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Material hibrido que comprende una matriz proteinica
y nanoparticulas de cobre en la misma, proceso de
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La presente invencion se refiere un material hibrido
que comprende: una matriz proteica que comprende
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de especies de cobre seleccionadas de entre: Cu(0),
Cu,0, Cuy(PO,), o cualquier de sus combinaciones
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15 nm. El material se prepar6 mediante el
uso de una enzima en una solucién tampo6n y una sal
de cobre a temperatura ambiente. El material
presenta una excelente actividad tipo catalasa, una
excelente capacidad catalitica en la degradacion de
contaminantes organicos, como el Bisfenol A, y en la
reduccion del 4-nitrofenol a 4-aminofenol.
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DESCRIPCION

Material hibrido que comprende una matriz proteinica y nanoparticulas de cobre

en la misma, proceso de preparacidon de la misma y uso de la misma

La invencién se refiere a un material hibrido que comprende una matriz proteica y
nanoparticulas de cobre. La presente invencion también describe su sintesis por
medio de una tecnologia unica y verde. El material hibrido puede utilizarse como
catalizador, ya que muestra una excelente actividad catalitica, un excelente
rendimiento catalitico en la degradacion del contaminante organico Bisfenol Ay en la

reduccion de 4-nitrofenol (pNP) a 4-aminofenol (pAP).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cobre es un metal abundante en tierra y de bajo costo, que ha sido descrito como
muy util para diferentes aplicaciones, como agente antimicrobiano, remediacion
ambientall’l, electrénica y especialmente en catalisis. De hecho, se ha llevado a cabo
un trabajo muy extenso en los ultimos afios en el area de aplicacién de catalizadores
de cobre en reacciones quimicas, especialmente en enlaces C-C (quimica clic,

activacion C-H, etc.), oxidacion selectiva, reducciones.

En particular, las nanoparticulas de Cu han generado un gran interés en los ultimos
anosl. La alta relacion superficie/volumen de los nanomateriales en comparacién con
los materiales a granel los hace generalmente candidatos atractivos para su aplicacion

como catalizadores.

En realidad, se han descrito diferentes formas practicas y directas de preparar

nanomateriales de Cuf®!.

Sin embargo, el uso de nanoparticulas de Cu (NPs) esta restringido por la inestabilidad
inherente del Cu en condiciones atmosféricas, lo que lo hace propenso a la oxidacion.
Los esfuerzos para desarrollar los métodos y materiales de apoyo que aumentan la
estabilidad de las NPs de Cu al alterar su sensibilidad al oxigeno, al agua y a otras
entidades quimicas ha alentado la exploracién de nanoparticulas alternativas basados

en Cu con estructuras mas complejas, tales como las NPs de Cu de nucleo/cascara
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(core/shell) o los sistemas basados en 6xidos de cobre.

La sintesis de las NPs de Cu y 6xido de cobre se centra esencialmente en cuatro tipos
de reacciones quimicas: reduccion, oxidacion, hidrolisis o condensacion. Dependiendo
de la eleccion de los productos finales, se puede aplicar uno o una combinacion de los
productos quimicos mencionados anteriormente. La sintesis de NPs de Cu a menudo
implica la reduccion de fuentes de Cu(l) o Cu(ll). La sintesis de los NPs de 6xido de
cobre, por otro lado, requiere basicamente la hidrdlisis de los precursores seguida de
un proceso de deshidrataciéon que conduce a los productos finales. Ademas, puede
desplegarse un proceso de oxidacién (a veces inevitable para los NPs basados en Cu)
para la preparacién de NPs basados en Cu con numeros de oxidacion mas altos de
sus respectivos precursores de estados de oxidacidbn mas bajos. En los procesos
sintéticos, las técnicas que se aplican proporcionan un entorno y una energia
adecuados para facilitar el proceso de eleccidon, mientras que se imponen restricciones
adicionales para modular la estabilidad, las propiedades y la morfologia de las NPs

finales.

Por lo tanto, el desarrollo de metodologias para preparar nanoparticulas de cobre
altamente activas, selectivas, estables y robustas es obligado®. También son
deseables desde un punto de vista mas aplicable los sistemas sostenibles, los CuNPs

baratos y de alta cantidad.

La especie de cobre en términos de catalisis es uno de los aspectos importantes en
las propiedades finales de los nanocatalizadores en una reaccion particular. Por lo
tanto, el desarrollo de tecnologias que permitan controlar especificamente la sintesis

de una especie de cobre representa un reto importante.

Una aplicacién importante en la que se han utilizado catalizadores de cobre en los
ultimos afios se ha centrado en la degradacién de contaminantes organicos, y

especificamente en el Bisfenol A (BPA).

El BPA es un mondmero importante en la fabricacion de plasticos de policarbonato,
latas para alimentos y otros productos quimicos de uso diario. El uso diario y mundial
de BPA vy productos con BPA condujo a su distribucién ubicua en agua,

sedimentos/suelo y atmdsfera. Ademas, el BPA ha sido identificado como un disruptor
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endocrino ambiental por su actividad estrogénica y genotdxicall. Por lo tanto, la
contaminacion por BPA en el medio ambiente es una preocupacién cada vez mayor en
todo el mundo, y se recomiendan con urgencia métodos para eliminar eficazmente el
BPA del medio ambiente. En 2018, la Comision Europea adoptd una propuesta para
reforzar el reglamento sobre el uso de BPA en materiales en contacto con alimentos,
el nuevo reglamento introduce un nuevo limite de migracién especifica (LME) de 0,05
ppm de BPA.

Por lo tanto, una metodologia para obtener una estrategia muy rapida, eficiente y
verde para eliminar el BPA es obligada. En realidad, s6lo se han aplicado unos pocos
ejemplos utilizando Cu o materiales a base de Cu a esta reacciéon en muchos casos

utilizando catalizadores homogéneos!®l.

En esta invencion se han logrado excelentes resultados en la degradaciéon completa
de BPA en el agua con los bionanohibridos de Cu heterogéneos, que fueron
reutilizados varias veces sin perder la actividad, un papel critico para la aplicacion

industrial.

La degradacion del perdxido de hidrogeno (H2O2) en el agua y el oxigeno tiene una
reaccion importante en los sistemas bioldgicos. De hecho, la formacién de H2O, debido
a la fuga de superdoxido mitocondrial perpetia el estrés oxidativo en las lesiones
neuronales. El catalizador biologico que interviene en la eliminacién es la catalasa, una

metaloenzima de cobre.

La aplicacion de esta enzima podria ser el objetivo de la terapia antioxidante, sin

embargo, esto esta restringido por su liberacion de naturaleza labil e inadecuada.

Por lo tanto, el desarrollo de sistemas artificiales estables y bien distribuidos que imiten

esta actividad biologica representan un desafio.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe un material hibrido que comprende una matriz proteica
y nanoparticulas (NPs) de una especie de Cu asi como el proceso para su
preparacion. El material presenta una excelente actividad catalitica, una excelente
capacidad catalitica en la degradacion de contaminantes organicos, como el Bisfenol A

(BPA) y en la reduccion de 4-nitrofenol (pNP) a 4-aminofenol (pAP).

En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un material hibrido que
comprende:
- una matriz proteica que comprende la lipasa B de la Candida antartica y
- nanoparticulas de especies de cobre seleccionadas de entre: Cu (0), Cu20,
Cus(POs)2 o cualquiera de sus combinaciones,
donde las nanoparticulas tienen un diametro medio de entre 3 y 15 nm y estan

distribuidas homogéneamente dentro de la matriz.

5



10

15

20

25

30

35

ES 2 795 844 B2

La lipasa B de la Candida Antartica (CALB) (numero de referencia GenBank:
CAA83122.1) es una lipasa no especifica de la Candida Antartica. CALB es estable en
un amplio rango de pH, especialmente en el rango de pH alcalino. Esta enzima exhibe
un alto grado de especificidad del sustrato, permitiendo grandes grupos sobre el acido

carboxilico y resultando en conversiones altamente regio y enantioselectivas.

La lipasa B de la Candida Antéartica esta disponible en el mercado, por ejemplo, a

través de Novozymes bajo el nombre de Lipozyme® CALB.

Las interacciones entre la matriz y las nanoparticulas no son covalentes.

La matriz esta formada por la lipasa B de la Candida Antartica en forma de agregado.
El término "agregado" es una multiplicidad de moléculas de proteinas que se han

agrupado a través de la interaccion estérica o de otro modo entre si.

En una realizacién preferida de la invencion, la matriz consiste en la lipasa B de

Céandida Antartica.

En una realizacion preferida, el material hibrido tiene entre el 22 y el 94% por peso en
Cu, obtenido por analisis elemental ICP-OES (espectrometria de emision Optica de

plasma acoplado inductivamente).

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere a un proceso para preparar el
material hibrido descrito en el primer aspecto de la presente invencion. El proceso
comprende las siguientes etapas:
a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida Antéartica a una solucion tampén,
en la que el pH de la solucién tampén oscila entre 7 y 10
b) adicion de una sal de cobre a la solucion obtenida en la etapa a) a temperatura
ambiente (20-25°C)
c) incubacién de la solucion obtenida en la etapa b) durante un tiempo comprendido
entre 16h y 3 dias,

d) recoger, lavar y secar el material hibrido obtenido en la etapa anterior.

En una realizacién preferida, el material hibrido recogido (que se ha formado como un

sélido en la solucidn) es lavado con agua y/o secando por liofilizacion en la etapa d).
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En una realizacién preferida, el proceso incluye una etapa adicional c)' (después de la
etapa c) y antes de la etapa d)) que puede ser:

- una etapa de reduccion que comprenda la adicion de un agente reductor,
preferiblemente borohidruro sédico, a la mezcla obtenida en la etapa c¢) o

- una etapa de oxidacion que comprenda la adicion de un agente oxidante,

preferiblemente peréxido de hidrégeno o NaOH, a la mezcla obtenida en la etapa c).

En una realizacion preferida, la etapa de reduccion o de oxidacién se lleva a cabo para

durante aproximadamente 30 min.

Preferiblemente, la solucion tampdn (es decir, una solucién acuosa) de la etapa a) es
una solucién tampon de fosfato de sodio o una solucién tampoén de bicarbonato de
sodio; mas preferiblemente, una solucién tampon de fosfato de 0,1 M (pH 7) o una

solucion tampén de bicarbonato de sodio de 0,1 M (pH 10).

En una realizacion preferida, se afiaden entre 0,3 y 3 mg de lipasa B de la Candida
antartica por ml de solucion tampoén, mas preferiblemente 18 mg por cada 60 mL de

solucion tampédn en la etapa a).

Preferiblemente, la sal de cobre es Cu,SO4, mas preferible CuzSO4-5H,0.

En una realizacion preferida, se afiaden 10 mg de sal de cobre en la etapa b) por ml

de solucion tampén.

Preferiblemente, el tiempo de incubacién en la etapa c) oscila entre 16 h 'y 24 h, mas
preferiblemente 16 h. La incubacion significa que la mezcla se deja bajo agitacion

durante el tiempo especificado.

En una realizacién preferida, en la etapa c') el agente de reduccién, preferentemente
borohidruro de sodio, esta afiadido a una concentracion final de al menos 0,012 M en
la mezcla, mas preferentemente, entre 0,012 y 0,12 M, incluso mas preferentemente a

una concentracion final de 0,12.

En una realizacién, el proceso para preparar el material hibrido comprende:

a) adicién en agitacion de la lipasa B de la Candida antértica a una solucién tampoén
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de bicarbonato de sodio de 0,1 M (pH 10), en la que se afiade la proteina en una
proporcion de 0,3 mg por ml de solucion tampon,

b) adicion de una sal de cobre, preferiblemente Cu2S04-5H,0, a la solucién obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se afnade la sal de
cobre en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampén,

c¢) incubacion de la solucién obtenida en la etapa b) durante 16 h.

c¢') adicién de borohidruro sédico a una concentracion final de 0,12 M,

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

Esta realizacion proporciona un material hibrido que tiene Cu(0) como la especie de
cobre principal y contiene alrededor del 20% por peso de Cu(l) en forma de Cu2O. Las
nanoparticulas tienen un tamano de alrededor de 9 nm (en la invencion presente, el
término "tamafno" se refiere a diametro medio). El contenido de Cu en el material es de

alrededor del 84% en peso.

En otra realizacion, el proceso para preparar el material hibrido comprende:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antértica a una solucién tampén
de fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se anade la proteina en una
proporcion de 0,3 mg por ml de solucion tampén,

b) adiciéon de una sal de cobre, preferiblemente Cu,S0O4-5H,0, a la solucion obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se afade la sal de
cobre en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampén,

c) incubacién de la solucién obtenida en la etapa b) durante 16 h.

¢') adicién de borohidruro sédico a una concentracion final de 0,12 M,

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

En este caso, la principal especie de Cu es el Cu(l) en forma de Cu.O en torno al 70%
en peso y que también contiene alrededor del 30% en peso de Cu(0). Este material

hibrido presenta un 81% en peso de Cu y las nanoparticulas son de 15 nm.

En otra realizacion, el proceso para preparar el material hibrido comprende:
a) adicién en agitacion de la lipasa B de la Candida antértica a una solucién tampoén

de bicarbonato de sodio de 0,1 M (pH 10), en la que se afiade la proteina en una
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proporcion de 0,6 mg por ml de solucion tampon,

b) adicion de una sal de cobre, preferiblemente Cu,S04-5H,0, a la solucion obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se afnade la sal de
cobre en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampén,

c) incubacion de la solucién obtenida en la etapa b) durante 16 h.

c¢') adicién de borohidruro sédico a una concentracion final de 0,12 M,

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

En este caso, también se obtiene un material hibrido que tiene Cu(0) como principal
especie de cobre. Las nanoparticulas tienen un tamafo aproximado de 6 nm. El

contenido de Cu en el material es de alrededor del 94% en peso.

En otra realizacion, el proceso para preparar el material hibrido comprende:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucién tampén
de fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se afiade la proteina en una
proporcion de 0,6 mg por ml de solucion tampon,

b) adicion de una sal de cobre, preferiblemente Cu,S0O4-5H,0, a la solucion obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se afade la sal de
cobre en una proporciéon de 10 mg por ml de solucién tampon,

c) incubacién de la solucién obtenida en la etapa b) durante 16 h.

c¢') adicién de borohidruro sédico a una concentracion final de 0,12 M,

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

En esta realizacion, se observaron diferencias en las especies de Cu y en el tamafo
de las nanoparticulas. En este caso, el material hibrido comprende exclusivamente
especies de Cu0, sin rastros de Cu(0). Las nanoparticulas son cristalinas y tienen un
tamafno aproximado de 10 nm. El contenido de Cu en el material es de

aproximadamente 61% en peso.

En otra realizacion, el proceso para preparar el material hibrido comprende:
a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una soluciéon tampon
de fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se afiade la proteina en una

proporcion de 0,3 mg por ml de solucién tampén,
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b) adicion de una sal de cobre, preferiblemente Cu,S04-5H,0, a la solucion obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se anade la sal de
cobre en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampon,

c) incubacion de la solucién obtenida en la etapa b) durante 16 h.

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

En este caso la especie de cobre obtenida es Cu3(PQO4)2. Las nanoparticulas tienen un
tamano aproximado de 3-5 nm. El contenido de Cu en el material es de alrededor del

32% en peso.

En otra realizacion, el proceso para preparar el material hibrido comprende:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucién tampon
de fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se afiade la proteina en una
proporcién de 0,3 mg por ml de solucion tampén,

b) adicion de una sal de cobre, preferiblemente Cu,SO4-5H,0, a la solucion obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se afiade la sal de
cobre en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampén,

c) incubacién de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

c¢') adicién de H20; a una concentracion final de 0,1 M,

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

En este caso la especie de cobre obtenida es Cus(POs).. Las nanoparticulas tienen un
tamano aproximado de 5 nm. El contenido de Cu en el material es de alrededor del

22% en peso.

En otra realizacion, el proceso para preparar el material hibrido comprende:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucién tampén
de fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se afiade la proteina en una
proporcion de 0,3 mg por ml de soluciéon tampon,

b) adicion de una sal de cobre, preferiblemente Cu,SO4-5H,0, a la solucién obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se anade la sal de
cobre en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampén,

c) incubacion de la solucién obtenida en la etapa b) durante 16 h.
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¢') adicién de NaOH a una concentracién final de 0,5 M,
d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

En este caso la especie de cobre obtenida es Cu3(PQOs)2. Las nanoparticulas tienen un
tamano aproximado de 6 nm. El contenido de Cu en el material es de alrededor del

35% en peso.

En otra realizacién, el proceso para preparar el material hibrido comprende:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucién tampon
de fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se afade la proteina en una
proporcion de 0,3 mg por ml de solucion tampén,

b) adicion de una sal de cobre, preferiblemente Cu,S04-5H.0, a la solucion obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se afnade la sal de
cobre en una proporciéon de 10 mg por ml de solucién tampon,

c) incubacioén de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

c¢') adicién de borohidruro sédico a una concentracion final de 0,012 M,

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

En estas condiciones sintéticas, el material hibrido estd compuesto por nanoparticulas
de Cu3(PO4). extremadamente cristalinas (tamafo aprox. 10 nm). Ademas, el

contenido de Cu en este caso es de alrededor del 48% en peso.

En otra realizacion, el proceso para preparar el material hibrido comprende:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucién tampén
de fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se afiade la proteina en una
proporcion de 3 mg por ml de solucion tampodn,

b) adiciéon de una sal de cobre, preferiblemente Cu,S0O4-5H-0, a la solucion obtenida
en la etapa anterior a temperatura ambiente (20-25°C), donde se anade la sal de
cobre en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampén,

¢) incubacion de la solucidon obtenida en la etapa b) durante 3 dias.

¢') la adicion opcional de borohidruro sédico a una concentracion final de 0,12 M,

d) recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido la

etapa anterior.
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En estos casos, el Cus(PO4). es la principal especie de cobre, conteniendo también
Cuz0, especialmente en los casos en que se llevé a cabo el paso de reduccion. Se

obtiene un contenido de Cu de alrededor del 50% en peso.

La invencion presente también relaciona al material hibrido obtenido por el proceso
descrito en el segundo aspecto de la invencion. El material hibrido obtenido por el
proceso de la invencion tiene las caracteristicas del material hibrido descrito en el

primer aspecto de la invencion presente.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del material hibrido descrito en

la invencion presente como catalizador.

En una realizacion preferida, el material hibrido descrito en la presente invencion se
usa como catalizador para degradar contaminantes organicos, preferentemente
compuestos fendlicos; mas preferentemente para degradar Bisphenol-A, formando
CO2y H20.

En otra realizacion preferida, el material hibrido descrito en la presente invencion se

usa para la reduccion de 4-nitrofenol (pNP) a 4-aminophenol (pAP).

En otra realizacién preferida, el material hibrido descrito en la presente invencion se
usa para la degradacion de H>O,, formando H20 y Oz, ya que el material hibrido tiene

actividad tipo catalasa.

En la presente invencidn, los términos "material hibrido", "material biohibrido",
"material bionanohibrido" o simplemente "biohibrido" o "bionanohibrido" o "material
hibrido que comprende una matriz proteica y nanoparticulas de cobre" se utilizan
como sindnimos y se refieren a un material que comprende una matriz de lipasa B de
la Candida antartica, (compuesto organico) y especies de Cu (compuesto inorganico)
seleccionadas de entre: Cu (0), Cu20, Cu3z(POs). o cualquiera de sus combinaciones,

en forma de nanoparticulas con un didmetro medio de entre 3 y 15 nm.

El término "promedio" de una dimensién de una pluralidad de particulas significa el
promedio de esa dimensién para la pluralidad. Por ejemplo, el término "diametro

medio" de una pluralidad de nanoparticulas significa el promedio de los diametros de
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las nanoparticulas, donde el diametro de una sola nanoparticula es el promedio de los
diametros de esa nanoparticula. Las nanoparticulas son esféricas o sustancialmente
esféricas. El diametro medio se obtiene por microscopia electronica de transmision
(MET).

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que comuinmente se
entiende por uno de los expertos ordinarios en la materia a la que pertenece esta
invencion. Métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos aqui
pueden ser utilizados en la practica de la presente invencion. A lo largo de la
descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende
que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1: Caracterizacién del biohibrido Cu-CALB-BIC preparado en el ejemplo 1 de la

presente invencién. A) Espectro XRD, B) Imagenes TEM.

FIG. 2: Caracterizacién del biohibrido Cu-CALB-PHOS preparado en el ejemplo 1 de

la presente invencion. A) Espectro XRD, B) Imagenes TEM.

FIG. 3: Caracterizacién del biohibrido Cu-CALB-BIC2 preparado en el ejemplo 1 de la

presente invencion. A) Espectro XRD, B) Imagenes TEM.

FIG. 4: Caracterizacion del biohibrido Cu-CALB-PHOS2 preparado en el ejemplo 1 de

la presente invencion. A) Espectro XRD, B) Imagenes TEM.

FIG. 5: Caracterizacion del biohibrido Cu-CALB-PHOS-NR preparado en el ejemplo 1

de la presente invencion. A) Espectro XRD, B) Imagenes TEM.

FIG. 6: Caracterizacion del biohibrido Cu-CALB-PHOS-NRNaOH preparado en el
ejemplo 1 de la invencién presente. A) Espectro XRD, B) Imagenes TEM. C) C)
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Imagenes HTEM.

FIG. 7: Caracterizaciéon del biohibrido Cu-CALB-PHOS-NRH.0;, preparado en el
ejemplo 1 de la presente invencién. A) Espectro XRD, B) Imagenes TEM. C) Imagenes
HTEM.

FIG. 8: Caracterizacion del biohibrido Cu-CALB-PHOS10%. A) Espectro XRD, B)
Imagenes TEM.

FIG. 9: Caracterizacion del biohibrido Cu-CALB-PHOS-10. A) Espectro XRD, B)
Imagen SEM.

FIG10: Caracterizacion del biohibrido Cu-CALB-PHOS-NR-10. A) Espectro XRD, B)
Imagen SEM.

FIG. 11: Representacion del porcentaje degradado de BPA catalizado por diferentes
nanohibridos Cu-CALB a 100 mM tampén fosfato pH 8 en presencia de 100 mM de
Hzoz.

FIG. 12: Representacion del porcentaje degradado de BPA catalizado por diferentes
hibridos en presencia de 100 mM de H20za diferentes pHs. A) Cu-CALB-PHOS2 y B)
Cu-CALB-PHOS.

FIG. 13: Degradacion de BPA por Cu-CALB-PHOS2 a 100 mM tampén fosfato pH 8

en presencia de diferentes concentraciones de H20x.

FIG. 14: Reciclaje de Cu-CALB-PHOS2 en la degradacion oxidativa de BPA a 100 mM

tampén fosfato pH 8 en presencia de 100 mM de H0..

FIG. 15: A. Representacion del porcentaje degradado de BPA (4,6 ppm) catalizado por
diferentes Cu-CALB-PHOS2 a 100 mM tampén fosfato pH 8 en presencia de 100 mM

de H20,. B. Mecanismo propuesto para la degradacién del BPA.

FIG. 16: Actividad catalasa de Cu-CALB-PHOS2. A) degradacién de 50 mM de H20;

en agua destilada ajustada a diferentes pHs. B) degradacion de 50 mM de H»O; a
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diferentes concentraciones de tampon fosfato a pH 6.

FIG. 17: Esquema de preparacion de los bionanohibridos que comprenden las NPs de

las especies de cobre y una matriz proteica.

EJEMPLOS

Algunos ejemplos llevados a cabo por los inventores estan proporcionados abajo para

ilustrar la presente invencion:

Seccion Experimental

General

La lipasa B de la solucion de Candida antartica (CAL-B) (Lipozyme®CALB) (10
mg/mL) se compré a Novozymes (Copenhague, Dinamarca). El sulfato de cobre (Il)
pentahidratado [Cu2SO4 x 5H20] y el perdxido de hidrogeno (33%) son de Panreac
(Barcelona, Espana). P-nitrofenol, p-nitrofenil propionato, bicarbonato de sodio, fosfato
de sodio, borohidruro de sodio y bisfenol A (BPA) fueron comprados a Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). El acetonitrilo de grado HPLC se compro a Scharlab (Barcelona,
Espafia). En un instrumento OPTIMA 2100 DV (PerkinElmer, Waltham, MA, EE.UU.)
se realiz6é la espectrometria de emision Optica por plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES). Los patrones de difraccion de rayos X (XRD) se obtuvieron utilizando un
Difractometro de Analisis de Textura D8 Advance (Bruker, Billerica, MA, EUA) con
radiacion Cu Ka. Se obtuvieron imagenes de microscopia electronica de transmision
(TEM) y de microscopia TEM de alta resolucion (HRTEM) en un microscopio 2100F
(JEOL, Tokio, Japdn) equipado con un detector EDX INCA x-sight (Oxford Instruments,
Abingdon, Reino Unido). El espaciamiento interplanar en las nanoestructuras se
calculo utilizando la transformacién inversa de Fourier con el programa de micrografia
digital GATAN (Corporate Headquarters, Pleasanton, CA, USA). Se realizaron
imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) en un microscopio TM-1000
(Hitachi, Tokio, Japon). Para la recuperacién de los biohibridos se utilizd una
centrifuga refrigerada Biocen 22 R (Orto-Alresa, Ajalvir, Espana). Los analisis
espectrofotométricos se realizaron con un espectrofotometro V-730 (JASCO, Tokio,
Japon). Se utilizé un sistema de HPLC de espectro P100 (Thermo Scientifics,

Waltham, MA, USA). Los analisis se realizaron en 25 °C utilizando un horno de
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columna L-7300 (Hitachi, Tokio, Japdn) y un detector UV6000LP (Thermo Scientifics,
Waltham, MA, EE.UU.).

Ejemplo 1: Sintesis general de bionanohibridos Cu-CALB-BIC y Cu-CALB-PHOS.

Se agregd 1.8 mL (18 mg de proteina) de solucién comercial de lipasa de Candida
antartica a un tampén de 60 mL 0,1M (bicarbonato de sodio pH =10 o fosfato de sodio
pH 7) en una botella de vidrio de 250 mL que contenia un pequefo agitador magnético
de barra. Después, se agregaron 600 mg de Cu2SO4 x 5H20 (10 mg/ml) a la solucion
proteica y se mantuvo durante 16 horas. Después de los primeros 30 minutos de
incubacion, la solucién se volvié turbia (turquesa) y se midio la solucién de pH, lo que
indica una disminucion de 8 a 6, dependiendo del tampon utilizado. Después de 16 h,
se anadieron 6 mL de solucion acuosa de NaBH4 (300 mg) (1,2 M) a la solucién turbia
(en dos veces de 3 mL) obteniendo una concentracion final de 0,12 M de borohidruro
sodico en la mezcla. La solucion se volvio rapidamente negra y la mezcla se redujo
durante 30 minutos. Después de la incubacién, en todos los casos, la mezcla fue
centrifugada a 8000 rpm durante 5 min, (10 mL por tubo tipo halcén). El pélet
generado fue re-suspendido en 15 mL de agua. El pH de la solucién sobrenadante se
midié en aproximadamente 7 o 9. Se centrifugd de nuevo a 8000 r.p.m. durante 5
minutos y se elimind el sobrenadante. El pH de la solucion sobrenadante se midié de
nuevo, con un valor de pH de 7. El proceso se repitié dos veces mas. Finalmente, se
retir el sobrenadante y se volvidé a suspender el precipitado de cada halcén en 2 mL
de agua, se recogieron todas las soluciones en un matraz de fondo redondo, se
congelaron con nitrogeno liquido y se liofilizaron durante 16 horas. Después se
obtuvieron 150 mg de los llamados Cu-CALB-BIC y Cu-CALB-PHOS,

respectivamente.

Se hicieron diferentes modificaciones del protocolo para obtener diferentes especies.
Inicialmente, se prepard un catalizador utilizando doble cantidad de enzima (3,6 mL de
solucion CALB en lugar de 1,8 mL), obteniendo Cu-CALB-PHOS-2 y Cu-CALB-BIC-2.

Se utilizé otra variacion del protocolo, en la que no se realizé el paso de reduccion,
obteniéndose Cu-CALB-PHOS-NR. Ademas de la ultima variacion, también se realizo
un paso de oxidacion en lugar de un paso de reduccion mediante la adicion de 6 ml de

una solucion de hidréxido de sodio (NaOH) de 500 mM durante 30 minutos o 6 ml de
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una solucion de peréxido de hidrégeno (H202) de 0,1 M durante 30 minutos (60 pL de
la solucion madre de H2O.en 6 mL de agua destilada), obteniéndose Cu-CALB-PHOS-
NRNNaOH y Cu-CALB-PHOS-NRH:0;, respectivamente. Otra de las variaciones fue
la reduccion del borohidruro sédico al 10%, afadiendo 6 mL de agua con NaBH4 (30
mg), obteniendo Cu-CAL-B-PHOS10%R.

La dltima variacion se refirio tanto a la cantidad de enzimas como al tiempo de
incubacion, aumentandolas de 1,8 mL a 18 mL en volumen enzimatico y de 16 h a 72
h; los catalizadores obtenidos fueron Cu-CALB-PHOS-10 y Cu-CALB-PHOS-NR-10.

La caracterizacion de los diferentes bionanohibridos de Cu se realizé mediante analisis
XRD, ICP-OES, TEM y SEM.

Ejemplo 2: Reduccidn catalitica de 4-nitrofenol (pNP) a 4-aminofenol (pAP)

A una solucion acuosa de p-nitrofenol (pNP) (1 mM; 2 mL), se afiadié NaBH.4 sélido (3
mg) para alcanzar una concentracion final de 0,04 M (La reaccién catalitica tipica se
realiz6 afadiendo un exceso de NaBHs (0,04 M) para asegurar su concentracion
constante a lo largo de toda la reaccion y, por lo tanto, para aplicar una cinética
pseudo-primer orden con respecto al pNP a una solucion acuosa del sustrato en
presencia de catalizadores). En estas condiciones, ante la adiccién de NaBH4, la
banda de absorbancia inicial de la solucion de pNP pasa a un cambio inmediato de
317 a 400 nm debido a la formacién de iones de 4-nitrofenolatos. Inmediatamente
después, se afiadieron 3 mg de los diferentes bionanohibridos de Cu-CALB, agitando
suavemente a 25°C en un agitador orbital. El progreso de la reaccion se monitorizo
tomando una alicuota de la solucién (0,1 mL) en diferentes momentos, diluyéndola con
agua destilada (2 mL) y midiendo el espectro de absorcion entre 500 y 300 nm en una
cubeta de PMMA (Tabla 1).
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Table 1. Degradacion de pNP por todos los bionanohibridos.

OH OH
CuNPs-CALB
hybrids
NaBH,4
water, r.t.
NO, NH;
pPNP PAP
Degradacion _
Tiempo
Bionanohibrido pNP
. (min)
Rendimiento (%)
Cu-CALB-PHOS 100 1.5
Cu-CALB-BIC 100 0.5
Cu-CALB-PHOS-2 100 3
Cu-CALB-BIC-2 100 0.5
Cu-CALB-PHOS-NR 100
Cu-CALB-PHOS-NR-NaOH 100
Cu-CALB-PHOS-NR-H:0; 100
Cu-CALB-PHOS10%R 100 1.5
Cu-CALB-PHOS-10 100 12.5
Cu-CALB-PHOS-NR-10 100 15

Ejemplo 3: Degradacion catalitica del Bisfenol-A (BPA)

Se prepard una solucion de 10 mM de BPA en acetonitrilo puro. 0,2 ml de esta
solucion se disolvieron en 10 ml de solucion tampén de fosfato de sodio de 100 mM o
5 mM de pH 6, pH 7 o pH 8 para lograr una concentracion de BPA de 0,2 mM. EIl pH
de la solucién se ajustd utilizando HCI o NaOH 1 M. A esta solucion de BPA se le
afiadié peroxido de hidrogeno para obtener diferentes concentraciones (12, 25, 50,
100 o 150 mM). Para inicializar la reaccion, se afiadieron 3 mg del nanohibrido a 2 mL
de esta solucién (BPA y H»02) en un frasco de vidrio de 7 mL. Un rodillo agitaba
suavemente a temperatura ambiente. Se tomaron muestras (30 pl) en diferentes
momentos y la reaccién fue seguida por HPLC. Las muestras se diluyeron 5 veces en
una mezcla de agua destilada/acetonitrilo 50/50 antes de la inyeccion. La columna
HPLC era C8 Kromasil 150x4,6 mm AV-2059. Las condiciones de HPLC utilizadas
fueron: una mezcla isocratica de 50% de acetonitrilo y 50% de agua bidestilada,

deteccion UV a 225 nm usando un detector de arreglo de diodos, y una tasa de flujo
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de 1 mL/min. En estas condiciones, el tiempo de retencion de BPA fue de 4,90

minutos, y para H,O-fue de 1,57 minutos.

Ejemplo 4: Reutilizacion del nanohibrido Cu-CALB-PHOS2 en la degradacién del
Bisfenol-A (BPA)

El nanohibrido Cu-CALB-PHOS2 fue reutilizado en cinco ciclos para la degradacién
de BPA utilizando las condiciones descritas anteriormente. El catalizador se lavo

varias veces con agua y se centrifugd antes de la siguiente reaccion.

Ejemplo 5: Actividad catalitica de los nanohibridos de Cu

Se prepard una solucion de sustrato afiadiendo 52 uL de perdxido de hidrogeno a 9,8
mL de tampén fosfato de 100 mM o 5 mM (pH 6, pH 7 y pH 8) o agua destilada para
obtener una concentracion final de 50 mM. El pH de la solucion se ajusté con HCI o
NaOH 1 M. Para iniciar la reaccion, se anadieron 4,5 mg del nanohibrido de Cu o 50
ML de Catazyme® 25L (1 mg/mL en agua destilada) a 3 mL de la solucién anterior a
temperatura ambiente. La reaccion fue seguida por la medicion de la degradacion del
peréxido de hidrogeno, registrando la disminucion de la absorbancia por
espectrofotometria a 240 nm en cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud de trayecto,
afiadiendo 2 mL de esta solucion en diferentes momentos. Después de cada medicion,

el volumen afadido se recuperaba y se vertia a la solucion de reaccion.

Para determinar la actividad catalasa para cada catalizador, se calcul6é el valor de

AAbs/min utilizando la parte lineal de la curva (AAbsS).

La actividad especifica (U/mg) se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

U ol /min) AAbs V;(mL)
umo in) = — -
EOmin) ot - bem)

donde el coeficiente de extincion molar () utilizado fue de 43,6 M-'cm!
Resultados y discusion:
1) Preparacién y caracterizacion de diferentes bionanohibridos que comprenden

la proteina lipasa B de la Candida antartica (CAL-B) y NPs de diferentes especies
de Cu:
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La sintesis de estos bionanohibridos que contienen nanoparticulas de cobre se ha
realizado en medio acuoso afnadiendo la lipasa comercial B de la Candida antartica
(CAL-B, 33 kDa, enzima monomeérica, suministrada por Novozymes) a una solucion
acuosa de sal de cobre totalmente soluble en agua a temperatura ambiente y bajo
agitacién suave (Figura 14). El sulfato de cobre (Il) pentahidratado [Cu2SO4 x 5H20] se
utilizé como sal de cobre con una concentracion de 10 mg/mL. 1,8 mL de CAL-B fue
afiadido a 60 mL de solucidon salina de cobre a temperatura ambiente. Se probaron
diferentes tampones y diferentes concentraciones y el uso de 100 mM de bicarbonato

de sodio (pH 10) y 100 mM de fosfato de sodio (pH 7) fueron las mejores opciones.

Después de 16 horas de incubacién, el sélido fue reducido usando borohidruro de
sodio, lavado varias veces con agua destilada, centrifugado y liofilizado durante la
noche para obtener los dos biohibridos heterogéneos Cu-CALB-BIC y Cu-CALB-
PHOS, respectivamente. Ambos catalizadores se caracterizaron por diferentes
técnicas de analisis como XRD, ICP-OES, TEM y SEM. Se obtuvieron diferentes

especies dependiendo del tampén utilizado en la sintesis.

El analisis DRX demostré que la principal especie de cobre en el hibrido Cu-CALB-
BIC era Cu(0), que contenia alrededor del 20% en peso de Cu(l) en forma de Cu.O
(Figura 1). El analisis TEM mostré la formaciéon de nanoparticulas de alrededor de 9
nm de tamafio (Figura 1B). El ICP-OES mostré que el contenido de Cu en el Cu
biohibrido Cu-CALB-BIC era del 84% (Los porcentajes de Cu en el material hibrido
que se indican en la presente invencion se refieren a porcentajes por peso). Usando
calefaccion a 100°C para secar en lugar de liofilizacion, el Cu,O aumenté hasta ser de

alrededor del 60% de las especies de Cu, el resto fue Cu (0) (no se muestran datos).

En el caso del hibrido Cu-CALB-PHOS, el DRX mostré que la principal especie de Cu
era Cu(l) en forma de Cu.O alrededor del 70% y que también contenia alrededor del
30% de Cu (0) (Figura 2). Este biohibrido presenté 81% de Cu calculado por analisis
de ICP. Los experimentos de TEM revelaron la formacion de nanoparticulas de 15 nm
(Figura 2B), ligeramente mayores que con el uso de bicarbonato como tampédn de la
sintesis (Figura 1). Ademas, este método se modificé utilizando acetona en el paso de
lavado en lugar de agua, o calentando a 80°C en lugar de liofilizacion para obtener el
sélido. En todas estas condiciones el nanohibrido presentaba una mezcla de las

diferentes especies de Cu y las propiedades cataliticas y la estabilidad mecanica del
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solido eran peores.

Una modificacién en los protocolos anteriores fue anadir la doble cantidad de enzima
en la preparacion, manteniendo los pasos restantes iguales. Esta modificacién no
afectd a la especie de cobre en el método que utiliza carbonato como tampén, donde
el patron DRX del llamado nanohibrido Cu-CALB-BIC2 mostré los picos
caracteristicos de Cu (0) y una minoria a 37° del CuxO (por lo que fue ligeramente
inferior al del Cu-CALB-BIC) (Figura 3). Sin embargo, el contenido de Cu en esta
muestra fue de 94%, alrededor de 10% mas que usando la mitad de la cantidad de
proteina (Cu-CALB-BIC). El analisis TEM revelé la formacién de Cu(0)NPs como un
nucleo de 6 nm (Figura 3B), tamafo mas pequefo que el observado en Cu-CALB-
BIC.

En el caso de utilizar fosfato como tampodn, se observaron diferencias en el tamafio de
las especies de Cu y de las nanoparticulas. En este caso, el patrén XRD determiné
que el biohibrido Cu-CALB-PHOS2 mostrd picos correspondientes exclusivamente a
especies de Cu20, sin rastros de Cu (0) (Figura 4). También se observaron cambios
en la cantidad de Cu, siendo para este hibrido 61% determinado por ICP-OES, 20%
menos que en Cu-CALB-PHOS. El analisis TEM también mostré la formacion de

nanoparticulas cristalinas con un diametro de 10 nm (Figura 4).

Por lo tanto, utilizando esta dultima metodologia, se sintetizd6 un nuevo Cu
bionanohibrido de morfologia controlada, tamafio y especies metalicas. Esto podria
explicarse por el concepto de que una mayor cantidad de proteina influye en el control
de la reducciéon de las especies de Oxido de cobre y también influye en el paso de

coalescencia, controlando el crecimiento de las nanoparticulas.

Ademas, al seleccionar la metodologia utilizando tampdn fosfato, se sintetizaron otros
tipos de bionanohibridos de Cu evitando el paso reductor (Cu-CALB-NR) o
cambiandolo por incubacién en presencia de peroxido de hidrogeno (paso oxidativo)
(Cu-CALB-NRH20;) o NaOH (Cu-CALB-NRNaOH) en la metodologia. En los tres
casos, se obtuvo un soélido azul claro en lugar del tipico color negro para los otros
biohibridos. EI XRD mostré que en este caso las especies de cobre fueron Cusz(POas).
en todos los casos (Figura 5-7) y el contenido de Cu fue 32%, 22% y 35%,

respectivamente.
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El analisis TEM revel6 las ligeras diferencias en el tamano del didmetro de las
nanoparticulas. En todos los casos se formaron nanoparticulas esféricas cristalinas, de
3-5 nm en Cu-CALB-NR (Figura 5), 5,8 nm en Cu-CALB-NRNaOH (Figura 6) y 5 nm
para Cu-CALB-NRH:0; (Figura 7).

Finalmente, se realizé una disminucion en la cantidad de borohidruro de sodio utilizado
en el paso de reduccion. El 10% (p/v) de NaBH4 utilizado en el método anterior se
afadido en este caso manteniendo intactos el resto de los pasos sintéticos en el
método de sintesis de Cu-CALB-PHOS, en este caso el biohibrido llamado Cu-CALB-
PHOS10%R.

En estas condiciones sintéticas, se obtuvo un biohibrido compuesto de nanoparticulas
de Cu3(PO.), extremadamente cristalinas (diametro aprox. 10 nm) (Figura 8) en lugar
del biohibrido Cu/Cu20 NPs sintetizado en Cu-CALB-PHOS (Figura 2). Ademas, el

contenido de Cu en este caso fue del 48% en lugar del 81% con la reduccién total.

Se realiz6 una prueba final utilizando 10 veces mas cantidad de proteina y
aumentando el tiempo de incubacién de 1 dia a 3 dias. Estas variaciones se utilizaron
en dos protocolos, utilizando tampdn fosfato y con o sin paso de reduccién, siendo los
bionanohibridos Cu-CALB-PHOS-10 y Cu-CALB-PHOS-NR-10, respectivamente. En
este caso, el andlisis SEM revel6 la formacién de nanoflores bien formadas en ambos
casos (Figura 9-10). El patron XRD mostré la presencia de Cus(PQOs4), como principal
especie de cobre, conteniendo también Cu,O especialmente en Cu-CALB-PHOS-10
donde se utilizé el paso de reduccién (Figura 9). El ICP-OES determindé un contenido

de Cu de alrededor del 50% en cada caso.

En todos los casos, los bionanohibridos fueron sintetizados de una manera muy

efectiva, simple y sostenible a escala multigramo, facilmente escalable a gramos.

2) Determinacion de la actividad catalitica reductora de pNP

Para evaluar la actividad metalica de los nuevos bionanohibridos preparados en el
ejemplo 1, se realizo la actividad de los mismos en la reduccién de p-nitrofenol (pNP) a
p-aminofenol (pAP) en medio acuoso y a temperatura ambiente (t.a.) (Tabla 1). Las
diferencias en la tasa de degradacion del pNP que existe entre los diferentes

catalizadores se debe a la especie de Cu obtenida.
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Cu-CALB-BIC y Cu-CALB-BIC2 (principalmente Cu (0)) fueron los nanocatalizadores
mas rapidos con una transformacion completa de pNP a pAP (150 ppm) en 30
segundos. Sin embargo, los nanohibridos de Cu que contienen especies de Cu(l)
mostraron una menor eficiencia catalitica, el Cu-CALB-PHOS2 fue mas activo que el
Cu-CALB-PHOS, que necesita el doble de tiempo para completar la transformacién, 3

minutos en lugar de 1,5 minutos (Tabla 1).

El catalizador preparado sin pasos de reduccion o con una cantidad muy alta de
proteinas mostré una menor actividad catalitica, siendo necesario entre 3 y 15 minutos

para la degradacién completa (Tabla 1).

3) Degradacion del bisfenol A por Bionanohibridos

La capacidad catalitica de los bionanohibridos preparados en el ejemplo 1 se evalud
en la degradacion del Bisfenol A (BPA) en medio acuoso a temperatura ambiente. Las
condiciones experimentales seleccionadas fueron 100 mM de fosfato tampoén en el
rango de pH 6-8 y la cantidad de BPA fue de 46 ppm utilizando H>O> como oxidante.
Todos los nanocatalizadores de Cu fueron probados inicialmente utilizando 100 mM de
H202 en un tampén de fosfato de 100 mM a pH 8. De ellos, los resultados obtenidos
para los cuatro mejores se representan en la Figura 11. Los mejores resultados se
obtuvieron utilizando Cu-CALB-PHOS y Cu-CALB-PHOS2 donde >95% de BPA fue
degradado en 20 minutos. Esto representa, por lo que sabemos, el proceso de
degradacién mas rapido para eliminar el BPA en medios acuosos. El hibrido Cu-
CALB-BIC degrado6 68% de BPA, mientras que el Cu-CALB-NR sélo eliminé 47% a
los 20 minutos alcanzando >90% de BPA degradado después de 4 horas de
incubacion (Figura 11). Estos resultados demostraron que las especies de Cu.O NPs

mostraron mejor actividad catalitica que las de Cu(0).

La reaccion también fue probada con estos dos excelentes catalizadores a diferentes
pHs (de 6 a 8) (Figura 12). En ambos casos, los nanohibridos de Cu fueron mejores
catalizadores a pH 8, aunque sorprendentemente la eficiencia del Cu-CALB-PHOS2
disminuyd a pH 7 mas que a pH 6 en comparacion con el Cu-CALB-PHOS donde los

resultados fueron bastante similares a estos dos pHs.

También se evalud la cantidad de H»O,. La reaccién se realizd utilizando Cu-CALB-
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PHOS2 como catalizador a 100 mM de fosfato pH 8 en presencia de diferentes
concentraciones de H,O>de 12 a 150 mM (Figura 13). Los resultados demostraron que
100 mM parece ser la cantidad Optima para realizar la reaccion, porque el uso de una
cantidad mayor no aceleré la reaccioén y, sin embargo, la adicion de menos cantidad de

H.O. ralentizé la reaccion.

Una vez obtenidas las condiciones oOptimas, se realizd un experimento de reciclaje
utilizando el mejor bionanohibrido de Cu, Cu-CALB-PHOS2 (Figura 14). Los
catalizadores mostraron una excelente estabilidad manteniendo el 95% de la eficiencia

catalitica después de seis ciclos de uso.

Considerando el muy rapido proceso de degradacion por este catalizador y con el fin
de dilucidar un posible mecanismo de degradacién de BPA, la reaccién se realizd
reduciendo la proporcién mg catalizador/mL de volumen de reaccién de 1,5 (el
resultado anterior) a 0,3. En estas condiciones, el catalizador adn funcionaba bien,
degradando mas del 95% de BPA en 60 minutos (Figura 15A). Evaluando los puntos
intermedios, se pudo observar la formacion de un pico principalmente en HPLC
correspondiente a la benzoquinona. Asi, un posible mecanismo del proceso puede ser
la formaciéon de un radical hidroxilo que se transforma rapidamente principalmente en
benzoquinona que, al abrir el anillo, sigue una via de degradacién comun a otros picos
intermedios para finalmente degradarse en CO, y H,O (Figura 15B), mecanismo
también descrito por Giu y otros Giu et al. (Gui, L., Jin, H., Zheng, Y., Peng, R., Luo,
Y., Yu, P. Electrochemical Degradation of Bisphenol A Using Different Modified Anodes
Based on Titanium in Aqueous Solution. Int. J. Electrochem. Sci., 2018, 13, 7141-
7156).

4) Actividad catalitica de los biohibridos de Cu-nanoparticulas

Se evalué la actividad catalasa (degradacion de H»0.) de los diferentes
bionanohibridos de Cu sintetizados en agua, tampén de 5 mM y tampon de 100 mM a
diferentes pHs (Tabla 2). Se encontraron diferencias interesantes entre los diferentes
bionanohibridos de Cu y especialmente en comparacion con la catalasa nativa de

Novozymes (Catazyme).
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Tabla 2. Actividades catalasa de los diferentes bionanohibridos de Cu (catalizadores).

Actividad especifica (U/mg)

Solucion de
Catalizador . pH no
Reaccién . pH 6 pH 7 pH 8
ajustado
Cu-CAL-B- 0,43 0,92 0,37 0,37
Agua destilada
PHOS
5 mM tampon fosfato 0,23 0,43 1,29
100 mM tampodn 0,32 0,14 0,57
fosfato
Cu-CAL-B- 2,49 2,11 0,65 1,46
Agua destilada
PHOS2
5 mM tampon fosfato 0,08 0,46 0,19
100 mM tampodn 0,38 0,35 0,08
fosfato
Cu-CAL-B- 1,19 0,36 1,02 0,20
Agua destilada
BIC
5 mM tampon fosfato 0,08 0,50 0,28
100 mM tampon 0,17 0,19 0,06
fosfato
Cu-CAL-B- _ 0,65 0,65 0,79 0,79
Agua destilada
BIC2
5 mM tampon fosfato 0,10 0,57 0,17
100 mM tampédn 0,02 0,17 0,10
fosfato
Catazyme Agua destilada 2,79 11,16 6,98 46,05
5 mM tampon fosfato 58,60 103,26 78,14
100 mM tampodn 26,51 36,28 9,77

fosfato

El biohibrido Cu-CALB-PHOS2 exhibié la mayor actividad catalitica en la degradacién

del perdxido de hidrégeno, mostrando 2,49 U/mg de actividad especifica en agua

destilada y 2,11 U/mg en agua ajustada a pH 6. En esta ultima condicién este

catalizador mostré una actividad 6 veces mayor en comparacion con el Cu-CALB-BIC,
4 veces mas que el Cu-CALB-BIC2 y 2 veces mas que el Cu-CALB-PHOS (Tabla 2).

En agua simplemente destilada, el Cu-CALB-PHOS2 mostré casi seis veces mas
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actividad que el Cu-CALB-PHOS, 2 veces mas que el Cu-CALB-BIC y 4 veces mas
que el Cu-CALB-BIC2.

En particular, para Cu-CALB-PHOS2, |la evaluacion de la actividad de la catalasa se
midié en agua destilada en un rango de pH de 4 a 9 (Figura 16, Tabla 2). EI mejor
resultado se obtuvo a pH 6, y se obtuvieron buenos valores también a pH 4 o pH 9
(Figura 16A) aunque el catalizador era inestable en estas condiciones. También la
Figura 13B mostré la influencia negativa de la presencia de tampén en la solucién,
disminuyendo claramente la actividad catalasa de este biohibrido Cu en estas

condiciones.

En el caso de los otros bionanohibridos de Cu, por ejemplo, el Cu-CALB-PHOS
mostré el mayor valor de actividad en agua destilada ajustado a pH 6, mientras que la
mejor actividad catalitica a pH mas altos se logro en presencia de un tampoén de 5 mM
(Tabla 2).

Para el Cu-CALB-BIC, los mejores resultados se obtuvieron en agua destilada,
también ajustada a pH 6 y 7, mientras que para el Cu-CALB-BIC2 se obtuvieron en

agua destiladaapH 7y 8.

En comparacion con la catalasa natural, los resultados mas interesantes se
encontraron en las condiciones del agua destilada (sin ajustar el pH) donde el Cu-

CALB-PHOS2 mostré una actividad similar a la de la enzima natural.

Conclusiones de los ejemplos

Se han sintetizado nuevos biohibridos de nanoparticulas de Cu, donde el control de la
especie de Cu, tamano, cristalinidad y morfologia de las nanoparticulas es posible
dependiendo de la metodologia utilizada, por ejemplo, siendo posible obtener
bionanohibridos que contienen nanoparticulas de Cu(0) de muy pequeno tamano,

exclusivamente NPs de Cu20 o NPs de Cus(POs): cristalinas.

Los bionanohibridos de cobre mostraron una excelente actividad catalitica en la
reduccién del p-nitrofenol. Estos nuevos catalizadores mostraron un excelente
desempeno catalitico en la degradacion de un compuesto téxico y contaminante como
el BPA, donde el mejor, el biohibrido Cu-CALB-PHOS2, fue capaz de eliminar mas del
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95% de BPA (46 ppm) en 20 minutos en presencia de peroxido de hidrégeno a pH 8

utilizando 1,5 g/L de catalizador.

Ademas, aqui se ha demostrado por primera vez que estos novedosos
bionanohibridos de Cu mostraron actividad catalasa, incluso en un caso valores
similares de actividad especifica a la Catalasa natural (Catazyme de Novozymes) en
agua destilada, lo que demuestra que son metalo-enzimas artificiales estables con
posibles aplicaciones interesantes. Esto también puede extenderse a la comparacion

con otras catalasas de diferentes fuentes o incluso pseudocatalasas.
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REIVINDICACIONES

1. Un material hibrido que comprende:
- una matriz proteica que comprende la lipasa B de la Candida antértica y
- nanoparticulas de especies de cobre seleccionadas de entre: Cu (0), Cu20,
Cu3(PO4)2 o cualquiera de sus combinaciones,

donde las nanoparticulas tienen un diametro medio de entre 3 y 15 nm y estan

distribuidas homogéneamente dentro de la matriz.

2. Material hibrido segun la reivindicacion 1, en el que la matriz de proteinas esta

formada por lipasa B de la Candida Antartica.

3. Un material hibrido segun la reivindicacion1 o 2, en el que el material hibrido tiene

entre el 22 y el 94% en peso en Cu.

4. Un proceso para preparar el material hibrido descrito en las reclamaciones 1-3, el
proceso comprende las siguientes etapas:
a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida Antértica a una solucion tampon,
en la que el pH de la solucién tampon oscila entre 7y 10
b) adicion de una sal de cobre a la solucion obtenida en la etapa a) a temperatura
ambiente (20-25°C)
c) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante un tiempo comprendido
entre 16h y 3 dias,

d) recoger, lavar y secar el material hibrido obtenido en la etapa anterior.

5. Un proceso segun la reivindicacion 4, en el que el material hibrido recolectado se

lava con agua y/o se seca por liofilizacién en la etapa d).

6. Un proceso segun cualquiera de las reclamaciones 4-5, donde el proceso incluye
una etapa adicional c)', después de la etapa c y antes de la etapa d), que ser:

- una etapa de reduccion que comprende la adicién de un agente reductor a la mezcla
obtenida en la etapa c) o

- una etapa de oxidacién que comprende la adicién de un agente oxidante a la mezcla

obtenida en la etapa c).
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7. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 4-6, donde la solucién tampoén

de la etapa a) es un tampdn de fosfato de sodio o un tampén de bicarbonato de sodio.

8. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en el que se afiaden entre
0,3 y 3 mg de lipasa B de la Candida antartica por ml de solucién tampdn en la etapa

a).

9. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 4-8, donde la sal de cobre es
CUzSO4'5H20.

10. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 4-9, en el que se afiaden 10

mg de sal de cobre en la etapa b) por ml de soluciéon tampon.

11. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 4-10, donde el tiempo de

incubacion en la etapa c) oscila entre 16 h'y 24 h.

12. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antértica a una solucion tampén de
bicarbonato de sodio 0,1 M, en la que se anade la proteina en una proporcién de 0,3
mg por ml de solucién tampén,

b) adicion de Cu,S04-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el
que se afade el Cu2S0O4-5H,0 en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampodn,
c) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

¢') adicién de borohidruro sddico a su concentracion final de 0,12 M,

d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizacién el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

13. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antéartica a una solucion tampén de
fosfato de sodio de 0,1 M, en la que se anade la proteina en una proporcion de 0,3 mg
por ml de solucién tampén,

b) adicion de Cu2S0O4-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el

que se anade el Cu2S0O4-5H,0 en una proporcién de 10 mg por ml de soluciéon tampon,
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c) incubacioén de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.
¢') adicién de borohidruro sédico a su concentracion final de 0,12 M,
d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizaciéon el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

14. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucion tampén de
bicarbonato de sodio 0,1 M, en la que se anade la proteina en una proporcién de 0,6
mg por ml de solucion tampodn,

b) adicion de Cu2S0O4-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el
que se anade el Cu2S0O4-5H,0 en una proporcién de 10 mg por ml de soluciéon tampon,
c¢) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

c¢') adicién de borohidruro sédico a su concentracion final de 0,12 M,

d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

15. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucion tampén de
fosfato de sodio de 0,1 M, en la que se afiade la proteina en una proporcién de 0,6 mg
por ml de solucién tampon,

b) adicion de Cu,S04-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el
que se afade el CuS0O4-5H,0 en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampon,
¢) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

¢') adicién de borohidruro sddico a su concentracion final de 0,12 M,

d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizacién el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

16. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicién en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucién tampén de
fosfato de sodio de 0,1 M, en la que se anade la proteina en una proporcion de 0,3 mg
por ml de solucién tampodn,

b) adicion de Cu>S0O4-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el
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que se anade el CuxS0O4-5H20 en una proporcién de 10 mg por ml de soluciéon tampon,
¢) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.
d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizaciéon el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

17. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucion tampén de
fosfato de sodio de 0,1 M, en la que se anade la proteina en una proporcion de 0,3 mg
por ml de solucion tampodn,

b) adicion de Cu2S04-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el
que se anade el Cu2S0O4-5H,0 en una proporcién de 10 mg por ml de soluciéon tampon,
c¢) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

c¢') adicién de H20; a su concentracion final de 0,1 M,

d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

18. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion, agitando la lipasa B de la Candida antértica, a una solucion tampon de
fosfato de sodio de 0,1 M, en la que se afiade la proteina en una proporcién de 0,3 mg
por ml de solucién tampon,

b) adicion de Cu2S04-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el
que se afade el CuS0O4-5H,0 en una proporcion de 10 mg por ml de solucién tampon,
¢) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

¢') adicién de NaOH a una concentracién final de 0,5 M,

d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizacién el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

19. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion, agitando la lipasa B de la Candida antartica, a una solucién tampén de
fosfato de sodio de 0,1 M, en la que se anade la proteina en una proporcion de 0,3 mg
por ml de solucién tampodn,

b) adicién del CuzS04-5H20 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en
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el que se anade el Cu;S04-5H,0 en una proporcion de 10 mg por ml de solucion
tampon,

¢) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 16 h.

¢') adicién de borohidruro sédico a su concentracion final de 0,012 M,

d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizacion el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

20. Un proceso segun la reivindicacion 4 en donde el proceso comprende los
siguientes pasos:

a) adicion en agitacion de la lipasa B de la Candida antartica a una solucion tampén de
fosfato de sodio de 0,1 M (pH 7), en la que se afiade la proteina en una proporcion de
3 mg por ml de solucion tampén,

b) adicion de Cu2S0O4-5H,0 a la solucion obtenida en la etapa anterior a 20-25°C, en el
que se anade el Cu2S0O4-5H,0 en una proporcién de 10 mg por ml de soluciéon tampon,
c¢) incubacion de la solucion obtenida en la etapa b) durante 3 dias.

¢') la adicion opcional de borohidruro sédico a una concentracién final de 0,12 M,

d) Recoger, lavar con agua y secar por liofilizacién el material hibrido obtenido en la

etapa anterior.

21. Uso del material descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 como

catalizador.

22. Uso segun la reivindicacién 21 para degradar Bisfenol-A.

23. Uso segun la reivindicacién 21 para la reduccion de 4-nitrofenol a 4-aminofenol.

24. Uso segun la reivindicacion 21 para la degradacion del H2Oo.
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