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Reseña histórica 

 

En esta ocasión el IV Simposio Latinoamericano de Biocatálisis y 

Biotransformaciones (IV SiLaByB), se realiza en conjunto con la III 

Jornada de Biocatálisis (JBiocat) en la ciudad de Santiago de Chile 

entre los días 8 y 11 de noviembre de 2022.  

Este evento tiene por propósito convocar a la comunidad académica, 

profesionales del área, y estudiantes de postgrado de Latinoamérica 

para intercambiar experiencias y exponer los avances en las diversas 

áreas de la biocatálisis enzimática, constituyéndose en un foro para 

el intercambio de conocimientos y experiencias en pos de aunar 

esfuerzos hacia una investigación colaborativa y asociativa.  

El evento es organizado en forma conjunta por académicos y 

académicas de la Universidad de Santiago de Chile, Pontificia 

Universidad Católica de Valparaíso, Universidad de Chile, 

Universidad de Talca, Universidad de La Serena y Universidad 

Mayor, y tiene lugar en la Universidad de Santiago de Chile, quien es 

la institución anfitriona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Comité Organizador 

 

Andrea Mahn, Presidenta del Comité Organizador. Profesora Titular, 

Departamento de Ingeniería Química, Universidad de Santiago de 

Chile. 

 

Agustina Vila, Asistente del Laboratorio de Biocatálisis y 

Biotransformaciones, Departamento de Química Orgánica, Facultad 

de Química, Universidad de la República. 

 

Andrés Rivas, Investigador Principal y Profesor Asistente. Centro de 

Genómica y Bioinformática. Universidad Mayor.   

 

Carlos Vera, Profesor Asociado, Facultad de Química y Biología de 

la Universidad de Santiago Chile. 

 

Cecilia Guerrero, Profesora Adjunta, Escuela de Ingeniería 

Bioquímica, Pontificia Universidad Católica de Valparaíso. 

 

Claudia Bernal, Profesora Asociado en el Instituto de investigación 

Multicisiciparia de Ciencia y Tecnología, Universidad de La Serena. 

 

Fabricio Roman Bisogno, Investigador independiente Instituto de 

Investigación en físico-química de Córdoba, Centro científico 

tecnológico CONICET, Argentina.  

 

Guadalupe García Liñares, Investigadora Independiente del 

Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas y dirige 



 

 

el Laboratorio de Biocatálisis de la Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales de la Universidad de Buenos Aires. 

 

Mauricio Arenas, Profesor Asistente de la escuela de ingeniería en 

Bioinformática de la Facultad de Ingeniería de la Universidad de 

Talca. 

 

Sonia Barberis, Profesor Titular Efectiva, Universidad Nacional de 

San Luis, Argentina. 

 

Víctor Castro Fernández, Investigador principal en el Laboratorio de 

Bioquímica y Biología Molecular. Profesor Asistente del 

Departamento de Biología de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad de Chile. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Comité Científico 

 

Andrés Illanes, Presidente del Comité Cientifico. Profesor Titular de 

la Escuela de Ingeniería Biqouímica e Investigador Senior del Núcleo 

de Biotecnología Curauma de la Pontificia Universidad Católica de 

Valparaíso. 

 

Carminna Ottone, Profesora Asociada, Escuela de Ingeniería 

Bioquímica, Pontificia Universidad Católica de Valparaíso. 

 

Carolina Mascayano, Profesor Asociado de la Facultad de Química 

y Biología. Universidad de Santiago de Chile. 

 

Elena Amparo Uribe, Profesor Asociado del Departamento de 

Bioquímica y Biología Molecular, Facultad de Ciencias Biológicas, 

Universidad de Concepción. 

 

Felipe Arenas, Profesor Asociado del Departamento de Biología en 

la Facultad de Química y Biología de la Universidad de Santiago de 

Chile. 

 

Jans Alzate-Morales, Profesor Asociado, Departamento de 

Bioinformática, Facultad de Ingeniería, Universidad de Talca. 

 

Lorena Wilson, Profesora Titular de la Escuela de Ingeniería 

Biqouímica de la Pontificia Universidad Católica de Valparaíso. 

 



 

 

Ronny Martínez, Profesor Asociado en el Departamento de 

Ingeniería en Alimentos, Universidad de La Serena. 

 

Victoria Guixé, Profesora Titular del Departamento de Ciencias 

Biológicas (Facultad de Ciencias) de la Universidad de Chile. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

Conferencias 
 

 

Conferencia C01 

Mecanismos alostéricos y determinantes de direccionalidad en sistemas a dos componentes.  
Felipe Trajtenberg, Laboratorio de Microbiología Molecular y Estructural, Institut Pasteur de Montevideo, 

Montevideo, Uruguay. 

 
 

Conferencia C02 

Biocatálisis a bajas temperaturas: estudio biofísico y evolutivo de una quinasa de azúcares 

adaptada al frío.  
Victoria Guixé, Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile. 
 
 

Conferencia C03 

Proteases e suas aplicações na indústria farmacêutica 
Ana Lúcia Figueiredo Porto, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil. 

 
 

Conferencia C04 

Estrategias de producción de mirosinasa de brócoli para la obtención de alimentos funcionales 

ricos en sulforafano.  
Andrea Mahn, Departamento de Ingeniería Química y Biotecnología, Facultad de Ingeniería, Universidad de 

Santiago de Chile, Santiago, Chile. 
 
 

Conferencia C05 

Biocatalizadores para la síntesis de nanaestructuras con potencial biotecnológico. 
Felipe Arenas, Departamento de Biología, Facultad de Química y Biología, Universidad de Santiago de Chile, 

Santiago, Chile. 
 

 

Conferencia C06 

Estrategias de operación de reactores en procesos multienzimáticos. 
Lorena Wilson, Pontificia Universidad Católica de Valparaíso, Valparaíso, Chile. 
 

 

Conferencia C07 

Tripanosomiasis olvidadas: diseño de inhibidores del crecimiento de T. cruzi mediante 

ingeniería artificial, métodos in silico y experimentales. 
Margot Paulino, Área Bionformática-DETEMA, Facultad de Química, UdelaR, Montevideo, Uruguay. 
 

 

Conferencia C08 

Combinando inteligencia artificial y biológica para definir el estado intermedio del transportador 

UreA y su posible mecanismo alostérico. 
Sergio Pantano, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay. 



 

 

 

Conferencia C09 

Pectina y oligosacáridos pécticos: Obtención, caracterización y propiedades funcionales 
Antonia Montilla, Grupo Química y Funcionalidad de Carbohidratos y Derivados. Instituto de Investigación en 

Ciencias de la Alimentación; CIAL (CSIC-UAM), Madrid, España. 
 

 

Conferencia C10 

Fructo-oligosacáridos en la industria alimentaria. Obtención, caracterización y propiedades 

fisico-químicas y tecnológicas. 
María Micaela Ureta, CIDCA, La Plata, Argentina. 
 

 

Conferencia C11 

Proteínas + inteligencia artificial: Desbloqueando el futuro transformador de la biología. 
Leonardo Álvarez, Protera SAS, Santiago/Paris, Chile/Francia 
 

 

Conferencia C12 

Extremozimas: desde la muestra ambiental al mercado.  
Jenny Blamey, Fundación Biociencia, Santiago, Chile. Facultad de Química y Biología, Universidad de Santiago 

de Chile, Santiago, Chile. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Conferencia C01 
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Resumen 

Los organismos vivos disponemos de un conjunto de proteínas que actuan como antenas y controlan la ejecución 

de ciertos programas genéticos y/o bioquímicos. Esto confiere la capacidad de percibir el entorno y responder 

adaptativamente a los cambios del mismo. Los sistemas a dos componentes (SDC) cumplen un papel central en 

esta capacidad de percepción en muchas de las bacterias y arqueas. En su configuración más simple están 

compuestos por una histidina-quinasa (HQ) que actúa como sensor, detectando una señal específica, y un 

regulador de respuesta (RR). Sin embargo, estas vías de señalización pueden ser más complejas, integrando 

múltiples señales o involucrando otros intermediarios o moduladores de la señal. Las HQ son enzimas 

multifuncionales que participan en las tres actividades catalíticas involucradas en la transmisión de la señal: 

autofosforilación, fosfotransferencia y desfosforilación del RR. Las mismas necesitan de una estricta regulación 

para asegurar la correcta transmisión del mensaje, al mismo tiempo que minimizar la pérdida de energía celular. 

La activación del sistema implica una secuencia ordenada de cambios conformacionales y reacciones de 

transferencia de un grupo fosforilo. Mediante un enfoque estructural e integrando diferentes aproximaciones 

experimentales y teóricas sobre el sistema termosensor DesK-DesR de Bacillus subtilis, hemos dilucidado los 

mecanismos alostéricos que controlan las diferentes actividades y cómo se asegura la direccionalidad en el flujo 

de información, elementos centrales para asegurar una transmisión eficiente de la información.  
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Resumen  

La temperatura es un factor físico que afecta la evolución de los organismos y la función de sus macromoléculas. 

Dado que la velocidad de las reacciones disminuye a bajas temperaturas, se ha señalado que la mantención de 

las velocidades de las reacciones enzimáticas a bajas temperaturas representa un desafío para organismos que 

no regulan su temperatura interna. El efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad de las 

reacciones enzimáticas ha llevado a proponer modelos en los que la adaptación al frio se relaciona con un 

aumento en la flexibilidad de las proteínas, debido a una disminución en interacciones como enlaces de 

hidrógenos y puentes salinos. Es así como las enzimas psicrófilas (adaptadas a funcionar a bajas temperaturas) 

muestran una alta eficiencia catalítica a través de una flexibilidad aumentada de algunas regiones de la proteína 

involucradas en la catálisis. Esta flexibilidad permite una dinámica conformacional óptima para el proceso 

catalítico, la que en algunos casos es conservada en enzimas homologas que realizan la misma función. En este 

trabajo demostramos que dos enzimas homólogas adaptadas para funcionar en nichos de diferente temperatura 

exhiben una dinámica conformacional diferente. La enzima psicrófila bifuncional PFK/GK dependiente de ADP 

de Methanococcoides burtonii (MbPFK/GK) muestra una apertura y cierre de dominios del tipo breathing-type, 

mientras que la enzima homóloga del organismo mesófilo Methanococcus maripaludis (MmPFK/GK) muestra 

una dinámica de tipo twist-type. En la enzima psicrófila, estos movimientos conformacionales están asociados a 

una mayor flexibilidad estructural del sito activo, lo que se refleja en un aumento exponencial de los valores de 

Km al aumentar la temperatura y con un mayor intercambio H/D en regiones cercanas al sitio activo. A través de 

alineamientos de secuencia entre enzimas actuales y ancestrales identificamos dos pares iónicos, fuera del sitio 

activo, que están altamente conservados en el linaje mesófilo y ausentes en el psicrófilo. La incorporación de 

estos pares iónicos en la enzima psicrófila MbPFK/GK modifica la dinámica conformacional de la proteína, la 

dependencia de los valores de Km con la temperatura y el intercambio H/D, haciendo estos parámetros similares 

a los del homólogo mesófilo. Proponemos que la dinámica conformacional es la responsable de la adaptabilidad 

catalítica de esta enzima a bajas temperaturas.  
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Resumo 

Nas últimas décadas, tem havido uma crescente conscientização sobre a importância da humanidade na 

exploração sustentável dos recursos naturais para a descoberta de novos produtos farmacêuticos. Para isso, os 

metabólitos microbianos merecem particular importância, pois podem ser produzidos em larga escala sob 

condições controladas. Proteases com atividade fibrinolítica de origem natural para uso na terapia de doenças 

cardiovasculares são de interesse crescente, principalmente devido às alterações trombóticas identificadas em 

pacientes com COVID-19. Os agentes fibrinolíticos são uma classe de drogas que atuam na dissolução do trombo 

convertendo o plasminogênio em plasmina. Os mais utilizados no tratamento da trombose são o ativador do 

plasminogênio tecidual (tPA) e o ativador do plasminogênio tipo uroquinase (uPA). No entanto, as drogas 

atualmente utilizadas são de baixa especificidade, meia-vida, respostas alérgicas, alto custo, resistência e, 

principalmente, associadas à hemorragia. Consequentemente, é necessária a busca por agentes fibrinolíticos 

mais eficientes e com menos efeitos colaterais. Relatos na literatura indicam um potencial de produção desses 

compostos por microrganismos, com baixo custo e alto rendimento. O desenvolvimento da tecnologia nacional 

tem impulsionado nosso grupo a buscar alternativas de novos microrganismos utilizando a biodiversidade local, 

que produzam proteases fibrinolíticas com características específicas que atendam aos critérios de elegibilidade 

para um novo biofármaco. Nossos estudos mostraram que Mucor subtilissimus UCP 1262 produziu por 

fermentação sólida uma enzima com atividade fibrinolítica que, quando purificada, apresentou massa molecular 

de 20kDa e uma estrutura secundária composta principalmente por α-hélices. A enzima não apresentou 

citotoxicidade em ensaios in vitro e in vivo e não degradou as cadeias Aα e Bβ de fibrinogênios humanos e 

bovinos, indicando que não atua como anticoagulante, mas sim como agente fibrinolítico. Além disso, mostrou 

biocompatibilidade sanguínea e não prolongou o tempo de sangramento em camundongos quando administrado 

com 1mg/kg. Esses resultados indicam que esta enzima produzida é um potencial concorrente para o 

desenvolvimento de novos fármacos fibrinolíticos. 
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Resumen 

La mirosinasa (β-tioglucosidasa glucohidrolasa, E.C. 3.2.3.1) es la enzima responsable de la hidrólisis de los 

glucosinolatos, que corresponden a metabolitos secundarios azufrados presentes en los vegetales de la familia 

Brassicaceae. Entre los productos de su hidrólisis se encuentran tiocianatos, isotiocianatos y nitrilos, 

dependiendo de las condiciones en que se produzca la reacción. El sulforafano (SFN) es el isotiocianato que 

proviene de la glucorafanina, y existe suficiente evidencia científica de sus propiedades beneficiosas para la 

salud que lo convierte en el compuesto anticancerígeno más poderoso de origen natural [1]. Como productos 

secundarios de la hidrólisis de glucorafanina se encuentran algunos nitrilos, los que pueden producir toxicidad, y 

cuya formación se ve favorecida en condiciones diferentes a las que privilegian la obtención de sulforafano. La 

glucorafanina es el glucosinolato más abundante en brócoli, y se encuentra en concentraciones mínimas en otras 

crucíferas.  

La producción de sulforafano así como su incorporación en matrices alimentarias se ha visto limitado en parte 

por la baja concentración natural en el tejido vegetal. Con el objetivo de obtener cantidades productivas de SFN 

se han desarrollado distintas estrategias, tales como su extracción directa desde el tejido vegetal seguido por su 

estabilización mediante microencapsulación [2], maximización del contenido de SFN mediante el procesamiento 

tecnológico de las partes comestibles de brócoli [3] y estabilización mediante deshidratación [4], y la obtención 

de SFN por hidrólisis in situ mediante la adición de mirosinasa exógena a extractos ricos en glucorafanina. Para 

llevar a nivel productivo esta última estrategia, resulta imperativo contar con un sistema de producción de 

mirosinasa eficiente y escalable, que idealmente entregue una enzima con características cinéticas mejoradas 

con respecto a la mirosinasa silvestre. 

En este trabajo se presentan distintos procesos de obtención de mirosinasa de brócoli producida de manera 

heteróloga en bacterias (Eschrichia coli) [5] y levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris), los 

respectivos procesos de recuperación y purificación, y las características fisicoquímicas y cinéticas de las 

enzimas recombinantes [6]. Con estos resultados se espera contribuir a la industrialización de la mirosinasa y al 

desarrollo de nuevos alimentos funcionales como fuente de sulforafano biodisponible.  
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Resumen 

En la actualidad la contaminación por metales pesados es un problema a nivel mundial. Tanto el teluro, como el 

mercurio, el plomo y sus derivados son comúnmente obtenidos y/o generados como subproductos de la refinación 

del cobre, níquel, plata y oro. Debido a la importancia de la industria minera en Chile, cada año grandes cantidades 

de metales tóxicos y sus derivados son directamente liberados al medio ambiente. Por ello es de gran interés 

ecológico solucionar este problema, ya sea disminuyendo la cantidad de subproductos generados en los procesos 

o buscando una solución para tratar de descontaminar los ambientes enriquecidos artificialmente en estos 

compuestos. En este sentido, nuestro laboratorio se ha centrado en estudiar la implicancia de ciertas bacterias y 

sus proteínas como biocatalizadores para ser utilizados en la detoxificación de compuestos tóxicos derivados de 

metales y metaloides. Estos compuestos son extremadamente tóxicos para la gran mayoría de los organismos a 

muy bajas concentraciones. Sin embargo, se ha observado que ciertas bacterias son capaces de mitigar su 

toxicidad mediante la reducción (transformación) a su forma elemental no tóxica. Por otra parte, una nueva 

estrategia para la síntesis de NS son las proteínas bacterianas, las cuales actuarían como agentes reductores, 

mediando la transferencia de electrones necesaria para la reducción de los iones metálicos. 

El principal objetivo de nuestra investigación fue aislar, identificar y caracterizar nuevas bacterias resistentes, y 

además encontrar proteínas reductoras de diferentes metales y metaloides provenientes de muestras ambientales. 

Posteriormente se procedió a analizar la respuesta ante los tóxicos telurito [Te(IV)], selenito [Se(IV)], plata [Ag(I)], 

y oro [Au(III)], entre otros. Por otra parte, se realizaron ensayos de reducción de estos metales y metaloides 

utilizando extractos proteicos, lo que nos permitió realizar un ranking con los distintos grados de reducción. Además, 

fuimos capaces de identificar y aislar dentro de los miles de proteínas que tienen estas bacterias, proteínas capaces 

de transformar varios metales simultáneamente. Estos biocatalizadores permitirían biorremediar y/o biorrecuperar 

metales en solución desde lugares contaminados de nuestro país. 

Finalmente, nuestra investigación consiste en utilizar modelos biológicos como biocatalizadores para desarrollar 

métodos in vivo e in vitro para la generación de nanoestructuras metálicas. Debido a que existe una creciente 

demanda desde el punto de vista de la nanotecnología, los compuestos nanoestructurados de metales y metaloides 

han permitido ampliar su abanico de aplicabilidad ya que tienen un gran potencial como materiales para dispositivos 

de energía solar (celdas solares) y en biomedicina, y asi explorar su actividad bactericida contra Listeria 

monocytogenes y viricida contra el virus influenza A y Covid-19, el cual es el causante de brotes estacionales y 

epidemias/pandemias.  

Toda esta línea de investigación desarrollada permite abrir nuevos caminos hacia el desarrollo de métodos 

alternativos de biorremediación, bioacumulación y producción de nanoestructuras de metales y metaloides, con la 

finalidad de aplicarlas en nuevos procesos biotecnológicos, los cuales se relacionan con tres temas muy 

importantes para Chile: contaminación ambiental, energías renovables, biomedicina y permiten generar valor 

agregado a nuevas materias primas. 
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Resumen  

En los últimos años, los avances en la producción y mejora de las enzimas han llevado a considerar procesos 

que antes, dada su baja estabilidad operacional, eran impensadas. La ingeniería de proteínas y la evolución 

dirigida junto con las estrategias de inmovilización han permitido alcanzar avances muy importantes, logrando 

producir enzimas para llevar a cabo reacciones de interés para numerosas y diferentes aplicaciones. Dentro de 

las alternativas que han permitido proyectar el uso de las enzimas en condiciones de proceso, la inmovilización 

ha logrado importantes mejoras en cuanto a su estabilidad y a favorecer las condiciones de proceso respecto a 

la recuperación del catalizador.   

La alternativa de poder realizar un proceso multienzimático en un único reactor, denominado proceso one pot 

ofrece ventajas que potencian su aplicación. El éxito de un proceso multienzimático one pot depende de múltiples 

factores, entre los cuales se pueden mencionar: el contar con una adecuada estrategia de inmovilización o 

coinmovilización de las enzimas involucradas y determinar las condiciones que permitan lograr el mejor 

desempeño de estos catalizadores en la condición de proceso. La operación one pot, determina que todas las 

actividades enzimáticas se encuentran en el mismo reactor, y por tanto existen dos alternativas para usar las 

enzimas: inmovilizarlas individualmente o coinmovilizarlas. Cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas, 

y cada sistema operando en one pot determinará a la vez ventajas y desventajas. 

El operar un reactor one pot requiere de un análisis cuidadoso respecto a las condiciones que se utilizarán para 

llevar a cabo el proceso. Cada enzima tiene sus condiciones de temperatura y pH óptimos en cuanto a la 

expresión de su actividad, y presentan cierta estabilidad. Es necesario que en estas condiciones, se realice un 

estudio respecto a las condiciones en las cuales operará el reactor, lo que sin duda requerirá de considerar 

condiciones de compromiso en las cuales todas las enzimas puedan trabajar en sintonía para lograr el producto 

final requerido. 

Los avances a la fecha respecto de la aplicación de sistemas multienzimáticos y la producción de enzimas para 

llevar a cabo estos procesos y su inmovilización, permiten analizar el proceso desde el punto de vista de la 

operación del reactor, con el fin de contar con nuevas herramientas que proyecten a escala industrial la aplicación 

de los sistemas multienzimáticos. 
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Resumen 
Las quinonas  se encuentran de forma natural en organismos de todos los reinos, donde desempeñan 
importantes funciones redox relacionadas con su capacidad para actuar como portadoras de electrones en un 
amplio rango de potenciales redox y pH. Poseen atractivos andamios farmacológicos para desarrollar nuevos 
agentes para el tratamiento de diferentes enfermedades, en particular, de la enfermedad de Chagas (1). 
Investigamos la bioactividad y el potencial modo de acción contra la forma sanguínea de los tripanosomas 
africanos mortales de un conjunto de 19 derivados de p-quinona fusionados a diferentes anillos aromáticos (nafto-
, furan-, tioxo- y tiazo-) y con distintos sustituyentes. Todos los compuestos, excepto una furan-quinona (EC50 = 
38 μM), resultaron ser igual o incluso más potentes (EC50 = 0,45-5,5 μM) que el fármaco clínico Nifurtimox (EC50 
= 5,3 μM) para matar a Trypanosoma brucei brucei. Tres furan- y una tiazol-quinona mostraron una selectividad 
2 a 3 veces mayor que el Nifurtimox. Ninguna de las nafto-quinonas presentó actividades interesantes. Dos de 
los compuestos ensayados afectaron a la proliferación de la fase intracelular (amastigota) del patógeno humano 
T. cruzi. Ensayos realizados con un biosensor redox codificado genéticamente indicaron la rápida inducción de 
un marcado medio oxidativo intracelular en el torrente sanguíneo de T. b. brucei. Los cálculos DFT sobre la 
quinona oxidada (Q), la semiquinona (Q.-) y la hidroquinona (QH2) resultaron en valores de ∆G negativos a favor 
de la formación de Q.- a partir de Q. Los análisis SAR y QSAR (2D y 3D) de diferentes descriptores electrónicos 
y biofísicos, mostraron que la distribución de la carga sobre los carbonos del anillo de la quinona Q y Q .- y las 
energías de los orbitales frontera de SUMO (Q.-) y LUMO (Q) correlacionan con su actividad oxidativa y 
tripanocida. Una vez articulados los procedimientos experimentales e in silico, pudimos identificar y caracterizar 
los descriptores moleculares que determinan la potente actividad antiproliferativa y pro-oxidante de las nuevas 
p-quinonas contra los tripanosomas patógenos. Con esta información y luego de diseñar una red neuronal en 
base a Deep learning (DL) y Reinforcement learning (RL), utilizando los exitosos andamios tiazol o furano, se 
propone una lista de diseños de novo,. El entrenamiento de la red usa la base de datos PDBBind y la aplicación 
de un filtro de ligandos (IC50 < 50mM) medido en diversos organismos, y posteriormente el entrenamiento de 
una red neuronal generacional y un RL para obtener su factibilidad sintética (servicios de Reaxys-Elsevier) y 
propiedades ADMET (software Schrödinger). Técnicas combinadas de anclaje reverso (Pharmmaper, Schaft) y 
minado en mapas metabólicos (KEGG) permitieron identificar posibles blancos de acción a la tripanotiona 
reductasa (TR), glucosa-6P-deshidrogenasa y triparedoxina reductasa. Con la estructura 3D de TR se realizó 
una prueba piloto con la que se generó una muestra de 3000 diseños de novo (hits.denovo), se construyeron sus 
estructuras 3D a partir de sus códigos SMILES, y se clasificaron según su espacio químico y sus farmacóforos. 
Se realizaron anclajes moleculares (MOE Chemcomp, Amber 14-EHT) y dinámicas moleculares (NAMD, 
Charmm36) para evaluar la posible unión y ordenamiento según sus energías libres de interacción y se 
registraron sus patrones (fingerprints) de contacto. Se seleccionaron los 100 diseños mejor anclados, se revisó 
su factibilidad sintética y finalmente se propone un conjunto de 30 hits.denovo para su síntesis, con las cuales 
se realizará un ciclo de confirmación de su bioactividad y mecanismo de acción utilizando los modelos 
experimentales e in silico desarrollados para su diseño. 
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Resumen 

El transportador de urea de Aspergillus nidulans (UreA) es un miembro de la subfamilia de transportadores de 

urea/H+ y el único sistema de transporte de urea de alta afinidad en este organismo. Si bien no se conoce la 

estructura 3D de UreA, esta familia de transportadores alterna entre conformaciones cerradas con cavidades 

expuestas al exterior o al citoplasma. Utilizando modelado por homología, construimos modelos estructurales de 

ambos estados que logramos validar mediante mutagénesis aleatoria clásica y dirigida al sitio, revelando residuos 

cruciales para la unión, el reconocimiento y la translocación de urea1. 

 

Para profundizar en la caracterización estructural de UreA, llevamos a cabo un modelado basado en inteligencia 

artificial. Usando AlphaFold2, obtuvimos un modelo que asemeja a un estado intermedio, sin cavidades 

orientadas hacia adentro ni afuera, pero con un sitio de unión putativo definido por dos residuos centrales, W82 

y W84. Estudios de docking ayudaron a completar la definición del sitio de unión, incluyendo N279 y T282. Cabe 

destacar que dichos aminoácidos se encuentran en sitios opuestos en las conformaciones de las cavidades que 

miran hacia adentro y hacia afuera. 

 

Este modelo fue validado exhaustivamente mediante experimentos de absorción de urea, acetamida, tiourea y 

mutagénesis, proporcionando una correlación notable entre las afinidades computacionales y experimentales 

(ρurea = 0,84), ρacetamida = 0,90 y ρtiourea = 0,90). El análisis de los modos de enlace de los distintos compuestos 

siguiere además que las interacciones de apilamiento entre orbitales  de urea y los grupos indólicos de los W82 

y 84 proveen la energía necesaria para la transición entre ambos estados cerrados de UreA, facilitando el 

transporte  

 

La combinación de inteligencia artificial y modelado “tradicional”, validada por extensas mutaciones en el sitio de 

unión sugieren una nueva potencialidad de la inteligencia artificial para adquirir detalles estructurales en una 

familia de proteínas difícil de determinar experimentalmente.  
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Resumen 
A pesar de los estudios llevados a cabo hasta el momento y los intentos realizados por parte de la industria agro-
alimentaria, el procesado de los vegetales puede originar importantes problemas, ya que no existe un 
aprovechamiento integral de todos los residuos que se generan, quedando a veces, abandonados en el campo 
o siendo tratados sin control adecuado, para ser destinados a la alimentación animal. Teniendo en cuenta el 
potencial que poseen muchos de estos subproductos, podrían ser aprovechados como fuente de compuestos 
funcionales que, siendo añadidos a determinados alimentos, pueden otorgarles un elevado valor añadido. Por 
otra parte, cuando un residuo agro-alimentario se utiliza para obtener algún compuesto de interés, el proceso 
seguido puede suponer más un problema que una solución. Un buen ejemplo de esta situación es la producción 
de pectina, polisacárido que se conoce desde hace décadas por sus propiedades tecnológicas, pero que ha 
despertado gran interés recientemente por su efecto sobre la microbiota intestinal (prebiótico), el colesterol y la 
glucosa postprandial, entre otros1. La pectina a nivel industrial se obtiene mediante métodos agresivos con el 
sustrato y con el medio ambiente, siendo la principal materia prima los subproductos de cítricos, si bien existen 
numerosas investigaciones en las que se ha demostrado la viabilidad de otras fuentes alternativas. Hasta 2015, 
los estudios sobre la pectina se enfocaron en su obtención como ingrediente funcional, sin prestar atención a 
que los diferentes pasos que conforman su producción conllevan la generación de gran cantidad de efluentes 
sólidos y líquidos, lo cual no sólo no contribuye a solucionar el problema de los residuos, sino que lo empeora. 
Hasta el momento, se ha abordado escasamente este tema en el caso de la obtención de pectina principalmente 
de cítricos. Pero, dado el ingente incremento de fuentes alternativas de pectina (tomate, alcachofa, brócoli, 
alperujo…), se hace necesario explorar diferentes rutas de aprovechamiento de estos residuos. En este sentido 
se debe considerar que ciertos procesos de obtención de la pectina, como los enzimáticos, que no resultan 
ventajosos para la obtención exclusiva de dicho polisacárido, pueden resultar de gran interés para la obtención 
de extractos solubles enriquecidos en compuestos fitoquímicos y azúcares de bajo peso molecular que podrían 
ser utilizados como edulcorantes con funcionalidad añadida.2 Por tanto, para un aprovechamiento integral de los 
subproductos vegetales se hace necesario el empleo de tecnologías verdes de extracción (ácidos orgánicos, 
enzimas, ultrasonidos, microondas) y purificación (tecnología de membranas). De esta forma se obtendrán 
fracciones enriquecidas en fitoquímicos (polifenoles, terpenoides, glucosinolatos, vitaminas hidrosolubles, ...) así 
como pectinas y oligosacáridos pécticos (POS) con nuevas estructuras y propiedades bioactivas de interés.1 
Todo ello encuadrado en el concepto de economía sostenible.2  
Otro aspecto que favorecerá en gran medida el aprovechamiento integral de los subproductos vegetales es su 
caracterización estructural, que dará información acerca de los potenciales ingredientes funcionales a obtener. 
A su vez es necesario llevar a cabo la caracterización estructural de las fracciones obtenidas, determinando 
parámetros moleculares como masa molecular, composición monomérica y grado de metilesterificación, que 
determinan en gran medida la funcionalidad de los potenciales ingredientes, para darles una aplicación adecuada 
según sus propiedades tecnológicas y biológicas.1 Por último, dada la complejidad y gasto de recursos y tiempo 
que supone la optimización de los procesos de obtención de pectina y POS y el estudio de sus propiedades 
funcionales, se está generalizando el empleo de diseños experimentales y la optimización mediante metodología 
de superficie de respuesta (RSM) o análisis más complejos como redes neuronales artificiales (ANN) para la 
extracción; junto a otras metodologías in silico que permiten hacer un estudio prospectivo de propiedades como 
antioxidantes, prebióticas, entre otras, antes de llevar a cabo los estudios in vitro e in vivo necesarios para el 
desarrollo de nuevos ingredientes. Las metodologías in silico posibilitan también el análisis de la viabilidad 
tecnológica y económica de los procesos desarrollados.2 

Referencias: 1. Sabater, C. Enzymatic obtainment of pectin and pectic oligosaccharides from artichoke by-products. 
Structural characterization and functional evaluation through machine learning. PhD Thesis, UAM (2019). 2. Sabater, C., et 
al. Integral use of pectin-rich by-products in a biorefinery context: A holistic approach. Food Hydrocol., 128, 107564, (2022).  
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Resumen  

Los fructo-oligosacáridos (FOS) son compuestos prebióticos, es decir ingredientes no digeribles que benefician 
al consumidor estimulando selectivamente el crecimiento y actividad de bacterias del colon, mejorando así la 
salud intestinal (Gibson y Roberfroid 1995). Estructuralmente, se trata de polímeros de D-fructosa unidos por 
enlaces β(2→1) glucosídicos y con un residuo terminal de D-glucosa no reductor. Naturalmente se encuentran 
en bajas concentraciones en diversos productos de origen vegetal. Asimismo, especialmente en las últimas 
décadas, la demanda de estos compuestos creció sistemáticamente. Gracias a sus propiedades pueden ser 
incorporados en una gran variedad de alimentos y bebidas. De este modo, se ha avanzado notablemente en el 
desarrollo de procesos bio-catalíticos para su obtención de manera rápida y eficiente con el principal objetivo de 
aumentar así la disponibilidad de estos ingredientes para ser incorporados a diversos productos.  
Desde un punto de vista tecnológico, pueden ser producidos a través de hidrólisis de polisacáridos naturales 
altamente disponibles, principalmente inulina, o bien, a través de síntesis enzimática utilizando principalmente 
sacarosa como sustrato. En la obtención mediante hidrólisis se originan compuestos de mayor peso molecular 
(grado de polimerización – DP- alrededor de 10), mientras que la síntesis enzimática proporciona compuestos 
de menor tamaño (DP entre 3 y 7). Esta conferencia estará centrada en los FOS obtenidos a partir de síntesis 
enzimática. Se expondrán distintos sustratos alternativos ensayados para la producción a escala de estos 
compuestos, así también como la posibilidad de utilizar distintas fuentes de catalizadores (enzimas). Asimismo, 
se describirán las principales características de estos compuestos que hacen a los FOS ingredientes versátiles 
para incorporar a distintas matrices de alimentos y bebidas.  
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Resumen 

 
En los últimos años, la biología ha tomado un rol protagónico en diversas industrias. Este acelerado crecimiento 
se debe principalmente a que muchas de las tecnologías que permiten desarrollar productos de origen biológico 

han mejorado y escalado en la última década.  

 
El instituto McKinsey, especializado en investigar mercados establecidos y emergentes, en su último reporte 

titulado “The Biorevolution: Innovations transforming economies, societies and our lives” estimó que la biología 

tiene el potencial de crear US$ 4 trillones en crecimiento económico en los siguientes 20 años. Además, 
determinaron que más del 50% de este crecimiento será en industrias más allá de la salud humana.  
 
Detrás de todos los desarrollos de productos biológicos, las proteínas juegan un rol fundamental. Ya sea en el 
producto final, como en el caso de las enzimas para uso industrial, o participando en vías metabólicas que 
permiten optimizar organismos para la producción de moléculas pequeñas a través de fermentación. 
 
Debido al rol central de las proteínas en el futuro de la industria de productos biológicos, se han realizado 
esfuerzos multidisciplinarios para lograr predecir de manera efectiva la relación entre su secuencia aminoacídica 
y su estructura tridimensional, como es el exitoso caso de “AlphaFold”1. Pese a esto, aún existen desafíos que 
limitan el desarrollo de estos productos de nueva generación: 
 

1- Descubrir: ¿Cómo lograr encontrar la proteína con la actividad adecuada para la aplicación final? 
2- Optimizar: Una vez identificada la proteína ¿cómo lograr mantener su función en las condiciones 

deseadas? 
3- Producción: ¿Como lograr los niveles de producción y desempeño en el producto final, para lograr que 

sea económicamente viable? 
En Protera (www.proterabio.com), como empresa emergente de la industria biotecnológica, nos hemos enfocado 
en desarrollar y validar madi™, una plataforma de “Deep Learning”, capaz de predecir de manera eficiente la 
actividad, “fitness” y expresión de proteínas en distintos hospederos.  
 

 
Fig. 1. Madi™ y su capacidad predictiva. Predicción de expresión recombinante de proteínas (predicted)  vs. validación 

experimental de expresión relativa por GFP en Escherichia coli (true). Se muestran valores para el coeficiente de 
determinación (R2), coeficiente de Pearson, y coeficiente de Spearman (ρ). 
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Resumen 
La biocatálisis ha demostrado ser una herramienta industrial fundamental para la conversión de materia prima 
en valiosos bioproductos. 
  
El descubrimiento de nuevas enzimas, la mejora de los procesos enzimáticos y el desarrollo de nuevos procesos 
para la producción de enzimas, presenta importantes beneficios, que incluyen una mayor selectividad, una mayor 
sostenibilidad y una baja toxicidad, traduciéndose en procesos de producción más limpios y de menor impacto 
ambiental. 
 
Las enzimas derivadas de extremófilos, o extremozimas, poseen sobresalientes propiedades, que incluyen la 
capacidad de llevar a cabo reacciones en condiciones no estándar, por ejemplo, temperaturas altas o bajas, pH 
ácido o alcalino, altas concentraciones de sal o solventes orgánicos y alta presión, donde las enzimas mesofílicas 
presentan un rendimiento inferior y baja estabilidad. 
 
El trabajo con extremófilos y sus extremozimas en sus formas nativas es difícil debido a las complejas 
condiciones de cultivo requeridas y donde normalmente el rendimiento celular es bajo. 
 
Para alcanzar niveles de producción industrial, las extremozimas disponibles han sido sobreexpresadas en 
sistemas heterólogos adecuados, manteniendo en general sus características funcionales. 
 
En esta presentación, se discutirá el camino o proceso desarrollado a partir del descubrimiento de una actividad 
enzimática presente en una muestra ambiental extrema hasta llegar al desarrollo de un nuevo producto mediante 
el uso de un enfoque funcional. 
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Resumen 
El pili o fimbria es un apéndice de naturaleza proteica, ampliamente conocido por su capacidad patogénica y por 
participar activamente en la adhesión sobre superficies (1). En el caso de algunos microorganismos Gram-
positivos, como es el caso de Streptococcus pyogenes, la proteína estructural de pilus está acondicionada con 
un enlace interno—isopéptido— que previene el desplegamiento a pesar de las grandes demandas mecánicas 
que puede experimentar durante la colonización de tejidos. Este enlace ocurre entre la cadena lateral de un 
residuo de lisina y asparagina, catalizado por un residuo ácido que hace las funciones de catalizador, definiendo 
la tríada necesaria para el proceso autocatalítico que da origen al enlace isopeptídico. 
Basado en estrategias computacionales, en este trabajo implementamos una plataforma computacional para el 
desarrollo de pequeños péptidos que interfieran con la formación del enlace isopeptídico de la adhesina Spy0128, 
proteína estructural del pilus de S. pyogenes. Nuestra plataforma se basa en un software de libre acceso (2) que 
genera una biblioteca de péptidos que más tarde son traducidos hasta coordenadas espaciales y ensayada su 
afinidad mediante acoplamiento molecular. El resultado del programa generador de péptidos, o RPG, entrega 
información valiosa para estimar posiciones y residuos críticos para el desarrollo de este péptido bloqueador de 
isopéptidos, los cuales pueden ser usados para rondas iterativas que permiten acotar el pool de péptidos y 
aumentar la afinidad de unión teórica. Finalmente, estos péptidos pueden ser evaluados más tarde por otras 
técnicas, como la simulación molecular dirigida (SMD) y calcular la energía o trabajo necesarios para desalojar 
un péptido localizado al sitio de unión. 
Nuestros resultados indican que gracias al empleo del software RPG, y evaluando más tarde mediante SMD, los 
péptidos diseñados requieren cerca de un 50% extra de trabajo comparado con el péptido original. Resultados 
preliminares usando péptidos in vitro desarrollados a partir de estos resultados, muestran que los péptidos se 
unen con cierto éxito a la pilina de S. pyogenes. De este modo, la estrategia computacional desarrollada en este 
trabajo puede permitir el diseño y selección de un conjunto de péptidos que orienten la implementación de 
herramientas peptídicas in vitro para interferir con la formación de enlaces isopeptídicos de Spy0128 y otras 
proteínas. 

 

Figura 1. Diseño de péptidos para interferir en la 
catálisis de la formación del enlace isopeptídico basado 
en RPG. A), pilus es una estructura basada en proteína que 
permite la unión de la bacteria al epitelio del hospedero. En 
el caso de S. pyogenes, cientos de repeticiones de la 
proteína Spy0128 se encuentran presentes por pilus. Un 
enlace isopeptídico autocatalizado previene el 
desplegamiento mecánico de la proteína. B), péptido 
diseñado y evaluado mediante el programa RPG. C), cálculo 
del trabajo realizado mediante simulación molecular dirigida 
para el péptido diseñado basado en el empleo iterativo del 
software RPG. La comparación de trabajo muestra que es 
necesario al menos un 50% más de trabajo para desalojar 
el péptido diseñado respecto al control. 
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Resumen 

Actualmente, resulta de gran interés la producción de compuestos biológicamente activos, como 
productos naturales o fármacos, que contengan aminas quirales en su estructura. Entre las 
reacciones posibles para la síntesis de dichas aminas se destaca la aminación reductiva que 
permite acoplar directamente una gama de cetonas a las aminas de interés. Esta reacción es 
catalizada por algunas iminoreductasas y por aminasas reductivas,.1 
Nuestro grupo ha estado trabajando en la síntesis enzimática de algunos radiotrazadores de 
relevancia en el diagnóstico médico a través de tomografía de emisión de positrones. Una 
estrategia involucra la aminación reductiva de fenilacetona para producir L-nordeuterodeprenil. A 
pesar de que nuestro grupo ha identificado una nueva aminasa reductiva a partir de una cepa 
nativa de Streptomyces (Ss-IRED-R), esta no muestra actividad ante la cetona de interés.2 En 
esta contribución presentamos un análisis estructural comparativo del sitio activo de Ss-IRED-R 
y de una aminasa reductiva de Aspergillus oryzae (AspRedAm) de estructura conocida y alta 
similitud en secuencia, que presenta actividad frente a los sustratos deseados, usando técnicas 
de modelado por homología, simulaciones de dinámica molecular simple y en solvente mixto y 
técnicas de docking sesgado. Estos estudios sentarán las bases para diseñar mutantes de Ss-
IRED-R adecuados para el fin propuesto, los cuales serán posteriormente desarrollados y 
evaluados en el laboratorio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 1. Esquema básico de modificación del sitio activo para obtener actividad con determinados sustratos. 
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Resumen 
El tereftalato de polietileno (PET) es uno de los plásticos sintéticos más utilizados en la industria del empaque 
de líquidos y alimentos, y ampliamente reconocido por su uso en la mayoría de las botellas desechables. Al ser 
un plástico de un solo uso con una duración muy corta en manos de consumidores desde su compra hasta su 
eliminación, junto al mal manejo de desechos plásticos y bajas tasas de reciclaje, el PET se ha convertido en 
uno de los principales desechos plásticos que se encuentran en el medio ambiente. 
 
Por fortuna, se han descrito varios microorganismos que codifican enzimas que catalizan la despolimerización 
del PET, denominadas PET hidrolasas. Si bien la mayoría de estas enzimas provienen de organismos termófilos 
y alcanzan actividades óptimas de hidrólisis de PET a temperaturas entre 60°C y 70°C, recientemente se han 
descrito otras PET hidrolasas de organismos mesófilos y psicrófilos que degradan parcialmente el PET a 
temperaturas inferiores a los 40ºC. 
 
Una de estas enzimas, proveniente de la bacteria antártica Moraxella sp. TA144 y denominada Mors1, fue 
descrita por nuestro laboratorio como una poliesterasa psicrófila, en virtud de su degradación tanto del poliéster 
alifático policaprolactona como de PET a una temperatura óptima de reacción de 25°C1. Si bien la actividad de 
Mors1 fue similar a la observada para la PET hidrolasa mesófila de la bacteria Ideonella sakaiensis 201-F6, sus 
tasas de degradación de este poliéster sigue siendo inferior a la observada para las enzimas termófilas. 
 
En este trabajo, reportamos la caracterización estructural de Mors1, así como también la ingeniería de esta 
enzima para aumentar su actividad catalítica contra PET. Primero, resolvimos la estructura de Mors1 a una 
resolución de 1.6 Å mediante difracción de rayos X, demostrando que esta enzima contiene 3 puentes disulfuro 
en su estructura, a diferencia de las enzimas mesófilas (2 puentes disulfuro) y termófilas (1 puente disulfuro). 
Luego, realizamos una serie de sustituciones mediante mutagénesis sitio-dirigida en Mors1, que han sido 
reportadas que aumentan la actividad enzimática de otras PET hidrolasa. Sin embargo, ninguna de estas 
mutaciones generó un aumento en la actividad de la enzima. 
 
Finalmente, diseñamos una enzima quimérica mediante el remplazo del loop que contiene una de las cisteínas 
que participa de un puente disulfuro del sitio activo de Mors1 por el loop equivalente del sitio activo de la enzima 
termófila LCC. Al realizar esta sustitución y volver a completar el puente disulfuro del sitio activo, obtuvimos una 
enzima quimérica cuya actividad fue 4 veces mayor a la enzima silvestre y cuya actividad óptima incremento en 
~20ºC. Nuestros resultados sugieren al intercambio de loops entre enzimas termófilas y mesófilas como una 
estrategia para el diseño de PET hidrolasas de mayor eficiencia catalítica. 
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Resumen 

Las quinasas de vitaminas son fosfotransferasas dependientes de ATP que fosforilan intermediarios de vitamina 
B1 y B6 en un grupo alcohol primario (R-OH). Dentro de esta familia se han descrito enzimas que participan en 
la biosíntesis de vitamina B1, las cuales corresponden a las 4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina fosfato 
quinasas (HMPPK) que catalizan la fosforilación de 4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina (HMP) a 4-amino-5-
hidroximetil-2-metilpirimidina fosfato (HMP-P) y que además catalizan la fosforilación de HMP-P a 4-amino-5-
hidroximetil-2-metilpirimidina pirofosfato (HMP-PP)1-2. Esta segunda reacción de fosforilación es única en la 
familia de quinasas de vitaminas y  en la superfamilia Riboquinasa, dado que esta segunda fosforilación se realiza 
sobre un grupo metil fosfato (R-CH2-PO4), siendo también pocos los mecanismos descritos en enzimas que 
realizan este tipo de catálisis.  

   
Actualmente, el  mecanismo de fosforilación de HMP-P es desconocido en las enzimas HMPPK. En este trabajo, 
aprovechando la simple y elevada producción de una enzima HMPPK ancestral del orden Enterobacteriales 
(AncEnHMPPK) y que además presentaba variadas condiciones de cristalización, cristalizamos la enzima 
ancestral en presencia de distintas combinaciones de HMP, HMP-P y análogos no hidrolizables de ATP o ADP. 
De los experimentos de cristalización y difracción de rayos X, se obtuvieron ocho estructuras de los siguientes 
complejos ternarios: 1. HMP/análogo-ATP; 2. HMP-P/análogo-ADP y 3. HMP-P/análogo-ATP. Estos complejos 
muestran que el residuo Lys111 participaría en la estabilización del estado de transición en la fosforilación de 
HMP-P, teniendo el mismo rol que el descrito para la fosforilación del grupo -OH en el resto de la familia.  Sin 
embargo, se observó que el residuo Cys213, reportado como la base catalítica de esta familia3, presenta una 
considerable lejanía del grupo metil fosfato y del fosfato gama del análogo de ATP.  Interesantemente, en los 
complejos aparecen los residuos His179 y Thr211, que mediarían la estabilización los fosfatos beta y gama de 
la molécula de ATP, y el residuo His209, el que estabilizaría el grupo metil fosfato de la molécula de HMP-P.  
 
Estos resultados sugieren que el residuo Lys111 tendría un rol conservado entre la actividad HMP quinasa y 
HMP-P quinasa, mientras que los residuos His179, His209 y Thr211 serian cruciales solo para la actividad HMP-
P quinasa en las enzimas HMPPK. 
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Resumen 

La demanda mundial de alimentos se incrementa en forma constante, y con ella la aplicación de nuevas 
tecnologías para su producción y, en consecuencia, el uso de agroquímicos. Entre los pesticidas utilizados en 
Argentina, el glifosato [(N-fosfonometil) glicina] -pesticida del tipo organofosforado (OP)- es un herbicida selectivo 
y de amplio espectro, cuya aplicación se ha intensificado notoriamente desde la introducción de cultivos 
genéticamente modificados para su resistencia. Actualmente, el glifosato representa el 76% del total de los 
pesticidas utilizados en nuestro país. Su uso ha mejorado la producción agrícola, mediante el control de plagas 
y enfermedades, reflejándose en beneficios económicos. Sin embargo, debido a la toxicidad de esta sustancia, 
su uso masivo plantea una preocupación en términos del impacto ambiental y sanitario.  

Desde el punto de vista de la salud humana, un amplio espectro de enfermedades, que van desde dolencias 
agudas a enfermedades crónicas, trastornos reproductivos y disfunciones del sistema endocrino, han sido 
vinculadas con la exposición a glifosato. En relación al medio ambiente, en Argentina se han detectado 
agrotóxicos en diferentes niveles del suelo que contaminan el agua y se acumulan en ríos y lagos. Esto 
representa un riesgo para la población expuesta a este agroquímico1,2, y conlleva a la necesidad de remediar 
aguas contaminadas con este OP. Las metodologías tradicionales para la remoción de pesticidas del ambiente 
generan nuevos contaminantes y son costosas3, por lo que la biorremediación resulta ser una alternativa 
prometedora. 

Con el objetivo de hallar nuevos microorganismos bacterianos wild type capaces de degradar glifosato, se 
realizó un screening en medio líquido a partir de 9 cepas microbianas seleccionadas previamente por su 
capacidad de degradar OPs triésteres, de los géneros Sphingomonas, Streptomyces, Nocardias, Arthrobacter y 
Brevundimonas4,5. Para ello, se desarrollaron cultivos en medio mínimo suplementado con dicho herbicida como 
única fuente de carbono y energía (FCE). A partir del análisis del crecimiento de cada uno de los microorganismos 
estudiados se determinaron las correspondientes velocidades específicas de crecimiento máximas (µmáx), 
encontrándose que dos cepas, una de Streptomyces y otra de Arthrobacter, fueron capaces de utilizar glifosato 
como única FCE. Estos resultados, en relación a trabajos previamente reportados, sugirieron su capacidad de 
degradar dicho herbicida en sistemas en crecimiento2. Una vez seleccionados estos biocatalizadores, y a partir 
del desarrollo de metodologías de derivatización y detección de glifosato y sus productos de degradación 
mediante HPLC y/o GC, se llevó a cabo la cuantificación de la degradación del herbicida. Los resultados 
obtenidos en este trabajo permitieron hallar dos biocatalizadores novedosos que podrían ser aplicados al 
tratamiento de aguas contaminadas con glifosato.  
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Resumen 

El efecto de las sales o de la fuerza iónica en la catálisis enzimática es un fenómeno relativamente poco estudiado 
a nivel cuantitativo. En este contexto, los modelos principalmente utilizados para describir este fenómeno 
corresponden a enzimas con superficie de carga neta positiva y sustratos negativos, como ribonucleasas1, donde 
el efecto de la sal se relaciona principalmente con un apantallamiento de cargas que conlleva una disminución 
en la actividad. Sin embargo, existen enzimas donde estas propiedades no se cumplen, como lo son las enzimas 
de organismos pertenecientes a la clase de organismos halófilos Haloarquea, cuya actividad aumenta en función 
de la concentración de sal y donde la mayoría de las proteínas presentan un potencial de superficie negativo 
como parte de un mecanismo adaptativo a ambientes de alta fuerza iónica. Con el fin de aproximarnos a una 
descripción fisicoquímica del efecto de la sal en este tipo de enzimas, en este trabajo utilizaremos como modelo 
la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Haloferax volcanii2. Esta enzima posee una superficie cargada 
negativamente y un sitio activo ubicado en un bolsillo positivo. Además, sus sustratos, G6P y NAD+, poseen 
carga neta negativa y una parte de carga positiva, respectivamente, lo que la convierte en un modelo interesante 
para el estudio del rol de las cargas de superficie y el efecto de la sal en la catálisis de enzimas, no solo de 
organismos halófilos, sino que de enzimas en general. 
Utilizando cinética de estado estacionario en altas concentraciones de NaCl se estableció que esta enzima posee 
un mecanismo cinético que involucra la formación de un complejo ternario y, mediante la realización de estudios 
de inhibición por producto (NADH), se determinó que corresponde a un mecanismo secuencial ordenado en el 
que el primer sustrato en unirse a la enzima es NAD+ y el ultimo producto en liberarse es NADH. Junto con esto, 
se analizó el efecto de la concentración de KCl y NaCl en las propiedades cinéticas de la enzima realizando 
curvas de saturación para cada sustrato a distintas concentraciones de cada sal. Mediante el análisis del 
comportamiento de los parámetros cinéticos, Vm, KM y Vm/KM en función de la sal, se obtuvo que el principal 
efecto se debe a un aumento en la afinidad por G6P, y en menor medida a un leve aumento en la catálisis y a 
una leve disminución en la afinidad por NAD+. Considerando que esta enzima además es capaz de catalizar la 
oxidación de glucosa (aunque con mucha menor eficiencia) y que este sustrato no posee carga neta, se analizó 
el efecto de la sal en esta actividad enzimática para obtener información sobre el efecto de la carga del sustrato 
azúcar. En el caso de glucosa, el aumento de Vm/KM en función de la concentración de sal es al menos dos 
órdenes de magnitud menor que el aumento de este parámetro para G6P. Esto permite hipotetizar que el 
apantallamiento de la carga negativa de G6P disminuiría la repulsión entre éste y la enzima, aumentando así su 
afinidad y persistencia en el sitio activo de la enzima. 
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Resumen 

Las proteasas o peptidasas son enzimas que catalizan la ruptura del enlace peptídico mediante hidrólisis.  
En plantas, las proteasas además de estar involucradas en la degradación de proteínas no funcionales (limpieza), 
participan en diversos procesos reguladores asociados al crecimiento y el desarrollo, y en la adaptación a los 
cambios ambientales. Juegan un papel clave en la respuesta de defensa contra patógenos y plagas, (Misas-
Villamil, 2016; van der Hoorn, 2008). 
Las proteasas poseen una gran variedad de aplicaciones biotecnológicas, principalmente en la industria 
farmacéutica, de detergentes y en la industria alimentaria. Estas representan más del 60 % del mercado mundial 
de enzimas, presentando una tasa de crecimiento anual compuesta del 5,3 % entre los años 2014 y 2019, siendo 
las enzimas más comercializadas (Fernández-Lucas, 2017). 
En nuestro grupo de trabajo se aislaron y caracterizaron tres isoenzimas proteolíticas de frutos maduros de 
Bromelia antiacantha (Bertol.) y se obtuvo el ADNc completo del zimógeno que incluye la peptidasa activa, 
denominada Antiacanthaína. El fruto silvestre es estacional y su extracción es dificultosa. Por tanto, la obtención 
de esta enzima a escala industrial, demandaría muchos años y espacio físico para su cultivo. La producción 
recombinante de Antiacanthaína sería una estrategia interesante para su aplicación en procesos industriales. 
En el presente trabajo se puso a punto la expresión recombinante del zimógeno de antiacanthaína (pro-enzima) 
inserto en tres construcciones diferentes: pET- 28a(+), pET- 32a(+) y pMAL- c5E. Esta estrategia permitió evaluar 
diferentes fusiones que favorecen el rendimiento, la solubilidad, y la purificación. Se ensayaron diferentes cepas 
de expresión de E. coli para todas las construcciones, entre ellas: BL21(DE3), BL21(DE3)pLys y 
BL21(DE3)Arctic. 
A pesar del uso de los diferentes tags de fusión, temperaturas de producción y cepas de expresión, siempre se 
obtuvo la proteína insoluble. Por tanto, se ensayaron estrategias para la solubilización y renaturalización a partir 
de la construcción pET-28a(+) y en la cepa BL21(DE3)Arctic. Las condiciones óptimas de solubilización de los 
cuerpos de inclusión se obtuvieron en buffer Tris 20 mM, Urea 6 M, DTT 10 mM, pH:7,4 a 4ºC, durante toda la 
noche. Finalmente, la identidad de la proteína soluble fue confirmada SDS-PAGE y LC-MS. Actualmente se está 
trabajando en optimización de las condiciones de activación de la enzima. 
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Resumen 

La Antártica es uno de los lugares con condiciones más extremas para el desarrollo de la vida. En ella se puede 

encontrar baja actividad de agua, bajas temperaturas y altos niveles de radiación ultravioleta. Estas condiciones 

pueden generar estrés oxidativo por la generación de radicales libres, como el anión superóxido, peróxido de 

hidrogeno e hidroxilo, por lo que los microorganismos que están presente en este continente necesitan contar 

con un importante sistema de defensa antioxidante para prevenir dicho daño. Este sistema antioxidante puede 

ser de origen enzimático y dentro de las enzimas más importantes destacan la superóxido dismutasa, la catalasa 

peroxidasa y la glutatión peroxidasa. Nos centraremos en la enzima catalasa, la cual es capaz de descomponer 

el peróxido de hidrogeno en oxígeno y agua. Esta importante enzima antioxidante fue obtenida a partir de una 

bacteria sicrotolerante resistente a la radiación UV-C de origen antártico específicamente de Isla Elefante. 

Este microorganismo, denominado cepa I1P, fue eficiente en la disminución de los niveles de especies reactivas 

de oxígeno producidas tras la irradiación UV-C. Su enzima catalasa mostró ser activa en un amplio rango de 

temperaturas (20-70 °C), con una actividad óptima a 50 °C (a pH 7,0), un hallazgo destacable teniendo en cuenta 

su origen sicrotolerante. Además, esta enzima es termoestable, conservando alrededor del 60 % de su actividad 

tras 6 h de incubación a 50 °C.  

Teniendo en cuenta estos excelentes resultados, se realizó la clonación y expresión del gen de la catalasa del 

I1P. Esta enzima es utilizada en la industria la alimentaria, cosmética y textil y en biorremediación, donde las 

catalasas participan de sus procesos porque tienen la capacidad de eliminar de manera eficiente el peróxido de 

hidrógeno como sustituto de los métodos químicos convencionales.  

Por otra parte, la enzima recombinante mostró ser activa en un rango de 20-80 °C, con una temperatura óptima 

de 40 °C, manteniendo el 50 % de su actividad después de 7 horas de incubación a 50° C. La enzima 

recombinante mostró una temperatura óptima más baja que la enzima nativa y una termoestabilidad similar 

permitiendo el uso de esta enzima a altas temperaturas de forma exitosa.  

Podemos concluir que la catalasa del microorganismo I1P es termoactiva y termoestable y podría ser utilizada 

en distintas aplicaciones biotecnológicas. 
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Resumen 
Uno de los grupos funcionales más inusuales en la industria química y farmacéutica es probablemente el grupo 
nitro. En la naturaleza, los compuestos nitrados fueron descubiertos y reportados en las últimas décadas como 
moléculas bioactivas. Sin embargo, se utilizan ampliamente en muchas síntesis industriales y son un componente 
clave de fármacos terapéuticos, plaguicidas y explosivos1. Debido a las condiciones ecológicas poco amigables 
involucradas actualmente en su preparación, la industria podría aprovechar los beneficios que conlleva el uso de 
biocatalizadores2. De esta forma, las N-oxigenasas, aparecen como una opción relevante por su capacidad de 
oxigenar aminas primarias, y obtener derivados parcial o totalmente oxigenados. La principal fuente de estas 
enzimas son bacterias del género Streptomyces, cuya actividad natural de biosíntesis de antibióticos y otros 
metabolitos secundarios está relacionada con este grupo de enzimas3.  
En este trabajo reportamos el uso de células enteras inmovilizadas de Streptomyces griseus como fuente de 
actividad de N-oxigenasa, combinadas con éxito con Bacillus cereus, en forma de extractos y caldos libres de 
células (cell free extract - CFE y cell free broth - CFB respectivamente) como estrategia de estimulación 
metabólica secundaria inespecífica, aumentando entre 4 y 8 veces la actividad biocatalítica deseada. El esquema 
de trabajo propuesto aplicado a la N-oxigenación del ácido p-aminobenzoico para la obtención de ácido p-
nitrobenzoico, constituye la primera reacción biocatalizada por células enteras inmovilizadas con actividad N-
oxigenasa reportada, así como establece una primera aproximación a futuros procesos productivos en la 
preparación de nitrocompuestos dentro de la órbita de los principios de la química verde. 
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Resumen 

Helicobacter pylori es un importante patógeno que coloniza el epitelio gástrico y daña la integridad de la mucosa 
induciendo ulceras y cáncer gástrico a través de sus factores de virulencia. Entre ellos se incluyen una proteína 
codificada por el gen A asociado a citotoxina (CagA), una citotoxina vacuolizante A (VacA) y una serina proteasa 
A (HtrA). Las proteínas HtrA representan una clase de proteasas serínicas inducidas por choque térmico que 
están involucradas en la interrupción de las uniones estrechas y adherentes de las células epiteliales. En H. 
pylori, el desprendimiento de la proteína de adhesión E-cadherina altera las funciones de la barrera epitelial 
permitiendo que el microorganismo acceda al espacio intercelular durante la infección. El objetivo de este trabajo 
fue aislar, caracterizar y purificar la proteasa serínica HtrA de H. pylori, para evaluarla como un posible blanco 
terapéutico relevante.   
La cepa de referencia H. pylori NCTC 11638 fue cultivada en agar sangre e incubada 48 h a 37 °C en condiciones 
de microaerofilia. Las colonias fueron colectadas y suspendidas en caldo infusión cerebro - corazón para 
favorecer la secreción de HtrA. La suspensión se incubó a 37 °C con agitación de 160 rpm durante 8 h, se 
centrifugó inmediatamente a 13.000 × g durante 10 min a 5 °C y se recogió el sobrenadante para su posterior 
purificación. El proceso de purificación se realizó en un equipo FPLC (Akta Prime Plus, General Electric), 
utilizando una columna cromatográfíca de intercambio catiónico HiTrap SP (Cytiva Global Life Sciences Solutions 
USA LLC) empacada con Sulfopropil-Sepharose, previamente equilibrada y lavada con tampón Tris-HCl 50 mM 
(pH 7,5). La elución se realizó con un gradiente lineal de cloruro de sodio (0-0,2 M) en el mismo tampón de 
partida, a una velocidad de flujo de 2 mL/min. La cromatografía se controló espectrofotométricamente midiendo 
la absorción a 280 nm. Se analizó la actividad caseinolítica de las fracciones colectadas; las que resultaron 
activas se concentraron y almacenaron a -20 °C. Se realizaron zymogramas del sobrenadante y de las fracciones 
purificadas. Las bandas de proteína se tiñeron en solución acuosa de Coomassie Brillant Blue R-250 0,2% (p/v) 
con etanol 30% (v/v) y ácido acético 7% (v/v). Es conocido que la las proteasas de la familia HtrA contienen un 
dominio tipo quimotripsina en el N-terminal y al menos un dominio PDZ en el C-terminal, se ensamblan en 
oligómeros que conforman trímeros y éstos pueden dar formas oligoméricas superiores (Hansen y Hilgenfeld, 
2013). En el sobrenadante se detectaron al menos un monómero HtrA y dos oligómeros proteolíticamente 
activos, los cuales fueron separados por electroforesis SDS-PAGE. Las bandas fueron cortadas y analizadas por 
espectrometría de masa. Se proyecta realizar estudios de estructura – actividad que permitan encontrar 
inhibidores específicos de la proteasa HtrA secretada por H. pylori, los cuales podrían ser nuevos agentes 
terapéuticos para erradicar la infección. 
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Resumen 

La oxidación de azucares para obtener ácidos orgánicos, se ha convertido en foco de investigación científica, 
como estrategia para aumentar la sustentabilidad industrial mundial. El ácido galactárico, es un ácido orgánico 
actualmente producido vía catálisis química desde la galactosa, y su interés radica en que puede sustituir a los 
derivados del ácido tereftálico de origen fósil. El ácido galacturónico, principal monómero de la pectina, aparece 
como un prometedor sustituto de la galactosa, si se obtienen nuevos biocatalizadores capaces de producir ácido 
galactárico con una alta selectividad en la oxidación del hidroxilo diana y con una alta eficiencia en la reacción 
de oxidación. 
En este trabajo, la glucosa oxidasa de Aspergillus niger fue sometida a ingeniería de proteínas para modificar su 
especificidad de sustrato, alejándola de la glucosa y acercándola al ácido galacturónico para la producción de 
ácido galactárico. Se evaluaron seis posiciones de aminoácidos y los mutantes resultantes se examinaron para 
comprobar su actividad frente al ácido galacturónico, identificando dos variantes con sustituciones de 
aminoácidos F414K e Y68W. Estas variantes catalizan la conversión del ácido galacturónico en presencia de 
catalasa, con una actividad mínima de oxidación de glucosa. Un análisis in silico de la sustitución de aminoácidos 
sugiere que el ácido galacturónico cambia su orientación en el sitio activo, asemejándola a la de la glucosa en la 
glucosa oxidasa parental. Además, los experimentos de estabilidad térmica y a pH acido, muestran que la glucosa 
oxidasa modificada exhibe mayor estabilidad que la enzima nativa, remarcando la importancia de las diferencias 
estructurales obtenidas entre la enzima nativa y las modificadas.  
Por último, una reacción one-pot usando pectina como sustrato, y pectinasa y las variantes de glucosa oxidasa 
como biocatalizadores, permitió observar por HPLC la liberación de ácido galacturónico y su oxidación a ácido 
galactárico, demostrando que es posible la despolimerización simultánea de la pectina por la pectinasa y la 
oxidación del ácido galacturónico liberado por la glucosa oxidasa modificada, para la producción de ácido 
galactárico (fig. 1). Este estudio proporciona una prueba de concepto para una potencial producción enzimática 
de monómeros de ácidos hexáricos a partir de macromoléculas complejas como la pectina, utilizando enzimas 
bien establecidas a nivel industrial, como las preparaciones de pectinasa y de glucosa oxidasa post modificación 
de ingeniería de proteínas.  
 

 

Figura 1: Reacción one-pot para la hidrolisis de pectina y 
producción de ácido galactárico, utilizando pectinasa, 

variantes de glucosa oxidasa y catalasa como 
biocatalizadores del proceso. Las reacciones se llevaron a 
cabo a 30°C y pH 7.0. Acido galacturónico (negro) y ácido 

galactárico (azul) con las variantes F414K (cuadro) y 
Y68W (triangulo) 
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Resumen 

Introducción – El aumento de dióxido de carbono (CO2) en el medio ambiente se ha convertido en un problema 
donde la ciencia busca diversas soluciones. Es desde esta perspectiva que el uso de un catalizador enzimático 
como la formiato deshidrogenasa (FDH) para la reducción de CO2 a un compuesto de interés comercial como el 
ácido fórmico (FA) ha llamado ampliamente la atención1. La inmovilización de enzimas es una alternativa para 
superar algunos problemas relacionados con el escalamiento industrial, como la desestabilización de las enzimas 
y la reutilización de catalizadores, de ahí que la selección del soporte sea crucial2. El carbon felt (CF) ha sido 
seleccionado como un soporte novedoso por las propiedades electroquímicas que ofrece ya que puede ser 
utilizado en la regeneración electroquímica del cofactor NADH3-4, lo que, junto con su bajo valor comercial, lo 
hacen extremadamente atractivo para su uso. En contraste el CF tiene inconvenientes como una baja área 
superficial y poca reactividad para ser modificado con compuestos orgánicos, lo que hace necesario buscar 
alternativas para superar estos obstáculos5. El presente estudio busca evaluar el efecto de diferentes 
pretratamientos en CF y su resultado sobre la inmovilización por afinidad de la FDH. 
Metodología experimental – Se funcionalizó la superficie de CF con ácido iminodiacético y níquel (IDA-Ni) para 
generar una interacción de afinidad con His-tag presente en la FDH (de Candida boidini). El CF se trató 
previamente con un baño ácido (HNO3 0,1 M, 100ºC, 1 hora) o básico (KOH 0,1 M, 100ºC, 1 hora). Se realizaron 
pruebas de carga enzimática sobre el soporte (2 – 70 mgProteína/gSoporteCF). Se operó un reactor de alta presión con 
CO2 (8 bares) y NADH 10 mM como sustratos, evaluándose la producción de ácido fórmico en el tiempo (10 h). 
Resultados y discusión - El pretratamiento con ácido mostró mejores resultados al obtener los catalizadores 
con mayores actividades específicas (UI/gSoporte), por lo que se seleccionó para continuar con las pruebas de 
carga de enzima. Con el tratamiento ácido se logró depositar un máximo de 15 mgProteína/gSoporte y una actividad 
específica de 3,88±1,34 UI/gSoporte sobre el soporte. Pruebas posteriores en el reactor de alta presión con el 
catalizador presentaron una productividad volumétrica de 0,015 Mácido fórmico/(L·h) con un rendimiento de 0,83 
moles ácido fórmico/mol NADH. 
Conclusiones - El catalizador desarrollado, mediante una técnica de inmovilización por afinidad de FDH sobre 
CF, ha demostrado tener un gran potencial para ser utilizado en la fijación y reducción de CO2 a ácido fórmico. 
Se deberán realizar futuros ensayos del catalizador en un sistema electroenzimático para evaluar la capacidad 
del soporte para regenerar el cofactor una vez modificado con la enzima. 
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Resumen 

El control y selectividad en la oxidación de polioles es uno de los desafíos cotidianos en la síntesis orgánica. 
Entre ellos, la oxidación de dioles secundarios ha llevado a la búsqueda de nuevos métodos suaves de oxidación, 
de baja toxicidad y libre de metales. En este marco, los procesos enzimáticos se han consolidado como procesos 
confiables y selectivos para reacciones de oxidación.1  
El empleo de laccasas, oxidasas capaces de realizar oxidaciones de un electrón, se destaca como una de las 
formas más limpias y sustentables de realizar oxidaciones, produciendo agua como subproducto a expensas de 
O2. El empleo de estas enzimas se ha visto incrementado en las últimas décadas, donde se destaca su uso en 
la industria textil, agroquímica, farmacéutica y química, entre otras.2 Particularmente, los sistemas laccasa-
mediador han sido utilizados en síntesis orgánica, gracias a su versatilidad en la conversión de alcoholes 
primarios, secundarios, tanto alifáticos como aromáticos, a sus correspondientes productos oxidados.3 En estos 
sistemas, se han estudiado diversos mediadores químicos orgánicos, destacándose los radicales nitroxilos 
estables como el TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina), cuya especie oxidada (oxoamonio) es la responsable de 
la oxidación. Si bien existen varios reportes de sistemas laccasa-TEMPO,4 derivados como 4-acetamido-TEMPO5 
no han sido explorados en sistemas mediados por laccasas aplicados a la oxidación de dioles. 
En este trabajo se expone la formación de α-hidroxicetonas y dicetonas a partir de la oxidación de 1,2-dioles, 
mediante un sistema laccasa-mediador, empleando la laccasa comercial de Trametes versicolor y radicales 
nitroxilos estables (TEMPO, 4-acetamido-TEMPO) como mediadores. 
 

 
Esquema de la oxidación quimioenzimática de 1,2-dioles involucrando laccasas  
Se estudió la laccasa de T. versicolor y los mediadores mencionados en buffer acetato 50 mM pH 4,5, tanto en 
medios monofásicos como bifásicos, estudiando una serie de solventes orgánicos y empleando hidrobenzoina 
como sustrato modelo. Se modularon condiciones de tiempo de reacción, cantidad de enzima, concentración de 
sustrato y co-solvente, entre otras. Al variar estas condiciones, es posible modular la quimioselectividad del 
proceso. La oxidación de 1,2-dioles mediada por laccasa-TEMPO/ACT resultó una alternativa sustentable y 
versátil para la formación de hidroxicetonas y dicetonas aromáticas. 
Referencias 
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Resumen 
Durante los últimos años, el mercado de la tagatosa (3S,4S,5R)-1,3,4,5,6-pentahidroxy-hexan-2-ona) se ha 
expandido considerablemente debido a la similitud de sus propiedades edulcorantes y funcionales con las de la 
sacarosa. Enmarcado en el campo de los alimentos funcionales, su uso se ha consolidado en la industria 
alimentaria y se ha proyectado a la industria farmacéutica. Una alternativa que ha sido propuesta es la producción 
enzimática de tagatosa desde lactosa en una etapa (one-pot), utilizando β-galactosidasa (β-gal) para catalizar la 
hidrólisis de lactosa y L-arabinosa isomerasa (L-AI) para catalizar la isomerización de la galactosa a tagatosa en 
un mismo reactor. Sin embargo, no existen reportes relacionados con las variables operacionales claves en la 
producción de tagatosa en un sistema one-pot, en el cual tienen lugar las reacciones de hidrólisis y 
transgalactosilación de lactosa, (formación de galacto-oligosacáridos, GOS) e isomerización de galactosa. El 
objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de las variables operacionales: adición de cofactores 
(manganeso y cobalto), razón entre enzimas β-gal y L-AI (Rβ-gal/L-AI), concentración de lactosa y temperatura en 
la producción one-pot de tagatosa desde lactosa utilizando los parámetros rendimiento de tagatosa (YTag), 
productividad especifica de tagatosa (πTag), masa acumulada de tagatosa (MTag) y selectividad de isomerización 
(STag) para la caracterización del proceso. Los resultados indican que existe una dependencia de la actividad de 
L-AI con respecto a manganeso y no así por cobalto, lo cual resulta favorable para su uso en la formulación de 
alimentos1. El efecto de la Rβ-gal/L-AI fue evaluado en términos de masa de proteínas en el rango entre 0,01 y 1,2 
mg β-gal/mg L-AI, obteniéndose un valor máximo de YTag de 23 % y STag de 95,2 % a la mayor Rβ-gal/L-AI evaluada. 
Con respecto a MTag y πTag, no se observaron diferencias significativas bajo las condiciones de estudio. Se evaluó 
el efecto de la concentración de lactosa inicial entre 10 y 50 % (p/p) y, tal como ha sido reportado previamente, 
se observó mayor formación de GOS a mayor concentración de lactosa2; sin embargo, los GOS son rápidamente 
hidrolizados en las primeras 2 horas de reacción, por lo cual no se observa un efecto significativo en YTag y STag 
al término de la reacción. Por el contrario, se observó un efecto en MTag y πTag, obteniendo valores máximos a 
50% (p/p) de lactosa. La temperatura, se evaluó en el rango de 40 a 60°C, obteniéndose los valores máximos de 
YTag, πTag, MTag y STag a la mayor temperatura evaluada. Al tratarse de una reacción reversible, el equilibrio entre 
el sustrato y el producto depende de la termodinámica de la reacción y, por lo tanto, es dependiente de la 
temperatura3.  
Conclusión: En una reacción termodinámicamente controlada se observa una mayor velocidad de isomerización 
a elevada temperatura, siendo clave el uso de enzimas termotolerantes, como es el caso de L-AI de T. maritima. 
Si bien, β-gal de A. oryzae no es termófila, es capaz de hidrolizar tanto la lactosa como los GOS producidos al 
inicio de la reacción y así proporcionar la galactosa suficiente para favorecer su isomerización a tagatosa, siendo 
para ello necesario emplear altas concentraciones de sustrato y Rβ-gal/L-AI. 
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galactose. Biotechnol. Prog. 36 (6), e3033 (2020). 
2. Vera, C., Guerrero, C., Aburto, C., Córdova, A., Illanes, A. Conventional and non-conventional applications of β-
galactosidases. Biochim. Biophys. Acta - Proteins Proteom. 1868, 140271 (2020). 
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Resumen 

Los contaminantes farmacéuticos (CF) representan uno de los mayores problemas de polución a nivel mundial. 
Entre los CF más peligrosos se encuentran las sustancias hormonalmente activas como los estrógenos 17beta-
estradiol y al 17alfa-etinilestradiol1, cuya generación está en ascenso debido, principalmente, al uso de 
anticonceptivos formulados en base a hormonas. Como la mayoría de las drogas no son completamente 
metabolizadas por el cuerpo humano, su excreción en orina y heces constituye la principal fuente de 
contaminación acuífera con CF2. 

 Al comportarse como disruptores endocrinos, los estrógenos generan efectos adversos sobre el medio ambiente 
y el ser humano, existiendo la necesidad de desarrollar nuevas tecnologías para el tratamiento de estos 
contaminantes. Una posible solución a este problema, eficiente y amigable con el medio ambiente, sería la 
degradación mediada por enzimas.   

En este sentido, las enzimas lacasas resultan de interés por su demostrada capacidad de oxidar y remover la 
actividad estrogénica asociada a estos contaminantes3, 4. La inmovilización de estas enzimas podría mejorar las 
propiedades prácticas de las oxidorreductasas, tales como el reuso y la estabilidad a largo plazo.  

En el presente trabajo nos enfocamos en la biotransformación del 17alfa-etinilestradiol, mediante el uso de una 
lacasa fúngica con el objetivo de remover la actividad estrogénica asociada a este contaminante. Para esto se 
utilizó la lacasa proveniente de Trametes villosa, un basidiomicete aislado de plantaciones locales de Eucaliptus, 
en dos formas: enzima soluble e inmovilizada por atrapamiento en una red polimérica tipo hidrogel. Estos 
hidrogeles se sintetizaron a partir de biopolímeros lignocelulósicos (celulosa, lignina y hemicelulosas) obtenidos 
como subproducto en la producción de bioetanol de segunda generación, lo que tiene gran potencial para 
desarrollar procesos sustentables. La degradación del etinilestradiol y sus posibles productos de 
biotransformación fueron detectados mediante HPLC-DAD.  
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Resumen 

Durante los últimos años ha surgido el interés en el descubrimiento, diseño y síntesis de pequeñas moléculas 
orgánicas que puedan ser utilizadas como órgano-catalizadores de reacciones de interés. Su uso presenta 
algunas ventajas frente a los catalizadores clásicos, ya que generalmente son moléculas simples, estables, 
fáciles de utilizar, pueden ser unidas a un soporte sólido, y pueden tener la capacidad de introducir quiralidad 
sobre las moléculas que actúan. Por otra parte, la simpleza de su estructura los hace más resistentes a las 
condiciones ambientales que moléculas de mayor tamaño, como las enzimas, las cuales pueden ver afectada su 
funcionalidad por variaciones en su estructura provocadas por condiciones de reacción adversas (Jen et al., 
2000). Los aminoácidos prolina y fenilalanina demostraron tener propiedades que los posicionan como 
biocatalizadores aplicables a diversas reacciones como la síntesis de acetona de Wieland-Miescher, la 
condensación aldólica y la reacción de Mannich, o emular la actividad de la anhidrasa carbónica, por mencionar 

algunos ejemplos (List et al., 2000; List & Yang, 2006; Yang et al., 2008). 
En el curso de otros estudios, se observó accidentalmente una actividad de hidrólisis de 4-itrofenil butirato (pNPB) 
que pudo ser correlacionada con la presencia de arginina. Se postuló entonces la hipótesis de que este 
aminoácido estaría actuando como organocatalizador.  
Con el fin de elucidar el rol que cumplen los diferentes grupos reactivos presentes en la molécula de arginina, se 
evaluó la capacidad catalítica de diferentes análogos de ella (citrulina, metil- y dimetil arginina, guanidina y 
pentilguanidina). Se comparó la velocidad de hidrólisis de pNPB a diferentes pH, en ausencia y presencia de las 
moléculas de interés. Estos ensayos demostraron que, a excepción de la guanidina y la pentil guanidina, todas 
las moléculas estudiadas catalizaban la hidrolisis del sustrato modelo, permitiendo concluir que es necesario que 
los grupos alfa amino y carboxilo y el grupo guanidino, o urea en el caso de la citrulina, se encuentren presentes 
en la molécula catalizador. En todos los casos se estudió el fenómeno en un amplio rango de concentraciones 
de catalizador (0-150 mM) constatándose que la relación entre la velocidad de reacción y la concentración de 
catalizador permanece constante en el rango estudiado, y además que el valor de dicha relación es muy similar 
para las cuatro moléculas estudiadas. 
Para complementar los resultados obtenidos se realizaron estudio teóricos in silico; para ello primero se realizó 
el estudio conformacional para la molécula de arginina y de pNPB, y con las conformaciones más estables se 
simuló el docking de las mismas obteniéndose un modelo de la interacción entre las moléculas para los diferentes 
estados intermedios de la reacción. Además, se llevaron a cabo ensayos de dinámica molecular que permitieron 
obtener el perfil de energía libre de la interacción entre las moléculas conforme avanza la reacción, lo que permitió 
determinar que la variación de energía libre en el estado de transición es de 1,1 kcal mol-1 y que la hidrólisis de 
pNPB en presencia de arginina transcurre a través de estadios de menor energía que en ausencia de ella.  
Los resultados obtenidos permiten concluir que la arginina efectivamente se encuentra actuando como 
catalizador de la hidrólisis del pNPB, siendo según entendemos el tercer aminoácido con capacidad catalítica 
reportado. 
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Resumen 

La foto-biocatálisis surge de la combinación sinérgica de la fotocatálisis con la biocatálisis. En los últimos años ha 
generado mucho interés ya  que permite acceder a nuevas estrategias de síntesis asimétrica sustentable1. Ha sido 
ampliamente utilizada para reciclado de cofactores o fotooxidaciones de sustratos seguido de transformaciones 
biocatalíticas2. No obstante, pocos ejemplos han sido presentados en relación con biodeshalogenaciones 
fotoredox de compuestos α-carbonílicos para compuestos activados3,4.  
 
Proponemos desarrollar un sistema fotobiocatalítico para la deshalogenación de sustratos menos activados 
(Fig.1A) bajo condiciones suaves de reacción, dando lugar a halohidrinas o epóxidos. La estrategia consta de dos 
etapas: 1) reducción enzimática de gem-dihalocetonas dando gem-dihalohidrinas, seguido de 2) mono-
deshalogenación fotocatalizada por flavinas quimioselectiva para obtener los productos enantioenriquecidos (Fig. 
1B). 

 
Figura 1: A) Potenciales de reducción vs ECS; B) Deshalogenación Fotobiocatalítica Quimiodivergente 

 

La biorreducción catalizada por ADHs de -dihalocetonas a dihalohidrinas ya ha sido reportada con excelentes 
conversiones y excesos enantioméricos5. La foto-reducción propuesta fue optimizada partiendo de 
dibromohidrinas racémicas, logrando conversiones completas. Para ello se utilizó riboflavina tetraacetilada 
(derivado de la vitamina B2) como fotocatalizador iluminando con LED azul, NEt3 como dador de electrones y 2-
propanol como solvente. Identificadas las mejores condiciones, empleando 2 equivalentes de NEt3 en 2-propanol 
se logró obtener bromohidrinas con excelentes rendimientos (80%); por otro lado, utilizando 10 equivalentes de 
NEt3 y medio hidroalcohólico (2-propanol/H2O 3:1), se obtuvo oxido de estireno con buen rendimiento (65%). 
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Resumen 
Las benzotiazolinas (BenTZ) 1 y las benzoimidazolinas (BIMI) 2 son compuestos tricíclicos diseñados como 
análogos de la penicilina, que han demostrado una inhibición competitiva de todas las subclases de metalo-beta-
lactamasas (MBL), con valores de Ki en el rango micromolar. Estos compuestos se obtienen en un solo paso de 
reacción a partir de 2-aminotiofenoles 3 o  2-aminoanilinas 4, respectivamente, y ditiano 51, (Figura 1). A pesar 
de que 1 y 2 resultaron ser muy buenos inhibidores contra todas las subclases de MBL, se obtienen como una 
mezcla racémica. Los estudios cristalográficos demostraron que el isómero (R,R) se une preferentemente a las 
enzimas NDM-1 y VIM-2, ambas MBL de importancia clínica. Por ello, nos propusimos desarrollar una estrategia 
para la resolución enantiomérica de 1 y 2.  
Con el fin de explorar una metodología adecuada para su resolución, se utilizó un enfoque biocatalítico en el que 
se decidió explorar el uso de enzimas mono amino oxidasas (MAO) como agentes de resolución para los 
compuestos (±)-1 y (±)-2. (Figura 1). El grupo del Prof. Turner ha informado de un método para la 
desracemización de aminas utilizando variantes de la monoamino oxidasa (MAO) de Aspergillus niger que 
muestran un notable alcance del sustrato.2,3 Previmos que esta metodología podría ser útil y aplicada para la 
resolución enantiomérica de nuestros productos. 

 
Figura 1: Síntesis y resolución enantiomérica de 1 y 2 utilizando MAO-N. 

En un primer screening a pequeña escala, la mezcla racémica se sometió a un protocolo de resolución cinética 
para comparar la actividad y la enantioselectividad usando células enteras de Escherichia coli expresando tres 
variantes diferentes de MAO-N (D5, D9 y D11),2 Figura 1. Ensayos preliminares mostraron que para la BIMI (±)-
2 las tres variantes de la enzima MAO resultaron ser enantioselectivas, obteniendo %ee de hasta 90%. Con estos 
resultados se realizó una optimización y escalado de la reacción llegando a obtener BIMI (±)-2 con un 95% ee. 
Mediante el escalado se logró aislar el compuesto oxidado del benzimidazol de la reacción que dio a conocer 
que la oxidación se produce en la amina aromática secundaria en lugar de la terciaria en este tipo de sustratos. 
Con estos resultados se decidió realizar el estudio del alcance de la metodología de desracemización aplicada a 
nuevos compuestos BIMI obteniendo muy buenos excesos enantioméricos en la desracemización de varios BIMI 
sintetizados (Figura 2) 

Figura 2: Resolución enantiomérica de BIMI utilizando MAO D11 en condiciones optimizadas. 
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Resumen 
La síntesis de aminas quirales presenta gran interés en la industria farmacéutica. La biocatálisis provee una 
forma conveniente de acceder a este tipo de compuestos, por lo que se han aplicado diversas enzimas a este 
proceso,1 obteniéndose éxito en la síntesis de aminas enantioenriquecidas a partir de compuestos proquirales. 

En particular, las -transaminasas son enzimas dependientes de PLP que catalizan la transferencia de un grupo 
amino de un donante amino a una cetona, y han sido utilizadas durante más de una década en la producción de 
ingredientes farmacéuticos activos.2,3 
La ω-transaminasa de Capronia semiimmersa (TACap) previamente caracterizada por nuestro grupo4 nos ha 
permitido sintetizar [11C] L-deuterodeprenil, un radiofármaco muy costoso de aplicación al diagnóstico de 
enfermedades neurodegenerativas mediante tomografía por emisión de positrones. Sin embargo, la baja 
estabilidad de la enzima ha dificultado su aplicación. 
Los métodos bioinformáticos utilizan herramientas computacionales para interpretar y modelar sistemas 
biológicos.5,6 Han avanzado notablemente en los últimos años, resultando fundamentales para el desarrollo de 
la biocatálisis en la era postgenómica al disminuir significativamente el tiempo de análisis de laboratorio y los 
costos asociados.7 En este contexto, hemos realizado simulaciones de dinámica molecular de TACap y otras 
transaminasas bajo diferentes condiciones (temperatura, solvente) para analizar las causas de su inestabilidad. 
El análisis de las trayectorias permitió determinar tres bucles de alta movilidad. También determinamos la 
secuencia de consenso de esta enzima, encontrando alrededor de cuarenta mutaciones de consenso. Junto con 
los cálculos de energía libre de plegamiento y reportes anteriores sobre otras enzimas relacionadas, pudimos 
proponer varias mutaciones destinadas a mejorar la estabilidad de nuestra transaminasa. 
En este trabajo se reportará también la caracterización experimental de la estabilidad de los mutantes 
propuestos, las cuales serán analizados utilizando métodos de semi-high-throughput. Además, presentaremos 
los resultados obtenidos al ensayar la actividad de los mutantes más estables hacia nuestra molécula de interés. 
El resultado de estos experimentos proporcionará retroalimentación a nuestro proceso de selección in silico, 
permitiéndonos mejorarlo de cara a futuras aplicaciones. 
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Resumen 

Una de las problemáticas de salud que se ha mantenido en el transcurso del tiempo a nivel mundial corresponde 
a la inflamación. Diversas proteínas participan de este proceso, entre ellas, 5-Lipoxigenasa (5-LOX), quien juega 
un rol fundamental en el metabolismo del ácido araquidónico, generando mediadores inflamatorios como los 
leucotrienos (LTs). Éstos están involucrados en el desarrollo de diversas enfermedades tales como asma, artritis, 
Alzheimer, y cáncer1,2. Zileutón es el único inhibidor de 5-LOX usado como  fármaco (contra el asma), aceptado 
por la FDA. Sin embargo, su uso prolongado provoca toxicidad hepática. Es por ello, que en la búsqueda de 
nuevos inhibidores de 5-LOX, en este trabajo presentamos una nueva familia de ligandos arilpiperazina y su 
evaluación biológica como potenciales inhibidores de 5-hLOX. 
 
Los ligandos ciano (1a-l) y amino (2a-l) aril piperazina fueron obtenidos como sólidos con altos rendimientos (82-
98%), empleando metodologías descritas en literatura. Posteriormente, se evaluó la actividad biológica de todos 
los ligandos en 5-hLOX, y se determinó la concentración mínima inhibitoria (IC50), donde los ligandos 1b, 1g, 1k, 

2f y 2g mostraron las mejores actividades con valores de IC50 inferiores a 3 μM. Además, determinamos el tipo 

de inhibición exhibida por los mejores candidatos de cada familia de ligandos (1b, 1g, 1k, 2c y 2f) utilizando 
gráficos de Michaelis-Menten y doble recíproco. Todos los compuestos mostraron un mecanismo competitivo, 
con valores de Ki para 5-hLOX entre 1,77 y 9,50 μM. Nuestros resultados son concordantes con los obtenidos 
en los estudios de acoplamiento molecular (Figura 1). 

 

 
Figura 1. IC50 (μM) y cinética enzimática del ligando 1g. 
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Resumen 
La proteína Fur de Acidithiobacillus ferrooxidans (FurAFE) es un factor de transcripción de interés biotecnológico 
debido a la capacidad de ser un controlador global de diversos procesos fisiológicos en esta y otras bacterias 
Gram negativas1. En Escherichia coli se han descrito que regula más de 100 genes2. Tiene un rol central en el 
control de la expresión génica frente a diversas condiciones ambientales, incluyendo el estrés oxidativo3,4 y el 
shock ácido5. Se ha descrito que regula factores de virulencia en múltiples patógenos bacterianos como Vibrio 
cholera y Helicobacter pylori, por esto es un blanco para el diseño de terapias antimicrobianas.  
Esta proteína es parte de la superfamilia Fur compuesto por proteína reguladoras como Fur, Zur, Mur, Nur y 
PerR, la que se activan uniendo diversos cofactores metálicos, lo que permite que reconozcan y unan a la 
secuencia de ADN blanco (caja Fur) que se encuentra cercana a los genes regulados. Los residuos de 
aminoácidos y mecanismos asociados al reconocimiento de la caja Fur es parte de este estudio. Para esto se 
utilizaron técnicas de bioinformática e inteligencia artificial para poder predecir los sitios responsables de la unión 
al ADN. 
Se caracterizaron 63 sitios de unión al ADN en proteínas bacterianas con estructura 3D conocida. Para lo cual 
se utilizaron descriptores moleculares que evalúan características fisicoquímicas a nivel de secuencia primaria y 
terciaria.  Utilizando técnicas de inteligencia artificial se realizó la identificación de las características relevantes 
para entrenar los modelos predictivos utilizando los algoritmos de máquina de vectores de soporte (SVM) y 
random forest (RF). Se determinó que el mejor modelo entrenado con descriptores a partir de secuencia primaria 
fue para el algoritmo de SVM logrando un rendimiento de 84,6% (precisión), mientras que utilizando 
características estructurales el modelo RF es el que logra un mejor rendimiento con  un 77,3%. Los resultados 
de la predicción indican que es posible desarrollar un modelo predictivo de zonas de unión al ADN en proteínas 
con una alta precisión utilizando solo la información de secuencia. 
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Resumen 

La agmatina es una amina que cumple importantes funciones en mamíferos, tales como ser precursor para la 
síntesis de poliaminas, actuar como neurotransmisor, tener efectos anticonvulsivos, antineurotóxicos y 
antidepresivos, además de ser un potencial agente terapéutico para enfermedades como Alzheimer, Parkinson 
y cáncer1. La agmatina es el producto de la descarboxilación de la L-arginina por la enzima arginina 
descarboxilasa; a su vez la agmatina es hidrolizada por la agmatinasa a putrescina y urea en una reacción 
enteramente análoga a la hidrólisis de arginina por la arginasa (Fig.1A). Tanto arginasa como agmatinasa poseen 
un alto grado de identidad estructural, requieren del cofactor Mn2+ para su actividad catalítica y son altamente 
específicas para sus sustratos2. En estudios previos de nuestro laboratorio se diseñaron diversas mutaciones y 
deleciones en la región del sitio activo de la agmatinasa de Escherichia coli, pero no se logró alterar su 
especificidad2. Recientemente nuestro grupo de investigación publicó la estructura de la agmatinasa de E. coli2  
y se propuso el triptófano 68 como un residuo determinante en la especificidad de la enzima. En el presente 
trabajo, además de los estudios estructurales, se realizaron estudios de docking y dinámica molecular 
posicionando el sustrato agmatina en el sitio activo de la enzima. Se encontró que el sustrato al unirse al sitio 
activo muestra un cambio conformacional que permite establecer interacciones relevantes con los residuos 
Asp43 y Asp125 (Fig. 2B), proponiendo estos residuos como determinantes en la especificidad por agmatina. 
Mediante mutagénesis sitio dirigida se generaron las mutantes D43A, D125A y W68A; se encontró que la mutante 
W68A solo presentó actividad con agmatina, sin variar su Km por este sustrato. Las mutantes D43A y D125A 
presentaron actividad con arginina y con agmatina, la Vmáx/mg proteína determinada con arginina solo fue un 
10% de la obtenida con agmatina. El valor de las Km para arginina en las mutantes D125A y D43A fueron de 30 
mM y 5 mM respectivamente; la Km para agmatina en ambas mutantes aumentó levemente (de 1,1 mM en la 
silvestre a 1,8-2 mM en las mutantes). Por lo tanto proponemos que los residuos Asp43 y Asp125 son relevantes 
en la especificidad por su sustrato en la agmatinasa de E. coli.     

                
Figura 1: A. Reacciones catalizadas por la agmatinasa, arginasa y arginina decarboxilasa. B. Interacción de agmatina en el sitio activo de la 
agmatinasa de Escherichia coli según resultados de docking y dinámica molecular. Representación del centroide del clúster más poblado 
dentro de los 200 nanosegundos de simulación (AGM+2: agmatina con dos cargas positivas, WOH: OH de una molécula de agua). 
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Resumen 

La inflamación crónica causada por la sobreexpresión de las enzimas ciclooxigenasa-2 (COX-2) y 5- lipoxigenasa 
(5-LOX) se ha convertido en un problema de salud importante debido a su directa relación en el desarrollo de 
diferentes tipos de cáncer, enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. Actualmente, diversos inhibidores han 
sido diseñados con el objetivo de interferir con la metabolización del sustrato de ambas enzimas, el ácido 
araquidónico (AA). Así, Celecoxib ha resaltado como el principal fármaco inhibidor de COX-2, mientras que, NDGA, 
Zileutón (único fármaco comercial), ZD-2138 y AKBA son clasificados según el mecanismo de desactivación de la 
enzima 5-LOX en inhibidores redox, quelantes de hierro, no-redox y alostéricos, respectivamente. Además, 
inhibidores como la curcumina, han logrado interferir con la metabolización del sustrato AA por ambas vías de la 
inflamación.1 En relación a lo anterior, se ha visto que la inclusión de fragmentos organometálicos en fármacos 

activos ha mejorado su actividad biológica, destacando ferroceno (Fe(ƞ5-C5H5)2) por su alta estabilidad, carácter 

lipofílico y versatilidad sintética.2 A modo de ejemplo, Ren y col. sintetizaron derivados de ferroceno análogos al 

fármaco Celecoxib, el cual, además de presentar una actividad inhibitoria similar al fármaco orgánico 

(IC50celecoxib:0,38 µM; IC50 Compuesto Ren y col.: 0,28 µM), destacó por su potente efecto antiproliferativo frente a células 
HeLa.3 
Considerando estos antecedentes, se presenta el diseño, evaluación in-silico, posterior síntesis y evaluación in- vitro 
de nuevos híbridos moleculares orgánico y derivado de ferroceno, funcionalizados a través de un andamio pirazol 
con los fragmentos farmacofóricos bencensulfonamida y catecol de los inhibidores Celecoxib (COX-2) y NDGA (5-
LOX), respectivamente. Resultados preliminares de acoplamiento molecular han evidenciado la favorable afinidad 
de unión de los sistemas propuestos en el sitio alostérico de 5-LOX, mientras que interesantemente, el derivado de 
ferroceno presentó un mayor índice de selectividad hacia la isoforma COX-2 en relación a COX-1 (enzima 
encargada de procesos vitales en nuestro organismo). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: A) híbridos moleculares evaluados. Gráficas energías de unión y docking frente a B) 5-LOX, C) COX-1 y COX-2 que muestran las 
preferenciales afinidades en los diferentes sitios de las enzimas. 
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Resumen 

El uso de enzimas para aplicaciones industriales ha captado el interés de varias industrias como la alimenticia, 
farmacéutica y textil, entre otras. Más aún, combinar la catálisis de dos o más enzimas, lo que se denomina 
sistema multienzimático, representa una propuesta interesante cuando se utiliza un único reactor, o reactor one-
pot1. Algunas de sus ventajas son reducir el volumen de reacción, recuperar cofactores o desarrollar rutas de 
síntesis más complejas. Las técnicas de inmovilización han incrementado la aplicabilidad de las enzimas 
extendiendo su durabilidad y permitiendo su reutilización. El estudio de sistemas multienzimáticos se ha visto 
beneficiado por los avances en la inmovilización enzimática, permitiendo hoy diseñar procesos de síntesis en 
reactores utilizando enzimas coinmovilizadas como biocatalizador2. 
La síntesis enzimática de fructosa a partir de lactosa representa una oportunidad de sintetizar un jarabe lacto-
fructosado (LFS) con un poder edulcorante similar a la sacarosa. En este sistema primero, por medio de la acción 
de la β-galactosidasa (β-gal) se cataliza la hidrólisis de la lactosa en glucosa y galactosa, y posteriormente 
glucosa-isomerasa (GI) cataliza la isomerización de glucosa a fructosa, obteniendo una mezcla de los cuatro 
azúcares. Industrialmente la producción masiva de jarabes de alta fructosa se realiza utilizando reactores de 
lecho fijo (PBR). Por lo tanto, el objetivo del trabajo es simular la síntesis de LFS utilizando un biocatalizador 
coinmovilizado en un PBR con el fin de determinar la temperatura de operación que maximiza el rendimiento 
espacio-tiempo (STY) del reactor considerando la inactivación del biocatalizador y las restricciones difusionales. 
Para este fin, se desarrolló un modelo de difusión-reacción para determinar el efecto de las restricciones 
difusionales considerando una partícula de enzimas inmovilizadas esférica. Para la inactivación térmica de la β-
gal se consideró un modelo de primer orden en dos etapas, mientras que para GI se utilizó un modelo de primer 
orden de una etapa, considerando el efecto de la temperatura sobre los parámetros cinéticos involucrados. El 
modelo de ecuaciones diferenciales parciales desarrollado para el PBR fue simulado en un rango de temperatura 
entre 40 y 60°C.  El tiempo de operación a cada temperatura fue definido como el tiempo que tarda la enzima 
menos estable (β-gal) en alcanzar el 30% de actividad residual.  Simulaciones del modelo permitieron determinar 
la condición de temperatura que maximiza el STY, en los rangos estudiados. Este trabajo servirá como base para 
determinar las condiciones de recambio de los catalizadores, flujo y temperatura de operación. 
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Resumen  

Los xilo-oligosacáridos (XOS) producidos a partir de materiales lignocelulósicos (MLC), son polímeros de cadena 

corta con actividad prebiótica que, en las últimas décadas, han ganado interés comercial debido a sus potenciales 

aplicaciones como ingredientes en la industria nutracéutica. En este trabajo se estudió la producción enzimática 

de XOS. Para ello, en primera instancia se evaluó la extracción de xilano a partir de aserrín de árboles nativos 

chilenos a distintas condiciones operacionales mediante pretratamiento alcalino/térmico y precipitación con 

etanol. Una vez seleccionadas las mejore condiciones de extracción de xilano, se evaluó la hidrólisis enzimática 

del xilano extraído en la producción de XOS, empleando diferentes enzimas, uso de enzimas auxiliares y 

diferentes condiciones operacionales. En cuanto al pretratamiento y extracción de xilano, los mayores 

rendimientos de recuperación se obtuvieron al pretratar aserrín de Nothofagus pumilio (Lenga) con 2% de NaOH. 

Por otra parte, al emplear el “metodo tradicional”, el mayor rendimiento de producción de XOS (740 

[mgxos/gxilano]) se obtuvo empleando la xilanasa recombinante (GtXyl10A) con la adición de enzima auxiliar a 

50 °C, pH 4,5, 200 rpm, 450 [UI*g-1] de actividad de xilanasa y 100 [UI*g-1] de actividad glucuronidasa cuando se 

ofrecieron 10 [mg*mL-1] de xilano.  

 

Adicionalmente se está evaluando un proceso alternativo de producción enzimática de XOS (más eficiente y 

ecológico), cuyos resultados estarán disponibles al momento del congreso.  
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Resumen 

Los beneficios de los xilooligosacáridos (XOS) como prebióticos son diversos. Estos pueden ser obtenidos a partir 
de la hidrólisis enzimática de xilano con xilanasas, produciendo una mezcla de XOS de entre 2 y 6 unidades de 
xilosa1. La xilobiosa posee la mayor actividad prebiótica, promoviendo el crecimiento de Bifidobacterias y cepas 
de Lactobacilos.   
En general la producción de XOS se realiza a partir de xilano en un reactor suplementado con xilanasa bajo 
condiciones de pH y temperatura establecidas. Sin embargo, se postula que un sistema in situ, en el cual la 
producción de xilanasa y la hidrólisis de xilano ocurran en el mismo compartimento, podría ser más eficiente y 
económico que el método tradicional. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un sistema in situ para la 
producción enzimática de XOS. Como microorganismo productor de la xilanasa se utilizó Pichia pastoris KM71, 
que secreta al medio de cultivo la xilanasa GtXyn10A del hongo Gloeophyllum trabeum en forma recombinante, 
bajo la inducción del promotor AOX1 por metanol. Como fuente de XOS se utilizó xilano de abedul.  
En una primera etapa, se diseñó un medio de cultivo apto para el crecimiento de P. pastoris y compatible con la 
actividad catalítica de la xilanasa GtXyn10A sobre xilano1. Se optimizó la fuente de nitrógeno, el buffer y el pH del 
medio y la concentración del inductor metanol.  Estos experimentos permitieron reemplazar YNB (Yeast Nitrogen 
Base) y peptona por extracto de levadura como única fuente de nitrógeno, lo que significó una reducción del costo 
del medio de cultivo en un 90%. Los resultados demostraron que el mejor medio para la fase de crecimiento de 
la levadura debe contener extracto de levadura 2.4% (p/v), glicerol 1% (v/v) y biotina 400 μg/L, mientras que para 
la fase de inducción el medio (denominado X-Cit) debe contener extracto de levadura 2,4% (p/v), metanol 0.5% 
(v/v), citrato de sodio 0,2M pH 5 y biotina 400 μg/L. En estas condiciones la producción de xilanasa en 24 horas 
fue de 14570 U/L de cultivo, solo un 9.4% menor que la alcanzada en el medio BMMY original. 
En una segunda etapa, se estudió la producción de los XOS xilobiosa (X2) y xilotriosa (X3), además de xilosa (X), 
bajo diferentes condiciones de metanol y xilano en el medio de inducción. La concentración de xilano se varió 
entre 0,4% (p/v) y 1,2% (p/v), y de metanol entre 0,5% y 1% (v/v), midiendo la producción de XOS a las 12, 24, 
48 y 72 horas de cultivo a 30°C, mediante HPLC. Los resultados mostraron que, en todas las condiciones, X2 es 
el XOS más abundante producido (hasta 98.6% del total) alcanzándose la mayor producción (3510 mg/L) a las 
72 horas, con xilano 1,2% y metanol 1%.  X3 se produjo, pero en un nivel inferior al 3.2% de los XOS a las 72 
horas, alcanzando su máximo nivel a las 12 horas de cultivo, después de lo cual disminuye rápidamente. No se 
detectó xilosa como producto de hidrólisis. La producción de XOS con grados de polimerización entre 4 y 6 se 
observa sólo a las 12 horas, aunque la cantidad producida es despreciable. Considerando la producción de XOS 
como la suma de X2 y X3, se concluye que la mayor producción, de 3,6 mg/mL, se logra a las 72 h de cultivo, con 
metanol 0,5% y xilano 1,2% en el medio.   
En relación al efecto del metanol en el medio de inducción, se observa que, en el rango estudiado, no tiene un 
efecto significativo en la producción de XOS, por lo que se sugiere utilizar metanol 0,5% en la fase de inducción. 
Por otro lado, xilano a mayor concentración favorece la mayor producción de XOS, pero el porcentaje de xilano 
convertido a XOS disminuye levemente a las 12 horas, bajando desde 21.9% (con xilano 0,4%) a 19.0% (con 
xilano 1,2%), sin embargo, a las 72 horas dicho valor alcanza 30% en todos los casos.    
En conclusión, se generó un sistema in situ para la producción de xilanasa recombinante en P. pastoris y la 
hidrólisis de xilano en el mismo reactor, a 30°C. Experimentos a futuro deben dilucidar los factores que limitan la 
completa conversión de xilano a XOS, para optimizar la producción a altas cargas de sustrato en el medio. 
Referencias 
1. Santibáñez et al. 2022. Carbohydrate Polymers, 251, 117118 Doi.org/10.1016/j.carbpol.2020.117118. 
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Resumen 

La hidrólisis enzimática de proteínas es una alternativa tecnológica muy atractiva para la valorización de 
subproductos de la industria alimentaria, como lo son los esquelones de salmón. La operación de hidrólisis 
enzimática de proteínas en modalidad de reactor por lotes ha evidenciado un decaimiento progresivo de la 
velocidad de reacción debido a la inhibición por producto. 
 
El objetivo de este estudio fue evaluar una nueva estrategia operacional consistente en lotes secuenciales para 
disminuir la inhibición por producto y así incrementar la extracción de nitrógeno. Esta estrategia de operación 
consiste en operar un primer lote y luego separar la fase soluble, donde se encuentran los péptidos inhibitorios, 
y continuar hidrolizando los sólidos remanentes en un segundo lote. 
 
La estrategia de operación fue evaluada en la hidrólisis de proteínas de esquelón de salmón previamente molido 
utilizando 13 UA/kg de subtilisina a 55 °C y pH 6,5 sin control durante 2 h. Dos lotes secuenciales fueron operados 
en las mismas condiciones manteniendo el mismo tiempo de reacción y dosis de subtilisina. Se evaluaron 
diferentes distribuciones de dosificación de proteasa y tiempos de reacción entre el lote 1 y 2. La mezcla de 
reacción fue centrifugada después de operar cada lote. Las diferentes fases obtenidas fueron separadas y 
pesadas. El contenido de nitrógeno fue analizado en cada fase. 
 
La extracción de nitrógeno luego de un lote único operado por 2 h fue de 26,6 %, en tanto que en los lotes 
secuenciales se superó el 40 % de extracción. El nitrógeno fue extraído exclusivamente de la proteína del tejido 
muscular, quedando prácticamente intacta la proteína del hueso. La distribución de la dosis de subtilisina se 
repartió en un 75/25, 50/50 y 25/75 % para los lotes 1 y 2, resultando en un 42,9 ± 3,9 %, 45,9 ± 1,7 % y 48,7 ± 
0,1 %, respectivamente. Se evidenció de este modo que se logró un incremento de la extracción de nitrógeno 
sin aumento del tiempo de operación ni la dosis de proteasa. Los lotes secuenciales también fueron operados 
sin la adición de proteasa en el lote 2. La extracción de nitrógeno fue de un 43,4 ± 1,5 %, 43,4 ± 3,3 % y 35,3 ± 
0,3 % para las dosis de proteasa de 75%, 50% and 25% agregadas al lote 1, respectivamente. La adsorción de 
subtilisina sobre las partículas insolubles del subproducto fue inferida a partir de estos resultados. 
 
En conclusión, la extracción de nitrógeno fue significativamente incrementada con la estrategia de lotes 
secuenciales sin aumentar el tiempo de operación ni la dosis de proteasa comparado con la operación de un solo 
lote. Esto implica una mejora en la eficiencia del proceso sin incremento del costo de operación. La operación 
por lotes secuenciales es una prometedora estrategia para mejorar la eficiencia de la hidrólisis de proteínas a 
partir de subproductos insolubles. 
  
Agradecimientos: Este estudio fue financiado por el Proyecto ANID PIA ACT192162. 
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Resumen 

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son oxidorreductasas pertenecientes a la familia de proteínas multicobre oxidasas, 
que se caracterizan por tener cuatro átomos de cobre en su sitio activo. Estas metaloenzimas catalizan la 
oxidación de una amplia gama de sustratos, incluyendo compuestos aromáticos (ej. fenoles sustituidos en orto y 
para, aminas aromáticas, N-heterociclos, tioles aromáticos entre otros), iones metálicos y organometálicos1, 
directamente o con la ayuda de mediadores redox. Durante la catálisis enzimática, los átomos de cobre en el 
sitio activo median en la transferencia de electrones entre el sustrato y el oxígeno molecular y la reacción resulta 
con agua como único producto secundario, por lo que las lacasas se consideran catalizadores amigables con el 
medio ambiente.  
 
Debido a sus interesantes propiedades, versatilidad y facilidad de uso, las lacasas tienen un gran potencial 
biotecnológico y son útiles en muchas aplicaciones tales como: industria alimentaria, textil, papelera, biomédica 
y farmacéutica, síntesis orgánica, biorremediación, biocombustibles y biosensores2.  
 
Esta presentación busca compartir los avances obtenidos durante los últimos años, trabajando con una enzima 
lacasa de un microorganismo termófilo aislado a partir de una muestra ambiental de un sitio geotermal donde 
desde la investigación fundamental realizada, se dió paso al desarrollo aplicado para la obtención de un producto 
enzimático comercial. Además, se presentarán algunos de los prometedores resultados obtenidos, potenciales 
aplicaciones, colaboraciones y proyecciones de esta interesante enzima.  
 
 
Referencias 
1. Mate DM, Alcalde M. Laccase: a multi-purpose biocatalyst at the forefront of biotechnology. Microb Biotechnol. 10,1457-
1467 (2017).  
2. Singh, D., & Gupta, N. Microbial laccase: a robust enzyme and its industrial applications. Biologia, 75, 1183-1193 (2020). 
Agradecimientos:  
El trabajo fue financiado por CONICYT PCI NSFC190024, CORFO INNOVA N°15IPPID-45682 y Fundación Científica y 
Cultural Biociencia. 
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Resumen 

La naringina y limonina son los principales compuestos amargos presentes en jugos cítricos. Para 
disminuir el amargor en jugos cítricos bajo su umbral de detección o controlar el grado de amargor a un 
nivel que favorezca la aceptabilidad del producto por parte de los consumidores, distintas estrategias 
fisicoquímicas y bioquímicas han sido desarrolladas durante las últimas décadas; sin embargo, hasta el 
momento el problema no ha sido totalmente solucionado principalmente debido a la distinta naturaleza de 
ambos compuestos amargos. El objetivo de esta investigación es evaluar una estrategia única que 
incorpore las ventajas de las aproximaciones físicas y bioquímicas para el desamargado de jugo de 
pomelo. La estrategia propuesta se basa en el diseño de un catalizador de naranginasa inmovilizada que 
permita una simultánea hidrólisis de naringina y adsorción de limonina, reduciendo el amargor del jugo de 
pomelo bajo el umbral de detección.  
 
La enzima naranginasa fue covalentemente inmovilizada en octil-glioxil agarosa mediante los grupos 
glioxil, mientras que los grupos octil del soporte tienen como objetivo adsorber la limonina presente en el 
jugo. El catalizador inmovilizado fue caracterizado en términos de pH y temperatura óptimos, siendo 
comparado con la enzima soluble.  El desamargado de jugo de pomelo fue evaluado a 30°C por 24 h 
utilizando la enzima libre, soporte libre de enzima y catalizador inmovilizado. Se midió la concentración de 
naringina, prunina, naringenina y limonina mediante HPLC con detector DAD. Finalmente, el desempeño 
del catalizador inmovilizado fue evaluado bajo la modalidad de lotes sucesivos, llevando a cabo 5 lotes de 
24 h cada uno. 
 
Al analizar el efecto de la inmovilización en el pH y temperatura óptimos de la enzima, se observa un perfil 
de actividad menos dependiente del pH luego de la inmovilización, tanto para para actividad de α-L-
ramnosidasa como β-D-glucosidasa.  Adicionalmente, se observa un aumento en la temperatura óptima 
de la actividad α-L-ramnosidasa, lo que se puede explicar por un aumento en la estabilidad del catalizador 
debido a su inmovilización. Respecto al desamargado de jugo de pomelo, la enzima libre permitió una 
reducción de 56% de la naringina originalmente presente en el jugo, generando prunina y naringenina en 
el tiempo. La concentración de limonina no se vio afectada. En el caso del soporte libre de enzima, se 
logró la adsorción de todos los compuestos amargos, variando el porcentaje de remoción acorde a la 
hidrofobicidad de la molécula: limonina>naringenina>prunina>naringina. Mediante el uso del soporte sin 
enzima se logró una reducción del 58% de la naringina y 75% de limonina. Finalmente, la utilización de la 
enzima inmovilizada en octil-glioxil agarosa resultó en una reducción del 75 y 76% en la concentración 
inicial de naringina y limonina, respectivamente, obteniendo una concentración final de ambos compuestos 
bajo el umbral de detección. El catalizador inmovilizado fue reutilizado durante 5 lotes sucesivos de 
desamargado, alcanzando valores de naringina y limonina cercanos al umbral de detección en todos los 
lotes. Luego de 120 h de reacción, la actividad residual de α-L-ramnosidasa y β-D-glucosidasa fue 90 y 
60%, respectivamente.  
 
Estos resultados muestran el potencial de esta estrategia hibrida en el desamargado de jugos cítricos, 
pudiendo ofrecer ventajas técnicas y económicas en relación de los procesos actualmente utilizados.  
 
Agradecimientos: Proyecto Fondecyt 11180726.  
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Resumen 

La inflamación es una respuesta natural del sistema inmune ante la presencia de infecciones o lesiones. Diversos 
mediadores inflamatorios son biosintetizados durante el proceso, como los leucotrienos (LTs), sintetizados por la 
acción enzimática de la 5-lipoxigenasa (5-LOX)1. Los LTs están involucrados en el desarrollo de enfermedades 
tales como el asma, COVID-19, cáncer e incluso Alzheimer2. Distintos compuestos han sido descritos como 
inhibidores de 5-LOX, siendo solo el Zileutón aceptado por la FDA para su ingreso al mercado; sin embargo, este 
fármaco (antiasmático) presenta efectos adversos de hepatotoxicidad, por lo que el diseño y obtención de nuevos 
y potentes inhibidores de 5-LOX se mantiene en constante desarrollo. A continuación, se presentan ligandos 
derivados de los fragmentos farmacofóricos tiazol, catecol y vainillina como potenciales inhibidores de 5-LOX.    

  
Figura 1: Derivados tiazol fenil (L1), tiazol catecol (L2) y tiazol vainillina (L3) (A). Energías de unión de los ligandos en los sitios 
catalítico, activo y alostérico de 5-LOX (B). Docking de los ligandos en el sitio alostérico de 5-LOX (C). 

El estudio preliminar de “docking” mostró que los ligandos L2 y L3 presentan la mejor afinidad de unión en el sitio 
alostérico de 5-LOX, con energías de -3,66 y -4,14 Kcal/mol, respectivamente. Además, los acoplamientos 
moleculares evidenciaron la formación de numerosos puentes de hidrógeno con residuos que conforman el canal 
alostérico, como VAL110, VAL109, HIS130 y GLU134. Hasta el momento, se ha sintetizado el ligando L1, el cual 
exhibió un 8% de inhibición de la actividad de 5-LOX. Prontamente se espera obtener los ligandos L2 y L3 para 
su posterior análisis y evaluación biológica: porcentajes de inhibición y valores de IC50. 
Referencias 
1. Rådmark, O., Werz, O., Steinhilber, D., Samuelsson, B. 5-Lipoxygenase, a key enzyme for leukotriene biosynthesis 

in health and disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular and Cell Biology of Lipids. 1851, 201408012 
(2014). 

2. Bishayee, K., Khuda-Bukhsh, A. R. 5-Lipoxygenase Antagonist therapy: a new approach towards targeted cancer 
chemotherapy. Acta Biochimica et Biophysica Sinica. 45, (2013). 
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2 Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad de Concepción, Concepción, Chile  

*Autor correspondiente: evohringer@udec.cl 

 
Resumen  

La captura y conversión del CO2 atmosférico en compuestos orgánicos de valor agregado permanece siendo un 
gran desafío para las diferentes disciplinas de la química. En este contexto, el uso de biocatalizadores podría 
representar una alternativa sustentable y amigable con el medio ambiente. En la naturaleza, la mayor parte del 

CO2 es fijado por la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), carboxilasa que sufre 

reacciones secundarias de oxigenación que disminuyen su eficacia. Recientemente se descubrió una clase de 
carboxilasas llamadas enoil-CoA carboxilasas/reductasas (Ecrs), las cuales exhiben las más altas eficiencias en 
la fijación del CO2, siendo además insensibles a la presencia de oxígeno. Entre las Ecrs, la enzima crotonil-CoA 
carboxilasa reductasa (Ccr) ha sido la más estudiada1. Así, Ccr emerge como un biocatalizador destacado para 
ser utilizado en aplicaciones biotecnológicas, ya que es una de las enzimas fijadoras de CO2 más eficientes. En 
esta contribución, se exploró el mecanismo de carboxilación reductora en Ccr considerando los diferentes 
caminos de reacción propuestos. Aparte del mecanismo directo en la enzima, que comprende los pasos de 
transferencia de hidruro y carboxilación, se ha propuesto un mecanismo alternativo que implica la formación de 
un aducto covalente entre el intermediario enolato y el cofactor NADPH2. Los mecanismos de reacción se 
estudiaron con simulaciones de dinámica molecular QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics), 
encontrándose que la transferencia de hidruro es el paso limitante de la velocidad en el proceso químico y que 
los pasos de transferencia de hidruro y carboxilación están desacoplados. Las energías libres de activación 
calculadas sugieren que el aducto covalente es de hecho un intermediario alternativo durante el ciclo catalítico y 
que es un paso clave para proteger el sustrato de la reacción secundaria de reducción. Los resultados de este 
estudio ayudarán a obtener una comprensión más amplia del mecanismo de reacción enzimático en Ccr, que es 
un aspecto esencial para el diseño futuro de mutantes y marcos catalíticos destinados a capturar y convertir CO2 

de manera sostenible y eficiente. 

Referencias 
1. Stoffel, G. M. M. et al. Four amino acids define the CO2 binding pocket of enoyl-CoA carboxylases/reductases. Proc. Natl. 

Acad. Sci. 116, 13964–13969 (2019). 
2. Rosenthal, R. G. et al. Direct evidence for a covalent ene adduct intermediate in NAD(P)H-dependent enzymes. Nat. 

Chem. Biol. 10, 50–55 (2014). 
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1 Laboratorio de Bioquímica, Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad de  Chile, Santiago, Chile 
*Autor correspondiente: claudiamella@ug.uchile.cl  

Resumen 
Las enzimas fitasas y glucosa-1-fosfatasas de Enterobacterales pertenecientes a la familia histidina ácido 
fosfatasas (HAPs) se encuentran filogenéticamente muy cercanas y por tanto comparten un mismo 
plegamiento estructural y el mismo mecanismo catalítico de hidrólisis del grupo fosforilo. Las enzimas fitasas 
(mio-inositol hexaquisfosfato fosfohidrolasa) catalizan la hidrólisis secuencial de los 6 fosfatos presentes en 
el ácido fítico, obteniéndose como productos mioinositol y fosfato inorgánico. Por otra parte, la enzima 
glucosa-1-fosfatasa cataliza la hidrólisis del único fosfato presente en la glucosa-1-fosfato (G1P) y también 
posee una actividad promiscua hacia el ácido fítico, pero hidroliza solo uno de los fosfatos. 
De estas enzimas, la fitasa y la glucosa-1-fosfatasa de Escherichia coli (EcG1Pasa y EcFitasa) son de los 
miembros mejor caracterizados; ambas poseen un tamaño similar de ~ 44kDa (EcG1Pasa= 391 aminoácidos; 
EcFitasa= 410 aminoácidos)1 y una identidad de secuencia del 31% con una ligera diferencia en el motivo 
catalítico conservado de las HAPs “RH(G/N)XRXP”, donde el aminoácido Gly en la fitasas es reemplazado 
por Asn en el caso de las glucosa-1-fosfatasas.  
La caracterización cinética de EcG1Pasa y EcFitasa muestra que ambas enzimas tienen una afinidad similar 
hacia el ácido fítico, (KM = 0.54 mM EcG1Pasa, KM=0.63mM EcFitasa)3,4 y un mismo pH óptimo (pH 4,5) para 
la hidrolisis del ácido fítico. No obstante, hay enormes diferencias en la constante catalítica (kcat = 11,9 s-1 
EcG1Pasa, kcat=1857s-1 EcFitasa)5, resultando en grandes diferencias en su constante de especificidad 
(kcat/KM). 
En este trabajo, mediante Reconstrucción de Secuencias Ancestrales (en inglés ASR), hemos inferido las 
secuencias de ancestros de fitasas y glucosa-1-fosfatasas de Enterobacteriales de modo de reconstruir la 
historia evolutiva de ambos linajes de enzimas. Se realizó un modelamiento estructural y una caracterización 
bioquímica de las enzimas ancestrales y se evaluó su especificidad por cada uno de los sustratos. 
Los resultados del modelamiento de las enzimas ancestrales muestran que el último ancestro en común de 
fitasas y glucosa-1-fosfatasas, posee el mismo motivo catalítico de las fitasas (RHGXRXP), pero también los 
mismos residuos de unión a sustrato que EcG1Pasa, mostrando características estructurales mixtas de 
G1Pasa y fitasas actuales. Interesantemente, los rasgos estructurales del ancestro de fitasas parecen surgir 
de los ancestros de G1Pasa, indicando que la actividad fitasa es la novedad evolutiva en este grupo de 
enzimas. En cuanto a las propiedades bioquímicas, las enzimas ancestrales son capaces de hidrolizar G1P 
y también ácido fítico, ambas actividades a un pH óptimo ácido. Sin embargo, la eficiencia catalítica para la 
actividad fitasa es mucho menor que la de las enzimas actuales (ej. EcFitasa), mostrando que la actividad 
fitasa, aunque baja, ya se manifestaba en las enzimas ancestrales y que en las enzimas actuales esta 
actividad se  optimizó.   
Referencias  
 
1. Lee, D. C., Cottrill, M. A., Forsberg, C. W. & Jia, Z. Functional insights revealed by the crystal structures of 

Escherichia coli glucose-1-phosphatase. J. Biol. Chem. 278, 31412–31418 (2003). 
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46, 59–71 (2000). 

3. Cottrill, M. A., Golovan, S. P., Phillips, J. P. & Forsberg, C. W. Inositol phosphatase activity of the Escherichia coli 
agp-encoded acid glucose-1-phosphatase. Can. J. Microbiol. 48, 801–809 (2002). 
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Resumen 
 

Uno de los desafíos actuales en el diseño de terapias farmacológicas es la identificación de blancos terapéuticos 
por falta de estructuras cristalinas de proteínas. Dilucidar de forma computacional la estructura tridimensional 
podría ayudar a comprender la relación estructura-función de distintas proteínas y el rol que juegan en el 
desarrollo de distintas enfermedades y trastornos. 
Los transportadores de cationes orgánicos (OCTs, en sus siglas en inglés) pertenecen a la familia de 
trasportadores de solutos. Están altamente distribuidos en distintos sistemas del organismo y participan en la 
absorción, distribución y excreción de distintas sustancias endógenas y exógenas. De los siete OCTs 
identificados en el organismo, hay evidencia que los presentes en el cerebro serían importantes reguladores de 
la vía monoaminérgica al participar del clearance de estos neurotransmisores del espacio sináptico. En particular, 
el OCT3 está expresado en mayor proporción en el sistema nervioso central y se ha encontrado que tendría un 
rol fundamental en el desarrollo y resistencia a tratamiento de trastornos neuropsiquiátricos, como la depresión 
y el estrés. Su bloqueo selectivo o en conjunto a los transportadores más estudiados de neurotransmisores, como 
NET, SERT, DAT, podría ofrecer una nueva forma de tratamiento y manejo de enfermedades.  
Utilizando métodos de modelamiento molecular, como acoplamiento molecular, dinámica molecular y cálculos 
de energía libre, se logró describir tridimensionalmente la estructura del OCT3 y comparar su interacción con 
distintas monoaminas claves en el sistema nervioso central. Este proyecto permite contribuir al conocimiento de 
los OCTs que está en una rápida expansión, siendo un punto de partida para el diseño de nuevos ligandos con 
potenciales propiedades terapéuticas. 

Referencias  
1. Daws, L. C. Organic Cation Transporters in Psychiatric Disorders. in Handbook of Experimental Pharmacology (ed. 

Daws, L. C.) vol. 266 215–239 (Springer, Cham, 2021). 
2. Gasser, P. J. Roles for the uptake2 transporter OCT3 in regulation of dopaminergic neurotransmission and behavior. 

Neurochem. Int. 123, 46–49 (2019). 
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Resumen 

La abundante acumulación de plásticos en el medio ambiente es una gran amenaza para diversos ecosistemas, 

siendo el oceánico uno de los más afectados1. Actualmente se están desarrollando diversas estrategias para 

combatir dicha problemática, como el desarrollo de plásticos biodegradables y el descubrimiento e ingeniería de 

enzimas que degradan plásticos, siendo el tereftalato de polietileno (PET) uno de los plásticos más relevantes. 

Por esta razón las enzimas que hidrolizan PET en sus monómeros estructurales han tomado gran relevancia 

dentro de este campo de investigación2. 

 

En consideración de estos antecedentes, nuestro laboratorio recientemente identificó enzimas homólogas a 

distintas PET hidrolasas ya caracterizadas en la actualidad en metagenomas oceánicos y antárticos. Dentro de 

estas potenciales enzimas degradadoras de PET, se eligieron dos enzimas (metaG4 y metaG7) para 

caracterización de su actividad enzimática frente a ésteres y al poliéster alifático policaprolactona (PCL). Para 

conocer su actividad esterasa, ambas enzimas se ensayaron contra los sustratos p-nitrofenil acetato (pNPA) y 

p-nitrofenil butirato (pNPB), siendo ambas enzimas activas frente a éstos, determinándose que sus actividades 

óptimas son observadas sobre los 60º C. Estos resultados son distintos a los obtenidos en ensayos de 

degradación de nanopartículas de PCL, en los cuales se observa que metaG7 puede degradar este poliéster 
pero metaG4 no. Nuestros resultados sugieren que distintas enzimas de organismos polares, homólogas a PET 

hidrolasas, presentan actividades dispares frente a poliésteres. 

 
Catálisis enzimática de pNPA y pNPB por metaG4: (A) Curva de Michaelis-Menten utilizando pNPA como sustrato. (B) Curva 

de Michaelis-Menten utilizando pNPB como sustrato. 
Referencias  

1. Cozar, A. et al. Plastic debris in the open ocean. Proc. Natl. Acad. Sci. 111, 10239–10244 (2014). 

2. Amobonye, A. et al. Plastic biodegradation: Frontline microbes and their enzymes. Sci. Total Environ. 759, 143536 

(2021). 
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Resumen 

Las nanopartículas de teluro (NPsTe) han sido un foco de interés a nivel nanotecnológico dado que sus 
propiedades físicas y químicas le han permitido proyectar su aplicación en áreas del conocimiento como la óptica, 
electrónica, energía fotovoltaica y biomedicina. Actualmente, las metodologías de síntesis química que se utilizan 
para obtener estas nanopartículas requieren del uso de químicos tóxicos y emplean metodologías demandantes 
de un alto gasto energético por requerir condiciones de reacción en anaerobiosis y ser desarrolladas a altas 
temperaturas. Para mitigar esto, el diseño de biocatalizadores ha sido propuesto como una alternativa segura, 
económica y amigable con el medioambiente y en este contexto, la reducción del oxianión telurito a telurio 
elemental en forma de nanopartículas mediada por la actividad promiscua de enzimas como glutatión reductasa 
(Gor), ha demostrado ser un foco potencial para el desarrollo biosintético de las NPsTe. 
Teniendo presente lo anterior, en este trabajo se realizó un análisis comparativo de la capacidad reductora de 
telurito a diferentes ortólogos de Gor derivados de las secuencias genómicas de microorganismos telurito 
resistentes. Después de caracterizar estructuralmente y evaluar su actividad nativa y promiscua a las enzimas 
obtenidas, se encontró que aquellas enzimas Gor con mejor eficiencia catalítica por NADPH son mejores telurito 
reductasas. Luego, un análisis estructural a través del modelado por homología de los ortólogos de Gor conjunto 
con cálculos de energía a nivel de teoría de mecánica molecular (MM), permitió establecer posibles hipótesis que 
correlacionan estructura-actividad en los diferentes ortólogos de Gor. 

Agradecimientos: Este trabajo recibió soporte financiero de FONDECYT POSDOCTORADO NACIONAL 3200478 
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Resumen 

 
La lactulosa (4-O-β-D-galactopiranosil-D-fructosa) es un disacárido compuesto de galactosa y 
fructosa, que es ampliamente utilizado en productos farmacéuticos y nutracéuticos, y en la 
industria alimentaria debido a sus efectos beneficiosos para la salud, como el tratamiento del 
estreñimiento y de la encefalopatía hepática, la prevención de tumores, la inhibición del 
crecimiento de bacterias patógenas, y su efecto antidiabético. A nivel industrial se produce por 
síntesis química, pero se ha demostrado que mediante biocatálisis enzimática se logra un 
proceso ambientalmente amigable y se facilita la purificación del producto, lo que lo hace 
tecnológicamente atractivo. La síntesis enzimática de lactulosa se ha realizado tradicionalmente 
con β-galactosidasa en una reacción de transgalactosilación de fructosa con lactosa. Sin 
embargo, posteriormente se describió que la enzima celobiosa 2-epimerasa del organismo 
termófilo Caldicellulosiruptor saccharolyticus (CsCE) puede sintetizar lactulosa mediante la 
isomerización de lactosa, siendo esta una vía de producción más eficiente por cuanto utiliza 
solamente lactosa como sustrato. Sin embargo, CsCE no se encuentra comercialmente 
disponible, por lo cual en este trabajo se desarrolló una metodología de producción y purificación 
de CsCE recombinante expresada en Escherichia coli BL21. Para ello se realizó la fermentación 
en matraces a 37°C y 200 rpm, empleando el medio de cultivo Luria-Bertani y adicionando 
lactulosa como inductor a una concentración de 12 g/L luego de 5 h de incubación. Finalizada la 
fermentación al cabo de 18 horas, las células fueron recuperadas por centrifugación (9500 rpm, 
10 min, 4°C) y sometidas a ruptura mediante sonicación. El extracto crudo fue purificado 
mediante cromatografía de bioafinidad en columnas de níquel. Con la enzima purificada se 
realizó la reacción de síntesis de lactulosa a 60°C, pH 7 y 100 g/L de lactosa empleando 0,6 
UI/mL de CsCE. Se obtuvo un rendimiento de lactulosa a partir de lactosa de 62,76% y una 
productividad de 10,57 g/(L∙h). Estos resultados son muy promisorios y superiores a los 
reportados por Kim & Oh1. Se espera que optimizando las condiciones de reacción se podrá 
superar los mejores resultados reportados, que corresponden al trabajo de Wang et al.2. 
 
 
Referencias 
1. Kim, Y. S. & Oh, D. K. (2012). Lactulose production from lactose as a single substrate by a 

thermostable cellobiose 2-epimerase from Caldicellulosiruptor saccharolyticus. Bioresource 
Technology, 104, 668–672. 

2. Wang, M., Yang, R., Hua, X., Shen, Q., Zhang, W. & Zhao, W. (2015). Lactulose production from 
lactose by recombinant cellobiose 2-epimerase in permeabilised Escherichia coli cells. International 
Journal of Food Science & Technology, 50(7), 1625–1631.  
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Resumen 

La quiralidad de un compuesto muchas veces define su actividad biológica. Existe un interés creciente en 

desarrollar procesos capaces de producir fármacos ópticamente puros, dado que la producción de una mezcla de 

isómeros puede acarrear problemas sanitarios y/o pérdidas económicas. 

Este trabajo busca ofrecer una alternativa enzimática enantioselectiva para la síntesis del radiotrazador [11C](S,S)-

S-adenosilmetionina ([11C]SAM), de potencial aplicación en el seguimiento mediante PET-CT de tumores de 

próstata particularmente agresivos. La síntesis convencional de este compuesto se ha realizado en CUDIM (Centro 

Uruguayo de Imagenología Molecular), obteniéndose una mezcla enriquecida en el diasterómero de interés.1 

Producir el radiotrazador de forma enatioméricamente pura, en un tiempo máximo de 20 minutos, mejoraría la 

sensibilidad diagnóstica y la seguridad clínica al administrarlo al paciente. 

Se desarrollaron biocatalizadores adecuados para la aplicación propuesta. En primer término, se clonó y expresó 

en Escherichia coli una mutante de la metionina adenosiltransferasa (MAT), MATI303V, con mayor actividad en la 

síntesis de SAM.2 Posteriormente, se desarrolló un derivado inmovilizado de la enzima aislada, utilizando como 

soporte agarosa. Ambos biocatalizadores, enzima aislada soluble e inmovilizada, fueron utilizados para sintetizar 

[11C]SAM en un módulo automatizado, a partir de [11C]-L-Metionina. La metionina marcada fue sintetizada in situ 

a partir de [11C]CH3I  y L-homocisteina tiolactona. El producto fue obtenido en tiempos cortos (5 a 10 minutos), con 

un exceso enantiomérico > 99% y altos rendimientos, tanto para el biocatalizador soluble como para el derivado 

inmovilizado. Además, se verificó que el derivado inmovilizado no pierde actividad, pudiendo ser reutilizado, 

aportando a la economía del proceso. Actualmente se está optimizando el proceso de purificación del producto 

final. 

 
Figura 1.: Radiosíntesis enzimática de [11C](S,S)-S-adenosilmetionina 
Referencias 
1. Zoppolo, F., Porcal, W., Oliver, P., Savio, E. & Engler, H. Automated One-pot Radiosynthesis of [11C]S-adenosyl 

Methionine. Curr. Radiopharm. 10, 203–211 (2017). 
2. Niu, W., Cao, S., Yang, M. & Xu, L. Enzymatic Synthesis of S-Adenosylmethionine Using Immobilized Methionine 

Adenosyltransferase Variants on the 50-mM Scale. Catalysts 7, 238 (2017). 
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Resumen  
La inmovilización de enzimas surge como una herramienta complementaria a la ingeniería de proteínas, para la 
implementación de biocatalizadores en procesos industriales, toda vez que permite la recuperación y reutilización 
del catalizador además de mejorar de manera significativa la estabilidad operacional y química del mismo. En 
relación con los soportes utilizados para la inmovilización, la selección de los materiales cobra importancia, sobre 
todo en algunas áreas en las que se debe considerar el carácter inerte además de la posibilidad del 
aprovechamiento de biorrecursos para procesos sustentables. En este sentido, uno de los materiales que ofrece 
las características mencionadas es el quitosano, polisacárido obtenido por la deacetilación de la quitina. La 

mutación Y509E de la -xilosidasa GH52 de G. stearothermophilus ha resultado en el desarrollo de la actividad 

dual -xilosidasa y xilanasa, sugiriéndose que se debe a la ampliación del bolsillo catalítico. El objetivo de este 
trabajo fue inmovilizar la enzima con actividad dual XynB2Y509E, preservando y haciendo estas funciones más 
robustas, dados los potenciales beneficios que reportaría la degradación del xilano con una sola enzima. Se 
ensayaron dos métodos de inmovilización sobre quitosano: atrapamiento y formación de enlaces covalentes en 
esferas activadas con glutaraldehído. En la inmovilización por atrapamiento, el gel de quitosano en solución ácida, 
homogeneizado con la proteína, fue agregado por goteo en una solución alcalina para formar esferas que se 
maduraron durante 1 hora. Para la inmovilización por formación de enlaces covalentes, se hicieron las esferas de 
quitosano que luego fueron reforzadas con glutaraldehído 1%, durante 4 horas luego de las cuales fueron 
sumergidas en una dilución de la proteína para la inmovilización. La eficiencia de la inmovilización por 
atrapamiento fue de 68%, que se logró en condiciones de 2% de quitosano solubilizado en ácido acético 0,1 M y 
maduración de las esferas durante 1 hora en tampón 0,5 M pH 8,5 enriquecido con etanol. En cuanto a las 
condiciones de la inmovilización por enlaces covalentes, el pH para la reacción de activación fue determinante 
para la preservación de la actividad dual con un rendimiento de 90% de inmovilización. Los efectos de la 
inmovilización sobre la actividad y la estabilidad fueron evaluados para ambas formas de inmovilización. Se obtuvo 
que a 80 ºC la enzima inmovilizada por ambos protocolos presentó mayores porcentajes de actividad que la 
enzima libre. La inmovilización también mejoró la termoestabilidad de las enzimas inmovilizadas. De las dos 
formas inmovilizadas, se encontró que la estabilidad térmica de la enzima inmovilizada por enlace covalente fue 
mejor, dado que se preserva el 100% de la actividad luego de 1 hora de incubación a 70 ºC. En relación al pH, si 
bien las dos formas inmovilizadas presentan el mismo pH óptimo que la enzima libre, la inmovilización hace que 
la enzima sea más resistente a pH´s básicos. Los experimentos de estabilidad química sugieren también que la 
inmovilización redunda en una mejora del biocatalizador, ya que estos preservan más del 80 % de su actividad 
después de 1 h a pH 9. Los parámetros cinéticos Km y Vmax de los biocatalizadores inmovilizados resultaron ser 
muy similares a los de la enzima libre, sin embargo la eficiencia catalítica resultó ser significativamente menor en 
las formas inmovilizadas. Los ciclos de reúso y estabilidad de almacenamiento sugieren que la mejor 
inmovilización de XynB2Y509E en esferas de quitosano fue la hecha por enlace covalente. Bajo esta inmovilización, 
la enzima pudo ser reutilizada hasta 10 veces sin pérdida de su actividad. Además esta misma forma inmovilizada 
mantiene después de 60 días, más del 90 % de su actividad. El conjunto de estos resultados sugiere que 
XynB2Y509E fue inmovilizada exitosamente a través de dos métodos, lográndose la retención de la actividad 
catalítica dual solo con la inmovilización por enlace covalente. Las mejoras operacionales de XynB2Y509E 
alcanzadas tras la inmovilización confirman la idoneidad del uso del quitosano como soporte.      
Referencias: Nunes, Y. L.; de Menezes, F. L… & dos Santos, J. C. S. Int. J. Biol. Macromol. 2021, 181, 1124–1170. 
doi:10.1016/j.ijbiomac.2021.04. 
Agradecimientos: Al Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), por financiamiento aprobado bajo el código UAL18-
CTS-B032-A 
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Resumen 

 
Los compuestos organofosforados (OPs) fueron sintetizados inicialmente hacia finales de la segunda guerra 
mundial como armas químicas y actualmente son empleados como pesticidas en la industria agrícola para el 
control de plagas y enfermedades de cultivos. Los OPs representan el 38% de los pesticidas utilizados alrededor 
del mundo y generan serios problemas de contaminación ambiental por ser altamente tóxicos1.  
Estudios recientes indican niveles alarmantes de contaminación con OPs del suelo, de alimentos y del agua 
potable. Asimismo, en nuestro país, estudios epidemiológicos indican la existencia de casos de intoxicación 
humana por exposición accidental o intencional a plaguicidas OPs. Entre los principios activos utilizados en 
Argentina, el clorpirifos -OP triester- es el insecticida de mayor uso e impacto ambiental negativo. 
En consecuencia, existe una necesidad urgente de desarrollar metodologías confiables y económicas para la 
descontaminación ambiental de estos pesticidas2. Los tratamientos convencionales físico-químicos generan 
nuevos desechos tóxicos y suelen ser muy costos, por lo que, la biorremediación –el uso de sistemas biológicos 
para el tratamiento de ambientes contaminados- surge como una alternativa de interés3.  
Previamente en nuestro grupo de trabajo, se aisló una cepa de Sphingomonas sp., a partir de una muestra de 
suelo agrícola que resultó ser eficiente para la degradación biológica de clorpirifos4. En este trabajo, a partir de 
la secuenciación parcial de su genoma y mediante el empleo de estrategias bioinformáticas, se identificaron 
posibles genes codificantes para una enzima degradadora de OPs. Luego de un análisis exhaustivo, se diseñó 
una estrategia de clonado y expresión en E. coli BL21 de estos genes, seleccionándose uno codificante para una 
carboxilesterasa- el gen 1492-, en función de su capacidad de degradar OPs. Posteriormente, este gen se clonó 
en el vector constitutivo de expresión en la levadura metilotrófica Pichia pastoris pGapαC, mediante el diseño de 
una estrategia para la exportación de la proteína al espacio extracelular. Luego de desarrollar los ensayos de 
expresión de varios clones obtenidos, se determinó que la carboxilesterasa excretada al medio extracelular 
presentó un peso molecular de 35 kDa – similar al peso previamente predicho in sillico- y que su actividad 
catalítica determinada mediante la cuantificación de la hidrólisis de OPs fue de 1,75 µmol min-1. La tasa de 
degradación obtenida al utilizar la enzima recombinante fue el doble de lo reportado con la enzima producida a 
partir del microorganismo wild type4. Asimismo, debido a que la producción de la enzima fue dirigida al medio 
extracelular, es posible su fácil recuperación y aplicación, respecto de las enzimas degradadoras de OPs wild 
type previamente reportadas, que suelen ser enzimas asociadas a membrana. Los resultados obtenidos en este 
trabajo, son promisorios para el desarrollo de sistemas de remediación de OPs mediante la aplicación de 
biocatalizadores recombinantes.  
Referencias 
1. Manco, G., Porzio, E. & Suzumoto, Y. Enzymatic detoxification: a sustainable means of degrading toxic organophosphate 

pesticides and chemical warfare nerve agents. J. Chem. Technol. Biotechnol. 93, 2064–2082 (2018). 
2. Butinof, M. et al. Valoración de la exposición a plaguicidas en cultivos extensivos de Argentina y su potencial impacto 

sobre la salud. Rev. Argentina Salud Pública 8, 8–15 (2017). 
3. Niti, C., Sunita, S., Kamlesh, K. & Rakesh, K. Bioremediation: An emerging technology for remediation of pesticides. 17, 

(2013). 
4. Santillan, J. Y. et al. Organophosphorus compounds biodegradation by novel bacterial isolates and their potential 

application in bioremediation of contaminated water. Bioresour. Technol. 317, 124003 (2020). 
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Resumen 

 
Las polimerasas de ARN dirigidas por ADN (EC 2.7.7.6) son enzimas que catalizan la síntesis de una hebra 
complementaria de ARN a partir de un templado de ADN. Comúnmente, estas enzimas pueden iniciar la 
transcripción mediante el reconocimiento de secuencias de ADN específicas conocidas como promotores, y la 
adición de ribonucleótidos ocurre paso a paso (en sentido 5´→ 3´) mediante un emparejamiento de bases 
complementarias con templado de ADN, liberando un pirofosfato por cada ribonucleótido que se agrega a la 
cadena naciente de ARN. 
 
Las ARN polimerasa de subunidad única (ssARN-polimerasa), son unas de las enzimas más utilizadas en 
biotecnología para la producción de ARN in vitro, debido a su simplicidad y eficiencia. Se han encontrado tanto 
en bacteriófagos como en cloroplastos y mitocondrias, siendo la ARN polimerasa del fago T7 la más estudiada. 
Además, la estructura de una sola subunidad y su capacidad de transcribir genes completos sin necesidad de 
proteínas adicionales han convertido a esta polimerasa en un modelo para el estudio de la síntesis de ARN y una 
de las herramientas más utilizadas en ingeniería genética1. 
 
En este trabajo, se presenta una nueva ss-ARN-polimerasa de tipo fago obtenida a partir del análisis 
bioinformático de la secuenciación metagenómica del ADN total de un consorcio crecido a bajas temperaturas a 
partir de la muestra ambiental de un glaciar. El gen identificado se clonó y la enzima recombinante fue expresada 
mayoritariamente de forma insoluble en Escherichia coli. Esta fue recuperada en forma funcional desde los 
cuerpos de inclusión utilizando urea 8M. La ss-ARN-polimerasa purificada resultó ser activa en un amplio rango 
de temperaturas y pH (20-60 °C y 4,0-10,0, respectivamente) alcanzando actividad máxima a 37°C y pH 8,0. Más 
interesante aún, la enzima es capaz de utilizar distintos promotores y al compararla con T7 ARN polimerasa, su 
actividad es significativamente mayor, sugiriendo que esta nueva enzima podría ser un candidato ideal para 
realizar transcripción in vitro y ser aplicada en ribosensores o sistemas de síntesis de proteínas libre de células. 
 

Referencias 
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Int J Biol Macromol. 118(Pt A), 49-56 (2018). 
 

Agradecimientos: 
El trabajo fue financiado por AFOSR/AFRL FA9550-16-1-0356 / FA9550-20-1-0390 y Fundación Científica y Cultural 
Biociencia. 

 
 
 
 



 

 

P
ág

in
a 

7
7

 

Póster P12 
 

Purificación y caracterización de una nueva lipasa recombinante 
dependiente de calcio de un microorganismo termofílico antártico.  

 
Diego Salas-Bruggink1,2*, Giannina Espina2, Jenny Blamey1,3*  

1 Fundación Biociencia, José Domingo Cañas 2280, Ñuñoa, Santiago, Chile 
2 Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago, Chile 

3 Facultad de Química y Biología, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile 
*Autores correspondientes:diego.salas.b@ug.uchile.cl; jblamey@bioscience.cl 

 
Resumen 

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrólisis de ésteres carboxílicos de cadena larga. Sin embargo, en 
condiciones de altas temperaturas y en presencia de solventes orgánicos, se ha reportado su capacidad de 
catalizar reacciones de síntesis orgánica enantioselectivas. Esta capacidad es de gran interés en la industria 
farmacéutica, debido a que los enantiómeros de un fármaco pueden tener diferencias drásticas en toxicidad y 
actividad farmacológica. En la actualidad, la mayoría de los estudios asociados a catálisis con lipasas han 
reportado un bajo rendimiento, asociado a la desnaturalización de la enzima1,2. Debido esto es de gran interés la 
purificación de lipasas en microorganismos termofílicos, donde sus enzimas se han adaptado evolutivamente a 
mantener su actividad a altas temperaturas. 
 
Isla Decepción es una isla volcánica ubicada en las islas Shetland del Sur, Antártica. En esta isla se encuentran 
sitos geotermales como la bahía Fumarola, la cual posee temperaturas de emisión de 90 a 110 °C. Desde 
muestras ambientales de estos sitios fue aislado Geobacillus sp. ID17, un microorganismo termófilo que crece 
entre temperaturas de 50 a 70°C, y del cual se han identificado distintas enzimas termofílicas, entre ellas 
lipasas3,4. Las lipasas nativas identificadas y purificadas son activas y termoestables por sobre 55°C, pero su 
purificación es de bajo rendimiento, dificultando su caracterización enzimática. Por esta razón, se realizó la 
expresión de la lipasa de forma heteróloga a partir de la información obtenida de la secuenciación del genoma, 
donde se identificó una secuencia codificante para una posible lipasa (Lip7), que según un análisis bioinformático 
sugeriría una mayor termoestabilidad y resistencia a la desnaturalización por solventes orgánicos.  
 
Los resultados obtenidos indican que la enzima Lip7 recombinante es activa y estable a altas temperaturas, 
siendo su estabilidad térmica dependiente de la presencia del ion calcio. Estas características permiten sustentar 
posteriores estudios para comprobar su aplicación en reacciones de síntesis orgánica.  
 
 

Referencias: 
1. Birolli, W. G., Fonseca, L. P., & Porto, A. L. Aldol reactions by lipase from Rhizopus niveus, an example of 

unspecific protein catalysis. Catalysis Letters, 147, 1977-1987. (2017). 
2. Cai, J. F., Guan, Z., & He, Y. H. The lipase-catalyzed asymmetric C–C Michael addition. Journal of Molecular 

Catalysis B: Enzymatic, 68, 240-244. (2011).  
3. Muñoz, P. A., Correa-Llantén, D. N., & Blamey, J. M. Production, purification, and partial characterization of four 

lipases from a thermophile isolated from Deception Island. Lipids, 48, 527-533. (2013). 
4. Atalah, J., & Blamey, J. M. Isolation and characterization of a novel laccase from an Antarctic thermophilic 

Geobacillus. Antarctic Science, 1-9. (2022) 
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Resumen 

Actualmente existe un gran interés por reemplazar los catalizadores químicos utilizados ampliamente en distintos 
procesos industriales por alternativas menos contaminantes y más amigables con el medio ambiente. En este 
sentido, las enzimas representan alternativas biocatalíticas altamente eficientes que permiten una disminución 
de los costos totales de producción junto con una menor contaminación ambiental. Aunque el interés por enzimas 
ha aumentado rápidamente en la industria biotecnológica, sus implicancias en astrobiología son un área de 
estudio que está recién comenzando. Sin embargo, debido al gran desarrollo que ha tenido este campo de 
estudio en los últimos años, en particular la detección de compuestos que podrían ser utilizados como sustratos 
enzimáticos para la obtención de energía y/o nutrientes, se ha abierto las puertas a la biocatálisis como área de 
estudio en astrobiología. En este trabajo se presentan las características bioquímicas de una enzima nitrilasa 
proveniente de una arquea hipertermofílica perteneciente al género Pyrococcus, aislada de un sitio hidrotermal 
de Isla Decepción, Antártica1. Sus propiedades y potenciales aplicaciones son discutidas desde una perspectiva 
biotecnológica y astrobiológica. Las características biocatalíticas de la enzima nativa1 y su versión recombinante2, 
en particular sus propiedades de termoestabilidad y su gran versatilidad en el uso de sustratos, incluyendo la 
utilización de benzonitrilo, butironitrilo, 3-cianopiridina, fenilglicinonitrilo y cianuro, en contraste con nitrilasas 
previamente reportadas, además de la alta actividad específica tanto de la enzima nitrilasa nativa como 
recombinante siendo más de 100 y 70 veces más activa, respectivamente, que su contraparte comercial, la 
convierten en una enzima con grandes proyecciones biotecnológicas en la síntesis de ácidos carboxílicos a partir 
de nitrilos. Por otro lado, la gran versatilidad en el uso de sustratos de la enzima le proporciona a este 
microorganismo extremófilo la capacidad de utilizar estos compuestos nitrilados como fuente de nitrógeno y/o 
carbono, el cual, debido a sus condiciones de crecimiento y a los ambientes donde habitualmente se encuentran 
los microorganismos del género Pyrococcus, tiene implicancias directas en la búsqueda de vida en la luna de 
Saturno, Encelado. 
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1. Dennett, G. V. and  Blamey, J. M. A new thermophilic nitrilase from an Antarctic hyperthermophilic microorganism. 
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Resumen  

Dentro de la industria láctea, una de las enzimas más utilizadas es la β-galactosidasa, la que se caracteriza por 
hidrolizar el enlace β-D-glicosídico entre un D-galactósido terminal no reductor y un resto de aglicona. Además 
de esta capacidad, las β-galactosidasas poseen una actividad secundaria conocida como transgalactosilación, 
la cual permite la transferencia de un residuo de galactosa a un grupo hidroxilo que actúa como aceptor 
nucleofílico. Dicho aceptor puede ser un carbohidrato formando, vía transgalactosilación, oligosacáridos de largo 
de cadena variable. Estas enzimas pueden provenir de diferentes fuentes, siendo las más comunes las 
microbianas. El origen de la enzima juega un papel fundamental en las condiciones de su funcionamiento, 
determinando la temperatura y el pH óptimos, su estabilidad, y su afinidad por el sustrato. Por este motivo, existe 
un gran interés en la pesquisa de nuevos microorganismos capaces de producir dicha enzima. En este contexto, 
resultan muy atractivos los microorganismos que habitan en condiciones extremas, ya que es esperable que sus 
enzimas se encuentren adaptada a dichas condiciones. En este trabajo se abordó la búsqueda e identificación 
de bacterias productoras de β-galactosidasas adaptadas al frío. 
A partir de 180 aislados bacterianos antárticos, se identificaron tres aislados, M46C, A55A y L47, que destacaron 
por su capacidad para utilizar lactosa como única fuente de carbono. Ello, se consideró como un indicativo de la 
producción de β-galactosidasa con una alta actividad a bajas temperaturas (5°C). Posteriormente, el gen 
ribosomal 16s de estas bacterias fue secuenciado, determinándose que corresponden a Pseudomonas sp. 
(M46C) y Yersinia sp (A55A). Para la tercera cepa (L47), este análisis no fue concluyente, ya que presentó un 
porcentaje de identidad similar para los géneros Rahnella, Rouxiella y Serratia. Para las tres cepas 
seleccionadas, se determinó el efecto de la temperatura (ver Figura 1) y el pH en la actividad de hidrólisis de o-
NPG de extractos crudo de proteína. Todos los extractos evaluados mostraron un pH óptimo de 6.0. Los extractos 
de Yersinia sp. y Pseudomonas sp.  mostraron una temperatura óptima de 15 y 20°C, respectivamente; mientras 
que para el tercer extracto no se observó un descenso en la actividad de hidrólisis de o-NPG entre 5 y 60°C. 
Adicionalmente, se evaluó su capacidad para catalizar la reacción de hidrólisis y transgalactosilación a partir de 
lactosa. Todos los extractos demostraron una baja actividad de hidrólisis de lactosa, pero una alta actividad de 
transgalactosilación, evidenciada a través de la síntesis de galactooligosacáridos (GOS). Estos resultados se 
consideran una primera aproximación a la búsqueda y caracterización de nuevas fuentes de β-galactosidasa, 
constituyendo un acervo de enzimas candidatas para su expresión heteróloga y caracterización detallada en 
futuros trabajos. 

Figura 1: Efecto de la temperatura en la hidrólisis de o-NPG 
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Resumen 

Siendo la causa etiológica más prominente en el desarrollo de las caries, Streptococcus mutans es una de las 
muchas bacterias orales tipo Gram-positivo que forman la biopelícula conocida comúnmente como placa 
bacteriana. Esta verdadera biopelícula es la precursora de la colonización del tejido dental y del desarrollo de las 
caries (1). S. mutans emplea una simple estrategia para adherirse al diente la cual está basada en el empleo de 
apéndices proteicos conocidos como pili o adhesinas, filamentos micrométricos que se proyectan desde la pared 
celular y que cumplen una función de verdaderas anclas moleculares. La adhesina en cuestión, o Ag I/II, posee 
una porción C-terminal de tipo elástica— dominios C1, C2 y C3— que no sólo forman parte importante en el 
proceso de adhesión mismo, sino que también participan en procesos de disipación de energía mecánica. Cada 
uno de estos dominios posee un enlace isopeptídico autocatalizado por la presencia de un grupo carboxílico que 
promueve el ataque del grupo carbonilo sobre el grupo e-amino saliente de un residuo de lisina (1, 2). El enlace 
isopeptídico formado une covalentemente hebras beta de la adhesina, formando un complejo estable y altamente 
resistente al esfuerzo mecánico. 
En este trabajo gracias al empleo de estrategias computacionales hemos estudiado la relevancia de los dominios 
C1, C2 y C3 con el fin de encontrar un objetivo para una posible intervención del proceso mecánico gestionado por 
esta adhesina. Por medio de dinámicas moleculares dirigidas pudimos describir que dentro de los dominios del 
C-terminal, el dominio C2 corresponde al más relevantes, dado que, al remover el enlace isopeptídico se 
desencadena una gran abundancia de eventos mecánicos lo que lo convierte en un adecuado modelo para 
intervención peptídica. 
A continuación, y por medio de herramientas in silico diseñamos y evaluamos una serie de péptidos que 
buscaban unirse al dominio C2 y entorpecer la formación natural del enlace isopeptídico entre las cadenas 
laterales Lys1161 y Ans1311. La especificidad de los péptidos obtenidos fue probada mediante acoplamiento 
molecular ciego, para luego probar la efectividad de este mediante dinámicas moleculares dirigidas (SMD). 
Péptidos más afines requieren mayor trabajo para ser desalojados de la proteína, mientras que péptidos con 
unión discreta requieren menos trabajo. Con esta estrategia—acoplamiento molécula y SMD—logramos 
seleccionar un conjunto de péptidos más afines, con un aumento de aproximadamente 2 kcal/mol, los cuales 
mostraron un aumento en el trabajo del SMD de aproximadamente 16%. Nuestro trabajo da los primeros pasos 
hacia estrategias de desarrollo de moléculas capaces de intervenir la catalización de enlaces relacionados a la 
estabilidad de bacterias Gram-positivas, logrando de igual manera intervenir procesos de adhesión relacionados.  

  
Referencias: 

1. Larson, M. et al. Crystal Structure of the C-terminal Region of Streptococcus mutans Antigen I/II and Characterization 
of Salivary Agglutinin Adherence Domains. Journal of Biological Chemistry 286, 21657-21666 (2011). 
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Bond. Angewandte Chemie 122, 8599-8603 (2010). 
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Figura 1. Intervención molecular de la actividad 

isopeptídica de la adhesina AgI/II. A) Modelo 

tridimensional de la porción C terminal de la adhesina 

Ag I/II, ilustrando los residuos que forman el enlace 

isopeptídico en el dominio C2; B) Acoplamiento 

molecular entre el péptido diseñado y el dominio 

intervenido; C) Resultados de la dinámica molecular 

dirigida, mostrando que el péptido comparte 

aproximadamente las mismas propiedades físicas que 

el péptido original requiriendo de más trabajo en el 

SMD. 
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Resumen 
Las superóxido dismutasas (SODs) son metaloenzimas, oxidorreductasas, responsables de la detoxificación del 
radical superóxido en los organismos, generando protección contra las especies reactivas de oxígeno (ROS) y 
el daño generado por estrés oxidativo. Estas enzimas tienen múltiples aplicaciones en la industria farmacéutica, 
cosmética y en procesos industriales relacionados con el estrés oxidativo. La estabilidad química es una 
característica importante a considerar para las aplicaciones industriales, donde inactivación térmica es la principal 
causa de pérdida de funcionalidad. Es por esto que el uso de enzimas provenientes de organismos extremófilos, 
particularmente termófilos, es una alternativa prometedora para la producción de enzimas de interés comercial2. 
 
En este trabajo, se identificaron genes de SODs en el genoma del organismo termofílico Geobacillus wiegelii 
GWE1, aislado de una estufa de esterilización. Uno de los genes encontrados fue clonado y expresado en 
Escherichia coli para su purificación y caracterización. La proteína recombinante resultante corresponde a una 
SOD de manganeso, dimérica con una masa molecular de aproximadamente 47 kDa y una actividad máxima a 
pH 7,0 y 50 °C. La enzima es altamente termoestable, logrando mantener el 46% de su actividad luego de 
incubación a 50 °C por 64 horas, y más del 64% de su actividad luego de 16 horas de incubación a 60 °C. Estas 
propiedades catalíticas dan cuenta del gran potencial de esta enzima como biocatalizador en aplicaciones 
industriales. 

 
 

Figura 1: Termoestabilidad de la enzima gwSOD1 expresada en E. coli BL21(DE3). Actividad relativa de la enzima 
respecto al tiempo de incubación en horas para distintas temperaturas. Círculo verde 50 °C, Cuadrado rosa 60 °C y triángulo 
azul 70 °C. Las barras de error indican la desviación estándar. Los ensayos fueron realizados usando 70,5 μg de gwSOD1 
purificada. 
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Resumen  
 

En las últimas décadas se han revisado bastantes estrategias que discuten la viabilidad de reciclar el CO2 para 
abordar los problemas medioambientales actuales. La formiato deshidrogenasa (FDH) es una oxidorreductasa 
dependiente de NADH capaz de reducir el CO2 a ácido fórmico [3]. Dado que esta reacción requiere de un 
cofactor, es posible acoplar esta reacción a una segunda reacción catalizada por la glicerol deshidrogenasa 
(GlyDH). En esta segunda reacción el glicerol en presencia de NAD+ es convertido a la 1,3-dihidroxiacetona 
(DHA), obteniéndose así un segundo producto de interés y logrando la regeneración del cofactor. Para llevar a 
cabo este proceso es clave contar con enzimas estabilizadas. Una de las alternativas para favorecer la estabilidad 
de las enzimas es la inmovilización, siendo posible utilizar diferentes materiales como soporte. La sílica 
mesoporosa, que es uno de los materiales más frecuentemente utilizados, se caracteriza por una gran área 
superficial, alta estabilidad química y biológica, resistencia mecánica, biocompatibilidad, biodegradabilidad y 
susceptibilidad a la funcionalización superficial [1,2]. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la inmovilización 
de las enzimas FDH y GlyDH sobre sílica mesoporosa, con el propósito de contar nuevos catalizadores 
inmovilizados que puedan ser utilizados en la reacción de reducción de CO2 a ácido fórmico.   
Experimental - La sílica mesoporosa se funcionalizó con grupos aminos y se caracterizó mediante adsorción de 
N2, microscopía electrónica y FT-IR. Para la inmovilización de FDH de Candida boidinii y GlyDH de Geobacillus 
stearothermophilus se utilizó el protocolo reportado en la literatura [3], dónde se realizó una inmovilización 
covalente; para ello se añadió glutaraldehído después del enlace iónico entre la enzima y el soporte. El 
biocatalizador se caracterizó cuantificando la actividad específica (UI/g soporte), la actividad retenida (Ract) y el 
rendimiento de inmovilización de la proteína (IY). La actividad enzimática se midió siguiendo la variación de 
NADH en presencia del sustrato formiato de sodio para la FDH y glicerol para la GlyDH. 
Resultados y Discusión – Las procesos de inmovilización de ambas enzimas fueron controlados cuantificando 
tanto la actividad como la concentración de proteínas en el sobrenadante. La inmovilización se detuvo cuando la 
actividad en el sobrenadante fue cercana a cero, momento en el que se definió el tiempo de inmovilización, el 
cual fue de 45 minutos. En la Tabla 1 se presentan los resultados de la inmovilización de las enzimas. 
 

Tabla I. Resumen de la inmovilización de FDH y GlyDH 

Enzima 𝑅𝑎𝑐𝑡 IY Actividad Específica (UI/g) 

FDH 52.67% 100% 1,77 

GlyDH 56.06% 100% 1.17 

 
Conclusiones - Con esta estrategia de inmovilización se obtiene un 100% de inmovilización de la proteína 
enzimática y ambas enzimas tienen una actividad retenida mayor al 50%. Dado los buenos resultados alcanzados 
con esta estrategia de inmovilización para ambas enzimas, actualmente los catalizadores obtenidos están siendo 
aplicados en la reacción de reducción del CO2.  
 

Referencias  
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Resumen 
La inmovilización de enzimas se ha convertido en un elemento esencial del desarrollo de bioprocesos en los 
últimos años; debido a su alta especificidad y actividad en condiciones industriales, los biocatalizadores se 
consideran un método eficaz de biotransformación.1,2 Este estudio propone obtener una superficie sólida 
modificada con una película polimérica delgada que promueva la inmovilización de la extremozima lacasa 
contribuyendo a una mejora de su actividad enzimática. Para ello se propone la modificación de poli(anhídrido 
maleico-alt-estireno) con el aminoácido L-lisina; éste fue caracterizado por espectroscopia ATR-FTIR, RMN-1H, 
RMN-13C y análisis elemental. Posteriormente, se prepararon soluciones del polímero modificado, que se 
depositaron mediante spin-coating sobre SiW previamente tratado. La superficie modificada con la película 
polimérica se caracterizó por espectroscopia ATR-FTIR, espectroscopia AFM, potencial zeta y medidas de 
ángulo de contacto. El espesor de la superficie se midió por elipsometría Ex-Situ y espectroscopia ATR-FTIR.  
Posteriormente, la disolución de enzima en buffer se depositó sobre la superficie modificada con la película 
polimérica. La actividad de la enzima lacasa se midió por el cambio de color de una solución con siringaldazina 
como sustrato enzimático mediante espectroscopia UV-VIS. Adicionalmente, se realizaron estudios preliminares 
sobre el desarrollo de un biosensor usando lacasa inmovilizada sobre una superficie modificada de TiO2, 
midiendo los cambios de voltametría cíclica y cronoamperometría de una disolución con ABTS (sustrato 
enzimático modelo). 
Los resultados mostraron que la enzima lacasa fue inmovilizada sobre la superficie polimérica que presenta 
diferentes funcionalidades químicas. Esto puede ser explicado por la formación de enlace covalente entre la 
enzima y los grupos anhídridos cerrados presentes en la cadena principal del polímero; también hay presencia 
de interacciones electrostáticas promovidas por los residuos aminoacídicos presentes en la superficie de la 
película polimérica con los grupos terminales de la enzima. Lo anterior se basa en las propiedades superficiales 
de la película polimérica obtenida. La película polimérica muestra un carácter hidrofílico (70°) y una alta rugosidad 
en su superficie, resultados obtenidos de AFM y medidas de ángulo de contacto. 
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Resumen  

En el área de biocatálisis se han utilizado enzimas como catalizadores verdes en la degradación de compuestos 
presentes en medios acuosos. El interés de utilizar enzimas en diversas aplicaciones, en particular en medios 
acuosos contaminados, radica en sus propiedades tales como su alta actividad, alta especificidad/selectividad y 
rápida acción catalítica.  
El uso de enzimas para la remoción de contaminantes genera un nuevo problema: obtener soportes compatibles 
con ellas para poder ser usadas sin que las enzimas vean alteradas sus propiedades (actividad catalítica, 
especificidad, estructura) y poder también reutilizarlas. Para ello se propone la inmovilización de enzimas en 
sistemas poliméricos, proceso en el cual una enzima se encuentra unida/confinada a un soporte a través de 
distintos métodos, que permiten que la enzima inmovilizada mantenga o mejore sus propiedades catalíticas, 
además de poder ser reutilizada una determinada cantidad de ciclos.  
En este trabajo se propuso la inmovilización covalente de la enzima lacasa de origen extremófilo en el soporte 
de poli (anhídrido maleico-alt-etileno) modificado con L-cisteína en forma de películas poliméricas (la reacción 
propuesta se muestra en la figura 1). El sistema fue caracterizado a través de FT-IR, 1H-RMN, 13C-RMN, HPLC, 
análisis elemental, pruebas de mojabilidad y elipsometría. Con el sistema generado y caracterizado se realizaron 
los respectivos ensayos de actividad enzimática a través del seguimiento por UV-Vis de la oxidación de ABTS. 
El objetivo general de esta trabajo es llevar a cabo la inmovilización covalente de la enzima lacasa de origen 
extremófilo en el soporte poli (anhídrido maleico-alt-etileno) modificado con L-cisteína en distintas proporciones 
en forma de películas poliméricas, sin que la enzima pierda su actividad catalítica y estructura. 
 

 
 
Figura 1. Reacción de modificación entre poli(anhídrido maleico-alt-etileno) y L-cisteína. 
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Resumen 

P1G10 es una fracción proteolítica obtenida a partir del látex de papaya (Vasconcellea pubescens), la cual está 
constituida por una mezcla de 12 isoenzimas caracterizadas con actividad amidasa 1. Su actividad enzimática es 
responsable de su capacidad antifúngica contra varios fitopatógenos, entre los que destaca Botrytis cinerea. Sin 
embargo,  la fracción P1G10 alcanza una actividad enzimática residual de sólo 10%, en un periodo de 48 horas, 
cuando es expuesta a 37°C. Esta inestabilidad afecta su efectividad como antifúngico, limitando su proyección 
de uso, por lo que es necesario explorar estrategias como la encapsulación, que contribuyan a su estabilización,  
a la modulación de su actividad y a la liberación controlada en el tiempo.  
 
El quitosano (CS) se caracteriza por ser biodegradable, no tóxico y biocompatible 3. Lo antes mencionado, ha 
permitido que este compuesto sea utilizado ampliamente en formulaciones de diversas áreas industriales, 
permitiendo encapsular y liberar diversos compuestos de importancia, tales como fertilizantes y agentes de 
control de fitopatógenos, como los antifúngicos. La estrategia generalmente usada es la gelificación iónica, en la 
cual el CS se mezcla con tripolifosfato de sodio (TPP) para reticular el polímero y generar la encapsulación. La 
relación CS/TPP es importante de estudiar debido a que afecta el rendimiento de encapsulación y la liberación, 
según la carga superficial de la biomolécula a encapsular, en este caso un extracto proteico, y las variables del 
medio de reacción como fuerza iónica y pH.  
En esta investigación, se propone utilizar la gelificación iónica con CS y TPP como herramienta para encapsular 
y estabilizar P1G10, evaluando el rendimiento de encapsulación, la actividad liberada y su efecto antifúngico 
contra B. cinerea. Para esto, la relación másica CS/TPP fue evaluada en el rango de 0,36 a 2. Los resultados 
muestran que a valores inferiores de CS/TPP la encapsulación iónica produce nanopartículas de quitosano lo 
que dificulta su separación del medio y la evaluación del proceso de encapsulación. A razones mayores de 0,75, 
las partículas pueden ser separadas, pero el rendimiento de encapsulación permanece constante, cercano a 16 
%. Es la relación de 0,36 la que permite una encapsulación superior al 45%, mostrándose como la relación idónea 
para encapsular y liberar el extracto P1G10. Proyecciones futuras para este trabajo implican la evaluación de 
diferentes concentraciones de P1G10 a la razón constante de CS/TPP de 0,36, para posteriormente evaluar su 
porcentaje de liberación y su efecto como antifúngico. 
. 
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Resumen  

Las mirosinasas (-tioglucosidasas glucohidrolasas, EC 3.2.3.1.147) son glicoproteínas que catalizan la hidrólisis 
de diversos metabolitos secundarios denominados glucosinolatos, muy abundantes en las plantas crucíferas y 
otras familias de plantas y que al ser hidrolizados por la enzima mirosinasa generan diversos productos, con 
diferentes propiedades químicas y biológicas1. Cuando el sustrato es glucorafanina, se genera un producto 
denominado sulforafano, el cual posee diversas propiedades beneficiosas para la salud humana1. En la 
actualidad existe gran interés por diseñar estrategias que permitan optimizar la producción de sulforafano. Sin 
embargo, para ello se requiere optimizar procesos de producción y purificación de la enzima mirosinasa2,3. Es 
por lo anterior que en este trabajo se presentan resultados de la producción heteróloga de la enzima mirosinasa 
de Brassica oleracea var. italica (brócoli) en Pichia pastoris X-33.  
Para lograr este propósito, se dispone del cDNA de la mirosinasa de brócoli clonado en el vector de expresión 
pPICZA, con el cual se transformaron células competentes de P. pastoris X-33; los clones transformantes se 
verificaron por PCR y secuenciación del amplicón correspondiente al cDNA de la enzima mirosinasa. Luego se 
realizaron experimentos de inducción de la expresión del cDNA de mirosinasa de Brassica oleracea var. italica 
en P. pastoris. Se obtuvo un extracto proteico mediante rompimiento celular con perlas de vidrio, se detectó la 
presencia de la mirosinasa recombinante por SDS-PAGE y se analizó su actividad enzimática utilizando sinigrina 
como sustrato4. 
Los resultados mostraron que el cDNA de mirosinasa de Brassica oleracea var. italica se insertó en el genoma 
de Pichia pastoris X-33, y que con el sistema de expresión utilizado en este estudio, hubo una sobreproducción 
de dos polipéptidos de ~75 kDa y 50~kDa (Figura 1). Se detectó actividad mirosinasa en el extracto proteico de 
cultivos inducidos con metanol y actualmente se están determinando los parámetros cinéticos de la enzima. Los 
resultados de este trabajo podrían permitir diseñar un sistema de producción de mirosinasa recombinante a 
pequeña y mediana escala. 
 

(A) (B) 

 
Figura 1. (A) Vector recombinante de 
expresión pPICZA de Pichia pastoris, 
conteniendo como inserto el cDNA de la 
mirosinasa de brócoli, bajo el comando del 
promotor AOX1. (B) SDS-PAGE de 
proteínas totales extraídas de P. pastoris X-
33-Rec. Carril 1, Estándares de proteínas 
preteñidos en kDa; carril 2, extracto proteico 
de P. pastoris X-33-Rec no inducido; 
carriles 3, 4 y 5, extractos proteicos de P. 
pastoris X-33-Rec inducidos con metanol 
24, 48 y 72 h. 
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Resumen 

La tagatosa es un azúcar rara que ha tomado gran importancia en los últimos años como edulcorante bajo en 
calorías. Además, se ha reportado que posee propiedades antidiabéticas y prebióticas. Debido, a que este 
carbohidrato se encuentra en baja concentración en fuentes naturales, su producción a gran escala 
necesariamente implica su síntesis a partir de materias primas más abundantes. Actualmente, la D-tagatosa se 
sintetiza utilizando como sustrato D-galactosa y como catalizador la enzima L-arabinosa isomerasa (L-AI). Dado 
que la D-galactosa se obtiene comúnmente por hidrólisis de lactosa, la síntesis de D-tagatosa representa una 
estrategia para la revalorización del suero de quería. Este último, corresponde a un subproducto abundante de 
la industria láctea y posee como principal constituyente la lactosa. Por su parte, las enzimas utilizadas hoy en 
día para la producción industrial de D-tagatosa se encuentran protegidas bajo patentes, no estando disponibles 
comercialmente. Los microorganismos antárticos han sido poco estudiados como fuentes de L-AI y tienen el 
potencial de ofrecer enzimas compatibles con las condiciones de proceso de la industria láctea. 
 
En este trabajo, se evaluaron 28 aislados bacterianos provenientes de la Antártica chilena, los cuales fueron 
crecidos en medio mínimo M9 suplementado con L-arabinosa como única fuente de carbono. De ellos, 13 fueron 
capaces de crecer en este medio. Éstos se identificaron mediante secuenciación parcial del gel ribosomal 16S, 
determinándose que los aislados corresponden a los géneros Pseudomonas (8), Rahnella (2), 
Stenotrophomonas (1), Yersinia (1) y Pelomonas (1). Con base en esta información se realizó un análisis de 
alineamiento múltiple determinándose que solo los géneros Rahnella y Yersinia metabolizan la L-arabinosa por 
una ruta fosforilativa, en la cual participa la enzima L-AI, mientras que las cepas restantes metabolizan la L-
arabinosa por rutas no fosforilativas que no involucran a L-AI.  Por lo tanto, estos últimos aislados fueron 
descartados para los siguientes estudios. En los extractos proteicos de las cepas L47 (Rahnella inusitata) y R61 
(Yersinia kristensenii) se observó actividad de L-AI capaz de catalizar la síntesis de D-tagatosa. Mediante HPLC 
se cuantificó la síntesis de D-tagatosa a partir de D-galactosa, determinándose que la cepa L47 posee una mayor 
actividad de síntesis de D-tagatosa que la cepa R61 en diferentes condiciones de pH (6-8), temperatura (4-37°C) 
y presencia de cofactores (Mn2* y Co2+). Por este motivo, L-AI de la cepa L47 fue clonada en Escherichia coli y 
purificada para realizar una caracterización detallada en función de la temperatura, el pH y la concentración del 
cofactor.  
 

 
Figura 1. Producción de D-tagatosa a partir de D-galactosa usando extractos proteicos . A: Efecto del pH, B: Efecto de la temperatura 
C: Efecto de cofactores (1mM). 
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Resumen 

 
Numerosos procesos biológicos se encuentran mediados por interacciones proteína-glicanos. Por ello, 
alteraciones en los patrones de glicosilación celular se traducen en diversas patologías entre las que se 
encuentran enfermedades infecciosas o inflamatorias crónicas y el cáncer. Las exoglicosidasas son herramientas 

útiles para la elucidación tanto de la estructura como del rol de los glicanos biológicos. Las -manosidasas en 
particular adquieren relevancia en función del rol que cumplen los glicanos manosilados en procesos tumorales 
y de infección parasitaria o viral. 

En un screening de actividad -manosidasa realizado en nuestro laboratorio en 19 cepas bacterianas se identificó 
dicha actividad extracelular en el Bacillus sp 12.22. 

En este trabajo nos enfocamos en el diseño de una estrategia de purificación de la -manosidasa de este 
microorganismo. Se realizaron cultivos en un medio líquido utilizando extracto de levadura 2% como inductor y 

se crecieron durante 24 horas a 30ºC. Dado que está descripto en bibliografía que la actividad de las -
manosidasas es dependiente de la presencia de iones metálicos, se realizó un estudio de la actividad enzimática 
en presencia de distintos iones (Zn2+, Ca2+, Mg2+, Co2+, Mn+2, K1+ y Na1+) en concentraciones 1-10 mM, 

determinándose una mayor actividad en presencia de MgCl2 10 mM. A los efectos de concentrar la -
manosidasas presente en el sobrenadante del cultivo se estudiaron dos estrategias diferentes: i) precipitación 
fraccionada con sulfato de amonio y ii) precipitación con solventes orgánicos. Si bien la primera estrategia fue 
efectiva para realizar una purificación parcial, se observó pérdida de la actividad enzimática. La precipitación con 
solventes orgánicos fue efectiva utilizando tanto acetona como etanol o isopropanol al 65%, pero siendo mayor 
la actividad recuperada en el caso de isopropanol. Se optimizó la concentración de isopropanol a utilizar 
obteniéndose los mejores resultados con una concentración de 35%. Se continuó el proceso de purificación 
mediante intercambio aniónico utilizando columnas High trap Q HP a PH 6.5 y eluyendo con una concentración 
de NaCl 0.8 M. El análisis electroforético (SDS-PAGE) de las fracciones eluídas permitió identificar una banda 
relativamente pura con un PM de 66 kDa. Sin embargo, la enzima purificada demostró una baja estabilidad 
perdiendo rápidamente su actividad por lo cuál no fue posible escalar su producción. Por tal motivo se procedió 

a la realización de un nuevo screening de actividad -manosidasa en 9 cepas de hongos, obteniéndose actividad 
extracelular en cuatro cepas de los géneros Aspergillus, Fusarium,Trichoderma y Penicillum. Actualmente se 
está trabajando en la optimización de las condiciones de cultivo para proceder a la purificación de las mismas. 
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Resumen 
Las industrias forestal y agrícola constituyen actividades económicas de gran relevancia a nivel mundial, 

siendo generadoras de grandes cantidades de residuos ricos en lignocelulosa que tienen potencial de ser 
valorizados y utilizados como materias primas renovables en diferentes procesos industriales. La producción de 
combustibles renovables y compuestos de alto valor agregado a partir de biomasa lignocelulósica es un aspecto 
clave de las estrategias sostenibles y responden a los conceptos de biorrefinería y economía circular. 

En este marco, nuestro grupo investigó la producción de xilitol utilizando como sustrato la fracción 
hemicelulósica del bagazo de caña de azúcar obtenido mediante el pretratamiento de explosión por vapor y 
poshidrólisis química según la metodología descrita por Bonfiglio y colaboradores1. Se utilizó como biocatalizador 
una levadura endófita aislada en nuestro laboratorio. La levadura fue adaptada para tolerar las concentraciones 
de los compuestos tóxicos que estaban presentes en el sustrato utilizado2. 

 Luego de la obtención del biocatalizador adaptado, se realizó la optimización de la producción de xilitol con 
el objetivo de identificar los parámetros que influencian la producción del poliol y en qué configuración de dichas 
variables se maximiza su producción. Para ello se recurrió a la aplicación del diseño de Plackett-Burman con dos 
niveles para cada variable a ser utilizados en la etapa de tamizado de variables. Posteriormente se realizó un 
ensayo de optimización recurriendo a un modelo de superficie de respuesta I-óptimo con las variables 
seleccionadas en Plackett-Burman.  El diseño experimental y el análisis se realizaron con el software JMP.3 

A partir de la aplicación del diseño de Plackett-Burman se determinó que las variables que mayor incidencia 
presentaron sobre el nivel de producción de xilitol son la concentración de la fracción líquida poshidrolizada en 
el medio de cultivo, el volumen del medio de cultivo en el matraz y la temperatura de incubación. Mediante el 
análisis de superficie de respuesta en un diseño compuesto central se obtuvo como resultado una concentración 
máxima estimada de xilitol de 19,42 g/L. Sin embargo, en condiciones experimentales se logró alcanzar un valor 
máximo de 25 g/L con un rendimiento 0,5 g xilitol/g xilosa. Posteriormente, se trabajó en el escalado de la 
producción de xilitol empleando las variables identificadas en sus valores óptimos y se logró reproducir las 
concentraciones de xilitol obtenidas de 24,4 g/L con un rendimiento de 0,4 g xilitol / g xilosa.  

Como etapa final de este trabajo, se realizó la eliminación de las fracciones insolubles y los restos celulares 
del medio obtenido de la fermentación mediante centrifugación; luego se clarificó por un tratamiento con carbón 
activado, y se procedió a la extracción y purificación del xilitol a través de un proceso de recristalización. 
Actualmente se está llevando a cabo el análisis de la pureza del producto obtenido mediante HPLC y 1H-RMN. 
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Resumen 

El suero lácteo es un subproducto abundante de la industria quesera, el cual está compuesto principalmente por 
proteínas, lactosa y sales minerales. A partir de este material es común la recuperación y otorgamiento de valor a 
la fracción proteica, quedando finalmente suero deproteinizado (permeado) como un material con bajo valor 
agregado, compuesto esencialmente por lactosa y sales minerales. Dado que por cada kilogramo de queso 
producido se obtienen aproximadamente 9 kg de suero, éste resulta ser un material ampliamente disponible, razón 
por la que se ha planteado la síntesis enzimática de galacto-oligosacáridos (GOS) utilizando β-galactosidasa de 
Aspergillus oryzae como alternativa para otorgar alto valor agregada a la lactosa1. Pese a todo el desarrollo que se 
ha lograda en esta temática, el rendimiento de esta reacción no supera el 30%, de modo que al término de la 
reacción en el medio se obtiene una mezcla de GOS, lactosa sin reaccionar, glucosa y galactosa residual, existiendo 
así un gran potencial para revalorizar estas azúcares. Con estos antecedentes, en este trabajo se tuvo como 
objetivo llevar a cabo una fermentación para biotransformar en poli-3-hidroxibutirato (PHB) los azúcares 
remanentes de la síntesis enzimática de GOS con β-galactosidasa a partir de permeado de suero mediante el 
microorganismo Ralstonia eutropha NCIMB 11599. 
 
Con este propósito, en una primera etapa se llevó a cabo la síntesis de GOS utilizando β-galactosidasa de A. oryzae 
y permeado de suero, estudiándose para este último concentraciones entre 20% y 60% (p/p). Estos ensayos 
mostraron que con un 50% (p/p) se obtuvo el mayor rendimiento de GOS, donde el 50,5% de la lactosa que 
reaccionó se transformó en GOS. Por otra parte, R. eutropha no fue capaz de utilizar lactosa como sustrato, pero 
sí consumió la glucosa y la galactosa. Así, la utilización de esta bacteria en biorreactor mostró la posibilidad de 
utilizarla para remover los monosacáridos dejando en el medio GOS y lactosa remanente. Por esta razón, se 
propuso evaluar la hidrólisis de la lactosa residual a sus monosacáridos constituyentes (glucosa y galactosa) 
mediante la β-galactosidasa de Kluyveromyces lactis2. Con este tratamiento se busca obtener un medio con bajo 
contenido de lactosa y rico en GOS, y monosacáridos que pueda ser utilizado como sustrato en la biotransformación 
de los monosacáridos en PHB. Los resultados muestran que cuando se aplica el tratamiento con β-galactosidasa 
de K. lactis se consigue una hidrólisis del 65,8% de la lactosa y sólo un 8,5% de los GOS iniciales. Este último 
preparado con menor contenido de lactosa también pudo ser empleado para cultivar la bacteria R. eutropha NCIMB 
11599 con la finalidad de revalorizar los monosacáridos mediante su transformación en PHB lo que a la vez 
simplificaría la purificación de los GOS. 
 
A partir de los resultados obtenido, se determinó que es posible obtener un proceso para sintetizar GOS a partir de 
permeado de suero de leche, y su posterior hidrólisis selectiva de lactosa, obteniéndose un medio rico en GOS y 
monosacáridos, para ser utilizado como sustrato para la bioconversión de monosacáridos a PHB, mediante R. 
eutropha, lo cual permite tener un proceso de biotransformación que revaloriza la lactosa del permeado de suero.  
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Resumen 

La revalorización de la lactosa y las proteínas del suero de quesería ofrece la posibilidad de establecer esquemas 
de economía circular dentro de la industria láctea. A pesar de que existen varias alternativas para aprovecharlas, 
la transformación de la lactosa en derivados con funciones prebiótica ha sido la de mayor interés industrial y 
científico. En este trabajo se aborda la modelación de las reacciones de epimerización e isomerización ocurridas 
durante la síntesis de lactulosa con la mutante H356N de la celobiosa 2-epimerasa de Caldicellulosiruptor 
saccharolyticus (C2E H356N). El trabajo experimental se llevó a cabo asumiendo que dichas reacciones pueden 
describirse mediante un mecanismo de reacción reversible que considere como único intermediario la formación 
de un derivado 1,2-cis-enediol, el cual puede reorganizarse para rendir lactosa (LAC), lactulosa (LTU) y 
epilactosa (EPI). Teniendo en cuenta este supuesto, inicialmente se propusieron dos mecanismos de reacción 
alternativos para la síntesis enzimática de lactulosa con C2E H356N. El primero, denominado mecanismo 
extendido, consideró la formación de complejos enzima-sustrato para LAC, LTU, EPI, además de la formación 
del intermediario 1,2-cis-enediol. El segundo mecanismo, denominado mecanismo reducido, sólo consideró la 
formación del intermediario enodiólico. Para ambos mecanismos se desarrollaron sus respectivos modelos 
cinéticos y sus parámetros fueron estimados por regresión no-lineal con el software Copasi 4.35 (Build 258). 
Ambos modelos se ajustaron correctamente a los datos experimentales. Sin embargo, los parámetros estimados 
para el modelo extendido presentaron un comportamiento aleatorio y carente de sentido bioquímico, lo que se 
consideró como consecuencia del sobreajuste del modelo. Por otro lado, los parámetros estimados para el 
modelo reducido se acercaron a los valores reportados para las constantes de Michaelis-Menten de la celobiosa 
2-epimerasa de Caldicellulosiruptor saccharolyticus. Por lo tanto, se seleccionó el modelo reducido para estudiar 
el efecto de la temperatura sobre los parámetros cinéticos de C2E H356N. Adicionalmente, con el fin  de reducir 
el número de parámetros a estimar mediante ajuste a las cinéticas de síntesis, se determinó la constante de 
Michaelisis y la velocidad máxima de reacción para lactosa mediante la cuantificación de velocidad inicial de 
reacción  en presencia de dicho disacárido  Los parámetros cinéticos obtenidos se ajustaron a las ecuaciones 
de Arrhenius y van´t Hoff, según corresponde. De esta forma se obtuvo un modelo capaz de describir el 
comportamiento de la síntesis de lactulosa con C2E H356N entre 30 y 70°C. En la Figura 1 se ejemplifica el buen 
ajuste del modelo obtenido al los del sustrato y los reactantes en la síntesis de lactulosa con C2E H356N. 

Figura 1. Modelación de la síntesis de lactulosa con C2E H356N a 30°C. Verde: lactosa, azul: epilactosa, rojo: lactulosa. En línea 
continua el ajuste al modelo reducido 
Agradecimientos: Proyectos FONDECYT regular 11190104 y 1120056 
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Resumen 

2-Desoxi-D-ribosa 5-fosfato aldolasa (DERA) cataliza la formación reversible de 2-desoxirribosa 5-fosfato a partir 
de D-gliceraldehído 3-fosfato y acetaldehído. Además, esta enzima puede usar acetaldehído como único 
sustrato, lo que da como resultado una reacción aldólica en tándem que produce 2,4,6-tridesoxi-D-eritro-
hexapiranosa, que se cicla espontáneamente (Figura 1). Esta reacción es muy útil para la síntesis de la cadena 
lateral quiral, responsable de la actividad biológica, de fármacos tipo estatinas, utilizados para disminuir el nivel 
de colesterol en sangre. Una de las ventajas más prometedoras de DERA y su alta estereoselectividad es la 
incorporación de los dos centros quirales característicos de dicha cadena lateral en un solo paso1.   
Las síntesis de estatinas descriptas en bibliografía que involucran a DERA en la producción de la cadena lateral 
activa, introducen un grupo suficientemente reactivo para su posterior unión a un heterociclo mediante diversas 
metodologías químicas complejas. Hasta el momento no existen reportes de estatinas conteniendo bases 
nucleosídicas como heterociclo, aun sabiendo que eritadenina, un nucleósido acíclico cuya cadena lineal posee 
similitudes estructurales con las cadenas laterales de las estatinas, posee efectos anticolesterolémicos. Además, 
hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existen estrategias en las cuales el aldehído aceptor de DERA ya 
contenga el heterociclo y la cadena lateral se construya a partir del mismo.  
Es por ello que se planteó estudiar la aceptación como sustratos electrofílicos a derivados aldehídicos de bases 
nitrogenadas (Figura 2), utilizando dos variantes de DERA seleccionadas en nuestro laboratorio2 (de Escherichia 
coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His) como 
biocatalizadores. Los productos obtenidos fueron analizados por HPLC-EM y caracterizados por RMN. 

 
Figura 1 

 
Figura 2 
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Resumen 

La síntesis de aminas quirales, componentes básicos para la producción de productos farmacéuticos, ha sido un 
desafío de proporciones mayores para la industria debido a la generación inespecífica de enantiómeros. Por esta 
razón, se ha generado un interés creciente por las amina-transaminasas (ATAs), enzimas que catalizan la 
transferencia reversible de un grupo amino desde un sustrato dador al carbono carbonilo de un sustrato aceptor. 
Estas enzimas tienen características altamente requeridas por la industria, tales como: alta especificidad de 
sustrato, esteroselectividad y eficiencia de reacción, que las convierten en una alternativa real a los métodos 
químicos convencionales.  Sin embargo, el número de enzimas que pueden ser usadas en procesos industriales 
sigue siendo limitado, ya que la mayoría de las ATAs disponibles en la actualidad, son poco tolerantes a las 
condiciones de reacción utilizadas en la industria, como las altas temperaturas y presencia de solventes 
orgánicos.  
 
La (S)-amina transaminasa que se presenta en este trabajo se encuentra clonada y expresada en Escherichia 
coli y posee propiedades interesantes que le permitirían llevar a cabo la catálisis bajo condiciones industriales, 
tales como: temperatura óptima de 65º y pH óptimo de 9.5. Además, de su tolerancia a solventes orgánicos,  
posee una alta termoestabilidad, conservando el 80% de su actividad luego de 5 días de incubación a 50 ºC. 
 
En este trabajo, se estudió la estabilidad en el tiempo de la enzima purificada mediante heat shock y 
cromatografía, presentando una estabilididad de al menos el 50% a los 6 meses de almacenamiento a -20ºC en 
formato líquido y liofilizado. Además, se determinó la actividad enzimática residual luego de múltiples ciclos de 
congelamiento y descongelamiento en formato sólido, obteniendose la vida media de la enzima despues de 15 
ciclos. La producción de la enzima (y biomasa de Escherichia coli) fue optimizada utilizando un diseño 
experimental con las variables de temperatura y concentración en el crecimiento del microorganismo productor, 
en reactores de 5 L de capacidad. Para estas condiciones mencionadas, se obtuvo como resultado que las 
condiciones de 30 ºC y 5% de concentración de oxígeno para el crecimiento de  E.coli recombinante permitieron 

obtener una (S)-amina-tranasaminasa purificada con un valor de actividad enzimática 6 U/mg, valor superior a 
las amina-transaminasas actualmente disponibles en el mercado.  
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Resumen 

 
La mirosinasa (EC 3.2.1.147) es una enzima que cataliza la hidrólisis de glucosinolatos en una variedad de 
productos con efectos antimutagénicos, neuroprotectores y quimiopreventivos (Jimenez et al., 2022). Unos de 
los productos, isotiocianatos, convirtieron a la mirosinasa en una enzima de interés farmacéutico. Por ello, la 
producción recombinante de mirosinasa vegetal surgió como estrategia poderosa en la producción de una única 
isoenzima de mirosinasa, para facilitar su purificación y caracterización (Rosenbergová et al., 2021). Además, 
para aplicaciones farmacéuticas, se debe producir grandes cantidades de enzima, lo que sería imposible de 
lograr aislándola de las plantas (Mahn et al., 2014). En este estudio se produjo mirosinasa recombinante de 
brócoli (PMYR) a partir del clon III de Pichia pastoris X-33, inducido con metanol 0.5 %. La ruptura celular se 
logró mediante molienda con perlas de vidrio. En la purificación se siguió un método de dos pasos, que consistió 
en concentración por precipitación con acetona en frío (-20 °C), seguido por cromatografía de afinidad. Se utilizó 
un kit de purificación HisTrap™ FF para proteínas de fusión 6His recombinantes. La electroforesis mediante 
SDS-Page detectó una banda de proteínas con un peso molecular aproximadamente de 62 kDa. Se encontró 
que la mirosinasa recombinante mantuvo propiedades catalíticas estables después de la concentración con 
acetona, resultando actividad enzimática durante la hidrólisis con sinigrina a 1 mM en todas las fracciones de 
elución. Se espera contar con la caracterización fisicoquímica y cinética de la mirosinasa recombinante producida 
en P. pastoris X-33. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Referencias 
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Figura 1: Separación electroforética del extracto de proteínas 

totales de Pichia pastoris X-33 teñido con azul de Coomassie.  

Carril 1, extracto de proteína cruda de la cepa Pichia pastoris 

X-33 inducida concentrado con acetona.  

Carril 2, 3 y 4: fracción eluída con la columna purificación 

HisTrap™ FF.  

Carril 8, marcador de tamaño molecular (Precision Plus 

Protein Dual Xtra Standards). Los números de la derecha 

corresponden a la masa molecular en kDa. 
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Resumen 

Las mirosinasas (EC 3.2.1.147) son enzimas conocidas por la generación de productos de hidrólisis que 
muestran amplios efectos beneficiosos sobre la salud humana (Curiqueo et al., 2022), especialmente los 
isotiocianatos como el sulforafano. El mecanismo cinético de mirosinasas de diferentes orígenes han sido 
ampliamente estudiados, con el fin de mejorar y optimizar los procesos de producción de metabolitos secundarios 
(Galádová et al., 2022; Jiménez et al., 2022). La producción de mirosinasa ha generado amplio interés, en 
búsqueda de un procedimiento mejorado de alto rendimiento para su purificación. El objetivo de este trabajo fue 
investigar un proceso de purificación de la mirosinasa de brócoli producida de manera heteróloga, escalable para 
su producción a nivel industrial. La mirosinasa recombinante de brócoli (SMYR) se produjo a partir de clones de 
Saccharomyces cerevisiae MGY70-myr, obtenidos mediante expresión heteróloga. La estrategia de purificación 
que consistió en: 1) obtención del extracto proteico mediante homogeneización en molino de perlas, 2) 
separación mediante centrifugación, 3) concentración por precipitación con acetona en frío (-20 °C), y 4) 
purificación mediante cromatografía de afinidad utilizando un Kit de purificación EZCatch™ GST-Spin para la 
fusión de proteínas GST recombinantes. Se detectaron mediante SDS-Page 1 banda de proteínas que exhibían 
actividad de mirosinasa, con un peso molecular aproximadamente de 67 kDa, respectivamente. Se encontró que 
la precipitación con acetona no produce denaturación irreversible resultando en una enzima resuspendida activa. 
El proceso de purificación fue optimizado y cada etapa será dimensionada para una escala productiva. 
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Figura 1: Separación electroforética de proteínas de extracto 

crudo: SDS-PAGE del extracto de proteínas totales 

de Saccharomyces cerevisiae MGY70-myr teñido con azul de 

Coomassie. Carril 1, extracto de proteína cruda de la cepa 

Saccharomyces cerevisiae MGY70-myr no inducida. Carril 2, 

extracto de proteína cruda de la cepa Saccharomyces 

cerevisiae MGY70-myr inducida. Carril 3, extracto de proteína 

cruda concentrado con acetona. Carril 4, extracto de proteína 

cruda durante lavado de afinidad. Carril 5, Lavado. Carril 6 

fracción eluída de la columna EZCatch Tm GST-Spin. Carril 8, 

marcador de masa molecular (Precision Plus Protein Dual Xtra 

Standards). Los números de la derecha corresponden a la 

masa molecular en kDa. 
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Resumen  

 

Las flavanonas son fitoquímicos pertenecientes a la familia de flavonoides, que son de interés farmacológico. La 
síntesis convencional del esqueleto de flavanonas consiste en una condensación de Claisen-Schmidt seguida 
de una adición intramolecular de oxa-Michael. Sin embargo, esta y otras metodologías desarrolladas 
generalmente operan en condiciones fuertemente ácidas o básicas y/o a altas temperaturas, lo que conlleva la 
formación de subproductos y bajos rendimientos1. En este sentido, en el presente trabajo se desarrolló una 
metodología suave para la síntesis de flavanonas promovida por una proteína promiscua, la seroalbúmina bovina 
(BSA), la cual es un catalizador sustentable2. En primer lugar, se estudió la reacción entre benzaldehído (1a, 
Esquema 1) y 2-hidroxiacetofenona (2a) promovida por BSA. Luego de un screening de condiciones de reacción 
(temperatura, relación molar entre sustratos y medio de reacción), se seleccionaron aquellas con la conversión 
más favorable a flavanona (producto mayoritario), a 4 días de reacción (87%). En base a estos resultados, se 
ensayaron una serie de benzaldehídos y 2-hidroxiacetofenonas sustituidos, a partir de los cuales se obtuvieron 
las correspondientes flavanonas (4a-h) como producto mayoritario, con buenas o muy buenas conversiones (58 
- 90%) y, en la mayoría de los casos,  con baja cantidad de la correspondiente chalcona intermediaria. A su vez, 
se mostró que la BSA cataliza tanto el paso de Claisen-Schmidt como la subsiguiente adición oxa-Michael. Los 
resultados obtenidos expanden el potencial de la BSA como un catalizador suave y sustentable en síntesis 
orgánica. 

1

R2

R1

O

OH

2

R3

O

BSA

4 a-h

R3R2

R1

O

O

a R1 = R2 = R3 = H 

b R1 = R2 = H,  R3 = OCH3 

c R1 = R2 = H,  R3 = Cl

d R1 = R2 = H,  R3 = CN 

e R1 = R2 = H,  R3 = NO2

f R1 = Cl, R2 = R3 = H  

g R1 = Br, R2 = R3 = H

h R1 = R2 = CH3,  R3 = H

+

 
Esquema 1: Síntesis de flavanonas catalizada por BSA. 
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Resumen 

La lactulosa es un disacárido de alto interés comercial debido a su aplicación industrial a nivel farmacéutico, al 
ser utilizado como medicamento para la encefalopatía hepática y el estreñimiento crónico, y alimentario, siendo 
posible su incorporación como ingrediente prebiótico en diversas matrices alimentarias. Si bien este compuesto 
se produce industrialmente por síntesis química, se ha demostrado que la síntesis mediante biocatálisis 
enzimática le otorga al proceso grandes ventajas en términos medioambientales y productivos, disminuyendo el 
requerimiento de catalizadores inorgánicos, pudiendo llevar a cabo las reacciones a condiciones moderadas de 
temperatura y pH, junto con minimizar las operaciones de purificación del producto. Las ß-galactosidasas son 
las enzimas más comúnmente utilizadas en la síntesis de lactulosa, habiéndose evaluado variadas estrategias 
de producción, pero sin alcanzar rendimientos comparables a los obtenidos por síntesis química. Recientemente, 
se ha reportado que la enzima celobiosa 2-epimerasa proveniente del microorganismo Caldicellulosiruptor 
saccharolyticus (CsCE) es capaz de sintetizar lactulosa por isomerización directa de la lactosa, sin la necesidad 
de contar con un co-sustrato como ocurre al utilizar las ß-galactosidasas, logrando altos rendimientos de 
lactulosa. Kim y Oh (2012)1 reportaron por primera vez la síntesis de lactulosa con CsCE wild type (WT), y desde 
entonces, se ha estudiado su síntesis con el biocatalizador inmovilizado mediante técnicas de adsorción y 
agregación y entrecruzamiento (CLEAs), sin obtener mejoras significativas. Sin embargo, al utilizarse CsCE 
mutadas se ha podido incrementar los valores de los parámetros operacionales de síntesis, representando una 
alternativa robusta que podría reemplazar la síntesis química. Considerando lo anterior, se logró la inmovilización 
covalente de la enzima mutante CsCE H356N en glioxil agarosa, metodología que aún no ha sido reportada, 
obteniéndose un rendimiento de inmovilización en términos de actividad expresada del 59%, con un ofrecimiento 
de carga de 15 [mg proteína/g soporte], un tamaño de soporte estándar y 6% de entrecruzamiento. Se evaluó el efecto 
de la carga enzima/sustrato (E/S) y la concentración inicial de lactosa sobre los parámetros operacionales 
rendimiento y productividad específica de lactulosa, junto con el rendimiento de epilactosa (producto secundario), 
conversión de lactosa y selectividad de lactulosa, observándose que los parámetros operacionales eran 
fuertemente dependientes de la concentración inicial de lactosa, pero no así de la razón E/S, lo cual fue 
comprobado por cuanto la constante de equilibrio de la reacción de isomerización no sufrió un cambio significativo 
en un amplio rango de E/S. Se determinó el KM aparente de la CsCE H356N inmovilizada el cual fue 232,64 
[mM], más de dos veces superior al del biocatalizador soluble, cuyo KM fue de 108,24 [mM]. Asimismo, se 
estableció que la estabilidad térmica de la CsCE H356N inmovilizada se ajusta a un mecanismo de inactivación 
bifásico sin actividad residual, con un tiempo de vida media de 5,72 [días-1], obteniéndose un factor de estabilidad 
de 1,85. Con la CsCE H356N inmovilizada en glioxil agarosa se logró un rendimiento de lactulosa del 63,55% a 
60 [°C], 100 [g/L] de lactosa inicial en tampón fosfato 100 [mM] pH 7, siendo mayor que el valor reportado por 
Kim y Oh (2012)1 bajo similares condiciones operacionales. De acuerdo a los resultados obtenidos, la síntesis 
de lactulosa con la enzima inmovilizada operando en modalidad de lotes repetidos y en operación continua 
resultan estrategias de producción auspiciosas.  
 
Referencias 
1. Kim, Y. S. & Oh, D. K. Lactulose production from lactose as a single substrate by a thermostable cellobiose 2-
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Resumen  

 
El crecimiento exponencial de la población mundial trae consigo problemáticas que están directamente 
relacionadas con carencia de alimentos y desnutrición. Uno de los enfoques que requiere atención es el control 
de plagas para maximizar la producción en la agricultura. Actualmente se trabaja en el uso de insecticidas que, 
desafortunadamente, afectan el sistema nervioso central (SNC) tanto de vertebrados como de invertebrados.  
Nuestra investigación se enfoca en la búsqueda de diferencias en blancos biológicos que estén presentes o que 
sean funcionalmente de mayor relevancia en insectos. Así, el sistema octopamina/tiramina (OA/TA) que actúa 
de forma central en los procesos de oviposición y cortejo en invertebrados es nuestro sistema de interés. 
Mediante diferentes metodologías de modelamiento molecular que involucran modelamiento por homología, 
acoplamiento molecular, dinámica molecular y cálculos de energía libre, fue posible obtener la descripción 
tridimensional de un potencial blanco biológico de estas monoaminas en dos insectos en interacción con OA y 
TA. Los transportadores de cationes orgánicos (OCT) para Drosophila melanogaster (DmOCT) y Drosophila 
suzukii (DsOCT) muestran diferencias estructurales que permitirían diseñar nueva moléculas insecto-específicas. 
Nuestro trabajo contribuye al conocimiento de las diferencias y similitudes en la arquitectura general de OCT y 
de las cavidades de interacción con OA para cada especie, siendo un punto de partida para el diseño de futuros 
ligandos insecto-selectivos.  
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Resumen 

 

El método Direct Linear Plot (DLP) utiliza la mediana como estimador de las constantes cinéticas a partir de 
datos de velocidad inicial versus concentración inicial de sustrato. Este método fue publicado en 1974 por 
Eisenthal y Cornish-Bowden para estimar las constantes Vmax y Km de la ecuación de Michaelis-Menten. El 
método es no-paramétrico y resultó muy robusto en comparación con cualquier otro método que utilice mínimos 
cuadrados. Sin embargo, su aplicación no fue ampliada a la estimación en ecuaciones de más de dos constantes 
cinéticas hasta las publicaciones de Valencia et al. de 2017 y 2021. 
El objetivo de este estudio es la comparación de la exactitud y robustez del DLP aplicado a ecuaciones de más 
de dos constantes. Las ecuaciones evaluadas fueron las de inhibición acompetitiva por sustrato y la de inhibición 
competitiva por producto. En el primer caso el desafío comprende la estimación de tres constantes cinéticas a 
partir de dos variables experimentales, la velocidad inicial de reacción (v0) y la concentración inicial de sustrato 
(S0). En el segundo caso, el desafío comprende la estimación de tres constantes cinéticas, Vmax, Km y KS, a partir 
de tres variables experimentales, la velocidad inicial de reacción (v0), la concentración inicial de sustrato (S0) y 
la concentración inicial de producto (P0). 
Se implementó un algoritmo computacional para generar datos experimentales de v0 a partir de datos de S0 y 
P0. Se adicionó a la ecuación de velocidad una función de error relativo aleatorio a partir de una distribución 
normal centrada en εi y con varianza σ2 para simular el error experimental. El rango de valores de S0 fue entre 
0.1Km y 10Km. Se corrieron 1000 experimentos con cada set de constantes cinéticas. Los valores de v0 obtenidos 
se utilizaron para calcular los valores estimados de las constantes cinéticas, las que a su vez se utilizaron para 
obtener la mediana como estimador de cada constante y en paralelo se estimaron con el método de mínimos 
cuadrados. La exactitud fue evaluada a través de la suma de residuos al cuadrado (SSR) de cada método. La 
robustez fue evaluada luego de sustituir el valor de v0 obtenido con S0 = Km por un valor outlier. 
Los resultados mostraron que el método de la mediana y el método de mínimos cuadrados son muy parecidos 
en exactitud y varianza al estimar las constantes cinéticas. Sin embargo, ante la presencia de valores atípicos 
en los datos (outliers) el método de mínimos cuadrados resultó mucho más afectado que el DLP. En el caso de 
la ecuación de inhibición competitiva por producto, la aplicación del DLP fue diferente respecto de la ecuación 
de inhibición acompetitiva por sustrato. La adición de la variable P0 generó indeterminación matemática en 
algunos cálculos. Se debió evitar utilizar las mismas tres P0 en la estimación de las constantes cinéticas, lo cual 
redujo el número de combinaciones posibles.  
En conclusión, el método de la mediana sí puede ser aplicado a ecuaciones con más de dos parámetros y, 
además, a ecuaciones con más de dos variables, como es el caso de la inhibición competitiva por producto. El 
DLP es claramente el método más robusto y confiable para estimar constantes cinéticas de reacciones 
enzimáticas a partir de datos de v0. 
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Resumen 

Introducción: La lactulosa es un disacárido sintético, formado por una molécula de fructosa y una de galactosa 
unidas por enlace β-1,4-glucosídico1. Este carbohidrato prebiótico estimula el crecimiento de bacterias 
promotoras de la salud en el tracto gastrointestinal, como las bifidobacterias y los lactobacilos, y al mismo tiempo 
inhibe el crecimiento de bacterias patógenas como salmonelas. Debido a estas características beneficiosas para 
la salud, la producción de lactulosa se ha vuelto atractiva para la industria farmacéutica y alimentaria.  Es por 
esto que en la última década la síntesis de lactulosa por métodos enzimáticos se ha transformado en una 
alternativa cada vez más atractiva, la que se puede realizar a través de dos estrategias:  una de ellas corresponde 
a la transgalactosilación, una reacción de síntesis cinéticamente controlada catalizada por β-galactosidasas (β-
gal). En esta vía de síntesis, se utiliza lactosa y fructosa como sustratos, obteniendo como productos glucosa, 
galactosa, galacto-oligosacáridos (GOS) y lactulosa. Además, el producto de la síntesis contiene la fracción no 
reaccionada de los sustratos2; el segundo método corresponde a la reacción de síntesis termodinámicamente 
controlada, donde la celobiosa 2-epimerasa cataliza la isomerización de lactosa en lactulosa, obteniéndose como 
subproducto epilactosa. Al igual que en la transgalactosilación, el sustrato no reaccionado (lactosa) estará 
presente en el producto de la reacción3. Para la síntesis de lactulosa a escala industrial es necesario considerar 
diversos factores como la eficiencia de la reacción y la purificación de la lactulosa. Es por esto, que el presente 
estudio trata de la remoción de la lactosa remanente en la síntesis enzimática de lactulosa mediante el uso de β-
galactosidasas.  
Metodología: Se realizó la síntesis de lactulosa por transgalactosilación utilizando la enzima β-galactosidasa de 
Aspergillus oryzae (β-galAO). Por otro lado, se realizó la reacción de isomerización con la enzima celobiosa 2-
epimerasa de Caldicellulosiruptor saccharolyticus (CsCE). Posteriormente, se evalúo la hidrólisis selectiva de 
lactosa utilizando β-galactosidasas de diferentes orígenes (Aspergillus oryzae (AO), Bacillus circulans (BC), 
Exiguobacterium acetylicum (EA) y Kluyveromices sp. (KL)). Para evaluar el efecto de cada enzima se 
determinaron los parámetros cinéticos de cada una y se estudió el efecto de cantidades variables de lactosa o 
lactulosa en la velocidad de hidrólisis de o-NPG. Esto, con el fin de analizar el efecto de modulación que tienen 
dichos disacáridos en la actividad hidrolítica de cada enzima.  
Resultados: Se logró producir lactulosa por dos métodos enzimáticos: uno de ellos fue a partir de la actividad 
de transgalactosilación de la β-galactosidasa de A. oryzae, obteniendo un 28% de rendimiento; el otro fue a partir 
de la actividad de isomerización de CsCE, obteniendo un 65,3% de rendimiento. Se determinó la constante de 
Michaelis-Menten (KM) de β-galactosidasas de diferentes orígenes tanto para lactosa como para lactulosa, sólo 
cuando el disacárido actuaba como un inhibidor competitivo de o-NPG. Las KM obtenidas para lactosa con las 
enzimas de B. circulans y E. acetylicum fueron 10,5 y 24,4 mM respectivamente y 10,5, 6,6 y 5,9 mM para 
lactulosa con las enzimas de B. circulans, E. acetylicum y Kluyveromices sp. respectivamente. Se logró eliminar 
la lactosa remanente de la mezcla reaccionada de la síntesis de lactulosa con CsCE; utilizando para la hidrólisis 
la enzima β-gal KL, por lo que, se seleccionó esta enzima como idónea para la hidrólisis selectiva de la lactosa 
remanente. 
Referencias 
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Resumen 

Las reacciones biológicas realizadas por los microorganismos pueden presentarse en un sistema donde los 
microorganismos están en una fase liquida o en un sistema en los cuales no están libres, sino fijos a un soporte. 
En enología, el concepto de microorganismos libres dominó ampliamente; sin embargo, desde hace algunos 
años se estudia la fijación de los catalizadores de la reacción y sus aplicaciones industriales. Las levaduras 
inmovilizadas presentan varias ventajas técnicas y económicas, como ser: la reutilización de los microorganismos 
luego de un ciclo de trabajo, recuperación de los microorganismos luego de finalizar el cultivo, y alcanzar una 
importante población microbiana en cortos tiempos, permitiendo incrementar la velocidad de reacción 1-3. En este 
trabajo se inmovilizaron células de Saccharomyces cerevisiae por atrapamiento en esferas de alginato de calcio 
y su caracterización para la evaluación de procesos fermentativos. Se estudiaron diferentes concentraciones de 
alginato (1,5; 2,5 y 3,5% w/v), así como diferentes cargas de biomasa de células (0,5 -1,0 g /30mL alginato). Con 
la finalidad de evitar la fuga de las células de levadura desde la matriz y mejorar su estabilidad, se recubrieron 
las esferas de alginato con quitosano (0,4 w/v) y alginato de calcio (0,17 y 0,5% w/v). Se evaluó el potencial para 
fermentar mosto de uva sintético con las esferas de alginato de 1,5, 2,5 y 3,5% m/v inmovilizadas con una relación 
de 1g biomasa/30 mL de alginato. Las esferas se caracterizaron luego del proceso de fermentación en base a 
su estabilidad operativa: resistencia mecánica, liberación de células de la esfera al medio y balance de masas. 
Se observó que las propiedades cinéticas de S. cerevisiae inmovilizadas son diferentes a las células libres, 
alcanzando en la fermentación una pérdida de peso más rápida que con las células libres. El análisis de los 
metabolitos de la fermentación se realizó por HPLC, encontrándose una mayor producción de etanol y glicerol, 
con mayor consumo de azúcares por parte de las células inmovilizadas que con las células libres. Luego de la 
fermentación en similar mosto, el porcentaje de viabilidad de las células inmovilizadas fue mayor (67-77%)  que 
con las células libres (1%), demostrando el efecto protector de la inmovilización. Como estrategia de 
almacenamiento, se evaluó la liofilización y concentración por vacío (SpeedVac) de las esferas de alginato, 
utilizando como agentes protectores leche descremada UHT suplementada con 5% w/v de glucosa y 20% v/v de 
glicerol. El tratamiento óptimo de deshidratación se logró con leche descremada suplementada con glucosa 
mediante SpeedVac, obteniendo bajos porcentajes de células muertas (20-30%). Además, se confirmó el efecto 
estabilizador del recubrimiento con alginato, ya que el porcentaje de células muertas fue notoriamente menor en 
las perlas recubiertas que el obtenido con las perlas sin recubrir (48±10 y 73±1 % respectivamente). 
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Resumen 
El continuo aumento de la demanda energética a nivel mundial impulsa a la necesidad de reemplazar los 
combustibles de reservas limitadas por alternativas más sostenibles. El biodiesel es un combustible obtenido a 
partir de fuentes renovables como aceite vegetal, grasa animal y aceite de cocina usado. Debido a su alto costo 
de obtención, es necesario buscar estrategias de optimización de proceso y reducción de costos para lograr 
extender su uso. El glicerol, su principal subproducto, puede ser oxidado por catalizadores biológicos en 
compuestos de alto valor. A través de la producción y comercialización de estos compuestos es posible mejorar 
la ecuación económica de la industria del biodiesel. Las bacterias del género Gluconobacter tienen la capacidad 
de sintetizar acido glicérico (GA) y dihidroxiacetona (DHA) a partir del glicerol, compuestos químicos de interés 
para la industria de cosméticos y farmacéutica.  
 
En este trabajo se estudió la biotransformación de glicerol utilizando células en reposo de Gluconobacter frateurii 
NBRC103465, una cepa productora de GA y DHA. Se estudió el crecimiento de la bacteria para la generación 
de inóculos para las reacciones de conversión, reduciendo costos y mejorando la productividad de GA. La cepa 
bajo estudio necesita la presencia de glicerol en el medio de crecimiento para activar la maquinaria enzimática 
de producción de GA y DHA. Así, se realizaron estudios de crecimiento con diferentes concentraciones de glicerol 
inicial (0-100 g/L) en escala de matraces para evaluar la mínima concentración necesaria para mantener los 
niveles de conversión de glicerol. Se encontró que con 30 g/L de glicerol era suficiente para la generación de 
inóculos en contraposición a estudios previos que utilizaban 100 g/L de esta fuente biogénica. Además, se logró 
escalar exitosamente el cuiltivo a 2 L en un fermentador automático, lo que permitió mejorar los rendimientos 
celulares por unidad de volumen para la generación de inóculos. Los mismos fueron utilizados para la conversión 
de 200 g/L de glicerol en agua utilizando las células en estado de reposo a diferencia de las bioconversiones 
clásicas que se realizan con células en crecimiento en medios complejos. La utilización de estas células en 
reposo para ensayos de conversión de glicerol resultó en una producción de GA de 17,3 ± 1,8 g/L, valor 1,8 
veces mayor al obtenido con células crecidas en las mismas condiciones a escala de matraces. La producción 
de DHA no presentó diferencias entre las diferentes condiciones de crecimiento. Estos resultados abren una 
ventana de posibilidad a la mejora en la biotransformación de glicerol considerando un posible efecto positivo de 
la disponibilidad del O2 en las células crecidas en fermentador. Para probar esta hipótesis nos encontramos 
realizando estudios de análisis de expresión de las enzimas involucradas en la biotransformación en diferentes 
condiciones.  
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Resumen 
Los fitocannabinoides derivados de la planta Cannabis sativa están recibiendo cada vez mayor atención 

como posibles agentes quimioterapéuticos1. En los últimos años se ha acumulado evidencia científica sobre 
diferentes actividades biológicas del cannabidiol (CBD), uno de los principales cannabinoides de esta planta2. 
Este compuesto es efectivo en muchos trastornos neurológicos3; a su vez se ha descrito su capacidad para 
reducir la frecuencia de las convulsiones en la epilepsia refractaria4, es activo contra las líneas celulares de 
glioma humano5, y se ha comprobado su actividad in vitro contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina 
(MRSA)6.  

La biotransformación de los cannabinoides es una herramienta interesante para el descubrimiento de 
nuevos compuestos, metabolitos desconocidos con estructuras únicas y nuevas entidades terapéuticas. En el 
área de las biotransformaciones se trabaja en identificar nuevos biocatalizadores que amplíen el rango de 
reacciones que pueden ser catalizadas, así como de sustratos aceptados por diversos biocatalizadores. Debido 
a que microorganismos de la microbiota vegetal presentan capacidades biosintéticas similares a las de la planta 
con la que conviven, y que a su vez estos microorganismos presentan sistemas enzimáticos que les permite 
colonizar tejidos vegetales y vivir en presencia de compuestos de defensa de las plantas, se ha postulado que el 
potencial biocatalítico de los mismos es muy grande7. 

En el presente trabajo se aislaron siete bacterias, tres levaduras y cuatro hongos filamentosos, a partir de 
inflorescencias con alto contenido en ácido cannabidiólico (CBDA). Los aislamientos se realizaron siguiendo una 
metodología de enriquecimiento selectivo, empleando medios minerales con CBD como única fuente de carbono 
y energía y medios nutrientes con el cannabinoide agregado. Los microorganismos aislados fueron identificados 
mediante un análisis polifásico. Asimismo, se llevó a cabo el cribado de la actividad biocatalítica sobre el CBD 
en los catorce microorganismos, lográndose detectar actividad en una bacteria y un hongo filamentoso. Se 
profundizó en el estudio de la biotransformación del CBD mediante el hongo filamentoso y se determinó que en 
las condiciones: uso de yeast nitrogen base (YNB) suplementado con 0.2% de CBD como medio de cultivo, 12 
días de incubación, a 28 °C y 150 rpm, se obtiene un compuesto de biotransformación en un porcentaje del 18%. 
Actualmente se está trabajando en la elucidación del compuesto mediante GC-MS y espectroscopía de RMN. 
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Resumen 

Los ésteres de hidroximetilfurfural (HMF) tienen un gran potencial para convertirse en aditivos industriales 
sustentables, como fungicidas, biocombustibles y bioplásticos. Por esta razón, el objetivo de esta investigación 
fue la optimización de la conversión de la esterificación de HMF con ácido láurico, utilizando como 
biocatalizadores las lipasas inmovilizadas de Novozym 435®, Thermomyces lanuginosus (TL) y Rhizomucor 
miehei (RM). La metodología consistió en un diseño experimental Box-Behnken de tres factores y tres niveles 
con el cual se obtuvieron los modelos matemáticos de las superficies de respuestas para la conversión, utilizando 
el programa Statgraphics Centurion XVI.I®.  Los modelos que lograron un buen ajuste (R2 superior al 90%) fueron 
para reacciones catalizadas con Novozym 435® y con lipasa RM inmovilizada. La mejor conversión, 85,6 %, se 
logró con la lipasa TL inmovilizada empleando 1000 mM de ácido láurico, 30 mM de HMF, 225 mg de 
biocatalizador y 50 °C (Figura 1)1. Se puede concluir que la lipasa TL inmovilizada tiene un buen potencial para 
catalizar esta reacción ya que bajo las condiciones óptimas de reacción se podría lograr una conversión del 
92,6% (valor predicho) que será evaluado experimentalmente en futuras investigaciones. 
 

 
Figura1. Superficie de respuesta para la conversión de la esterificación de HMF con ácido láurico utilizando lipasa 

inmovilizada TL. 
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Resumo 
Cloridrinas podem ser empregadas na preparação de compostos enantioméricos como os imidazóis 

(antifúngicos)1 e α-aminoálcoois que interagem com receptores β-adrenérgicos de membranas celulares2. 

Cloridrinas podem ser obtidas a partir de aldeídos em suas formas racêmicas3. A Resolução Quimio-Enzimática 
(RQE) de cloridrinas sob radiação por micro-ondas (MO) é útil na obtenção de compostos bioativos e 
enantiomericamente enriquecidos em uma de suas etapas de preparação. Além disso é uma técnica aliada aos 
princípios de Química Verde4. 

Este trabalho apresenta a síntese de arilcloridrinas racêmicas (5a-g) a partir de arilaldeídos (4a-g) por 
geração in situ do reagente carbenóide [ClCH2MgCl.LiCl] (3) via reação entre i-PrMgCl.LiCl (2) e cloroiodometano 
(1)3 com rendimentos de 80 – 98%. As arilcloridrinas isoladas foram submetidas à RQE por reação de 
transesterificação por acetato de vinila2 empregando as lipases de Pseudomonas fluorescens (LPF) e 
Burkholderia cepacia (LBC) sob aquecimento por radiação MO por 8 horas de reação4 (Esquema 1).  

Os parâmetros de resolução foram obtidos por GC-DIC utilizando coluna quiral de β-ciclodextrina. A 
enzima LBC apresentou valores discretos na RQE para os compostos 5a (ees = 8%, eep > 98%, c = 8%, E = 614) 
e 5b (ees = 4%, eep > 98%, c = 4%, E = 461), mas, não apresentou resolução para os compostos 5c-g. Os 
estudos com a enzima LPF foram observados valores discretos para o composto 5d (ees = 8%, eep = 73%, c = 
10%, E = 7) e para as arilcloridrinas (5a-c e 5e-g) apresentou boa enantioseletividade (E > 97; eep > 97%; c > 
19%).  

Neste estudo, a lipase de P. fluorescens foi mais eficiente frente ao aquecimento por radiação micro-ondas 
na resolução quimio-enzimática de arilcloridrinas em comparação à lipase de B. cepacia.  
 

 
Esquema 1. Síntese de arilcloridrinas racêmicas 5a-g e RQE pelas enzimas LBC ou LPF sob radiação MO. 
Referências  
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immobilizes in silk fibroin-alginate. Tetrahedron. Lett. 55, 5062-5065 (2014). 
3. Nishimura, R.H.V. et al. (Chloromethyl)magnesium chloride-lithium chloride: a chemo-selective reagent for the 
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Resumen 

La producción de biocatalizadores así como el diseño e ingeniería de biotransformaciones resultan 
fundamentales para obtener procesos biotecnológicos traslacionales más eficientes, económicos y sostenibles. 
Gluconobacter oxydans (G. oxydans) es una bacteria aeróbica Gram negativa de interés biotecnológico ya que 
cataliza la oxidación incompleta de varios sustratos1. Estas bacterias actúan como biocatalizadores en el proceso 
más utilizado para la bioconversión de D- sorbitol a L- sorbosa, un carbohidrato utilizado como precursor en la 
biosíntesis de ácido L-ascórbico (vitamina C). Esta biotransformación se realiza en un proceso en batch con 
células libres en crecimiento a partir del que debe obtenerse la L-sorbosa2. La utilización de células en estado 
metabólicamente activo, pero no en crecimiento (células en reposo) genera los productos de interés en un medio 
más limpio, facilitando su recuperación y reduciendo los costos de procesamiento downstream3. El objetivo de 
este trabajo es mejorar la sostenibilidad del proceso de biotransformación de D- sorbitol a L- sorbosa. Para ello, 
se abordó en primera instancia el crecimiento de Gluconobacter oxydans (NBRC 14819) en medios simples en 
contraposición a los utilizados habitualmente, que permitieran las mismas o mejores tasas de crecimiento a 
menores costos. Los medios estudiados contenían sorbitol (25, 50 y 100 g/L), extracto de levadura (5 y 10 g/L) 
y/o peptona (5 y 10 g/L). Los ensayos de crecimiento se realizaron en placa de 24 pocillos conteniendo un 
volumen máximo de 1,5 mL con monitoreo constante de densidad óptica y los mejores medios se testearon 
nuevamente en volúmenes de 250 mL. Se seleccionó un único medio debido a su simplicidad (sorbitol 50 g/L, 
extracto de levadura 10 g/L) para producir el biocatalizador. El proceso de bioconversión fue llevado a cabo en 
agitación (200 rpm) a 30 oC partiendo de 50 g/L de sorbitol y 20 mg de pellet celular resuspendido en agua. La 
producción de L-sorbosa a lo largo del tiempo fue evaluada mediante el método de azúcares reductores DNS. 
Luego de 48 horas se obtuvieron 5,3 ± 0,7 g/L de L-sorbosa lo que confirmó la capacidad de G. oxydans para 
biotransformar esta reacción en reposo. Las células fueron recolectadas por centrifugación y se inició un nuevo 
ciclo de conversión sin éxito en la producción de L-sorbosa, demostrando la inactivación de la sorbitol 
deshidrogenasa (SLDH), enzima responsable de la biotransformación. Hasta la fecha no existen reportes de 
utilización de células en reposo de ninguna especie de Gluconobacter para la biotransformación de sorbitol a L-
sorbosa. Aun cuando se obtuvieron menores productividades comparadas con células en crecimiento, nuestros 
resultados abren una ventana de oportunidad para mejorar un proceso, minimizando los costos de producción 
del biocatalizador y el procesamiento downstream del producto obtenido. Actualmente nos encontramos 
evaluando estrategias para abaratar aún más los costos de producción del biocatalizador e intensificar el proceso 
descrito en este trabajo centrándonos en la mejora de las productividades.  
 
Referencias 
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3. Sun, W., Xiao, F., Wei, Z., Cui, F., Yu, L., Yu, S., & Zhou, Q. Non-sterile and buffer-free bioconversion of glucose to 
2-keto-gluconic acid by using Pseudomonas fluorescens AR4 free resting cells. Process Biochem., 50(4), 493-499 (2015). 
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Resumen 

Los sistemas multienzimáticos son una interesante alternativa para elaborar productos de alta demanda de forma 
eficiente. Debido a esto y a su potencial tecnológico, en los últimos años estos sistemas han ganado relevancia. 
Las reacciones en cascada involucran dos o más enzimas que actúan en secuencia. Se ha establecido que 
estas reacciones pueden ser realizadas en reactores separados donde las condiciones de operación dependerán 
de la enzima involucrada, pero también pueden ser realizadas en un solo reactor (one-pot). Uno de los desafíos 
en los sistemas multienzimáticos es determinar las condiciones de compromiso de operación del reactor. Estas 
condiciones pueden ser seleccionadas analizando los perfiles de pH y temperatura de las enzimas en función 
de la velocidad inicial de reacción. 
 
Un interesante caso de estudio es la producción de jarabe de fructosa a partir de lactosa en el cual participan 
dos enzimas: β-galactosidasa (β-gal) y glucosa isomerasa (GI). La estrategia enzimática clásica para producir el 
jarabe consiste en utilizar dos diferentes reactores, uno para la hidrólisis de lactosa y un segundo para la 
isomerización de glucosa. La GI es una enzima muy estudiada, bastante estable y capaz de expresar su mayor 
actividad a condiciones altas de temperatura, entre 60 a 80ºC y pH entre 7 y 9. Debido a esto, para poder llevar 
a cabo el proceso one-pot con ambas enzimas se requiere de una β-gal que pueda trabajar en condiciones 
similares a las de GI y así establecer una zona de compromiso para llevar a cabo el estudio. 
 
El objetivo de este trabajo fue estudiar los perfiles de pH y temperatura de β-gal de dos orígenes diferentes con 
el fin de comparar las condiciones de compromiso respecto a las de la GI.  
 
Con este fin se seleccionaron dos diferentes enzimas: β-gal de Thermus sp.3 y de Bifidobacterium4. Los perfiles 
de velocidad inicial de reacción se realizaron estudiando la hidrólisis de lactosa 100 mM, a condiciones de pH y 
temperatura previamente definidas. El curso de la reacción de hidrólisis de lactosa se cuantificó con el reactivo 
Glucostat. Los perfiles determinados para ambas enzimas mostraron que la β-gal de Thermus sp. presenta su 
máxima actividad específica a una temperatura de 90ºC y pH de 6,5, y la β-gal de Bifidobacterium a una 
temperatura de 50ºC y pH de 6,5. Bajo este contexto la β-gal de Thermus sp resulta ser una enzima mucho más 
compatible con la GI, siendo posible establecer una ventana operacional entre ambas en términos de pH y 
temperatura. Actualmente se trabaja en determinar el comportamiento de ambas enzimas en un proceso one-
pot para producir jarabe de lacto-fructosa y determinar la productividad del proceso. 
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Resumen 
Los procesos multienzimáticos llevados a cabo en modalidad one-pot requieren seleccionar las condiciones de 
pH y temperatura de compromiso que permitan que las enzimas involucradas puedan llevar a cabo las reacciones 
involucradas. El criterio de selección más utilizado es considerar los perfiles de actividad versus pH y temperatura 
de cada una de las enzimas y determinar la zona de compromiso en la cual las enzimas pueden trabajar 
adecuadamente en conjunto1. Sin embargo, este criterio no considera la estabilidad que las enzimas pueden 
tener en las condiciones de proceso. 
Un proceso multienzimático muy interesante es la producción de jarabe lactofructosado a partir de lactosa, la 
cual involucra las enzimas β-galactosidasa (β-gal) y glucosa isomerasa (GI). Ambas enzimas presentan perfiles 
de actividad y estabilidad frente a la temperatura y el pH bastante disimiles2,3, lo que hace que determinar las 
condiciones operaciones del proceso sea un interesante desafío.  
El objetivo del trabajo fue establecer, en base a la productividad específica, las condiciones operacionales de pH 
y temperatura de compromiso para la producción one-pot de jarabe lactofructosado en modalidad de un lote 
productivo usando las enzimas β-gal y GI co-inmovilizadas mediante la estrategia de combi-CLEAs4,5. 
Para llevar a cabo el trabajo, se realizó un diseño de experimentos considerando un rango de condiciones a 
estudiar de pH de 6,5 a 7,5, y temperaturas entre 55ºC y 65ºC. Este rango fue seleccionado en base a datos 
previamente reportados de cursos de reacciones de hidrólisis y de reacciones de isomerización de ambas 
enzimas. En cada condición de operación propuesta en el diseño de experimentos, se realizó la producción del 
jarabe y se determinó la composición, la productividad específica por lote, la estabilidad operacional para cada 
enzima y las velocidades iniciales de reacción en cada lote. Los resultados mostraron que en la condición de pH 
7,5 y 55ºC se alcanza la mayor productividad 0,078 [gFru/gcombi-CLEAs*h]. Además, se realizó la producción del 
jarabe a pH 8,0 y a 60ºC, condiciones de compromiso a las que se obtienen las mejores velocidades iniciales 
para ambas enzimas usando este criterio de selección. 
A partir de los resultados obtenidos es posible concluir que establecer las condiciones operacionales en base a 
la productividad específica en lugar de la velocidad inicial, permite alcanzar una mayor productividad lo que 
permite un uso más eficiente del catalizador. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran lo importante 
del criterio utilizado para la selección de las condiciones de operación de compromiso en un sistema 
multienzimático. 
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Resumen 
Los metabolitos del ácido araquidónico, tanto de la vía de la ciclooxigenasa como de la lipooxigenasa, tienen una 
definida e importante participación en las diversas etapas del proceso inflamatorio 1. Las prostaglandinas (PGs) 
y los leucotrienos (LTs) son sintetizados debido a perturbaciones en la membrana, tales como estímulos 
inmunologicos y agentes promotores de tumores, que provocan la liberación de ácidos grasos libres, como el 
ácido araquidónico (AA),a partir de fuentes de lípidos esterificados 2. Uno de los promotores en la generación del 
AA es la enzima 5-lipooxigenasa (5-LOX), la cuál posee un centro de hierro no hémico en su sitio activo; ésta, al 
ser estimulada por el incremento en las concentraciones de calcio, cataliza la oxidación del AA en la posición 5, 
produciendo el ácido 5-hidroxiperoxieicosatetraenoico (5-hPETE), para que posteriormente 5-LOX convierta a 5-
hPETE al leucotrieno A4, el cuál genera la serie 4 de leucotrienos (LTA4), los cuales son LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 
(Imagen 1)1 . 
Las bencilfenilcetonas son moléculas precursoras de isoflavonoides, las cuales presentan una gran capacidad 
inhibitoria de 5-LOX; esto se debe a que dentro de la molécula existe la presencia de anillos aromáticos que son 
planos y rígidos, poseen la capacidad de incluir distintos substituyentes, poseen la presencia de grupos hidróxidos 
y/o grupos catecol y poseen la presencia de grupos que actúan como aceptores/dadores de puentes de hidrógeno 
3,4. Estas moléculas son inhibidores competitivos y no-oxidoreductores; las bencilfenilcetonas compiten con el AA 

por el sito activo, pero no interfieren con el estado de oxidación del centro metálico (hierro no-hemico).5 Esto es 

corroborado gracias al estudio in silico en el cual estas moléculas se posicionaban preferentemente en el sitio 
activo y generaban puentes de hidrógeno con los residuos dentro del sitio de unión (Gln363 y Asn425). 6 

 
Imagen 1: Ruta de biosíntesis de los leucotrienos. 
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Resumen 

El brócoli (Brassica oleracea var. itálica) es un vegetal perteneciente a la familia Brassicaceae, al igual que la 
coliflor, coles de brúcela y kale, entre otros. Esta hortaliza posee una gran variedad de nutrientes y fitoquímicos, 
destacando el calcio, potasio, vitamina K, vitamina C y betacarotenos, por lo que su consumo posee un alto valor 
nutricional [1]. Además, gracias a sus metabolitos secundarios, en particular el sulforafano, proveniente de la 
glucorafanina, diversos estudios le han atribuido características anticancerígenas, antidiabéticas, 
antinflamatorias y antioxidantes [2,3]. No obstante, no se consume la totalidad del vegetal, sino que sólo sus 
floretes y brotes correspondientes a entre el 20-40% del vegetal, descartándose tallos y hojas que comúnmente 
son ocupados como alimento ganadero o simplemente desechados [4]. 
El objetivo de este trabajo fue optimizar el proceso de hidrólisis de los glucosinolatos presentes en tallos y hojas 
de brócoli, para producir biopesticidas a gran escala, revalorizando así los descartes y favoreciendo a una 
economía circular. Para ello, se cuantificaron los glucosinolatos, la actividad de mirosinasa y productos de 
hidrólisis en inflorescencias, hojas y tallos de brócoli. Luego, se investigaron las condiciones de procesamiento 
de hojas y tallos de brócoli para maximizar el contenido de productos de hidrólisis de glucosinolatos. Finalmente, 
se propuso una secuencia de operaciones unitarias, mediante diagramas de flujo y balances de masa de una 
planta de obtención de biocida a base de extracto de brócoli. 
Como resultado, la condición que obtuvo más variedad y cantidad de productos de hidrólisis en hojas fue pH 3 y 
0,1 [mM] de sulfato de hierro (cofactor) mientras que el extracto que obtuvo menor variedad y cantidad de 
productos de hidrólisis fue bajo las condiciones de neutralidad y baja concentración de cofactor (pH 7, 0,01 [mM] 
sulfato de hierro), lo cual está en concordancia con lo reportado por diversos autores, respecto a que a pH ácido 
y en presencia de iones de hierro la mirosinasa presenta una mayor actividad enzimática, hidrolizando a los 
glucosinolatos y obteniendo así gran cantidad de productos de hidrólisis [5,6]. 
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Resumen 

El brócoli es un cultivo comercial de gran interés porque sus inflorescencias tienen un alto valor nutricional. Sin 
embargo, las partes no comestibles, como hojas y tallos, representan cerca de un 80% de la biomasa total del 
brócoli, lo cual genera grandes cantidades de desechos agroindustriales, que podrían ser utilizados en el control 
de plagas, por su contenido de glucosinolatos (GLs).  
Los GLs, son un grupo de metabolitos secundarios presente en los vegetales de la familia de las Brassicaceae. 
La catálisis de los GLs mediante la enzima mirosinasa produce productos de hidrolisis de los glucosinolatos 
(PHGLs), tales como isotiocianatos, nitrilos, epitionitrilos, tiocianatos, entre otros. [1]. En estudios recientes, se 
han reportado 8 PHGLs en las hojas y tallos de brócoli, entre ellos; 1-butene, 4-isothiocyanate-, Indole, Iberin 
nitrile, 1H-Indole, 6-methyl-, sulforaphane nitrile, Iberin, 1H-Indole-3-acetonitrile y 1H-Indole-3-carboaxaldehyde. 
Estos PHGLs han sido descritos como parte del mecanismo de defensa del vegetal contra herbívoros y 
patógenos. Se ha descrito que el 3-butanenitrile, formado a partir de la hidrolisis de la sinigrina, actúa como 
defesa contra el estrés biótico causado por el hongo fitopatógeno Botrytis cinerea [2]. Sin embargo, el mecanismo 
de los PHGLs sobre el hongo B. cinerea no está del todo claro. En este estudio se plantea que los PHGLs podrían 
interactuar con las enzimas eburicol 14 alfa-desmetilaza (CYP) y glutatión-S-transferasa (GST), las cuales juegan 
un rol protector, actuando como parte de mecanismo de defensa del hongo ante compuestos fungicidas. 
El objetivo de este trabajo fue estudiar la interacción de los ocho PHGLs encontrados en residuos de brócoli, con 
las enzimas CYP y GST, evaluando la afinidad entre el sitio activo de las enzimas y cada ligando. Los modelos 
estructurales de las enzimas se obtuvieron a través del servidor I-TASSER y se refinaron por dinámica molecular 
de 200 ns. Los ocho ligandos se obtuvieron de la base de datos de Pubchem y la interacción se realizó por 
acoplamiento molecular, utilizando el programa Autodock Vina. 
La afinidad de unión más baja, entre eburicol 14 alfa-desmetilasa y 1H-Indole-3-acetonitrile, y 1H-indol; fueron -
6,4, -5,7 (kcal/mol) respectivamente. Estos resultados fueron similares a la afinidad de unión entre la enzima y el 
tebuconazol, -7,0 (kcal/mol), utilizado como inhibidor de la eburicol 14 alfa-desmetilasa. Por otro lado, la menor 
afinidad de unión, entre glutatión-S-transferasa y 1H-Indole-3-acetonitrile, 1H-Indole, 6-methyl, fueron -6,4, -5,2 
(kcal/mol) respectivamente. Estos resultados fueron similares a la afinidad de unión entre la enzima y el glutatión, 
-6,7 (kcal/mol), que es un ligando de la enzima glutatión-S-transferasa. 
Este es el primer estudio de la interacción entre estos ligandos y las enzimas eburicol 14 alfa-desmetilasa y 
glutatión-S-transferasa, y los ligandos propuestos podrían contribuir al control de la B. cinerea en la agricultura. 
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Resumen 

Chile es uno de los principales exportadores de salmónidos a nivel internacional, por lo que el control de 
enfermedades bacterianas mediante el uso de antibióticos, como el florfenicol y la oxitetraciclina (OTC), se hace 
indispensable1. Debido a las grandes dosis administradas de estos antibióticos y su bajo porcentaje de 
metabolización en las especies, estos generan impactos como resistencia bacteriana, disminución de la 
población natural de bacterias y bioacumulación en otras especies, suelos y aguas. Para mitigar estos efectos 
se han propuesto la degradación de los excesos de los fármacos en aguas y suelos mediante el uso de enzimas 
del tipo lacasas2.  
Para el presente estudio, se propone el uso de la lacasa Dlac perteneciente al hongo Cerrena sp. Esta enzima 
se caracteriza por ser de fácil extracción y poseer un alto potencial redox3.  El estudio de reactividad del complejo 
Dlac y OTC permitirá comprender las interacciones entre la enzima y el sustrato, con el fin de evaluar su uso 
como potencial biorremediador y predecir la capacidad de metabolización del antibiótico, para evitar su 
propagación al medio.   
Las optimizaciones de geometría fueron llevadas a cabo en Gaussian ‘16, en el marco de la teoría de los 
funcionales de la densidad (DFT)4, empleando el funcional híbrido WB97XD y conjunto base 6-31+G (d, p). Se 
realizo un estudio de la reactividad mediante el descriptor dual de reactividad5, sobre la base de la teoría de los 
orbitales moleculares de frontera (FMOA).  
Para predecir las interacciones en el sistema ligando-enzima, se efectuó docking, utilizando Autodock4. Se 
consideraron las moléculas de agua, para simular el medio en donde se metabolizará la OTC, evaluando los 
confórmeros más estables del ligando y sus energías de enlace. Finalmente se visualizaron sus interacciones 
intermoleculares a través de Discovery Studio 2021. 

 
Figura 1: Estructuras de oxitetraciclina y epímeros estudiados. 
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Resumen 
La inflamación crónica causada por la sobreexpresión de las enzimas ciclooxigenasa-2 (COX-2) y 5- 
lipoxigenasa (5-LOX) se ha convertido en un problema de salud importante debido a su directa relación en el 
desarrollo de diferentes tipos de cáncer, enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. Actualmente, 
diversos inhibidores han sido diseñados con el objetivo de interferir con la metabolización del sustrato de 
ambas enzimas, el ácido araquidónico (AA). Así, Celecoxib ha resaltado como el principal fármaco inhibidor 
de COX-2, mientras que, NDGA, Zileutón (único fármaco comercial), ZD-2138 y AKBA son clasificados según 
el mecanismo de desactivación de la enzima 5-LOX en inhibidores redox, quelantes de hierro, no-redox y 
alostéricos, respectivamente. Además, inhibidores como la curcumina, han logrado interferir con la 
metabolización del sustrato AA por ambas vías de la inflamación.1 En relación a lo anterior, se ha visto que la 
inclusión de fragmentos organometálicos en fármacos activos ha mejorado su actividad biológica, destacando 
ferroceno (Fe(ƞ5-C5H5)2) por su alta estabilidad, carácter lipofílico y versatilidad sintética.2 A modo de ejemplo, 
Ren y col. sintetizaron derivados de ferroceno análogos al fármaco Celecoxib, el cual, además de presentar 
una actividad inhibitoria similar al fármaco orgánico (IC50celecoxib:0,38 µM; IC50 Compuesto Ren y col.: 0,28 µM), destacó 
por su potente efecto antiproliferativo frente a células HeLa.3 
Considerando estos antecedentes, se presenta el diseño, evaluación in-silico, posterior síntesis y evaluación 
in- vitro de nuevos híbridos moleculares orgánico y derivado de ferroceno, funcionalizados a través de un 
andamio pirazol con los fragmentos farmacofóricos bencensulfonamida y catecol de los inhibidores Celecoxib 
(COX-2) y NDGA (5-LOX), respectivamente. Resultados preliminares de acoplamiento molecular han 
evidenciado la favorable afinidad de unión de los sistemas propuestos en el sitio alostérico de 5-LOX, mientras 
que interesantemente, el derivado de ferroceno presentó un mayor índice de selectividad hacia la isoforma 
COX-2    en relación a COX-1 (enzima encargada de procesos vitales en nuestro organismo). 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1: A) híbridos moleculares evaluados. Gráficas energías de unión y docking frente a B) 5-LOX, C) COX-1 y COX-
2 que muestran las preferenciales afinidades en los diferentes sitios de las enzimas. 
Referencias: 1.Manju, S. et al. Safer anti-inflammatory therapy through dual COX-2/5-LOX inhibitors: A structure-based 
approach. Eur. J. Phar. S. 2018, 121, 356-381. 
 4. Astruc, D. Why is ferrocene so exceptional?. Eur. J. Inorg. Chem. 2017, 6-29 (2016). 
5. Ren, S. Z. et al. Design, synthesis and biological evaluation of novel ferrocene-pyrazole derivatives containing nitric 
oxide donors COX-2 inhibitors for cancer therapy. Eur. J. Med. Chem. 2018, 157, 909-924 
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Resumen 
La alcachofa (Cynara scolymus L.) es una de las hortalizas más consumidas en la dieta mediterránea, 
cosechándose en esta zona hasta un 85% de la producción mundial. La transformación industrial de la 
alcachofa da lugar a la acumulación de grandes cantidades de subproductos (brácteas externas, hojas y tallos), 

ricos en compuestos bioactivos como las pectinas [1]. Éstas son una familia compleja de polisacáridos, 

presentes en la pared celular de vegetales y frutas, que se utilizan como ingrediente alimentario funcional por 
sus propiedades biológicas y tecnológicas. Los oligosacáridos pécticos (POS), que han mostrado múltiples 

propiedades como la actividad prebiótica [2], se obtienen por despolimerización parcial de la pectina, por 

métodos físicos, químicos y/o enzimáticos. Mediante la hidrólisis enzimática pueden obtenerse POS con 
estructuras más específicas. Este estudio se ha centrado en la optimización del proceso de obtención de POS 

utilizando pectina de alcachofa como sustrato [1] y un extracto libre de células (ELC) de Lactobacillus 

plantarum WCFS1 y sus glicosil-hidrolasas Lp_3220 y Lp_3629. La optimización se ha realizado mediante 
diseños experimentales analizados por superficie de respuesta (RSM) y la función de deseabilidad. Las 
variables independientes analizadas fueron cantidad de ELC o enzima (X1, 1-4 mL/L de ELC; 0,25-1 mL/L de 
Lp_3220 y 0,5-2 mL/L para Lp_3629) y tiempo de reacción (X2, 1,5-6 h). Las variables dependientes fueron la 
cantidad de compuestos liberados, POS, di- y trisacáridos, determinados por GC-FID y los compuestos con 
masa molecular (Mw) entre 0,2 y 100 kDa determinados por HPSEC-ELSD.  
El ELC y las enzimas Lp_3220 y Lp_3629 liberaron monosacáridos en los rangos de 42-93, 30-52 y 63-84 
mg/g, respectivamente, mayoritariamente glucosa (31-48 mg/g) y cantidades menores de xilosa, arabinosa, 
fructosa y manosa, no observándose liberación de ácido galacturónico. En cuanto a los di- y tri-POS formados 
por ELC fue de 40-77 mg/g, siendo mayor su producción para ambas enzimas (123-185 mg/g para Lp_3220 y 
99-224 mg/g para Lp_3629). El análisis de Mw mostró que con ambas enzimas quedaba entre un 12 y 17% 
de pectina sin hidrolizar (Mw > 100 kDa), liberando POS con Mw < 20 kDa (31-63%). Mientras con el ELC se 
liberaban pectina modificada y POS (Mw > 100 y Mw 20-0,3 kDa, respectivamente).Las condiciones óptimas 
de reacción fueron ELC 0,102 mL/L y 4,4 h; Lp_3220 0,116 mL/L y 4,6 h y para Lp_3629 0,231 mL/L y 0,6 h. 
Teniendo en cuenta la complejidad del proceso, se obtuvieron unos valores de R2 de 80 y 87 para los datos 
de ELC de di- y tri-POS (GC) y POS y pectina modificada (HPSEC-ELSD), siendo estos valores inferiores para 
Lp_3220 y Lp_3629 (R2 89-61) y la función de deseabilidad presentó valores máximos de 0,7. Mediante el 
proceso enzimático optimizado se han obtenido mezclas de POS con estructuras complejas y con posibles 
propiedades bioactivas que serán objeto de estudios futuros.  
Referencias  
1. Sabater, C. et al. Enzymatic extraction of pectin from artichoke (Cynara scolymus L.) by-products using Celluclast® 1.5 
L. Carbohydr. Polym.190, 43-49 (2018)  
1. Sabater, C. et al. Artichoke pectic oligosaccharide characterisation and virtual screening of prebiotic properties using in 
silico colonic fermentation. Carbohydr. Polym. 255 (2021).  
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Resumen  

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa asociada a infecciones gastrointestinales humanas, 
ampliamente difundida en todo el mundo. Las terapias de erradicación de la bacteria involucran el uso de un 
inhibidor de la bomba de protones o bismuto y dos antibióticos, en terapias triples o cuádruples según los niveles 
de resistencia locales. Sin embargo, la erradicación de la bacteria no siempre es exitosa debido a la alta 
resistencia adquirida a los antibióticos. La Organización Mundial de la Salud determinó que H. pylori está dentro 
de los 16 microorganismos que representan las mayores amenazas para la salud humana, generando un alto 
impacto en la salud pública, y alentó la búsqueda de tratamientos alternativos para dichos patógenos. En este 
contexto, los compuestos bioactivos de algunos productos naturales podrían ser una opción terapéutica relevante 
contra el patógeno. En este estudio, investigamos el efecto de una enzima proteolítica de los pecíolos y tallos de 
la planta sudamericana Asclepias curassavica L., denominada asclepaina cI, sobre H. pylori; para su potencial 
uso como agente terapéutico alternativo a los tratamientos convencionales.  
Asclepaína cI se aisló y purificó a partir del látex de los tallos y los pecíolos de A. curassavica después de varios 
pasos cromatográficos1. Se trabajó con la cepa patrón H. pylori NCTC 11638 y 12 cepas aisladas de biopsias de 
pacientes de San Luis (Argentina). La actividad antibacteriana de asclepaina cI contra H. pylori se evaluó por el 
método de microdilución en caldo y se determinaron la concentración inhibitoria mínima (CIM) y concentración 
bactericida mínima (CBM), según las normas estándares del Instituto de Laboratorios Clínicos de EEUU (CLSI)2. 
Se estudió el efecto de asclepaina cI sobre la viabilidad y la morfología celular, por recuentos de células viables 
y microscopía óptica y de fluorescencia de los cultivos de H. pylori en presencia y ausencia de una concentración 
sub inhibitoria (1/2 CIM) de la enzima. Además, se evaluaron los cambios en la transcripción de los genes de 
virulencia omp18, flaA y ureA con respecto a un gen control (ARNr 16S), utilizando la técnica de RT-PCR. Luego, 
se analizó el efecto gastroprotector de asclepaina cI sobre el daño inducido por la administración intragástrica de 
H. pylori en ratones. Las lesiones en el estómago se observaron mediante microscopía. Finalmente, se evaluaron 
los potenciales efectos hepatotóxicos y nefrotóxicos de asclepaina cI mediante la determinación sérica de 
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y actividad de creatinina. Los resultados del 
efecto antimicrobiano mostraron un rango de CIM de 1 a 2 µg/mL y CBM de 2 a 4 µg/mL. Los cultivos tratados 
con asclepaina cI mostraron una disminución significativa en el recuento de células viables con respecto a los 
cultivos no tratados (p < 0,05). Además, en los cultivos tratados se evidenciaron cambios en la morfología (formas 
cocoides y cocobacilos). Los niveles de transcripción de los genes omp18, ureA, y flaA disminuyeron 
significativamente en cultivos tratados (p < 0,05). Los ratones tratados con asclepaina cl previamente a la 
infección con H, pylori, presentaron una disminución significativa de lesiones con respecto a los ratones sin 
tratamiento e infectados con H. pylori (p < 0,05). Los niveles séricos de las enzimas hepáticas y renales no 
mostraron diferencias significativas a las concentraciones estudiadas de asclepaina cI en un modelo animal. 
Asclepaina cI podría considerarse una alternativa natural a los antibióticos para tratar la infección por H. pylori. 
Referencias 
1. Liggieri, C., Obregón, W., Trejo, S., Priolo, N. Biochemical analysis of a papain-like protease isolated from the latex of 

Asclepias curassavica L. Acta Biochim. Biophy. Sin. 41, 154-162 (2009). 
2. Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria. 

Approved Standard-Eighth Edition. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standard Institute (2015).  
Agradecimientos: a la Dra. Mariela Bruno del Centro de Investigación de Proteínas Vegetales, La Plata, Argentina.  
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Resumen  

 
Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, helicoidal y microaerófila que coloniza la mucosa gástrica 
humana, causando infecciones crónicas, gastritis, úlcera péptica, linfomas asociados con el tejido de la mucosa 
linfoide y cáncer gástrico. El tratamiento de la infección incluye antibióticos e inhibidores de la bomba de protones, 
pero la creciente resistencia a los antibióticos promueve la investigación de compuestos antibacterianos 
novedosos, más efectivos y naturales. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del extracto proteolítico 
parcialmente purificado (RAP) y la fracción purificada denominada granulosaína I, de los frutos de Solanum 
granuloso-leprosum (Dunal), una planta nativa de América del Sur, contra H. pylori.  
El RAP y la fracción purificada de los frutos de S. granuloso-leprosum se obtuvieron según el protocolo descripto 
por Vallés y col. (2008) (1). Se evaluó la concentración inhibitoria mínima (CIM) y la concentración bactericida 
mínima (CBM) del RAP y de granulosaina I contra H. pylori NCTC 11638 (cepa de referencia) y 12 cepas aisladas 
de biopsias de pacientes, usando la técnica de microdilución en placa según las normas estándares del Instituto 
de Laboratorios Clínicos de EEUU (CLSI) (2). Las concentraciones sub inhibitorias (½ CIM) de los extractos 
enzimáticos (RAP y granulosaína I) se utilizaron en el estudio de la transcripción de factores patogénicos (omp18, 
ureA y flaA) por RT-PCR. El amplicón ARNr 16S se utilizó como gen constitutivo. Cuatro antibióticos: amoxicilina 
(AML, 10 μg), claritromicina (CLA, 15 μg), metronidazol (MTZ, 5 μg) (OxoidTM, Argentina) y levofloxacino (LEV, 
5 μg) (Britania, Argentina) fueron evaluados en combinación con los extractos enzimáticos. Ratones BALB/c 

recibieron dosis (CIM) vía intragástrica de los extractos enzimáticos para evaluar su potencial hepatotoxicidad y 
nefrotoxicidad mediante la medición sérica de aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) 
y actividad de creatinina. Todas las cepas bacterianas ensayadas fueron sensibles a granulosaína I con un rango 
de CIM entre 156,25 y 312,5 μg/mL y CBM de 312,5 a 625 μg/mL; mientras que para el RAP el rango de CIM fue 
de 312,5 a 625 μg/mL y de CBM de 625 a 1.250 μg/mL. Granulosaina I y RAP disminuyeron significativamente 
la expresión de genes vinculados a la patogenia de H. pylori: omp18, ureA, y flaA respecto a los controles no 
tratados. La combinación de antibióticos con los extractos mostró un efecto sinérgico para ambos extractos con 
AML, CLA y LEV, (p ≤ 0,05) excepto con MTZ. Por otro lado, los extractos no mostraron efectos tóxicos, a las 
concentraciones estudiadas en un modelo animal. Finalmente, granulosaína I y RAP podrían ser utilizados como 
adyuvantes para terapias convencionales contra H. pylori. 

Referencias 
1. Vallés, D., Bruno, M., Lopez, L.M.I., Caffini, N.O., Cantera, A.M.B. Granulosain I, a cysteine protease isolated from 

ripe fruits of Solanum granuloso-leprosum (Solanaceae). Protein J. 27, 267–75 (2008). 
2. Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria. 

Approved Standard-Eighth Edition. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standard Institute (2015). 
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Resumen 

La producción de biocombustibles, como el biodiesel o el bioetanol, ha aumentado significativamente en los 
últimos años. Estos sustitutos de los combustibles fósiles provienen de fuentes renovables, lo que disminuye 
significativamente su impacto ambiental en comparación con sus contrapartes derivadas del petróleo. Para el 
caso del biodiesel se proyecta para el año 2025 una producción mundial estimada de unos 41.400 millones de 
litros1. Obtenido a partir de la transesterificación de grasas y aceites con un alcohol que generalmente es metanol, 
el biodiesel es acompañado de glicerol como subproducto de la reacción. Este glicerol, del cual se obtiene 1 kg 
por cada 10 kg de biodiesel producido, posee una muy baja calidad debido a la presencia de contaminantes 
asociados a la reacción de síntesis. Los grandes volúmenes de producción, sumados a la baja calidad de este 
subproducto, resultan en una oferta significativamente mayor a su demanda. La excesiva oferta de glicerol crudo 
no solo impacta negativamente en su precio de mercado, sino que en ocasiones resulta en el descarte o quema 
de este subproducto. Una alternativa interesante para gestionar este residuo industrial es su biotransformación 
a otros productos con mayor valor agregado. De esta forma no solamente se evitan los problemas 
medioambientales asociados a su descarte, sino que se contribuye a mejorar la economía de la industria del 
biodiesel. Particularmente, las bacterias del género Gluconobacter pueden ser utilizadas como biocatalizadores 
para oxidar el glicerol, obteniendo ácido glicérico (GA) y dihidroxiacetona (DHA) como productos. Ambos 
compuestos resultan de interés debido a su potencial como bloques de construcción para síntesis química. El 
GA es un compuesto quiral de alto valor, mientras que la DHA es un conocido principio activo utilizado en la 
formulación de cremas de bronceado sin sol, altamente demandado por la industria cosmética.  
En este trabajo, la cepa G. frateurii NBRC103465 (Gfr) fue seleccionada como catalizador para la 
biotransformación de glicerol. Considerando que la inmovilización bacteriana a menudo permite mejorar la 
estabilidad y la capacidad de reutilización de los biocatalizadores, se evaluó la inmovilización de Gfr en varias 
matrices naturales. Se obtuvieron buenos resultados de conversión utilizando alginato como matriz de 
inmovilización, aunque se observó una baja reusabilidad y pérdida de células al medio. Con el fin de mejorar las 
propiedades del alginato, se agregaron a la matriz diferentes concentraciones de materiales silíceos de tamaño 
nanométrico, como nanopartículas de Si (SiNps) y la arcilla montmorillonita (MT). Estas preparaciones híbridas 
fueron en todos los casos significativamente más resistentes que su contraparte de alginato después de su 
evaluación por texturometría, lo que además pudo ser correlacionado con una estructura más compacta de los 
híbridos observada por SEM. Luego de 170 horas, la conversión de glicerol crudo por los preparados híbridos de 
alginato al 4% + SiNps al 4% (A4S4) fue comparable a aquella obtenida por células libres. Adicionalmente, la 
reusabilidad de las células inmovilizadas aumentó en comparación con las células libres, permitiendo alcanzar 
mayores productividades acumuladas de GA (0,257 g totales luego de 5 usos de los preparados inmovilizados 
vs. 0,152 g totales luego de 5 usos de las células libres). 
Los resultados obtenidos en este trabajo no solo constituyen una alternativa interesante para la biotransformación 
de glicerol hacia dos productos de mayor valor agregado, sino que presentan una novedosa matriz de 
inmovilización con gran potencial, que es factible de ser utilizada para la inmovilización de otras especies 
bacterianas con fines biosintéticos. 
Referencias 
1. Rouhany, M. & Montgomery, H. Global Biodiesel Production: The State of the Art and Impact on Climate Change. in 

Biodiesel from Production to Combustion (eds. Tabatabaei, M. & Aghbashlo, M.) 1–14 (Springer, Cham, 2019). 
doi:10.1007/978-3-030-00985-4_1. 
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Resumen 

Las proteasas cisteínicas son los biocatalizadores más encontrados en ciertos frutos, como por ejemplo la 

papaya, el ananá, el kiwi o el higo.  Recientemente hemos purificado y caracterizado tres proteasas cisteínicas 

presentes en los frutos maduros de Bromelia antiacantha, una planta autóctona perteneciente a la familia 

Bromelaceae. Al igual que para la mayoría de las proteasas aisladas de la misma familia botánica, su función 

fisiológica sigue siendo desconocida. Estas enzimas, a las que denominamos AntA, AntB y AntC, comparten 

muchas características estructurales y funcionales como: temperatura y pH óptimo, masa molecular, secuencia 

N-terminal, entre otras. Sin embargo, se diferencian en su punto isoeléctrico y parámetros cinéticos, dándole una 

identidad única a cada una de ellas (1, 2) y sugiriendo que podría tratarse de isoenzimas. Estudiar y determinar 

las características individuales de estas enzimas es un paso fundamental para definir la potencialidad de su uso 

en forma aislada o como parte de un extracto enzimático.  

En este trabajo se estudió la acción de AntA, B y C aisladas y del extracto parcialmente purificado 

(antiacanthaína) sobre la cadena β de la insulina, para evaluar la contribución de cada enzima a la especificidad 

global de la antiacanthaína. También se evaluó la acción de estas enzimas en la hidrólisis de proteínas lácteas 

de interés biotecnológico. La identificación de los péptidos generados por la hidrólisis de la cadena beta de la 

insulina (reducida y carbamido metilada), se efectuó por espectrometría de masas. Los procesos de hidrólisis 

estudiados se ensayaron durante: 5, 15, 60, y 120 min y 16 h) a 37 °C. La acción de antiacanthaína, por 15 

minutos, mostró un alto grado de hidrólisis de la cadena β (más de 20 sitios de corte). A tiempos más largos, se 

identificaron muy pocos sitios de corte adicionales, evidenciado una hidrólisis casi total de la cadena β de la 

insulina. Para AntA se evidenciaron 11 sitios de corte, compartiendo ocho de estos con AntB y siete con AntC. 

Para AntB se identificaron un total de 16 sitios de corte mientras que AntC mostró el menor número de sitios de 

corte, casi todos reconocidos también por las otras dos enzimas. En todos los casos, se observó una preferencia 

de corte por los sitios donde los residuos aminoacídicos presentan cadenas laterales hidrofóbicas en posición 

P2 (a dos residuos del sitio de corte hacia el extremo N-terminal del sustrato), característica de las enzimas 

pertenecientes a la familia C1A, de la cual la papaína es la enzima de referencia (Rawlings and Barrett, 2013).  

Para evaluar la potencialidad biotecnológica de estas enzimas, se analizó la acción hidrolítica sobre proteínas 

alimentarias. Se llevaron a cabo reacciones de hidrólisis de α-lactoalbúmina y lactosuero en condiciones definidas 

(relación enzima/sustrato = 1U/mg durante 30 min a 50 ºC, y pH 9,2) y se evaluó la evolución del grado de 

hidrólisis con el tiempo de reacción y el perfil peptídico por Tricine-SDS PAGE. Se pudo apreciar que tanto las 

enzimas aisladas como el extracto de antiacanthaína presentan una buena capacidad de hidrólisis mostrando 

diferencias en el grado de hidrólisis alcanzado, así como en los perfiles peptídicos obtenidos, evidenciando 

especificidades diferentes para cada una de las enzimas aisladas. 

Estos resultados ponen de manifiesto que sutiles variaciones estructurales implican una acción hidrolítica 

diferencial sobre un mismo sustrato. Estas diferencias pueden ser de gran impacto en la obtención productos de 

interés biotecnológico con mayor valor agregado y mejores propiedades funcionales. 
Referencias  

1. Laura Macció, Diego A. Vallés, Ana M.B. Cantera. Proteolytic enzymes from Bromelia antiacantha as tools for 

controlled tissue hydrolysis in entomology, 2013, Springerplus 2, 2–7. https://doi.org/10.1186/2193-1801-2-307 

2.          Diego A. Vallés, Ana M.B. Cantera. Antiacanthain A: new proteases isolated from Bromelia antiacantha Bertol.     

             (Bromeliaceae). Int J Biol Macromol, 2018, 113:916–23. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2018.03.025 

3.          Neil D. Rawlings, Alan J. Barrett, Chapter 404 - Introduction: The Clans and Families of Cysteine Peptidases, 

Editor(s): Neil D. Rawlings, Guy Salvesen, Handbook of Proteolytic Enzymes (Third Edition), Academic Press, 2013, 
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Resumen 

Las peroxidasas del tipo DyP (Dye-decolorizing Peroxidase) son hemoproteínas que catalizan la oxidación 
dependiente de H2O2 de varios sustratos. También degradan lignina, aunque con baja actividad. En el genoma 
de un microorganismo antártico sicrotolerante, identificado como Pseudomonas sp. aislamiento AU10, 
identificamos un gen dyp. La proteína recombinante (rDyP-AU10), producto de este gen, se produjo utilizando 
Escherichia coli como hospedero, se purificó mediante cromatografía de afinidad con metales inmovilizados 
(IMAC) y cromatografía de exclusión molecular (SEC), y se realizó su caracterización bioquímica/biotecnológica 
parcial. rDyP-AU10 se produjo principalmente como un dímero y tiene características que se asemejan a las 
enzimas sicrófilas como son: alta actividad a baja temperatura (20 °C, usando ácido 2,2′-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfónico - ABTS - como sustrato), inestabilidad térmica, bajo contenido de arginina, y un 
bolsillo catalítico con una superficie más grande que las DyP de algunos microorganismos mesófilos y termófilos. 
Determinamos la cinética de flujo detenido, estableciendo que el Compuesto I se forma con una constante de 
velocidad de (2,07 ± 0,09) x106 M-1 s-1 a pH 5, y que es la especie predominante durante el recambio, mientras 
que el Compuesto II fue imperceptible. Encontramos que rDyP-AU10 decolora tintes de uso habitual en la 
industria textil, y degrada lignina Kraft, lo que sugiere que esta enzima podría usarse en biorremediación, así 
como en las industrias de la pulpa de celulosa y los biocombustibles. 
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Resumen  
Acacia caven es un árbol caducifolio, perteneciente a la familia Mimosaceae (Leguminosae). Presenta una copa 
amplia con estípulas espinosas, una corteza surcada de color castaño oscuro e inflorescencias axilares de pocos 
capítulos globosos, de color amarillo dorado y de 1 cm de diámetro. Es originaria de las zonas áridas y semiáridas 
de América del Sur, y es una especie muy extendida en Argentina, Chile, Bolivia, Uruguay, Paraguay y Brasil.  
Sin embargo, no hay información bibliográfica sobre las proteasas de Acacia caven, más allá de los estudios que 
se llevaron a cabo en nuestro laboratorio, vinculados con la incidencia de polinosis de esta especie en nuestra 
región sudamericana1. Las proteasas representan dos tercios de las enzimas que se comercializan en el mercado 
mundial y tienen distintos usos industriales en la producción de alimentos (tiernizado de carnes, hidrolizados 
proteicos), de detergentes de lavandería, de productos farmacéuticos (ayuda-digestivo, anticancerígeno), en la 
curtiembre de los cueros, y en la industria textil, entre otras.   
El objetivo de este trabajo fue estudiar el potencial efecto gastroprotector del extracto proteolítico purificado del 
polen de Acacia caven (Mol.) Molina, una planta nativa de América del Sur, para ser utilizado como un nuevo 
compuesto natural seguro en la industria alimenticia y farmacéutica.   
El extracto crudo y la fracción proteolítica purificada (acaciaina peptidasa) del polen de A. caven se obtuvieron 
según el protocolo descripto por Barcia y col. (2019)1. Los extractos se caracterizaron desde el punto de vista 
funcional y físico-químico, y se estudió la estabilidad de los mismos. Los extractos presentaron una temperatura 
óptima de 30 a 37 °C y un pH óptimo de 7, y mantuvieron su actividad y conformación estructural cuando fueron 
sometidos a procesos de purificación en FPLC (Akta Prime Plus, General Electric), concentración y secado bajo 
vacío (SpeedVac™ SPD1030/2030 Vacuum Concentrator), y almacenamiento a 4°C; mientras que temperaturas 
mayores a 40 °C disminuyeron notablemente la actividad. Para la determinación de la actividad gastroprotectora, 
se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos, de 180 a 200 g de peso, con ayuno de 24 h, suministradas por el 
Bioterio Central de la UNSL. El protocolo experimental cuenta con la aprobación del Comité Institucional de 
Cuidado y Uso de Animales-FQBF (UNSL), N° F-373/21 (Resol. RCD 02- 67/2022). Las ratas fueron agrupadas 
en un lote control de úlcera al que se le administró 1 mL del agente necrosante (etanol absoluto), v.o., y lotes 
experimentales a los que se les administró el extracto (16,2, 32,5 y 65 mg/kg), v.o., 60 min. previos al etanol (2). 
Los animales fueron eutanizados con CO2 a los 60 min. de la administración del agente necrosante, y se evaluó 
el grado de erosión de la mucosa utilizando el procesador de imágenes Image J (NIH). El etanol produjo un daño 
gástrico severo visible desde el exterior del estómago como líneas hemorrágicas acompañadas de edema y 
enrojecimiento. El pretratamiento con extracto en las dosis de 32,5 y 65 mg/kg produjo una disminución 
significativa en la intensidad del daño de la mucosa gástrica inducida por etanol (p<0.001 vs etanol), como así 
también del número y severidad de las úlceras. Los porcentajes de inhibición de daño fueron 61,1% y 82,1% 
para las dosis 32,5 y 65 mg/kg, respectivamente. Acaciaina peptidasa, demostró un importante efecto 
gastroprotector en el modelo de ulceración inducida en rata por etanol absoluto. El efecto de acaciaina peptidasa 
a nivel gástrico puso en evidencia que es un compuesto natural seguro y promisorio para el desarrollo de 
fármacos eficaces para prevenir úlceras gástricas. 
Referencias 
3. Barcia, C., Coelho, A.S., Barberis, S., Veríssimo, P.  Acaciain peptidase: The first South American pollen peptidase 

potentially involved in respiratory allergy. Appl. Biochem. Biotechnol. 67 (2), 224-233 (2019). 

4. Robert, A., Nezamis, J.E., Lancaster, C. Cytoprotection by prostaglandins in rat prevention of gastric necrosis produced 
by alcohol, ClH, NaOH, hypertonic-NaCl and thermal injury. Gastroenterology 77, 433-443 (1979). 
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Resumo 

O uso da nanotecnologia para o desenvolvimento de materiais empregados em dispositivos ópticos e eletrônicos, 
na área médica e em catálise é cada vez mais estudado devido às suas vantagens1,2,3. Neste trabalho, foi isolada 
a bactéria endofítica Bacillus sp. (LMFLM4) da flor da Lavandin (híbrida de Lavandula officinalis e L. latifolia) 
cultivada na Fazenda “O Lavandário” (Cunha-SP). Para a biossíntese das nanopartículas de ouro (NPs-Au) a 
bactéria Bacillus sp. (LMFLM4) foi cultivada em meio líquido Nutrient Broth (24 h, 130 rpm, 32 ºC). Em seguida 
centrifugou-se e ao caldo de cultivo adicionou-se o HAuCl4.3H2O (1 mmol, 24 h, 130 rpm, 32 ºC). As NPs-Au 
obtidas (50-100 nm) foram analisadas por UV-Vis (579 nm), DRX e MET (Figura 1). Posteriormente, foram 
realizadas as reações de Condensação de Knoevenagel com as NPs-Au variando-se o tempo de reação. Em um 
frasco adicionou-se 4-metilbenzaldeído (0,05 mmol L-1), malononitrila (0,05 mmol L-1), EtOH (5 mL) e NPs-Au 
(0,4 mg) fornecendo 70% do aduto 2-(4-metilbenzilideno-manonitrila) 2 em 30 minutos. Quando a reação foi 
realizada na ausência das NPs-Au obteve-se 40% do aduto 2. Em seguida, variou-se a quantidade de catalisador 
(0,2-4,0 mg de NPs-Au) e obteve-se de 43-99% do aduto 2 (30 min). Após a otimização (0,4mg NPs-Au, 30 min) 
realizou-se o escopo da síntese de Knoevenagel (Esquema 1).  Conclui-se que as NPs-Au foram eficientes 
nestas reações (70-90%), uma vez que na ausência das nanopartículas forneceu 40% do aduto 2. 
 

 
Esquema 1. Uso de nanopartículas de ouro para síntese de adutos de Knoevenagel. 

 
Referências  
1. HE, S. et al. Biosynthesis of gold nanoparticles using the bacteria Rhodopseudomonas capsulate. Mater. Lett.  61, 3984–
3987(2007). 
2. TAKALE, B. S. et al. Gold nanoparticle (AuNPs) and gold nanopore (AuNPore) catalysts in organic synthesis. Org. Biomol. 
Chem. 12, 2005–2027 (2014). 
3. ISLAM, N. U. et al. Green synthesis and biological activities of gold nanoparticles functionalized with Salix alba. Arabian J.  
Chem.12, 2914–2925 (2019). 
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Figura 1. NPs-Au.  
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Resumen 

Introducción: Las células tumorales presentan un metabolismo diferente respecto a las células sanas. En 
particular, las células de distintos tipos de tumores realizan una glicólisis aeróbica, conocida como Efecto Warbung, 
donde el piruvato es convertido preferentemente a lactato incluso en presencia de oxígeno. Esta reacción es 
catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa, en particular por la isoforma LDH-A, que viene sobre expresada 
en las células tumorales1.  Basado en lo anterior, varias terapias antitumorales se enfocan en inhibir la enzima 
LDH-A. El objetivo de esta investigación es realizar un biocatalizador mediante la inmovilización de la enzima LDH-
A en sílica mesoporosa, con el fin de crear un biosensor que permita realizar un análisis confiable, veloz y a bajo 
costo de la eficacia de los fármacos antitumorales.  
 
Materiales y métodos: La enzima utilizada en este trabajo corresponde a L-lactato deshidrogenase (EC 1.1.1.27), 
humano recombinante en Escherichia coli. La actividad enzimática se midió por espectrofotometría (340 nm) 
mediante la variación de la concentración del NADH. El efecto del pH (entre 5 y 11) y la temperatura (entre 30 y 
60 °C) se evaluó mediante la adaptación del procedimiento de medición de actividad. Los parámetros cinéticos se 
midieron en presencia de NADH 0.23 mM y piruvato o NAD+ 0.67 mM y lactato. La inmovilización se realizó según 
procedimiento reportado en la literatura2. 
 
Resultados y discusión: Del estudio cinético se pudo confirmar la selectividad de la LDH-A por el piruvato. A pH 
7.5 y 35°C, la cinética de conversión del piruvato a lactato sigue el modelo de Michaelis-Menten, sin embargo, la 
cinética de conversión de lactato tiene una forma sinusoidal. Para la inmovilización se seleccionó una sílice 
mesoporosa (MCM-41), la cual fue previamente funcionalizada con dos organosilanos APTES y GPTMS con el fin 
de obtener en la superficie del material los grupos aminos y aldehídos para realizar una inmovilización covalente 
multipuntual en dos pasos, donde en el primero se fomenta el acercamiento de la proteína al soporte por 
interacción iónica para luego pasar a formar el enlace covalente al subir el pH del medio de inmovilización a pH 
10.05. El material se caracterizó por absorción física de N2 a 77K y por espectroscopía FT-IR. El rendimiento de 
inmovilización de proteína fue de 64% y de actividad fue igual al 9 %. La microscopía óptica en fluorescencia 
(Figura 1) permite confirmar que la proteína se inmovilizó de forma homogénea en la partícula del soporte. 

 
 

Figura1: Imagen de microscopia óptica en fluorescencia del 
biocatalizador MCM-41 con LDH-A marcado con ATTO-488 en 
campo verde (a) y en campo claro (b). 

 
 
 
 
 
Conclusiones: De este trabajo se puede concluir que es 

necesario optimizar la etapa de inmovilización para poder levantar los valores de actividad expresada. Los 
resultados obtenidos corresponden a un punto de partida para alcanzar la tecnología propuesta. 
 
Referencias: 
1. Zhang, S. L., He, Y. & Tam, K. Y. (2018) Drug Discov. Today 23, 1407–1415. 
2. Guisan, J. M. (Ed.). (2006). Immobilization of enzymes and cells (Vol. 22). Totowa: Humana Press. 
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Resumen 

Las bilirrubina oxidasas (BOD) son enzimas que pertencen a la familia de las multicobre oxidasas, las que utilizan 

– por lo general – cuatro cobres presentes en su sitio activo para catalizar la oxidación de su sustrato, que a su 

vez está acoplada a la reducción de O2 con cuatro electrones para generar agua (Solomon et al., 1996). Las 

primeras BODs en ser caracterizadas eran de origen fúngico, y más tarde algunas de origen bacteriano han sido 

descritas (Bayineni et al., 2018). Estas enzimas han despertado interés biotecnológico principalmente por su gran 

potencial de aplicación en el área de la salud (en la fabricación de biosensores de bilirrubina y kits de detección 

de este mismo metabolito), así como también en la elaboración de cátodos para celdas de biocombustible donde 

funcionan como catalizadores de la reducción de oxígeno (Mano, 2012). 

 

En este trabajo se presenta la caracterización de algunas propiedades bioquímicas de una BOD obtenida desde 

el microorganismo termotolerante Bacillus sp. FNT. Luego de ser identificada en el microorganismo nativo, la 

enzima fue obtenida recombinantemente en Escherichia coli. La enzima obtenida es activa en un amplio rango de 

temperaturas, entre 25°C y 70°C. A las temperaturas que son relevantes para su aplicación clínica, en la detección 

de bilirrubina, presenta una excelente estabilidad térmica, resistiendo varios días de incubación a 25°C y 37°C sin 

pérdida significativa de su actividad. Presenta un máximo de actividad en un pH neutro, entre 7 y 7,5; sin embargo, 

retiene sobre el 70% de su actividad a pH 8,5, levemente más alcalino que el común para las enzimas de este tipo. 

Estas características la vuelven una buena candidata para su aplicación en contexto diagnóstico.  

 
Referencias: 
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Resumen 

Los oligosacáridos de pectina (POS) son compuestos considerados prebióticos emergentes que se obtienen a 
partir de la despolimerización de subproductos ricos en pectina o desde la pectina purificada1. La capacidad 
prebiótica de los POS aún se encuentra en etapa de investigación, pero se ha reportado que ésta se ve 
influenciada por su tamaño, composición, grado de esterificación, la materia prima a partir de la cual se obtienen 
y los métodos de obtención 2. El orujo de uva es el principal subproducto de la industria vitivinícola y pisquera, y 
presenta un alto contenido de fibra dietaria por lo que podría ser una buena fuente de pectina y por consiguiente 
de POS. Por otra parte, los POS pueden ser obtenidos mediante la hidrólisis enzimática de la pectina la cual es 
llevada a cabo por carbohidrasas, especialmente pectinasas. El complejo pectinasa está compuesto por 
endopoligalacturonasas (hidrolizan los enlaces α-1,4-glicosídicos de la pectina), pectina metilesterasa (hidroliza 
los grupos metiléster de la pectina) y pectina liasa (rompe los enlaces α-1,4-glicosídicos de la pectina). 
Dependiendo de donde se realicen los cortes durante el tratamiento enzimático se pueden obtener POS de 
distinto tamaño, composición, estructura y grado de metoxilación. Por lo anterior, el presente trabajo de 
investigación trata sobre la optimización de la hidrolisis enzimática para la obtención de oligosacáridos de pectina 
de orujo de uva pisquera, con ciertas características fisicoquímicas que favorezcan su capacidad prebiótica.  
La optimización de la hidrolisis enzimática se realizó en función a maximizar el porcentaje de hidrólisis de las 
fracciones mayores de 9.8 kDa. En este sentido se observó que se consigue una mayor hidrólisis a una 
temperatura cercana a los 45°C y tiempos de hidrólisis de 7,7 horas. Con las condiciones optimizadas de la 
hidrólisis enzimática y un posterior fraccionamiento, se obtuvieron tres fracciones de POS de diferente peso 
molecular:  < 3 kDa, 3-10 kDa y >10 kDa, que presentaron diferente composición de monosacáridos y grado de 
esterificación.  En cuanto a la capacidad prebiótica, se observó que Lactobacillus casei (cepa probiótica) creció 
en mayor medida con los POS < 3KDa y que también alcanzó una OD600 igual a la que se alcanzó utilizando 
lactulosa (prebiótico establecido) pero en menor tiempo. Por el contrario, Escherichia coli (cepa no probiótica) 
alcanzó una menor OD600 con POS <3KDa que con las otras fracciones de POS y lactulosa. Por lo anterior, 
POS<3 kDa es un buen candidato como posible compuesto prebiótico. Este trabajo muestra que, mediante una 
hidrólisis controlada lograda con el tratamiento enzimático, se pueden obtener oligosacáridos de pectina desde 
el orujo de uva pisquera con una posible actividad prebiótica.  

Referencias 
1. Naqash, F., Masoodi, F. A., Rather, S. A., Wani, S. M. & Gani, A. Emerging concepts in the nutraceutical and 

functional properties of pectin — A Review. Carbohydr. Polym. 168, 227–239 (2017). 
2. Gullón, B. et al. Pectic oligosaccharides: Manufacture and functional properties. Trends Food Sci. Technol. 30, 153–

161 (2013). 
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Resumen 
Entre los microorganismos productores de enzimas de valor comercial se encuentran los hongos, de los cuales 
Trametes versicolor tiene un gran potencial en la producción de enzimas como la lacasa1, una oxidasa multicobre 
extracelular perteneciente al grupo de enzimas degradadoras de lignina y que presenta una baja especificidad, 
oxidando una gran variedad de compuestos arilaminas y fenólicos2. 
El uso de desechos agroindustriales es un aspecto clave para el futuro de la producción de enzimas a partir de 
microorganismos y para el desarrollo global de biorefinerías, siendo los desechos lignocelulósicos de particular 
interés para la producción de lacasa, debido a su contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa, los que pueden 
ser utilizados como sustrato3. El tomate es uno de los cultivos más consumidos a nivel mundial, siendo la industria 
de las salsas las de mayor importancia. La tomasa es el mayor desecho de la producción del fruto, el que está 
compuesto de semillas, piel y una fracción menor de pulpa1. Este subproducto ha llegado a aportar hasta 200,000 
toneladas de desechos en Europa4.  
La presente investigación desarrolla un proceso de optimización de la producción de la enzima lacasa en un 
cultivo de Trametes versicolor, utilizando los desechos de la industria del tomate de la planta Sugal-Chile. Para 
esto, los subproductos se secaron a 60°C, molieron y guardaron sellados para su utilización en el estudio. Se 
realizó un diseño de experimentos de superficie de respuesta tipo diseño central compuesto, tomando en cuenta 
tres factores: el tiempo; la razón de C/N adicionado inicialmente al cultivo en forma de glucosa y peptona; y el 
%p/V de tomasa en el medio de cultivo. Para la fermentación se cultivó el hongo primero en placas con medio 
extracto de malta-agar, y luego de 8 días se traspasó el cultivo a matraces de 250 mL con 100 mL de medio 
estéril, utilizando diferentes concentraciones de glucosa, peptona y tomasa (de acuerdo al diseño experimental), 
agregando 40 μL de sulfato de cobre 1 M. Dichos matraces de agitaron a 50 rpm a 30°C por el tiempo 
determinado (de 3 a 21 días) y cada matraz se filtró en papel Whatman, centrifugó y ultrafiltró en celda Amicon 
de 50 Kda, realizando los siguientes análisis: proteína total por método de Bradford; azúcares reductores por el 
método de DNS; y medición de actividad de la enzima por la determinación de la velocidad inicial de hidrólisis de 
ABTS. Los resultados se analizaron en el programa Stat Graphics Centurión, obteniendo la tabla Anova y 
determinando el tiempo como el factor más significativo. Los mejores resultados de producción de la enzima se 
obtuvieron en el día 11 de cultivo, con actividades entre 10 y 30 µL/mlL, valores comparables con aquellos 
obtenidos por Spina et al. utilizando salsa de tomate como sustrato1. Estos resultados permiten demostrar que 
es factible utilizar desechos agroindustriales para obtener enzimas de alto valor comercial. 
 
Referencias 
1. Spina, F., Fidaleo, M., Nanni, A., Romagnolo, A., & Varese, G. C. Fungal laccases production using tomato-based 
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2.         Ramírez-Cavazos, L. I., Junghanns, C., Nair, R., Cárdenas-Chávez, D. L., Hernández-Luna, C., Agathos, S. N., & 

Parra, R. (2014). Enhanced production of thermostable laccases from a native strain of Pycnoporus sanguineus 
using central composite design. J. Zhejiang Univ. Sci. B . 15, 343 (2014). 

3.         Pinheiro, V. E., Michelin, M., Vici, A. C., de Almeida, P. Z., & Teixeira de Moraes Polizeli, M. de L. Trametes 
versicolor laccase production using agricultural wastes: a comparative study in Erlenmeyer flasks, bioreactor and 
tray. Bioprocess Biosyst. Eng. 43, 507(2020)  

4          Landolo, D., Piscitelli, A., Sannia, G., & Faraco, V. (2011). Enzyme production by solid substrate fermentation of 
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Resumen 

El objetivo general del presente trabajo es la producción de bio-insumos a partir de descartes agroindustriales, 
destinados principalmente a la producción de alimentos dietarios, biocombustibles y compost, entre otros. Todos 
estos productos se obtienen por bio-transformaciones en las cuales participan diferentes microorganismos 
catalizando las reacciones (biocatalizadores). 
Estos bio-insumos son productos obtenidos en un proceso de valorización de descartes del mercado 
agroindustrial local. Se prepararon muestras representativas de dichos descartes (compuestos por fibras 
dietarias y almidones/ féculas). Se sometieron los descartes a un proceso mecánico donde se separó el jugo del 
bagazo. El jugo se dejó en reposo un determinado tiempo para dar lugar a la decantación de la fécula, se eliminó 
el sobrenadante y se dejó secar quedando lista para su posterior hidrolisis por vía enzimática para la obtención 
de un edulcorante de origen natural (ver figura 1). Para esto se utilizaron enzimas comerciales y complejos 
enzimáticos preparados en el laboratorio, evaluando las condiciones operativas y los resultados obtenidos. Se 
caracterizaron tanto materias primas como productos obtenidos, a los fines de conocer los avances de la 
reacción.Luego de la separación y purificación, se procedió a la identificación de los mono y disacáridos 
existentes, empleando un equipo HPLC provisto de una columna RPM-Monosaccharide, y utilizando detectores 
IR y UV. El bagazo se sometió a un secado en estufa del cual se obtuvo fibras dietarias. Diferentes fibras dietarias 
se utilizaron como aditivo en la producción de queso cremoso, a los fines de mejorar el rendimiento y obtener un 
alimento más saludable. El queso obtenido cumple con las características morfológicas. Realizando controles 
periódicos se detectó la formación de ojos en el interior (ver figura 2). 
Pudimos obtener conclusiones prometedoras respecto a ambos bio-insumos ya que por un lado el queso 
obtenido cumplió con los controles realizados y produjo un aumento en el rendimiento quesero. Respecto a la 
utilización de la fécula como materia prima para el alimento funcional, se obtuvieron buenos resultados faltando 
la optimización del procedimiento. 
Esto es un claro ejemplo de cómo los descartes pueden reintegrarse al sistema productivo para ser utilizados 
como recursos, aportando a la economía circular. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 1: Edulcorante obtenido de origen natural.   Figura 2: Formación de ojos en queso producido. 
Referencia 
1. Ferreira dos Santos (2020) Post-harvest losses of fruits and vegetables in supply centers in Salvador, Brazil: Analysis of 

determinants, volumes and reduction strategies. Waste Manag. 101:161-170. 
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Resumen 

 
Actualmente, se estima que en el mundo se utilizan sobre 200.000 toneladas de antibióticos al año para consumo 
humano y veterinario. En Chile, sólo durante el periodo 2018-2019, se registró la venta de más de 3 millones de 
cajas de amoxicilina. Este uso indiscriminado de antibióticos ha llevado a una mayor presencia de estos en el 
ambiente, aumentando las probabilidades de desbalances ecológicos y la generación de bacterias 
(multi)resistentes. Distintos tipos de antibióticos se han encontrado en diferentes cursos de agua, incluso en 
aguas del mar Antártico, donde se ha detectado la presencia de quinolonas y macrólidos1.  
 
En la búsqueda de nuevas herramientas para el tratamiento de aguas contaminadas con antibióticos de forma 
amigable con el medio ambiente, la utilización de enzimas lacasas ofrece un potencial método de 
descontaminación. Las lacasas (bencenodiol; oxígeno oxidoreductasa; EC 1.10.3.2), son enzimas multicobre 
oxidasas que catalizan la oxidación de un amplio rango de compuestos fenólicos y no fenólicos. Por su 
versatilidad, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, siendo halladas incluso en 
microorganismos extremófilos. Estas enzimas presentan características interesantes para la biotecnología, 
particularmente en la biorremediación, debido a que su catálisis requiere solo oxígeno como co-sustrato, 
generando agua como único producto. 
 
De un microorganismo termoalcalifílico, se logró aislar y producir de manera heteróloga una nueva lacasa. Esta 
enzima presenta una gran actividad al utilizar siringaldazina como sustrato (>450.000 U/mg) a 70°C y pH 6.02. 
En el presente trabajo se evalúa la capacidad de esta nueva lacasa recombinante en la biodegradación de 3 
familias de antibióticos: β-lactámicos, tetraciclinas y quinolonas. Las reacciones de degradación en presencia y 
ausencia de dos mediadores químicos, a distintas temperaturas y pH son analizadas mediante HPLC. Además, 
se evalúa la disminución de la ecotoxicidad de los antibióticos biodegradados utilizando Escherichia coli y Bacillus 
subtilis. Resultados iniciales indican que esta enzima es capaz de degradar tetraciclina y oxitetraciclina en 
concentraciones de 0,5 mg/mL a partir de 2 h de exposición a ellos, en presencia de acetosiringona a 20, 30 y 
40°C, eliminando el efecto eco-tóxico de tetraciclina y demostrando la actividad degradativa de esta lacasa y su 
potencial biotecnológico. 
 

Referencias 
1. Hernandez, F., Calısto-Ulloa, N., Gómez-Fuentes, C., Gómez, M., Ferrer, J., González-Rocha, G., Bello-Toledo, H., 

Botero-Coy, A.M., Boıx, C., Ibáñez, M., Montory, M. Occurrence of antibiotics and bacterial resistance in wastewater 
and sea water from the Antarctic. J. Hazar. Mater. 363, 447-456 (2019). 

2. Espina, G., Cáceres-Moreno, P., Mejías-Navarrete, G., Ji, M., Sun, J., Blamey, J.M. A novel and highly active 
recombinant spore-coat bacterial laccase, able to rapidly biodecolorize azo, triarylmethane and anthraquinonic 
dyestuffs.Inter. J. Biol. Macro. 170, 298-306 (2021). 
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Resumen 
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) son contaminantes orgánicos ampliamente dispersos en el 
ambiente, producidos por descomposición orgánica, biosíntesis, erupciones volcánicas e incineración incompleta 
de sustancias orgánicas. El crecimiento progresivo en la actividad industrial y el desarrollo energético ha 
significado un aumento concomitante en la contaminación por HAPs en el medio ambiente acuático. Los HAPs 
son agentes cancerígenos, teratogénicos y mutagénicos, que al ser metabolizados generan especies reactivas 
de oxígeno y dañan el ADN, representando un problema para el bienestar de los ecosistemas y la salud humana. 
 
La biorremediación es un proceso efectivo y amigable con el medio ambiente utilizado para la transformación de 
compuestos orgánicos nocivos en productos menos tóxicos, a través de la actividad metabólica de 
microorganismos y/o sus enzimas. Las lacasas (bencenodiol:oxígeno oxidoreductasa; EC 1.10.3.2), son enzimas 
multicobre oxidasas expresadas principalmente en hongos y bacterias, que catalizan la oxidación de compuestos 
fenólicos, aminas aromáticas, compuestos no fenólicos e inorgánicos. Debido a su gran versatilidad catalítica, se 
posiciona a estas enzimas como potenciales herramientas para la biorremediación de matrices acuáticas 
contaminadas con HAPs. 
 
En un trabajo previo realizado en Fundación Biociencia, se purificó una lacasa a partir de las esporas de una 
bacteria termoalcalófila identificada como Bacillus sp. FNT, aislada de un sitio geotermal chileno, siendo 
actualmente obtenida por expresión heteróloga. Esta lacasa recombinante presenta mayor actividad catalítica 
que su versión nativa y mayor termoactividad y estabilidad térmica respecto de otras enzimas. Además, se ha 
observado la rápida biodecoloración de colorantes sintéticos tipo antraquinónicos1, con una estructura policíclica 
aromática de gran tamaño, evidenciando el potencial de la actividad catalítica de la enzima frente a los HAPs.  
 
Se seleccionó el HAP antraceno (ANT), ya que se encuentra en la lista de sustancias químicas prioritarias de la 
Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (US EPA), es un compuesto altamente recalcitrante y 
permite tener un primer acercamiento al estudio de la degradación de HAPs en agua. Se evaluó la oxidación de 
ANT según los parámetros de tiempo de reacción, uso de mediadores, temperatura y pH, cuantificando la 
degradación por HPLC. Resultados preliminares indican que esta enzima es capaz de degradar 34% de ANT (50 
ppm) luego de 4 días de incubación a 40°C, demostrando la capacidad degradativa de la lacasa frente a este 
compuesto recalcitrante. Los resultados obtenidos aportan nueva evidencia sobre el uso de lacasas bacterianas 
termófilas y la aplicación de esta enzima como una alternativa de biodegradación de los HAPs en agua 
contaminada. 
 
Referencias 

1. Espina, G., Cáceres-Moreno, P., Mejías-Navarrete, G., Ji, M., Sun, J., Blamey, J.M. A novel and highly active 
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dyestuffs.Inter. J. Biol. Macro. 170, 298-306 (2021). 
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Resumen 

 

El grafeno (Gr), un alótropo del carbono, es un material con importantes propiedades fisicoquímicas, entre las 
que se puede mencionar su capacidad de transporte de electrones, flexibilidad, impermeabilidad, resistencia 
mecánica y excelente conductividad térmica y eléctrica1. El grafeno se puede obtener a partir de la reducción del 
óxido de grafeno (OG). Este último es un material muy utilizado principalmente por su alta procesabilidad y 
relativa facilidad de obtención. Tanto el grafeno como el óxido de grafeno han encontrado aplicaciones en 
catálisis, electrónica, sistemas relacionados con la producción de energía y para diseñar electrodos para una 
amplia gama de biosensores electroquímicos y de electroanálisis2. En este trabajo se describe la preparación de 
electrodos de grafito/grafeno modificados con lacasa (G/Gr/lacasa) para su aplicación en biosensores. 
 
El OG se produjo por dos vías. Por un lado, se evaluó un método electroquímico utilizando ácido cítrico como 
agente oxidante, y por otra parte se evaluó también el método de Hummers1 con algunas modificaciones. El OG 
obtenido se caracterizó mediante espectroscopia FT-IR evaluando la aparición de las bandas de absorción 
características reportadas en la literatura3. Los electrodos de grafito (G) se recubrieron con OG mediante ciclos 
de deposición y secado de los mismos. La lacasa se inmovilizó en los electrodos de grafito recubiertos con óxido 
de grafeno mediante una reacción de entrecruzamiento con carbodiimida (EDC/sulfo-NHS). Posteriormente los 
electrodos G/OG/lacasa se sometieron a ciclos de reducción en un potenciostato para generar el grafeno y 
obtener los electrodos G/Gr/lacasa.  
 
Finalmente, los electrodos se caracterizaron mediante técnicas de voltamperometría cíclica usando ABTS, 
siringaldazina y paracetamol como sustratos. Se construyeron cerca de 20 electrodos con sus respectivos 
controles. Los voltamperogramas cíclicos demostraron que los electrodos G/Gr/lacasa fueron funcionales cuando 
se ensayaron con ABTS y paracetamol. Los resultados obtenidos en esta primera etapa demuestran que los 
electrodos G/Gr/lacasa pueden ser operativos, pero es necesario una mejor caracterización de estos para que 
puedan ser aplicados en sistemas de biosensores basados en lacasa. 

 
 
 

 

Referencias (Arial 9) 
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(2013) 
2. Du W, et al. High-quality graphene films and nitrogen-doped organogels prepared from theorganic dispersions of 

graphene oxide. Carbon 129, 15-20 (2018). 
3. Ciszewski M & Mianowski  A. Survey of graphite oxidation methods using oxidizing mixtures in inorganic acids. 

Chemik, 67, 267-274 (2013). 
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Resumen  

 

Mundialmente existe una producción creciente de más de 100 millones de toneladas de residuos pesqueros al 
año, por lo que constantemente se buscan alternativas para sacar provecho de sus múltiples propiedades. La 
hidrólisis enzimática de proteínas, una alternativa atractiva para el tratamiento de estos subproductos, es un 
proceso que consiste en extraer e hidrolizar las proteínas presentes, generando péptidos con diferentes 
propiedades funcionales y sin detrimento del valor nutricional.  
 
Para mejorar el mezclamiento en la hidrolisis se debe mezclar el subproducto de interés con agua, lo cual trae 
consigo un incremento en el costo del secado que se debe realizar una vez finalizado el proceso. Adicionalmente, 
como la reacción involucrada produce H+, se suele controlar el pH para así evitar salir del rango de eficiencia 
catalítica de la proteasa, lo cual también involucra un mayor costo de operación. Es por esto, que se evaluó el 
efecto de la razón subproducto/agua y el tipo de régimen de pH en el comportamiento de hidrólisis de proteínas 
de esquelón de salmón. Para ello, se utilizó 50, 75 y 100% de subproducto y tres diferentes regímenes de pH i) 
pH 8 inicial con control, ii) pH inicial 8  sin control, y iii) pH nativo (~6,5) sin control, a una temperatura de 55°C y 
con 13 AU de subtilisina por kg de esquelón.  
 
Al trabajar con pH controlado y 50% de subproducto, se obtiene un hidrolizado con mayor grado de hidrólisis 
(GH: 14%), extracción de nitrógeno (EN: 49%) y rendimiento de la reacción (YC60: 258 [mmol/kgsequelón]), que al 
trabajar con pH nativo y sin adición de agua (GH: 10%, EN: 26%, YC60: 189 [mmol/kgsequelón]), pero este último 
aumenta la concentración de grupos α-amino libre en un 47%. 
 
A partir de la diferencia en los resultados obtenidos para cada caso se infiere que la proporción de agua-
subproducto utilizada afecta cómo se distribuye la proteasa entre las fases soluble (proteínas hidrolizadas y 
péptidos) e insoluble (músculo y huesos). Bajo esta premisa, se postula que la proteasa se distribuye como 
enzima libre y absorbida, por lo cual, la ruptura de los enlaces peptídicos se produce en los péptidos que ya se 
hidrolizaron (disueltos en fase soluble) y también en los que se encuentran en la superficie de la fase insoluble. 
La investigación futura tiene como objetivo analizar si la distribución de la proteasa, y por ende su acción 
catalítica, pueden ser controladas a través de las condiciones de operación. 
 
Con esta investigación concluimos que es factible realizar la hidrólisis a altas proporciones de subproducto (> 
50%) al igual que eliminar el control de pH, pero teniendo en cuenta que se altera tanto el comportamiento como 
el rendimiento de la reacción, lo cual significaría una modificación en las propiedades de los hidrolizados. 
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Resumen  
 

Las lacasas son enzimas pertenecientes a la familia de las multi-cobre oxidasas, que catalizan la oxidación de un 
amplio rango de fenoles, polifenoles y compuestos aromáticos. No necesitan cofactores, y al contrario de otras 
oxidasas, el principal subproducto de la reacción que catalizan es agua. Esto las vuelve muy deseables como 
biocatalizadores con bajo impacto ecológico (Yang et al. 2017). Se encentran distribuidas en bacterias, insectos, 
plantas superiores y hongos. Sin embargo, las lacasas bacterianas han ganado interés, debido a su 
termoestabilidad, alta tasa de producción, amplio rango de pH y potencial industrial (Verma y Shirkot 2014). 
 
En este trabajo se han identificado y caracterizado bioquímicamente 2 lacasas desde la bacteria termófila antártica 
Geobacillus sp. ID17. Una de ellas fue parcialmente purificada de forma nativa, y utilizando cromatografía de 
exclusión molecular se logró estimar que su peso molecular es de aproximadamente 60 kDa. Posteriormente, en 
el genoma de esta bacteria se encontró un gen que codificaba una lacasa cuyo peso molecular se encontraba 
cercano a lo estimado para la enzima nativa. Este gen fue clonado y expresado heterólogamente en Escherichia 
coli BL21 para obtener una enzima recombinante parcialmente purificada. Ambas proteínas demostraron poseer 
actividad lacasa dependiente de cobre. 
 
Sin embargo, al comparar ambas enzimas, se perciben diferencias en sus propiedades bioquímicas. Mientras que 
con la enzima nativa se obtuvo un máximo de actividad a 60 °C, la lacasa recombinante presenta su máxima 
actividad a 55 °C. En contraste, la termoestabilidad fue superior en el caso de la enzima recombinante, 
manteniendo un 70% de su actividad a los 120 minutos a 55 °C, frente al 25% de actividad observada para la 
enzima nativa. Ambas lacasas presentan mayor actividad bajo condiciones neutras (pH 6.5 – 7), pero se observa 
que la enzima recombinante retiene sobre el 50% de su actividad a pH 6, mientras que la enzima nativa no 
presenta actividad a pH 6. 
 
A pesar de la equivalencia de tamaño molecular y de provenir del mismo microorganismo, es interesante analizar 
la posibilidad de que ambas enzimas no sean exactamente idénticas. Se podría conjeturar que podría tratarse de 
diferentes isoformas de una misma lacasa, o que al producir la enzima de manera recombinante se presenten 
pequeñas diferencias de plegamiento que resulten en las diferencias observadas en sus propiedades catalíticas. 
Independiente de estas conjeturas, nuestros resultados demuestran que Geobacillus ID17 es una fuente 
interesante para la obtención de lacasas termófilas, exitosamente producidas de forma heteróloga, propiedad 
ventajosa para potenciales aplicaciones biotecnológicas en la industria y bioremediación.   
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Resumen  

 
Chile es uno de los principales productores a nivel mundial de distintas variedades de vino, lo que implica que existe 
un importante volumen de residuos sólidos descartados durante el proceso. Los residuos sólidos obtenidos del 
prensado de la uva, en el proceso de producción del vino blanco, están constituidos principalmente de orujo, y 
semillas. El orujo posee una importante cantidad de azúcares y terpenos glicosilados que pueden ser recuperados 
permitiendo así revalorizar estos residuos, lo que se enmarca en el principio de biorrefinería. 
 
El orujo de la uva blanca tiene un alto contenido de carbohidratos solubles (principalmente fructosa y glucosa) y 
terpenos glicosilados. Los terpenos glicosilados son inodoros, pudiendo obtenerse aromas mediante la hidrólisis 
enzimática de estos compuestos, obteniendo así el terpeno libre. Estos compuestos han demostrado tener 
capacidad antimicrobiana, antiinflamatoria y analgésica, entre otras. La hidrólisis enzimática de los terpenos 
glicosilados es un proceso secuencial que se lleva a cabo principalmente en dos pasos. En primer lugar se produce 
la ruptura del enlace de los disacáridos, ya sea por la enzima α-L-arabinofuranosidasa (ARA), α-L-ramnosidasa 
(RAM), o β-D-apiosidasa (API), liberando la fracción monoterpenil β-D-glucosídica y el azúcar correspondiente 
(arabinosa, ramnosa, o apiosa). En una segunda etapa se libera la porción aglicona (monoterpeno) mediante la 
acción de la enzima β-D-glucosidasa (βG),  
 
Este trabajo tiene por objetivo recuperar azúcares y terpenos desde los residuos de uva blanca mediante la 
utilización de tecnología enzimática, con el fin de revalorizarlos. La metodología utilizada se divide en dos etapas. 
La primera de ellas es la recuperación de los azúcares y los terpenos glicosilados utilizando la enzima Lafazym 
press. En esta etapa se estudiaron las variables:  dosificación de la enzima respecto del orujo, concentración de 
alcohol y el pretratamiento de orujo, evaluando el efecto en la concentración de azúcar y los terpenos obtenidos en 
un tiempo definido de reacción. La segunda etapa consideró el estudio de la recuperación de terpenos, para lo cual 
se preparó un catalizador coinmovilizado de la enzimas ARA, RAM, (API) y βG, presentes en el preparado comercial 
Rapidase®AR2000. 
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Resumen 
La producción de biocombustibles, como el biodiesel o el bioetanol, ha aumentado significativamente en los 
últimos años. Estos sustitutos de los combustibles fósiles provienen de fuentes renovables, lo que disminuye 
significativamente su impacto ambiental en comparación con sus contrapartes derivadas del petróleo. Para el 
caso del biodiesel se proyecta para el año 2025 una producción mundial estimada de unos 41.400 millones de 
litros1. Obtenido a partir de la transesterificación de grasas y aceites con un alcohol que generalmente es metanol, 
el biodiesel es acompañado de glicerol como subproducto de la reacción. Este glicerol, del cual se obtiene 1 kg 
por cada 10 kg de biodiesel producido, posee una muy baja calidad debido a la presencia de contaminantes 
asociados a la reacción de síntesis. Los grandes volúmenes de producción, sumados a la baja calidad de este 
subproducto, resultan en una oferta significativamente mayor a su demanda. La excesiva oferta de glicerol crudo 
no solo impacta negativamente en su precio de mercado, sino que en ocasiones resulta en el descarte o quema 
de este subproducto. Una alternativa interesante para gestionarlo es su biotransformación a otros productos con 
mayor valor agregado. De esta forma no solamente se evitan los problemas medioambientales asociados a su 
descarte, sino que se contribuye a mejorar la economía de la industria del biodiesel. Particularmente, las bacterias 
del género Gluconobacter pueden ser utilizadas como biocatalizadores para oxidar el glicerol, obteniendo ácido 
glicérico (GA) y dihidroxiacetona (DHA) como productos. Ambos compuestos resultan de interés debido a su 
potencial como bloques de construcción para síntesis química. El GA es un compuesto quiral de alto valor, 
mientras que la DHA es un conocido principio activo utilizado en la formulación de cremas de bronceado sin sol, 
altamente demandado por la industria cosmética.  
En este trabajo, la cepa G. frateurii NBRC103465 (Gfr) fue seleccionada como catalizador para la 
biotransformación de glicerol. Considerando que la inmovilización bacteriana a menudo permite mejorar la 
estabilidad y la capacidad de reutilización de los biocatalizadores, se evaluó la inmovilización de Gfr en varias 
matrices naturales. Se obtuvieron buenos resultados de conversión utilizando alginato como matriz de 
inmovilización, aunque se observó una baja reusabilidad y pérdida de células al medio. Con el fin de mejorar las 
propiedades del alginato, se agregaron a la matriz diferentes concentraciones de materiales silíceos de tamaño 
nanométrico, como nanopartículas de Si (SiNps) y la arcilla montmorillonita (MT). Estas preparaciones híbridas 
fueron en todos los casos significativamente más resistentes que su contraparte de alginato después de su 
evaluación por texturometría, lo que además pudo ser correlacionado con una estructura más compacta de los 
híbridos observada por SEM. Luego de 170 hs, la conversión de glicerol crudo por los preparados híbridos de 
alginato al 4% + SiNps al 4% (A4S4) fue comparable a aquella obtenida con células libres. Adicionalmente, la 
reusabilidad de las células inmovilizadas aumentó en comparación con las células libres, permitiendo alcanzar 
mayores productividades acumuladas de GA (0,257 g totales luego de 5 usos de los preparados inmovilizados 
vs. 0,152 g totales luego de 5 usos de las células libres). 
Los resultados obtenidos en este trabajo no solo constituyen una alternativa interesante para la biotransformación 
de glicerol hacia dos productos de mayor valor agregado, sino que presentan una novedosa matriz de 
inmovilización con gran potencial, que es factible de ser utilizada para la inmovilización de otras especies 
bacterianas con fines biosintéticos. 
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Resumen 
 

De los fármacos antivirales desarrollados o en uso clínico hasta el presente, la gran mayoría pertenece al 
grupo de los nucleósidos modificados, cuya especificidad se debe a la inhibición selectiva de enzimas 
involucradas en el metabolismo viral de nucleósidos y nucleótidos. Aunque se han desarrollado muchos métodos 
químicos, los mismos requieren de un elevado número de pasos para su preparación. La utilización de 
biocatalizadores se presenta como una solución a estos problemas1. 

En nuestro laboratorio se han desarrollado vías sintéticas de potenciales antivirales utilizando diferentes 
biocatalizadores, tanto enzimas comerciales como células enteras de microorganismos, para cubrir un amplio 
espectro de diversidad estructural. Una de las rutas biocatalizadas más estudiadas para llevar a cabo la síntesis 
de análogos de nucleósidos implica el uso de nucleósido fosforilasas como biocatalizadores. Estas enzimas 
catalizan la fosforólisis reversible de nucleósidos para dar ribosa-1-fosfato y la correspondiente base. Empleando 
dos enzimas de esta familia, es posible transferir un residuo azúcar desde un nucleósido pirimidínico dador a una 
base aceptora, obteniéndose en forma regio y estereoselectiva el correspondiente nucleósido, reacción conocida 
como transglicosidación2. Dado que las enzimas involucradas en estos sistemas son intracelulares y poco 
accesibles en forma comercial, se prefiere el empleo de células enteras. Con el fin de seleccionar 
biocatalizadores para dicha reacción, se confeccionó un cepario de más de 100 bacterias de distintos géneros y 
se desarrolló un método de selección a microescala, el cual se ha probado anteriormente para preparar diversos 
nucleósidos obteniendo resultados exitosos3. 

En el presente trabajo se muestran los resultados de llevar a cabo la transglicosidación, empleando como 
biocatalizadores células enteras de diferentes microorganismos, entre uridina comercial y 4-(5)-iodo-1H-imidazol 
sintetizado en el laboratorio (como se presenta en la Figura 1.), con el objetivo de obtener nuevos nucleósidos. 
De los microorganismos estudiados se obtuvieron 11 posibles candidatos, las muestras fueron procesadas por 
HPLC-UV y la estructura del compuesto determinada por RMN. La versatilidad estructural de estos compuestos 
permite que a futuro puedan ser modificados químicamente en su base, ampliando de esta forma la familia de 
compuestos. 
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Figura 1. 
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Resumen 
Una alternativa atractiva para añadir valor al glicerol es transformarlo en dihidroxiacetona (DHA), un carbohidrato 
con una atractiva aplicación en la industria cosmética y como precursor de fármacos1. La síntesis enzimática de 
DHA mediante glicerol deshidrogenasa (GlyDH) presenta una inhibición por este producto causando bajos 
rendimientos y productividades. Para superar esta limitación se ha propuesto la implementación de un sistema de 
eliminación del producto in situ (ISPR). Sin embargo, esto requiere una alta velocidad de adsorción, por lo que 
analizar su implementación a través de la modelización y simulación, permitiría un diseño racional del sistema 
esperando una mejora en la eficiencia de eliminación. 

El objetivo de este trabajo fue modelar y simular 
la adsorción de DHA durante la oxidación 
enzimática del glicerol en un reactor discontinuo. 
Para ello, en primer lugar, se realizó un screening 
de seis resinas de intercambio iónico, donde se 
evaluó la capacidad de adsorción (mg 
compuesto/g de resina) de los componentes de la 
reacción (glicerol, DHA y cofactores). Basándose 
en los resultados obtenidos se seleccionó la 
resina de intercambio catiónico Amberlite 
50WX2, la que muestra una capacidad de 
adsorción de 30 mg de DHA por gramo de resina 
y una adsorción nula de los sustratos. En función 
de los resultados experimentales obtenidos, se 
modelaron y se ajustaron las constantes de 
transferencia de masa para la adsorción, 
realizando ensayos a diferentes flujos y 
concentraciones de DHA. 
Una vez definido el modelo de adsorción, se 
simuló la reacción catalítica. Para esto se 
determinaron los valores de los parámetros 
cinéticos de la enzima soluble, obteniéndose un 
modelo de  inhibición mixta hacia el producto 

(DHA). La simulación se implementó en MatLab R2022 y los resultados de la modelación del sistema se muestran 
en la Figura 1. Como resultado del diseño de la columna de adsorción, se obtuvo una longitud de columna de 50 
cm, para un flujo 0,2 mL/min; de esta forma se permitiría mantener una concentración de DHA menor a 20 mM, 
De esta forma es posible obtener una conversión del 100% del glicerol en menos de 2 horas de reacción, 
recuperando 15 mg de producto por gramo de resina.  
La eliminación selectiva de un producto inhibidor del medio de reacción por adsorción en resinas comerciales es 
una gran oportunidad para hacer que los sistemas biocatalíticos sean más competitivos que los sistemas 
convencionales, debido al aumento de la productividad procesos de purificación de bajo coste. 
Referencias  
1.Ciriminna, R., Fidalgo, A., Ilharco, L. M. & Pagliaro, M. Dihydroxyacetone: An Updated Insight into an Important Bioproduct. 
ChemistryOpen vol. 7 233–236 doi.org/10.1002/open.201700201 (2018). 
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Figura 1: Simulación del sistema de remoción in situ de DHA 
durante su generación por vía enzimática. 
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Resumen  

CO2 es uno de los gases de invernadero más importantes y su acumulación en la atmósfera se asocia al cambio 
climático. La fijación de este gas por enzimas para la generación de compuestos orgánicos de valor agregado 
presenta un desafío actual en la biocatálisis. Crotonil-CoA carboxilasa/reductasa (Ccr) es una de las enzimas 
más eficientes en la fijación de CO2 presentando la mayor constante de velocidad catalítica y siendo además 
insensible a la presencia de oxígeno, a diferencia de RuBisCO que es la enzima responsable de fijar CO2 para 
la generación de biomasa. Combinando la caracterización cinética de la enzima silvestre y variantes de residuos 
específicos en el sitio activo1, diferentes estructuras cristalinas del ciclo catalítico2 (Fig. 1) y simulaciones 
computacionales de los cambios conformacionales y la reacción química, se establece un mecanismo para la 
fijación de CO2 por Ccr. Este mecanismo aborda la unión de CO2 a las diferentes conformaciones que adopta el 
sitio activo del tetrámero de la enzima, así como diferentes caminos de reacción que pueden tener lugar en el 
sitio activo. Se espera que los resultados de esta investigación ayuden a sentar las bases para usar y manipular 
carboxilasas en futuras aplicaciones tales como ciclos sintéticos de fijación de CO2. 
 

 
Figura 1: ciclo catalítico en Ccr. 

Referencias 
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2.  DeMirci, H. et al. Intersubunit Coupling Enables Fast CO2-Fixation by reductive carboxylases. ACS Cent. Sci. (2022) 
doi:10.1021/acscentsci.2c00057. 
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Resumen 

Actualmente, los suministros de fuentes de carbono han disminuido considerablemente; esta situación obliga a 
transitar hacia alternativas renovables para la fabricación de diferentes productos. En este sentido el 5-
hidroximetilfurfural (HMF) obtenido a partir de residuos lignocelulósicos es una interesante opción para la 
producción de fungicidas, biocombustibles y bioplásticos. En esta dirección, el objetivo principal de este trabajo 
fue la determinación de la productividad específica de la (trans) esterificación de HMF con acetato de etilo en un 
reactor continuo de lecho empacado. La reacción se llevó a cabo en una columna de acero inoxidable de 0,4 cm 
de diámetro interno y 12,6 cm de largo, empacada con 0,5 g del biocatalizador Novozym 435® (Figura 1), 
operando entre 0,02 a 0,1 mL/min. El sistema continuo de reacción alcanzó una productividad específica de 1 
gProd./(min *gBiocat.),  mayor a la obtenida en el reactor por lotes (0,07 (gProd./min *gBiocat)). La estabilidad operacional 
del biocatalizador, en el sistema continuo y discontinuo (seis ciclos de reacción) casi no evidenció pérdidas de 
actividad (Figura1), lo que lo hace un sistema robusto con un potencial de implementación industrial. 
 

 
 

Figura1. Transesterificación enzimática de HMF y acetato de etilo en un reactor continuo de lecho empacado. 1) Columna 
empacada, 2) Bomba peristáltica, 3) Alimentación, 4) Estabilidad operacional; a-Reactor continuo a 0,05 mL/min durante 48 

h, 35°C, 500 mg Biocat.; b- Reactor por lotes, 35 °C, 500 mg Biocat. 
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Resumen 

La pureza enantiomerica de un fármaco quiral es un factor clave para asegurar su eficacia y minimizar los efectos 
secundarios dentro del organismo. La utilización de enzimas como biocatalizadores para la obtención de este 
tipo de compuestos es hoy en día una de las alternativas más atractivas para su producción, debido a la alta 
selectividad que por naturaleza ellas poseen. Sin embargo, aunque las enzimas son biocatalizadores ideales 
para este tipo de procesos, en muchos casos su actividad, selectividad y estabilidad en condiciones del proceso 
no son lo suficientemente altas para llevar a cabo un proceso a escala industrial. La inmovilización de enzimas 
es una herramienta muy potente para remediar estos inconvenientes, ya que no sólo permite la estabilización de 
la enzima, sino que además permite, a través de una adecuada estrategia de inmovilización, mejorar su actividad 
y selectividad.  
 
Este trabajo, tiene como objetivo evaluar el efecto del largo de la cadena hidrofóbica sobre las propiedades 
catalíticas de la lipasa de Candida antarctica (CALB) inmovilizada sobre soportes magnéticos para su uso en la 
síntesis del R-monometil-3-fenil glutarato (R-MMFG) importante precursor de una serie de fármacos quirales. 
Para alcanzar este objetivo, la lipasa fue inmovilizada sobre partículas magnéticas recubiertas con quitosano 
conteniendo dos largos de cadena hidrofóbica, una de 4 carbonos (Fe3O4-Q-C4) y otra de 8 carbonos (Fe3O4-Q-
C8).  

 
Los principales resultados muestran que el biocatalizador Fe3O4-Q-C4-CALB, si bien presenta inicialmente un 
20% menos de actividad que el biocatalizador Fe3O4-Q-C8-CALB, resulta ser 45% y 38% más estable en 
presencia de un 25% (v/v) de acetona y dioxano respectivamente. Además, en términos de selectividad, el 
biocatalizador Fe3O4-Q-C4-CALB resulto ser 16% más selectivo que el biocatalizador Fe3O4-Q-C8-CALB, 
obteniendo R-MMFG con una pureza enantiomérica (%ee) del 90%. Estos resultados indican claramente que 
una adecuada estrategia de inmovilización puede mejorar las propiedades catalíticas de una enzima, y que, en 
este caso, es probable que una cadena hidrofóbica más corta favorezca otro tipo de interacciones con los grupos 
funcionales que presenta el quitosano, generando una estructura enzimática más estable y selectiva.  
 
Finalmente, el carácter magnético de los biocatalizadores obtenidos facilita las etapas de recuperación y mejora 
la estabilidad mecánica de los biocatalizadores, lo cual se evidencia claramente en la síntesis del R-MMFG en 
un reactor de tanque agitado operando en modalidad de lotes repetidos, donde luego de tres lotes, no hubo 
perdida física de biocatalizador y la selectividad se mantuvo constante lográndose una mejora significativa de la 
productividad específica del proceso. 
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Resumen 
La histamina es una amina biogénica sintetizada por descarboxilación enzimática de su aminoácido precursor, 
la histidina. La histamina se puede encontrar en la mayoría de los alimentos, principalmente pescados, mariscos 
y alimentos fermentados. Su presencia se asocia a la intoxicación por escombroides relacionada con el consumo 
de productos marinos con altos niveles de histamina que producen hipotensión, dolor de cabeza, náuseas, 
sudoración e irritación cutánea, efectos neurológicos y gastrointestinales. La mayoría de los métodos analíticos 
actuales para la detección de histamina se basan en el análisis cromatográfico de aminas biogénicas. Por lo 
tanto, las formas rápidas y sencillas de detección de histamina se vuelven indispensables para el control de 
calidad de alimentos con potencial contenido de histamina. La enzima histamina deshidrogenasa (HDH de 
Rhizobium sp.) se ha utilizado como alternativa para la detección de histamina en diferentes matrices 
alimentarias. Sin embargo, la especificidad de sustrato de HDH por histamina en presencia de otras aminas 
biogénicas debe mejorarse para usarla de forma rutinaria en ensayos de detección. Debido a esto, nuestro grupo 
de trabajo modificó la HDH mediante ingeniería de proteínas para obtener mutantes con mayor preferencia de 
sustrato que la enzima parental. Primero se seleccionaron posiciones de aminoácidos relevantes a la interacción 
con el sustrato y se construyeron siete bibliotecas de mutagénesis de saturación de sitio (SSM) usando codones 
degenerados NNK (~700 clones). Los mutantes de interés obtenidos se caracterizaron frente a seis sustratos: 
histamina, agmatina, tiramina, cadaverina, diaminopropano y diaminobutano, a diferentes concentraciones. Las 
variantes de HDH, especialmente con sustituciones de aminoácidos en las posiciones 72 y 110, mostraron una 
respuesta y una saturación de la señal diferentes frente al aumento de la concentración de histamina, así como 
un incremento de especificidad por la histamina, en comparación con otros sustratos de amina. 
Para mejorar el desempeño de la enzima y comprender el impacto de mutaciones combinadas en los sitios 72 y 
110, se construyó una biblioteca de saturación de sitio simultánea (SSSM, ~1900 clones) que se analizó 
considerando la relación de actividad de histamina a 320 y 1000 µM, la relación entre actividad contra histamina 
y agmatina (1000 µM), y la resistencia térmica ante una incubación a 60°C durante 20 minutos. 
El screening de esta segunda biblioteca llevó a la identificación de la variante previamente no identificada 
F72N110V, la cual muestra un mejor desempeño para los parámetros de especificidad de sustrato, aumento se 
señal directamente proporcional a la concentración de histamina, y actividad residual después de al menos 20 
minutos a 60°C. 
El estudio de desempeño de esta nueva variante de HDH permitirá desarrollar un ensayo enzimático para la 
detección de histamina en presencia de otras aminas biogénicas. 
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Resumen  

Las dioxigenasas tipo Rieske (RDOx) son enzimas bacterianas involucradas en el metabolismo de compuestos 
aromáticos, catalizando la dihidroxilación de arenos con alta regio- y enantioselectividad para dar los cis-
ciclohexadienodioles tipo 1 (figura 1A), los cuales son sumamente atractivos como materiales de partida en rutas 
sintéticas enantioselectivas y asequibles únicamente mediante biotransformación. Nuestro grupo cuenta con 
amplia experiencia en el trabajo con estos sistemas enzimáticos, y en los últimos años hemos evidenciado 
distintas actividades promiscuas basadas en la capacidad del átomo de hierro de coordinar directamente 
sustratos orgánicos en vez de coordinarse con el O2 (como en sus reacciones naturales). Entre ellas, reportamos 
por primera vez la biotransformación del grupo azida 2 al nitrilo 3 (figura 1B), acompañada de estudios 
mecanísticos que llevaron a proponer la formación de una oxima (4, R=H) y su posterior deshidratación.1 Este 
fue el primer reporte de actividad aldoxima deshidratasa para una RDOx, siendo de gran interés por el valor que 
tienen los nitrilos a nivel industrial y las ventajas que ofrecen los métodos biocatalíticos frente a las alternativas 
sintéticas.2  

El presente trabajo mostrará los resultados obtenidos de un estudio más profundo sobre la actividad oxima 
deshidratasa en dioxigenasas tipo Rieske. Se ensayaron siete dioxigenasas distintas utilizando benzaldoxima (4, 
R=H) como sustrato modelo, en presencia y ausencia de oxígeno, y se seleccionaron los tres biocatalizadores 
que mostraron mejores conversiones, para luego estudiar su comportamiento frente a un panel de sustratos con 
distintas características (4 y 6 figura 1C). Se presentará además el seguimiento de la biotransformación en una 
escala de 100 mL acompañada de estudios in silico que brindan información relevante sobre el mecanismo 
implicado en esta transformación catalizada por la tolueno dioxigenasa (TDO). 
 

 
Figura 1: A. Actividad natural de dioxigenasas tipo Rieske. B. Biotransformación de bencilazida a benzonitrilo catalizada por 
tolueno dioxigenasa. C. Resultados preliminares para la biotransformación de las benzaldoximas (4) por los tres mejores 

biocatalizadores encontrados (TDO_ F366V, NDO: Naftaleno Diox., CBDO: Clorobenceno Diox.) 
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