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1. Antecedents i estat actual del tema / Antecedentes y estado actual del tema

Los procesos de biotransformacion consisten en reacciones quimicas catalizadas por enzimas, ya sean aisladas o a partir
de enzimas en microorganismos. Las enzimas son catalizadores de naturaleza proteinica que regulan la velocidad a la
cual se realizan los procesos fisiologicos, producidos por los organismos vivos. Son catalizadores muy eficaces ya que
son capaces de aumentar la velocidad de las reacciones quimicas mucho mas que cualquier catalizador artificial
conocido, y ademas, son altamente especificos y selectivos.

Sin embargo en la actualidad la biocatélisis presenta ciertos retos como son la reduccidn del elevado coste de la
expresion y purificacion de las enzimas, el aumento de la estabilidad de la enzima y la resistencia de esta bajo duras
condiciones de reaccion como pHs extremos, altas temperaturas, contaminantes o impurezas. La inmovilizacion
enzimatica sobre, por ejemplo, el sustrato del electrodo es una solucion eficiente para estos problemas [1, 2]. De esta
manera, la enzima queda confinada o localizada en una region del espacio bien definida de modo que es posible mantener
su actividad catalitica y volver a reutilizarla numerosas veces. La inmovilizacion también simplifica la manipulacién del
proceso biocatalitico, mejora la estabilidad de la enzima y permite su facil separacion del producto para asi evitar su
contaminacién. Durante afios se han empleado diferentes estrategias de inmovilizacién enzimética basadas en el tipo de
enzima, la matriz del sustrato y el modo de anclar la enzima a la matriz. Algunos autores optan por el empleo de técnicas
como el atrapamiento en membranas poliméricas [3] , el entrecruzamiento empleando por ejemplo glutaraldehido [4] o
por enlace quimico [5]. La seleccion correcta del método de inmovilizacién junto con la eleccidn adecuada de la matriz
empleada es la clave para la mejora de la estabilidad y resistencia de la proteina.

Los nanomateriales de carbono como los nanotubos de carbono, nanofibras, grafenos, etc..., son una buena eleccion
como materiales para su empleo en inmovilizacion enzimatica. El descubrimiento de materiales mesoporosos ha abierto
nuevas oportunidades en distintas areas [6, 7]. Estos materiales proporcionan un sistema de poro uniforme, con una alta
area superficial especifica y funcionalizable, a parte de una gran estabilidad quimica y térmica al igual que una buena
resistencia mecanica, lo que los convierte en unos excelentes materiales para la inmovilizacion enzimética [8] y su
empleo en diferentes sectores como el industrial o clinico.

El empleo de enzimas ha supuesto una revolucién importante en el campo de la quimica analitica con la fabricacion de
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biosensores. Aunque actualmente se dispone de un gran ndmero de técnicas analiticas convencionales, éstas presentan
ciertos inconvenientes relativos al tiempo que requieren debido a la necesidad de pretratamientos de la muestra o la
complejidad instrumental. Ademas las técnicas convencionales no permiten el analisis de muestras que requieren su
medida a tiempo real y/o in situ. El desarrollo de biosensores electroquimicos ha permitido abordar esta serie de
inconvenientes de una manera barata y rapida. Un biosensor electroquimico consiste en un dispositivo formado por una
parte biologica (bioreceptor) que mediante mecanismos o principios biolégicos reconoce a especies particulares. El
bioreceptor se encuentra retenido o inmovilizado sobre un transductor cuya funcién es convertir la respuesta bioldgica
en, por ejemplo, una sefal eléctrica. Esta sefial eléctrica finalmente sera amplificada, procesada y convertida a la forma
deseada. Dependiendo del bioreceptor que se emplee detectaremos un tipo de analito u otro, como por ejemplo la enzima
glucosa oxidasa en el caso de un biosensor para la deteccién de glucosa [12, 13] o la enzima lactato oxidasa para la
determinacién de lactato [14, 15]. Durante las Gltimas décadas han ido creciendo las investigaciones sobre el desarrollo
de biosensores electroquimicos centrandose en la inmovilizacién de enzimas sobre diferentes materiales electrédicos, la
mejora de la transferencia electrdnica, el tipo de mediadores y coenzimas, la mejora de la estabilidad y la miniaturizacion
del biosensor [16].

La biocatélisis ha logrado nuevos avances en el campo medioambiental. EI hecho de que las emisiones de CO,
atmosférico se incrementen considerablemente cada afio, junto a la escasez de recursos fosiles, ha llevado a los
investigadores a realizar estudios sobre el empleo del CO, para la obtencion de distintos tipos de combustible mediante
metodologias basadas en la reduccidn electroquimica. Este proceso es complejo debido a que requiere la activacion del
CO, necesitandose para ello potenciales muy negativos. Existen un gran nimero de estudios acerca de este proceso
centrandose en la bisqueda de nuevos materiales cataliticos como nanoparticulas para conseguir disminuir el potencial
de trabajo y a su vez mejorar la selectividad y rendimiento de la reaccién. Un gran nimero de metales (Sc, In, Cd, Pb, etc
han sido examinados como electrodos para la reduccion electroquimica del CO, a formiato [17]. Recientemente se sabe
que la catdlisis de estos metales depende de su forma y tamafio, siendo los materiales nanoparticulados los que presentan
una mayor actividad catalitica frente al metal masivo. En la actualidad y a pesar de haber conseguido la disminucion del
potencial de trabajo, este proceso sigue siendo ineficiente energéticamente o inespecifico y produce mezcla de productos
de reaccion. El empleo de enzimas para la reduccion de CO, es una alternativa interesante debido a la gran selectividad
de las enzimas por el sustrato. Existen distintos estudios para la reduccién bioelectroquimica de CO, a acido férmico, ya
que este puede emplearse como combustible en pilas de combustible o para el almacenamiento de hidrégeno [18].
Algunas de las enzimas que se emplean para catalizar esta reaccion son la formiato deshidrogenasa de la levadura
candida boidinii[19], de Rhodobactus capsulatus [20], la obtenida a partir de la Escherichia coli [21] y de
Syntrophobacter fumaroxidans [20].

Debido a la importancia y ventajas que ofrece la biocatalisis, asi como la necesidad de una correcta inmovilizacion para
solucionar los principales retos que siguen existiendo actualmente, se propone en proyecto de tesis estudiar distintos
nanomateriales de carbono (nanotubos, nanofibras, grafenos, carbones mesoporosos, etc) para llevar a cabo la correcta y
optimizada inmovilizaciébn de enzimas para explotar sus aplicaciones como biosensores electroquimicos vy
bioelectrosintesis.
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3. Objectius de lainvestigacié / Objetivos de la investigacién

El objetivo principal de la Tesis Doctoral es el estudio de distintos materiales carbonosos para su empleo en la
inmovilizacion de enzimas con la finalidad de conseguir una mejora en la estabilidad y resistencia de las enzimas tanto
para fines analiticos como para procesos bioelectrocataliticos. Para ello se emplearan una serie de enzimas como la
lactato oxidasa y la glucosa oxidasa para la fabricacidn de biosensores con el objeto determinar lactato y glucosa
presentes en medios de cultivo embrionario o la formiato deshidrogenasa para la reduccién de CO..

Asimismo, se estudiara tanto la influencia que para la inmovilizacion tiene el tamafio de poro de los distintos materiales
asi como el empleo de otros materiales (nanoparticulas, mediadores...) para la mejora de la respuesta electroquimica y
optimizacidn de los sistemas.

4. Metodologia, hipotesi i planificacié temporal / Metodologia, hipétesis y planificacion temporal

Esta Tesis Doctoral est4 planteada para ser realizada en dos grandes blogues:

Bloque 1
Inmovilizacion de enzimas para la fabricacidn de biosensores de lactato y glucosa presentes en medios de cultivo
embrionario.

Los cambios metabolémicos en medios de cultivo celular durante el desarrollo embrionario reflejan la calidad y
viabilidad del embrion para ser transferido. El lactato y la glucosa son algunos de los metabolitos vitales durante los
primeros dias del desarrollo embrionario resultando ser excelentes biomarcadores de una proliferacion celular adecuada.
Asimismo, la monitorizacion de estos biomarcadores a tiempo real y/o in situ permite al embriélogo tener una
aproximacién acerca de la seleccion del embrién. Por ello en este primer bloque nos centraremos en la fabricacién de
distintos biosensores capaces de detectar ciertos metabolitos presentes en medios de cultivo embrionario.

se comenzara con la fabricacién de un biosensor de lactato. Para ello se estudiara distintos tipos de inmovilizacion para la
enzima lactato oxidasa. Se emplearan una serie de nanomateriales de carbono para la mejora de la estabilidad y
sensibilidad del biosensor.

Si es necesario, se emplearan distintos mediadores redox con la finalidad de eliminar la interferencia de posibles analitos
presentes en los medios de cultivo celular.

Se buscara la miniaturizacién del biosensor empleando como soporte plataformas serigrafiadas con electrodos de trabajo
grafiticos.

Una vez optimizados los parametros como el pH, temperatura, concentracién, fuerza iénica, etc. se realizara la deteccion
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y cuantificacion de lactato en medios de cultivo embrionario contrastandose dichos resultados con otros métodos
analiticos.

Para la preparacién de un biosensor de glucosa para la determinacion de glucosa en medios de cultivo, se empleard la
enzima glucosa oxidasa. Se procederd a la inmovilizacion de la enzima siguiendo los diferentes protocolos empleados
para el biosensor de lactato asi como la optimizacién y validacion del biosensor.

Bloque 2
Bioelectroreduccion de CO, a acido férmico/formiato.

El segundo bloque se centrard principalmente en el estudio de la reduccion de CO, empleando diferentes enzimas.

La primera enzima que se empleard serd la formiato deshidrogenasa de candida boidinii (CbsFDH). Esta enzima, de
adquisicién comercial, reduce el diéxido de carbono a acido férmico mediante el empleo del cofactor NADH. Debido a
los problemas existentes concernientes a la regeneracion de dicho cofactor se estudiara el empleo de distintos
mediadores.

A continuacidn se describe la metodologia a emplear:

» Adsorcion sobre distintos materiales carbonosos: Estudio de la porosidad y de la quimica superficial sobre la
inmovilizacion de la enzima FDH. Se abordard también el uso de materiales hibridos metal/carbono para la
inmovilizacion de la enzima.

» Estabilidad: Estudiaremos los procesos de desorcién de la enzima y actividad enzimatica.

» Optimizacion del sistema enzimatico: Cantidad de enzima inmovilizada, empleo de cofactores, mediadores, pH,
fuerza ionica de la disolucién, temperatura, densidad de corriente o potencial controlado, flujo de CO,,
tolerancia al oxigeno,

» Electrosintesis de formiato en una celda electroquimica tipo reactor filtro prensa.

Una vez optimizado el sistema se estudiara el proceso empleando una enzima mutada no dependiente de cofactor. Este
apartado estara sujeto a una colaboracién con la universidad que nos proporcionara dicha proteina. Se llevara a cabo la
siguiente metodologia:

Expresion u obtencidn de otras enzimas proporcionadas por otros grupos de investigacion.

Inmovilizacién de enzimas empleando los diferentes protocolos seguidos por la enzima CbhsFDH

Estabilidad. Estudiaremos los procesos de desorcion de la enzima y actividad enzimatica.

Optimizacién del sistema enzimatico: Cantidad de enzima inmovilizada, empleo de cofactores, mediadores, pH,
fuerza ionica de la disolucién, temperatura, densidad de corriente o potencial controlado, flujo de CO,,
tolerancia al oxigeno,

Electrosintesis de formiato en celda electroquimica tipo reactor filtro prensa.

YV VY

Y

Planificacion temporal:

Pese a la dificultad de distribuir de antemano los distintos cometidos a realizar, a continuacion presentamos una
aproximacion de la planificacion temporal de las diferentes tareas y objetivos planteados en esta Tesis Doctoral
distribuidas a lo largo de los tres afios en los cuales se pretende completar la Tesis.
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Fabricaciony Estudio reduccién . y
optimizacién de CO, mediante Estudio reduccion
biosensorde formiato de CO, mediante
lactato deshidrogenasa de enzima mutada
candida boidini

Fabricacion y Electrosintesis de formiato . . )
A, A Electrosintesis de formiato
optimizacion en celda electroquimica en celda electroquimica
biosensor de tipo reactor fiftro prensa tipo reactor filtro prensa
lucosa empleando la enzima )
g ) ) empleando enzima
formiato dehidrogenasa de

candida boidini. mutada.

5. Impacte esperat/ Impacto esperado

El impacto esperado gracias al trabajo realizado en el primer bloque se basara en la posibilidad de monitorizar diversos
biomarcadores a tiempo real y/o in situ permitiendo al embridlogo tener una mayor aproximacion acerca de la seleccion
del embrion.

Nuestra motivacion reside en la consecucién de una correcta y éptima inmovilizacién de las distintas enzimas para
lograr una mayor estabilidad y sensibilidad del biosensor con respecto a lo ya presentado en la literatura y cuya
fabricacion sea sencilla, viable econdmicamente y répida.

Con respecto al segundo bloque se pretende fabricar nuevos materiales carbonosos adecuados para una correcta
inmovilizacion de las proteinas empleadas asi como alcanzar muy buenos rendimientos para la electrosintesis de formiato
empleando dichos materiales. Se desea disefiar y construir nuevos biocatodos para la bioelectrosintesis de formiato que
se utilicen en reactores electroquimicos basados en la tecnologia de una pila de combustible. Este reactor se podra
implantar en plantas de tratamiento de residuos para realizar la valorizacion del CO,.

6. Implicacions etiques o de bioseguretat/ Implicaciones éticas o de bioseguridad.
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Indique si la memoria contempla algun dels segiients aspectes que puguen tenir implicacions etiques
o relatives a la bioseguretat:

Indique si la memoria contempla alguno de los siguientes aspectos que puedan tener implicaciones
éticas o relativas a la bioseguridad:

A. Recerca en humans o utilitzacié de mostres bioldgiques d'origen huma
Investigacion en humanos o utilizacion de muestras bioldgicas de origen humano
Si[] No X

B. Utilitzacié de cél-lules troncals embrionaries humanes, o linies derivades d'elles
Utilizacién de células troncales embrionarias humanas, o lineas derivadas de ellas
Si[] No X

C. Assaigs clinics
Ensayos clinicos
Sil] No X

D. Us de dades personals, informacié genética, uns altres
Uso de datos personales, informacion genética, otros
Sil] No X

E. Experimentacié animal
Experimentacién animal
Sil] No X

F. Utilitzacid d'agents biologics de risc per a la salut humana, animal o per al medi ambient
Utilizacién de agentes biolégicos de riesgo para la salud humana, animal o para el medioambiente
Si[] No X

G. Us confinat d'organismes modificats genéticament (OMG)
Uso confinado de organismos modificados genéticamente (OMG)
Sil] No X

H. Alliberament d'OMG
Liberacion de OMG
Si[] No X

Si ha contestat afirmativament en alguna de les gilestions anteriors, expligue els aspectes etics
referits a la recerca que es proposa, les consideracions, procediments o protocols a aplicar en
compliment de la normativa vigent. En tot cas, la recerca en aquestes arees requerira de l'autoritzacio
del comite d'ética de la UA i/o dels organismes preceptius. Aquesta autoritzacié, que ha de ser prévia
al'inici dels treballs experimentals, sera exigible per al diposit de la tesi.

Si ha contestado afirmativamente en alguna de las cuestiones anteriores, explique los aspectos
éticos referidos a la investigacion que se propone, las consideraciones, procedimientos o protocolos
a aplicar en cumplimiento de la normativa vigente. En todo caso, la investigacién en estas areas
requerira de la autorizacién del comité de ética de la UA y/o de los organismos preceptivos. Esta
autorizacion, que tiene que ser previa al inicio de los trabajos experimentales, seré exigible para el
depoésito de la tesis.
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