA — 15

4.3 Monolitos de polidimetilsiloxano

A continuacién, se muestra el método para la obtencidn de biocatalizadores depositados sobre
monolitos de plastico (polidimetilsiloxano). Los monolitos fueron adquiridos del grupo del Dr.
Ismael Pellejero de la Universidad Publica de Navarra e InaMat.
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4.3.1 Caracterizacion de los monolitos

Las principales caracteristicas que se estudiaron de estos monolitos fueron la distribucion y el
tamafio de los microcanales asi como la morfologia de la superficie. Este estudio se llevé a cabo
mediante SEM.

4.4 Sintesis e inmovilizacion de biocatalizadores

A continuacidén, se describe la sintesis de los nanogeles de una Unica enzima (single enzyme
nanogles, SEN) asi como la sintesis de los nanoreactores integrados (integrated nanoreactors,
INR). Y, finalmente, la inmovilizacién tanto en monolitos de Fecralloy como en monolitos de
PDMS.

4.4.1 Sintesis de los SEN

En la sintesis de los single enzyme nanogels (SENs) podemos distinguir dos fases. La primera fase
consiste en acriloilar la glucosa oxidasa (GOx). Para acriloilar la enzima se calculd la cantidad de
residuos de lisina presentes en la proteina. Para ello, se utiliz6 el software Chimera X para
estudiar la secuencia de la proteina. La glucosa oxidasa se trata de un dimero de dos cadenas
iguales y cada una de estas cadenas tiene 15 lisinas. Una vez calculados los residuos se afiadieron
10 equivalentes de N-acriloxisucinimida (NAS) por cada residuo de lisina. Es necesario acriloilar
la proteina para asegurar un buen anclaje del nanogel a la proteina. Antes de acriloilar se dializd
la enzima para eliminar las posibles impurezas. Se preparo una disolucién de 5 mg/mL de GOx
en agua y se disolvié la cantidad necesaria de NAS en dimetilsulféxido (DMSO). La relacion
agua/DMSO fue 85/15 vy, tal y como se refleja en la Tabla 2, el ratio de NAS/GOx fue de 300. Se
vertid la disolucion de NAS sobre la de GOx y se dejd en agitacidon durante la noche a 37 °C. En
la Tabla 2 se muestran las cantidades necesarias para acriloilar la GOx.

Tabla 2. Cantidades y ratios empleados para acriloilar la GOx

GOx NAS
Ratio (nx/ncox) 1 300
Cantidad (mg) 7,28 2,31

El siguiente paso consiste en la encapsulacidon de la GOx acriloilada. Para ello, se modificé un
procedimiento anteriormente reportado en la literatura *. Los iniciadores de la polimerizacién
utilizados fueron persulfato aménico (APS) y tetrametilendiamina (TEMED); estos iniciadores
son sensibles al oxigeno por tanto se burbujearon todas las disoluciones con nitrégeno y las
reacciones se dieron en entornos herméticos para asi evitar posibles interferencias con el
oxigeno.

Los compuestos utilizados para sintetizar los nanogeles fueron los siguientes:

Hidroxietilacrilamida (HEAA), N, N-dimetilbisacrilamida (BIS), Vinil imidazol (VIm), APS, TEMED,
GOx, DMSO, sacarosa, agua, buffer fosfato 300 mM. Y sus cantidades se encuentran en la Tabla
3.
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Tabla 3. Cantidades para la sintesis de los SEN y ratio de moles de monémero/moles de proteina.

compuesto Cantidad
HEAA 10% (1L; n/Nprot) 30,22; 600
BIS 10% (uL; n/Nprot) 26,97; 400
VIm 10% (pL; n/Nprot) 15,85; 4000
APS 10% (pL) 39,93
TEMED (pL) 1,31

GOx (mg) 7

DMSO (uL) 30
Sacarosa (mg) 109,37
Agua (uL) 1087,58
Buffer fosfato 300 mM (pL) 120,84

La funcién de los mondémeros HEAA, BIS, Vim es proporcionar un entorno favorable para la
proxima coordinacion de los grupos hemo. La funcidn de la sacarosa es favorecer las
interacciones entre los monémeros y la proteina.

Para la sintesis de los nanogeles se prepararon disoluciones al 10% (m/v) de los monémeros y
del APS en agua. La disolucién de BIS se prepardé en DMSO desoxigenado por burbujeo de Nz y
la disoluciéon de APS se burbujeo con N, para desoxigenarla. En la Imagen 7 se muestra el
montaje para la sintesis de los nanogeles.

Imagen 7. Montaje para la sintesis de los SEN

El procedimiento utilizado para la sintesis fue un procedimiento escalado de la literatura®®. Las
cantidades utilizadas estan reflejadas en la Tabla 3. Primero se disolvid la sacarosa en la mezcla
del agua, DMSO y buffer fosfato 300mM. Por otra parte, se mezcld la cantidad necesaria de
mondmeros y TEMED. La mezcla de mondmeros y TEMED se afiade sobre la sacarosa y se deja
45 min burbujeando. Una vez pasado el tiempo se afiade la cantidad de enzima necesaria y se
burbujea por media hora mas. Hasta este punto se mantuvieron las mezclas en frio.

Una vez pasada la media hora, se afiade el APS necesario y en este momento comienza la
polimerizacidn. Para la polimerizacidn de los nanogeles se mantuvo a 37 °C durante 2 hy con
una agitacion de 600 rpm en un termo agitador. Una vez pasadas las dos horas se metié el
producto de reaccidn en didlisis y se dejé durante la noche.
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4.4.1.a. Caracterizacion de los SEN

La primera prueba para caracterizar los SEN fue una prueba de coordinacién con niquel. El fin
de esta prueba es determinar si se ha encapsulado la proteina en el nanogel, para ello
aprovechamos la capacidad de coordinacion del niquel a los grupos imidazol del nanogel.
Cuando los nanogeles y el niquel se coordinan se forma un precipitado. Para la prueba se hace
una disolucion que contiene 5 mM de nitrato de niquel, 0,25 mg/mL de SEN en un buffer de Tris
5 mM pH7, tras mezclar todos los componentes de la disolucion en un vial se centrifuga a 10000
G 10 minutos.

Para ver si toda la proteina ha sido encapsulada se hace una electroforesis en gel de acrilamida.
De esta manera podemos observar si hay mas de un componente en el producto, asi como el
tamafio que tiene cada componente. El gel de acrilamida consta de dos fases diferentes, la
primera la stacking gel, la funcion de esta primera fase es proporcionar a todas las calles un
mismo punto de partida. La segunda fase es la resolving gel, en esta fase es donde se diferencian
las muestras por tamafio. Las cantidades para formar el gel de acrilamida estan reflejadas en la

Tabla 4. En la Imagen 8 se muestra el montaje para la electroforesis.

Imagen 8. Montaje para la electroforesis en gel de acrilamida.

Tabla 4. Cantidades necesarias para formar un gel de acrilamida.

componente Resolving Stacking
H,0 (mL) 3,2 2,6
Acrilamida 30% (mL) 2,67 1

Tris pH 8,8 (mL) 2 1,25
SDS 10% (L) 80 50

APS (L) 80 50
TEMED (pL) 8 5

El procedimiento es el siguiente:

Primero se debe preparar el gel de resolving, para ello se prepara una disolucién al 10% (m/v)
de APS. Se mezclan todos los componentes exceptuando el APS y TEMED en un vaso de
precipitados. Tras mezclar los componentes se afiaden el APS y TEMED al vaso y se introduce la
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mezcla en el soporte. Es importante que tras afadir la mezcla al soporte se ponga una pequefia
cantidad de etanol encima, este etanol harda que el frente del gel quede liso. Una vez
polimerizado se limpia el frente con abundante agua.

Para el gel de stacking se debe preparar una disolucion al 10% (m/v) de APS. Se mezclan todos
los componentes excepto el APS y TEMED en un vaso de precipitados. Tras mezclar bien los
componentes se afade el APS y TEMED vy se introduce la mezcla en el soporte. Una vez
polimerizado el gel se puede conservar en el frigorifico.

Una vez preparado el gel se preparan las muestras para cargarlas en los pocillos, para ello hay
que mezclar 2 ug de SEN con 5 pL de loading buffer (de composicion: 250 mM Tris-HCI pH 6.8,
6% SDS, 300 mM DTT, 30% glicerol y 0,02% azul de bromofenol) y agua hasta 20 uL. Después hay
gue desnaturalizar la proteina, para ello se calienta la muestra a 95 °C durante 5 minutos y
después se centrifuga. Se carga el gel y se deja correr a un voltaje constante de 120 V. La
electroforesis se da por concluida cuando el frente con color sale del gel.

Para la electroforesis se carga en el primer carril un marcador de pesos moleculares y en las
demads las muestras correspondientes.

Una vez terminada la electroforesis se tifie el gel con Imperial protein stain para revelar la
proteina.

Otra técnica para caracterizar los SEN fue mediante FTIR para ello se formé una fina capa de SEN
sobre un porta objetos y tras secarse se llevo al espectrofotémetro.

4.4.2 Sintesis de los INR

Para la sintesis de los INR se siguié el procedimiento reportado en la literatura®. Se hicieron
pruebas con diferentes ratios de hemin, los ratios estudiados de hemin/SEN fueron, 50, 200, 500
y 700.

Para asegurar que la coordinacion habia sido exitosa se prepararon muestras de control sin
proteina. Para la coordinaciéon de los hemin a los nanogeles se incubaron disoluciones de 1,5 uM
de SEN en buffer fosfato con la cantidad necesaria de hemin. El hemin se aifiadié como una
disolucién 30 mM de hemin en una mezcla de 230 mM de hidréxido sddico y 5mM de tris. Los
nanogeles se incubaron durante la noche a temperatura ambiente y 600 rpm. Las muestras de
control siguieron el mismo procedimiento con la diferencia de que no se les afiadieron los
nanogeles. En la Tabla 5 se reflejan las cantidades utilizadas para la sintesis.

Tabla 5. Cantidades para la sintesis de los INR. Las muestras nombradas con una "C" son las muestras de control

Muestra SEN 46,5 UM (uL) Hemin 30 mM (uL) Tris 5 mM (uL)
50 16,1 1,25 482,6

50C 0 1,25 498,75

200 16,1 5 478,9

200C 0 5 495

500 16,1 12,5 471,4

500C 0 12,5 487,5

700 16,1 17,5 466,4

700C 0 17,5 482,5
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4.4.2.a Caracterizacion de los INR

La caracterizacidn de los INR fue mediante espectroscopia UV-Vis. Para observar la coordinacidn
del hierro al imidazol de la superficie del nanogel se prepararon disoluciones de 1,5 uM de INR.
Para ello se compararon las muestras con unas disoluciones de control.

4.4.3 Inmovilizacion de los biocatalizadores sobre monolitos

Para inmovilizar el biocatalizador en los monolitos se incubaron en una disolucién de 0,25
mg/mL de proteina en buffer fosfato 10 mM pH6 durante una noche a temperatura ambiente.
Para conseguir una inmovilizacién homogénea, durante este tiempo, los monolitos estuvieron
girando en una noria a 10 rpm. Una vez pasado el tiempo de incubacidn los monolitos se lavaron
con buffer fosfato 10 mM pH 6 hasta que el monolito dejo de liberar proteina.

Por cada tipo de monolito se estudiaron tres casos diferentes. El primero de ellos se cargd con
glucosa oxidasa libre, el segundo con una combinaciéon de glucosa oxidasa y Horseradish
peroxidase (HRP) en proporcidn 1/1, y el tercer caso con los INR.

Para determinar la presencia de proteina en los lavados se hicieron pruebas de actividad de los
mismos. Estas pruebas de actividad se llevaron a cabo afiadiendo a 170 pL del liquido del lavado
20 uL de ABTS, 10 pL de glucosay 1 pL de HRP 5 mg/mL.

Se utiliza ABTS para realizar las pruebas de actividad debido al cambio de coloracidn que sufre
al oxidarse. Al anadir glucosa al medio de reaccion, la GOx oxida esta glucosa obteniendo como
subproducto peréxido de hidrégeno que, posteriormente, la HRP utiliza como reactivo para
oxidar el ABTS. El ABTS no oxidado tiene una tonalidad verde muy clara, pero al oxidarse
adquiere un tono verde muy oscuro.

El proceso de inmovilizacidon de los biocatalizadores fue practicamente el mismo para ambos
tipos de monolito. Debido a la hidrofobicidad del PDMS y al tamafo reducido de los canales, la
Unica variacion realizada fue que a las disoluciones utilizadas para los monolitos poliméricos se
les afiadié un 0,01% en volumen de un tensoactivo llamado Tween 20. De esta manera se
aumenta la capacidad de mojado, para asi conseguir un mejor flujo dentro de los canales del
monolito.

4.5 Caracterizacion de la actividad de los monolitos.

Antes de caracterizar los monolitos se lavaron todos hasta que dejaran de liberar biocatalizador.

Se realizd un estudio preliminar para optimizar las mejores condiciones de reaccion de los
monolitos. Para ello se hizo pasar una disolucidon 25 mM de glucosa por un monolito de PDMS
con GOx inmovilizada. Se realizaron 30 ciclos recogiendo alicuotas en los ciclos 5, 10 y a partir
de estos cada 2 ciclos hasta el ciclo 30. Una vez recogidas las alicuotas, se midio el peréxido
presente en estas. Para ello, se realizé una prueba con ABTS 1 mM y HRP 5 mg/ml.

En este caso se optimizaron las condiciones de reaccidén para facilitar su cuantificacion. Se
aumento el tiempo de residencia de la mezcla de reaccién y se aumentod la temperatura. En este
caso, se mantuvo la mezcla de reaccidn en el monolito por 50 minutos a una temperatura de 37
°C, se repitieron 5 ciclos. Se midio el peréxido presente realizando una prueba con ABTS 1 mM
y HRP de concentraciones 5 mg/ml a para los monolitos de PDMSy 1 mg/ml para los de Fecralloy.
En el caso de los monolitos de PDMS se utilizé 10 uL de muestra, en cambio para los de Fecralloy
tansolo 1 plL.
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Una vez optimizado el proceso con los monolitos de GOx, se ensayaron los monolitos con
GOx+HRP inmovilizadas y INR para la eliminacidn de pirogalol de mezclas acuosas. Para ello, se
prepard una mezcla de 100 mM de glucosa y 1 mM de pirogalol en acetato de sodio 100 mM pH
6. Se aumento el tiempo de residencia de la mezcla de reaccién a 30 minutos por ciclo, se
realizaron 4 ciclos a 42 °C. En este caso la cuantificacion se llevd mediante HPLC para evitar
posibles contribuciones de las especies oxidadas a |la absorbancia de la muestra.

Por ultimo, se ensayd la eliminacién de tintes de agua. Para esto el tinte utilizado fue azul de
metileno. Se hizo un ensayo preliminar con 10 uM de tinte, 100 mM de glucosa en acetato de
sodio 100 mM pH 6, el tiempo de residencia fue de 20 minutos y la temperatura 42 °C. Tras este
ensayo se comprobd la capacidad de eliminacidn del tinte con una mezcla de 100 uM de tinte,
100 mM de glucosa en acetato de sodio 100 mM pH 6, el tiempo de residencia fue de 30 minutos
y se realizaron varios ciclos. Se calculé el porcentaje de decoloracién con la formula reflejada en
la Ecuacion 2.

Ecuacion 2. Porcentaje de decoloracion

) __ Absorbancia inicial—Absorbancia a t=x *

100

D racié o
ecoloracion (/0 Absorbancia inicial
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5 Resultados y discusion

5.1 Deposito de SBA-15 sobre monolitos de Fecralloy

5.1.1 Propiedades del SBA-15 sintetizado

En la Figura 3 se pueden observar tanto la isoterma de adsorcidén/desorcién de N, a 77 K (Figura
3.a) como la distribucion del tamafio de poro (Figura 3.b) del SBA-15 sintetizado
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Figura 3. a) Isoterma de adsorcion desorcion a 77 K del SBA-15 tras molerlo 20°. b) distribucion del tamafio del poro del SBA-15 tras

molerlo 20°

En la Figura 3.a se presenta la isoterma de adsorcidon/desorcion del SBA-15, en esta isoterma se
observa una histéresis. Esta isoterma es tipica de materiales mesoporosos?®?’ . La Figura 3.b
confirma que se trata de un material mesoporoso, ya que en esta se muestra una distribucion
de tamafo de poro centrado a 6 nm. También se puede apreciar una pequefa cantidad de poros
mds pequefios. Estos pueden deberse a la utilizacién de P-123 en la sintesis del material. Este
copolimero utilizado forma micelas sobre las que posteriormente se forma la silica, y en esta
silica pueden quedar atrapadas las colas del surfactante. Este fendmeno puede dar lugar a que
tras la calcinacién del soporte se formen poros de menor tamaiio, ya que han sido formados por
las colas hidrofilicas del P-123%,

Mediante el método BET se calculd el area superficial del material, obteniendo un valor de 809,8
m?/g. La superficie obtenida, siguiendo este procedimiento, se corresponde a la reportada en la
bibliografia®”. La distribucién del tamafio de poro también se corresponde a lo reportado en la
bibliografial”, asi como la presencia de microporos®.

Se realizaron diferentes sintesis de SBA-15 y para estudiar la reproducibilidad de las propiedades
texturales de las diferentes sintesis se calculd la desviacién estandar, asi como la desviacién
estandar relativa de las areas superficiales, con la Ecuacién 3.

Ecuacion 3. Ecuacion para obtener la desviacion estdndar relativa
g
RSD =—=-100
X

La desviacidn estandar de las medidas fue de 47,8 m?/g y la RSD fue del 5,65%. Esto demuestra
una buena reproducibilidad del proceso de sintesis.

23



En la Imagen 9 se observan dos diferentes micrografias del SBA-15 sintetizado. En la micrografia
a, se observan las agujas completas de SBA-15, en la b se observan 15 detalladamente los
diferentes agregados de SBA-15.

EHUO175 NMUD10.7 x2.0k 30 um  EHUO171 NMUD10.7 x5.0k 20 pm

Imagen 9. Micrografias del SBA-15 sintetizado

En la Imagen 9.a se pueden apreciar a la perfeccion las agujas formadas por el SBA-15, estas
agujas son caracteristicas del SBA-15 sintetizado con agitaciéon %. En el caso de la Imagen 9.b se
puede ver a la perfeccidén los agregados de particulas de SBA-15 que forman las agujas.

Estudiando las micrografias junto con las isotermas de adsorcidn/desorcidn y distribucién del

tamafio de poro, asi como comparando todos estos datos con la bibliografia?®?°, se puede
considerar que la sintesis del soporte ha sido exitosa.
5.1.2 Preparacidn de la suspensidon de SBA-15

Influencia del pH. Cuando un sélido es dispersado en el seno de un liquido, es importante medir
el potencial zeta de la dispersién, ya que este determina la estabilidad de dicha dispersién. El
potencial zeta es la diferencia de potencial entre la superficie de la particula y los iones que la
rodean y estan fuertemente unidos, tanto que, si la particula se mueve, éstos se mueven con
ella formando una entidad Unica. Cuanto mas se aleje de cero este potencial, mayor sera la
repulsién entre particulas y por tanto mayor sera la estabilidad de la dispersién. Decimos que la
dispersidon sera mds estable ya que gracias a las repulsiones se evita que las particulas se
coagulen o floculen. Para potenciales zeta de entre 20y 50 mV (o -20 y -50 mV) las dispersiones
se consideran estables®. A la dispersion preparada se le midid el potencial zeta a cinco pH
diferentes.
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En la Figura 4 se ve reflejado el potencial zeta de las dispersiones acuosas de SBA-15 preparadas
en este trabajo a diferentes pH.
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Figura 4. Potencial Zeta de la suspension de SBA-15

En este caso se observa claramente que el pH de menor potencial zeta y por tanto el mas estable
es el pH 8, debido a esto, todas las dispersiones preparadas de SBA-15 se prepararon en agua a
pH 8.

Otro dato interesante que arroja la medida del potencial zeta es el punto isoeléctrico de la
dispersidn. En este caso el punto isoeléctrico fue a un pH alrededor de 3, esto se ajusta a lo
reportado por la bibliografia®Z.

Tamaiio de paticula. Para el proceso de recubrimiento de los monolitos es importante el tamafio
de particula del soporte, siendo el tamafio ideal estd entre los 5y 10 um?. Para confirmar este
hecho, se midi6 el tamafio de particula del SBA-15, el cual fue de 17,8 um (Tabla 6). Para obtener
el tamafio de particula deseado se realizd6 una molienda con un molino de bolas a diferentes
tiempos (Tabla 6, Figura 5). En el caso de las moliendas de 5-20 minutos, la disminucién del
tamafio de particula es directamente proporcional al tiempo de molienda. En cambio, las
moliendas de 30" y 1 hora se aprecia como tienen un mayor tamafio de particula que la de 20
minutos, esto puede deberse al calor formado por la friccion durante la molienda. Los sélidos,
si son sometidos a altas temperaturas, pueden llegar a sinterizar, lo que explicaria el aumento
del tamafio de particula.

Tabla 6. tamafio de particula promedio de SBA-15 tras los diferentes tiempos de molienda.

Tiempo (min) Tamafio de particula (um)
0 17,8
5 10,2
10 9,80
20 8,04
30 9,01
60 10,4
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Particle Size Distribution
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Figura 5. Distribucion del tamario de particula de las diferentes moliendas de SBA-15.

Otro factor importante es la distribucién del tamafio de particula. Tal y como se observa en
la Figura 5, el tamafio de particula tiene una distribucidn gaussiana. Cuanto menor anchura
tenga esta distribucién normal, habra una menor variedad de tamafos en la mezcla. Es facil
apreciar como en la Figura 5 cuanto mayor es el tiempo de molienda mayor es la anchura de la
distribucidn. Esto no siempre es malo ya que las particulas mas pequefias de la mezcla pueden
intercalarse con las mas grandes rellenando asi los huecos y haciendo asi que el recubrimiento
sea mejor.

Tras obtener los datos de los tamafos de particula, se decidié que el tiempo éptimo de molienda
serian 20 minutos, ya que a este tiempo las particulas tenian un tamafio de 8,04 um, lo que esta
dentro del rango ideal.

Viscosidad de la dispersion. La viscosidad de la suspension influye en la estabilidad de las
dispersiones preparadas. Un medio muy viscoso reduciria la velocidad de sedimentacion,
favoreciendo la estabilidad de la suspensidn. Sin embargo, la suspensién se emplea para recubrir
los monolitos, y es necesario que no sea demasiado viscosa para que pueda fluir a través de los
canales, y asegurar asi una buena calidad de recubrimiento, ya que las suspensiones muy
viscosas pueden generar acumulaciones?.

Para estudiar la reologia de la suspensién de SBA-15 junto con el coloide de SiO; (Ludox) y a pH
8 se midid la viscosidad a una misma velocidad de cizallamiento con 84 h de diferencia. En la
Tabla 7 se muestran los valores de viscosidad.

Tabla 7. Viscosidad y velocidad de cizallamiento a diferentes tiempos.

12 h 9 h
Velocidad de cizallamiento (s) 3400 3400
Viscosidad (Pa*s) 0,01085 0,0097

La viscosidad de la suspensién se mantuvo practicamente constante y adecuada (0,005-0,012
Pa*s) para obtener recubrimientos adherentes y homogéneos?%2°,
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5.1.3 Recubrimiento de monolitos de Fecralloy

En la Imagen 10 se puede ver la superficie de la placa de Fecralloy utilizado para la preparacion
de monolitos antes de calcinar, en ella se observa como es un sélido completamente liso. En la
Imagen 10.d se pueden observar unas pequefias arrugas, estas, probablemente se deban a el
método de conformado de las [dminas de la aleacidn.

EHUO0182 EHUO183

x150 500 pm
EHUO184 x500 200 pm EHU0185 x3.0k 30 pum

Imagen 10. Micrografias de la superficie del fecralloy antes de calcinar

Tras calcinar los monolitos se aprecié una diferencia de peso en estos. Al calcinar a altas
temperaturas los monolitos el aluminio de la aleacidon se oxida junto con el oxigeno para formar
alumina rugosa (Al,0s). Se puede calcular la cantidad de alumina formada gracias a la diferencia
de pesada. Se calcinaron ocho monolitos, y la media fue de 0,46+0,03 mgai03/cm?.

En la Imagen 11 se puede ver la superficie de los monolitos de Fecralloy calcinados a diferentes
aumentos.
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Imagen 11. Micrografias de la superficie de los monolitos de fecralloy calcinados.

La Imagen 1l.a muestra los microcanales de los monolitos, como se puede ver estos
microcanales son muy homogeneos tanto en separacion como en forma. Tanto en la Imagen
11.c, como en la Imagen 11.d, se puede observar cdmo la superficie de la aleacion no es lisa, se
aprecian rugosidades. Estas rugosidades se deben a la formacién de agujas de alumina . Como
se puede ver la superficie de los monolitos calcinados dista bastante de los monolitos sin
calcinar. Esto otorga la ventaja de una superficie mas rugosa sobre la que poder adherir mejor
el SBA-15.

Una vez calcinados, los monolitos fueron recubiertos mediante la técnica de recubrimiento por
inmersion. Fueron necesarios alrededor de dos recubrimientos para obtener una carga de unos
75 mg de SBA-15 por monolito.

Tras la calcinacion de los monolitos recubiertos de SBA-15 se realizé el test de adherencia. La
adherencia obtenida fue de un 80%. Es una buena adherencia ya que para la realizacion de este
test se somete al monolito a las condiciones mds extremas posibles.
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cantidad adsorbida

cm3/g

En la Figura 6.a se puede ver la isoterma de adsorcion/desorcion de un monolito recubierto con
SBA-15 y de los materiales utilizados para la preparacidn de este.
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Figura 6. a) Isoterma de adsorcidn/desorcién de un monolito de Fecralloy recubierto de SBA-15

Se puede observar cémo la histéresis de los materiales porosos (tipo IV) se mantiene. En la Figura
6.b se puede ver la distribucién de tamafio de poro de un monolito con SBA-15 depositado. Esta
grafica confirma que los poros del SBA-15 se mantienen intactos, ya que vemos que la mayor
parte de volumen de poro se corresponde a poros de un didmetro de 6 nm. El monolito
recubierto presenta unas propiedades texturales menores a las del SBA-15 de partida (Figura 6,
Tabla 8). Esto se debe a la incorporacidén de Ludox a la suspension de SBA-15 depositado sobre
los monolitos.

Tabla 8. Resumen de caracteristicas superficiales de diferentes muestras

Muestra Seer (M?/g) Diametro de poro (nm) Vporo (cmM3/g)
SBA-15 809,8 5,0 1,02
Ludox 194,5 4,4 0,214
Monolito recubierto 427,6 6,8 0,728

5.2 Monolitos de polidimetilsiloxano

En el proceso de fabricacidn se utiliza un negativo impreso en 3D del monolito que esta
compuesto de acrilonitrilo butadieno estireno (ABS). Este negativo se sumerge en PDMS, que
posteriormente se cura, y el ABS se disuelve con acetona. Conocer el proceso de fabricacién de
los monolitos es de suma importancia para posteriormente poder explicar la morfologia de los
mismos. En la Figura 7 se muestra un esquema del proceso de fabricacidon de los monolitos
poliméricos.
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Figura 7. Esquema del proceso de fabricacion de los monolitos de PDMS

En la Imagen 12 se muestran varias micrografias de los monolitos de PDMS.

2022/03/25 10:48 NMU 2022/03/25 10:38 NMU

00010787 NMUD16.1 x150 500 pm 2022/03/25 10:51 NM

Imagen 12. Micrografias de los monolitos de PDMS. a) superficie del monolito. b) negativo del monolito. c) negativo
del monolito. d) superficie del monolito

La Imagen 12.a muestra la superficie de la parte superior del monolito. Esta imagen tiene varios
aspectos a destacar. El primero de ellos es la morfologia de los microcanales, que estan
agrupados en grupos de dos. Esto se debe a que en el proceso de impresién del negativo de ABS
los filamentos se agruparon en parejas como se puede ver en la Imagen 12.b, lo que dio lugar a
esta morfologia tan caracteristica. Cabe destacar que no todos los microcanales se encuentran
agrupados. También hay microcanales individuales como se puede ver en la Imagen 12.d. Otro
aspecto importante de esta superficie, es la presencia de unas ondulaciones. Estas ondulaciones
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también son producto del proceso de fabricacién de los monolitos. Al imprimir en 3D los
negativos de los monolitos, los filamentos de la base se orientan todos en la misma direccién
como se puede ver en la Imagen 12.c. Esto crea este patrdn tan caracteristico que se muestra
en la Imagen 12.a.

Gracias a las micrografias se pudo calcular la fraccidn hueca de los monolitos siendo ésta 0,108.
Esta fraccion hueca es menor a la de los monolitos de Fecralloy, con una fraccion hueca de 0,83.

5. 3 Sintesis de nanogeles de una unica enzima (SEN) y de
nanoreactores integrados (INR).

5.3.1 SEN

Capacidad de agregacion en presencia de sales metdlicas. El primer ensayo de caracterizacion
realizado a los SEN fue un ensayo con nitrato de niquel para observar la coordinacién de los SEN
al niquel. El resultado de este ensayo se muestra en la Imagen 13.

Imagen 13. Precipitado formado por la coordinacion del niquel con los SEN

Enlalmagen 13 se puede observar un precipitado amarillo, lo que sugiere que la glucosa oxidasa,
que es amarilla, ha sido encapsulada en los nanogeles. En caso de no haber conseguido sintetizar
los nanogeles no se formaria ningln precipitado.

Efecto en la movilidad electroforética. En la Imagen 14 se muestra una electroforesis en gel de
acrilamida para comprobar la encapsulacién de la GOx en los nanogeles. Como se puede ver,
hay gran diferencia entre la enzima libre y la enzima encapsulalda: mientras que la enzima libre
avanza hasta los 80 kDa la encapsulada practicamente no avanza. La glucosa oxidasa es un
dimero de peso 160 kDa y al desnaturalizar la proteina, previo a la electroforesis, se separan
cada uno de los monomeros y por tanto el peso se reduce a la mitad. Como se puede ver en la
imagen no se muestra banda a 80 kDa en el caso de la muestra de SEN, esto sugiere que toda la
proteina ha sido encapsulada en los nanogeles.
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Transmitancia (UT)

Imagen 14. Electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE).

Composicion quimica. En la Figura 8 se muestra el espectro FTIR de los SEN sintetizados.
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Figura 8. FTIR de los SEN sintetizados.

A 1642 cm™ se muestra la banda correspondiente a las aminas primarias. A 1060 cm™ se
encuentra la banda correspondiente a los grupos polivinilo terminales que se han introducido
en el proceso de sintesis de los SEN. Para confirmar la presencia de los grupos imidazol del
nanogel hay dos bandas importantes: la primera de ellas a 650 cm™, la segunda se veria a
917 cm™! pero en este caso se ve eclipsada por la banda del enlace fosforo oxigeno de los

fosfatos. La presencia de estas bandas en el espectro sugiere que la sintesis de los nanogeles ha
sido exitosa.
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5.3.2 INR

Para la formacién de los INR es necesario coordinar hemin a los SEN. Para caracterizar la
coordinacion del hemin en los SEN se realizaron espectros UV-Vis de las diferentes muestras y
controles. En la Figura 9 se pueden ver los diferentes espectros.
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Figura 9. a) espectro UV-Vis de las muestras de ratios 700 y 700c (control). b) Comparacion de los espectros UV-Vis de las muestras de
ratios 50, 200 y 500

Inicialmente se estudiaron los ratios hemin/proteina de 50, 200 y 500. Como se puede ver en la
Figura 9.b aumentando el ratio de hemin la sefial de 410 nm aumenta. Esta sefial se debe a la
coordinacién del hierro con los imidazoles de la cdpsulal. Al observar esta tendencia, se decidié
ensayar el ratio de 700, ya que cuanto mayor es la cantidad de hemin coordinado, mayor es la
actividad peroxidasa del sistema. En el caso del ratio 700, la coordinacion del hemin fue total,
se filtraron los INR y en las aguas madres no se hallé presencia de hemin. Como se puede
observar en la Figura 9.a hay una clara diferencia entre los espectros de la muestra con SEN y la
muestra control. En el caso de la muestra control no se observa pico a 410 nm lo que indica que
no hay presencia de hierro coordinado.

5.4 Inmovilizacion de los biocatalizadores.

Se inmovilizaron los biocatalizadores en 6 monolitos diferentes: tres de ellos eran de Fecralloy y
el resto de PDMS. En la Tabla 9 se muestran los biocatalizadores inmovilizados en cada monolito.

Tabla 9. Biocatalizadores inmovilizados en cada monolito.

Monolito Caracteristicas Biocatalizadores inmovilizados
MF Il Fecralloy, SBA-15 Glucosa oxidasa
MF IV Fecralloy, SBA-15 Glucosa oxidasa + HRP
MF V Fecralloy, SBA-15 INR
M I PDMS Glucosa Oxidasa
M Il PDMS Glucosa oxidasa + HRP
M IV PDMS INR
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Estudiando la actividad de los lavados se puede estudiar la adherencia de los biocatalizadores
en los monolitos. Mientras los lavados sigan teniendo actividad, el monolito sigue
desprendiendo biocatalizador y, por tanto, peor es la adherencia de éste. En la Tabla 10 se
muestra el nimero de lavados realizados a los monolitos.

Tabla 10. Lavados realizados a los monolitos.

Monolito Lavados necesarios
MF Il SBA-15 GOx 16
MF IV SBA-15 GOx HRP 12
MF V SBA-15 INR 5
M Il GOx 11
M Il GOx HRP 11
M IV INR 4

En la Tabla 10 se reflejan los lavados realizados a cada monolito hasta que éstos dejaron de
liberar biocatalizador. En esta tabla se pueden observar varias tendencias. Como se puede ver
el biocatalizador que mejor adherencia presenta son los INR ya que son los que menos lavados
necesitaron. Otra tendencia a tener en cuenta es que la adhesion en los monolitos de PDMS es
mejor que la adhesion en los monolitos de Fecralloy. El método de inmovilizacion de los
biocatalizadores utilizado se basa en interacciones débiles, como por ejemplo interacciones
electrostaticas, de Van der Walls, hidrofébicas etc32. En el caso del PDMS se trata de un material
cuya superficie sin tratar es hidrofdbica, y ésta puede ser la razén de la mejor adhesion de los
biocatalizadores al PDMS que al SBA-15 cuya superficie es mas hidrofilica.

5.5 Actividad de los monolitos

Generacion de peroxido.

Inicialmente se ensayé la capacidad de los monolitos de GOx para generar peréxido. En el ensayo
preliminar del monolito M Il SBA-15 GOx, la eficiencia catalitica resulto baja tras los 30 ciclos
(resultados no mostrados) tan solo se obtuvo 0,08 mM de H,0,. Por ello se decidié aumentar el
tiempo de residencia de la mezcla de reaccién en los monolitos hasta 50 minutos y también su
temperatura hasta 42 °C. Y tras aumentar el tiempo de residencia y la temperatura las
cantidades de H,0, obtenidas fueron mayores como se refleja en la Figura 10.
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Figura 10. Perdxido de hidrégeno producido por los diferentes monolitos a diferentes tiempos de reaccion.

Mientras que el monolito de Fecralloy fue capaz de producir 9,2500+0,7000 mM de perdxido de
hidrégeno, el monolito de PDMS tan solo fue capaz de producir 0,1074+0,0002 mM de perdxido
de hidrégeno. Esta gran diferencia puede deberse a dos factores. El primero, la mayor cantidad
de area superficial del monolito de Fecralloy gracias al SBA-15. Esta mayor area permitiria una
mayor inmovilizacién de la enzima en comparacién con el de PDMS. El otro factor que puede
afectar es la mayor capacidad de transmisién del calor, ya que los metales tienen una mejor
conductividad térmica que los plasticos.

Degradacion de pirogalol

Los monolitos MF IV SBA-15 GOx HRP, MF V INR, M Il GOx HRP y M IV INR se ensayaron para
eliminar pirogalol de mezclas acuosas. En la Figura anexa 1 se muestran los cromatogramas de
los calibrados de pirogalol.

Como se muestra en la Figura anexa 1, el tiempo de retencidn del pirogalol es de alrededor de
8 minutos. Con estos calibrados se trazé una recta de calibrado para la posterior cuantificacion
de las muestras que se refleja en la Figura anexa 2.

Los monolitos M 1ll GOx HRP y MF IV SBA-15 GOx HRP, tras media hora de reaccidn, mostraron
una eliminaciéon completa del pirogalol del medio. En la oxidacién del pirogalol se forman una
gran cantidad de productos de reaccion, por ello es importante analizar estos compuestos
mediante HPLC para evitar interferencias. Estos productos no solo incluyen diferentes especies
oxidadas, sino que también un polimero de pirogalol que puede precipitar como un sélido negro.
Mediante el HPLC fue posible aislar algun producto de oxidacion. Estos productos se midieron a
317 nm vy tuvieron un tiempo de retenciéon de alrededor de 10 minutos. Se observé que estos
productos también tenian cierta absorbancia a 267 nm como se muestra en la Figura 11, por lo
que aislar el pirogalol antes de medir la absorbancia es indispensable.
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Figura 11. a) Espectro UV-Vis pirogalol. b) Espectro UV-Vis de un producto de oxidacion

En la Figura 12 se muestran los cromatogramas de los monolitos con INR inmovilizados.
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Figura 12. A la izquierda el cromatograma del pirogalol presente a varios tiempos de la reaccion del monolito M IV INR medido a 267
nm. A la derecha el cromatograma del pirogalol presente a varios tiempos de la reaccion del monolito MF V INR medido a 267 nm

En el caso de estos monolitos la eliminacion de pirogalol fue casi completa tras 2 h. Se pueden
apreciar diferencias en la velocidad de eliminacidn de pirogalol, estas diferencias se ven
reflejadas en la Tabla 11. Para esta reaccidn el monolito de Fecralloy arroja mejores resultados.
Estos mejores resultados pueden deberse a varios factores. El primero de estos factores es la
superficie, debido al recubrimiento de los monolitos con SBA-15 el area superficial de estos es
mucho mayor lo que permite que se inmovilice una mayor cantidad de INR. Otro factor es la
temperatura, el calor especifico del PDMS y del Fecralloy difieren bastante siendo este segundo
menor, por lo que es posible que el interior del monolito de Fecralloy estuviese a una mayor
temperaturay, por tanto, el biocatalizador estuviese en unas mejores condiciones para catalizar
la reaccidn. La diferencia entre monolitos es bastante notable, el monolito de Fecralloy tras 1 h
elimind practicamente la misma cantidad de pirogalol que el monolito de PDMS tras 2 h.
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Tabla 11. Concentraciones de pirogalol de los diferentes monolitos a diferentes tiempos.

Monolito Tiempo de reaccién (h) Concentracion de pirogalol (mM)
0,5 0,5512
1 0,4490
MIVINR 1,5 0,2229
2 0,1348
0,5 0,1599
1 0,1236
MF V SBA-15 INR 15 0,0397
2 0,0062

Los calculos de concentraciones se realizaron utilizando la recta de calibrado reflejada en la
Figura anexa 2.

Eliminacion de azul de metileno

Los monolitos M Il GOx HRP, M IV INR, MF IV SBA-15 GOx HRP y MF V INR se ensayaron también
para la eliminacidn de tintes, el tinte escogido fue el azul de metileno. Primero se ensayo la
capacidad de degradacion con 10 uM de sustrato. En la Figura 13 se muestran los espectros de
los productos de reaccién de los monolitos con 10 UM de azul de metileno.
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Figura 13. Espectros de los productos de reaccion de los monolitos
con 10 uM de azul de metileno.

Tras 20 minutos de degradacion, la decoloracién se apreciaba perfectamente a la vista. Los
medios de reaccién estaban practicamente incoloros, por lo que se decidié parar la reaccién y
cuantificar la decoloracion. Para los monolitos de PDMS M [Il GOX HRP y M IV INR los porcentajes
de decoloracién fueron del 69,5% y 61,8%, respectivamente medidos a 264 nm. Para los
monolitos de Fecralloy MF IV SBA-15 GOx HRP y MF V INR, los porcentajes de decoloracion
fueron del 84,9% y 83,1% medidos a la misma longitud de onda. Aqui también se ve la misma
tendencia que en el caso de la oxidacidn del pirogalol, los monolitos mas activos son los de
Fecralloy y la mejor combinacién de catalizadores es el tdndem de GOx y HRP. Las razones de la
mayor actividad de estos monolitos pueden ser las mismas que en el caso anterior. Y la razéon de
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la mayor actividad de esa combinacién de enzimas es que la HRP tiene mayor actividad que los
hemin coordinados a la superficie de los nanogeles.

En la Imagen 15 se muestran los productos de reaccién de los diferentes monolitos.

Imagen 15. Productos de reaccion de los diferentes monolitos, en el pocillo 1-A la disolucion inical. En la columna 2 los 4
productos de reaccion del monolito M Ill GOx HRP (2-A=0,5 h, 2-B=1 h, 2-C=1,5hy 2-D=2 h). En la columna 3 los 4
productos de reaccion del monolito M IV INR (3-A=0,5 h, 3-B=1 h, 3-C=1,5 hy 3-D=2 h). En la columna 4 los 4 productos de
reaccion del monolito MF IV SBA-15 GOx HRP (4-A=0,5 h, 4-B=1 h, 4-C= 1,5 h y 4-D= 2 h). En la columna 5 los 4 productos de
reaccion del monolito MF V INR (5-A=0,5 h, 5-B=1h, 5-C=1,5hy 5-D=2 h).

A simple vista ya se aprecian ciertas tendencias en los productos de reaccidn, pero en la Figura
15 se pueden ver los espectros de los productos de reaccién de los diferentes monolitos y con
esos espectros se pueden confirmar las tendencias. Comparando los monolitos de diferentes
materiales se mantiene la misma tendencia que para la eliminacién de pirogalol, los de Fecralloy
muestran una mayor actividad. Con respecto a la combinacion de biocatalizadores se puede
observar una tendencia diferente a la de la reaccion de eliminacion del pirogalol. Para todas las
reacciones se utilizaron los mismos monolitos y esta reaccion de eliminacién fue la Ultima que
se les realizd. Para la eliminacion de azul de metileno, el biocatalizador que mejores resultados
presenta son los INR, esto puede deberse a que tras todos los ensayos realizados a los monolitos
los biocatalizadores se envenenaran. Gracias a la encapsulacién de la proteina en los INR se
obtiene una mayor estabilidad y una mejor resistencia al envenenamiento. En la Figura 14 se
muestran los porcentajes de degradacion del azul de metileno a diferentes tiempos de reaccion
de los diferentes monolitos.
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6 Conclusiones/conclusions

En el presente trabajo se ha desarrollado un método de inmovilizacién de biocatalizadores en
dos tipos de reactores estructurados. A pesar de haberse inmovilizado los biocatalizadores,
tanto la cantidad inmovilizada como la adhesién no han podido ser optimizadas. Se requiere
mas trabajo y el desarrollo de otros métodos como el anclaje covalente de los biocatalizadores
a la superficie, para asi aumentar la actividad de los monolitos. Tanto la sintesis del soporte
Mmesoporoso como su caracterizacion ha sido exitosa. Y por ultimo se sintetizo con éxito los INR.

Los monolitos de Fecralloy han mostrado una mayor actividad que los de PDMS en todos los
ambitos. Por tanto, utilizando estas condiciones, parecen ser los mas adecuados. Tanto los INR
como las enzimas tras la inmovilizacion siguen siendo activas, pero la proteccién que les otorga
la encapsulacidn a los INR hace que sean los mds adecuados para la catalisis heterogéneay evitar
el envenenamiento de los catalizadores.

In this work It has been described a biocatalyst immobilization method in two types of structured
reactors. Despite immobilization has been successful the amount of biocatalyst immobilized and
the adherence of it were not very high. It is needed more work in the development of new
anchoring methods like covalent binding to the surface, to get a better immobilization of the
biocatalyst and to achieve higher catalytic activity of the reactors. The synthesis and
characterization of the mesoporous silica has been successful. Finally, we synthesized
successfully the INR.

The Fecralloy monoliths shown a higher activity than the PDMS ones in all fields, so this type of
monolith is the most suitable for this immobilization method. Both INR and enzymes kept the
catalytic activity after immobilization, but the protection that acquired the encapsulated glucose
oxidase makes them more suitable for heterogeneous catalysis and to prevent the catalyst
poisoning.
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8 Anexo
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Figura anexa 1. Cromatogramas de los calibrados del pirogalol
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