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Resefna historica

En esta ocasion el IV Simposio Latinoamericano de Biocatalisis y
Biotransformaciones (IV SiLaByB), se realiza en conjunto con la Ill
Jornada de Biocatalisis (JBiocat) en la ciudad de Santiago de Chile
entre los dias 8 y 11 de noviembre de 2022.

Este evento tiene por propdésito convocar a la comunidad académica,
profesionales del area, y estudiantes de postgrado de Latinoamérica
para intercambiar experiencias y exponer los avances en las diversas
areas de la biocatalisis enzimatica, constituyéndose en un foro para
el intercambio de conocimientos y experiencias en pos de aunar
esfuerzos hacia una investigacion colaborativa y asociativa.

El evento es organizado en forma conjunta por académicos y
académicas de la Universidad de Santiago de Chile, Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, 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 institucion anfitriona.
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Comité Organizador

Andrea Mahn, Presidenta del Comité Organizador. Profesora Titular,
Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Santiago de
Chile.

Agustina Vila, Asistente del Laboratorio de Biocatalisis y
Biotransformaciones, Departamento de Quimica Organica, Facultad
de Quimica, Universidad de la Republica.

Andrés Rivas, Investigador Principal y Profesor Asistente. Centro de
Genomica y Bioinformatica. Universidad Mayor.

Carlos Vera, Profesor Asociado, Facultad de Quimica y Biologia de
la Universidad de Santiago Chile.

Cecilia Guerrero, Profesora Adjunta, Escuela de Ingenieria
Bioquimica, Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso.

Claudia Bernal, Profesora Asociado en el Instituto de investigacion
Multicisiciparia de Ciencia y Tecnologia, Universidad de La Serena.

Fabricio Roman Bisogno, Investigador independiente Instituto de
Investigacion en fisico-quimica de Cordoba, Centro cientifico
tecnoldgico CONICET, Argentina.

Guadalupe Garcia Lifares, Investigadora Independiente del
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas y dirige
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el Laboratorio de Biocatalisis de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Buenos Aires.

Mauricio Arenas, Profesor Asistente de la escuela de ingenieria en
Bioinformética de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de
Talca.

Sonia Barberis, Profesor Titular Efectiva, Universidad Nacional de
San Luis, Argentina.

Victor Castro Fernandez, Investigador principal en el Laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular. Profesor Asistente del
Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile.
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Comité Cientifico

Andrés lllanes, Presidente del Comité Cientifico. Profesor Titular de
la Escuela de Ingenieria Bigouimica e Investigador Senior del Nucleo
de Biotecnologia Curauma de la Pontificia Universidad Catodlica de
Valparaiso.

Carminna Ottone, Profesora Asociada, Escuela de Ingenieria
Bioquimica, Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso.

Carolina Mascayano, Profesor Asociado de la Facultad de Quimica
y Biologia. Universidad de Santiago de Chile.

Elena Amparo Uribe, Profesor Asociado del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcion.

Felipe Arenas, Profesor Asociado del Departamento de Biologia en
la Facultad de Quimica y Biologia de la Universidad de Santiago de
Chile.

Jans Alzate-Morales, Profesor Asociado, Departamento de
Bioinformatica, Facultad de Ingenieria, Universidad de Talca.

Lorena Wilson, Profesora Titular de la Escuela de Ingenieria
Bigouimica de la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso.
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Ronny Martinez, Profesor Asociado en el Departamento de
Ingenieria en Alimentos, Universidad de La Serena.

Victoria Guixé, Profesora Titular del Departamento de Ciencias
Biologicas (Facultad de Ciencias) de la Universidad de Chile.
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CONFERENCIAS

IV Simposio Latinoameérica de Biocatalisis y
Biotranformaciones. lll Jornada de Biocatalisis.
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Conferencias

Conferencia CO1
Mecanismos alostéricos y determinantes de direccionalidad en sistemas a dos componentes.

Felipe Trajtenberg, Laboratorio de Microbiologia Molecular y Estructural, Institut Pasteur de Montevideo,
Montevideo, Uruguay.

Conferencia C02
Biocatalisis a bajas temperaturas: estudio biofisico y evolutivo de una quinasa de azlcares

adaptada al frio.
Victoria Guixé, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Conferencia C03

Proteases e suas aplicagdes na industria farmacéutica
Ana Lucia Figueiredo Porto, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil.

Conferencia C04
Estrategias de produccién de mirosinasa de brocoli para la obtencion de alimentos funcionales

ricos en sulforafano.
Andrea Mahn, Departamento de Ingenieria Quimica y Biotecnologia, Facultad de Ingenieria, Universidad de
Santiago de Chile, Santiago, Chile.

Conferencia C05

Biocatalizadores para la sintesis de nanaestructuras con potencial biotecnoldgico.
Felipe Arenas, Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile,
Santiago, Chile.

Conferencia C06

Estrategias de operacion de reactores en procesos multienzimaticos.
Lorena Wilson, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso, Chile.

Conferencia C07
Tripanosomiasis olvidadas: disefio de inhibidores del crecimiento de T. cruzi mediante

ingenieria artificial, métodos in silico y experimentales.
Margot Paulino, Area Bionforméatica-DETEMA, Facultad de Quimica, UdelaR, Montevideo, Uruguay.

Conferencia C08
Combinando inteligencia artificial y biologica para definir el estado intermedio del transportador

UreA y su posible mecanismo alostérico.
Sergio Pantano, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay.
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Conferencia C09

Pectina y oligosacaridos pécticos: Obtencion, caracterizacion y propiedades funcionales
Antonia Montilla, Grupo Quimica y Funcionalidad de Carbohidratos y Derivados. Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacién; CIAL (CSIC-UAM), Madrid, Espafia.

Conferencia C10

Fructo-oligosacéridos en la industria alimentaria. Obtencion, caracterizacion y propiedades
fisico-quimicas y tecnoldgicas.

Maria Micaela Ureta, CIDCA, La Plata, Argentina.

Conferencia C11

Proteinas + inteligencia artificial: Desbloqueando el futuro transformador de la biologia.
Leonardo Alvarez, Protera SAS, Santiago/Paris, Chile/Francia

Conferencia C12

Extremozimas: desde la muestra ambiental al mercado.

Jenny Blamey, Fundacion Biociencia, Santiago, Chile. Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago
de Chile, Santiago, Chile.
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Conferencia C01

Mecanismos alostéricos y determinantes de direccionalidad en sistemas a
dos componentes

Felipe Trajtenberg

Laboratorio de Microbiologia Molecular y Estructural, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay
Autor correspondiente:felipet@pasteur.edu.uy

Resumen

Los organismos vivos disponemos de un conjunto de proteinas que actuan como antenas y controlan la ejecucion
de ciertos programas genéticos y/o bioquimicos. 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 percepcion en muchas de las bacterias y arqueas. En su configuracibn mas simple estan
compuestos por una histidina-quinasa (HQ) que actla como sensor, detectando una sefal especifica, y un
regulador de respuesta (RR). Sin embargo, estas vias de sefializacién pueden ser mas complejas, integrando
multiples sefales o involucrando otros intermediarios o moduladores de la sefal. Las HQ son enzimas
multifuncionales que participan en las tres actividades cataliticas involucradas en la transmision de la sefal:
autofosforilacion, fosfotransferencia y desfosforilacion del RR. Las mismas necesitan de una estricta regulacién
para asegurar la correcta transmision del mensaje, al mismo tiempo que minimizar la pérdida de energia celular.
La activacion 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 teéricas sobre el sistema termosensor DesK-DesR de Bacillus subtilis, hemos dilucidado los
mecanismos alostéricos que controlan las diferentes actividades y como se asegura la direccionalidad en el flujo
de informacion, elementos centrales para asegurar una transmision eficiente de la informacion.
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Conferencia C02

Biocatalisis a bajas temperaturas: estudio biofisico y evolutivo de una
guinasa de azlUcares adaptada al frio

R.A. Zamora?, V. Castro-Fernandez!, C.A. Ramirez-Sarmiento?, P. Villalobos?!, E.A. Komives?, V.
Guixe!
1Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile
2 2Institute for Biological and Medical Engineering, Schools of Engineering, Medicine and Biological Sciences,
Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.
3Department of Chemistry and Biochemistry, University of California San Diego, san Diego, USA.
*Autor correspondiente:.vguixe@uchile.cl

Resumen

La temperatura es un factor fisico que afecta la evolucién de los organismos y la funcién de sus macromoléculas.
Dado que la velocidad de las reacciones disminuye a bajas temperaturas, se ha sefialado que la mantencién de
las velocidades de las reacciones enziméticas a bajas temperaturas representa un desafio para organismos que
no regulan su temperatura interna. El efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad de las
reacciones enzimaticas ha llevado a proponer modelos en los que la adaptacién al frio se relaciona con un
aumento en la flexibilidad de las proteinas, debido a una disminucion en interacciones como enlaces de
hidrégenos y puentes salinos. Es asi como las enzimas psicrofilas (adaptadas a funcionar a bajas temperaturas)
muestran una alta eficiencia catalitica a través de una flexibilidad aumentada de algunas regiones de la proteina
involucradas en la catdlisis. Esta flexibilidad permite una dinamica conformacional 6ptima para el proceso
catalitico, la que en algunos casos es conservada en enzimas homologas que realizan la misma funcion. En este
trabajo demostramos que dos enzimas homdlogas adaptadas para funcionar en nichos de diferente temperatura
exhiben una dindmica conformacional diferente. La enzima psicrofila 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 homologa del organismo mesofilo Methanococcus maripaludis (MmPFK/GK) muestra
una dinamica de tipo twist-type. En la enzima psicroéfila, estos movimientos conformacionales estan 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 ionicos, fuera del sitio
activo, que estan altamente conservados en el linaje mesofilo y ausentes en el psicrdéfilo. La incorporacion de
estos pares iénicos en la enzima psicréfila MbPFK/GK modifica la dinAmica conformacional de la proteina, la
dependencia de los valores de Km con la temperatura y el intercambio H/D, haciendo estos parametros similares
a los del homélogo mesdéfilo. Proponemos que la dinamica conformacional es la responsable de la adaptabilidad
catalitica de esta enzima a bajas temperaturas.

Referencias
1. Feller, G and Gerday, C. Psychrophilic enzymes: hot topics in cold adaptation. Nature 1, 10.1038/nrmicro773 (2003)

Agradecimientos: Fondecyt 1191321, NIH grant S10 OD016234.
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Conferencia C03

Proteases e suas aplicacdes na industria farmacéutica

Ana Lucia Figueiredo Porto
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil
Autor correspondiente: analuporto@yahoo.com.br

Resumo

Nas ultimas décadas, tem havido uma crescente conscientizacdo sobre a importancia da humanidade na
exploragéo sustentavel dos recursos naturais para a descoberta de novos produtos farmacéuticos. Para isso, 0s
metabdlitos microbianos merecem particular importancia, pois podem ser produzidos em larga escala sob
condi¢des controladas. Proteases com atividade fibrinolitica de origem natural para uso na terapia de doencas
cardiovasculares séo de interesse crescente, principalmente devido as alteracdes tromboéticas identificadas em
pacientes com COVID-19. Os agentes fibrinoliticos sédo uma classe de drogas que atuam na dissoluc¢éo do trombo
convertendo o plasminogénio em plasmina. Os mais utilizados no tratamento da trombose séo o ativador do
plasminogénio tecidual (tPA) e o ativador do plasminogénio tipo uroquinase (uPA). No entanto, as drogas
atualmente utilizadas sdo de baixa especificidade, meia-vida, respostas alérgicas, alto custo, resisténcia e,
principalmente, associadas a hemorragia. Consequentemente, é necessaria a busca por agentes fibrinoliticos
mais eficientes e com menos efeitos colaterais. Relatos na literatura indicam um potencial de producéo 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 fibrinoliticas com caracteristicas especificas que atendam aos critérios de elegibilidade
para um novo biofarmaco. Nossos estudos mostraram que Mucor subtilissimus UCP 1262 produziu por
fermentacdo sélida uma enzima com atividade fibrinolitica que, quando purificada, apresentou massa molecular
de 20kDa e uma estrutura secundéria composta principalmente por a-hélices. A enzima ndo apresentou
citotoxicidade em ensaios in vitro e in vivo e ndo degradou as cadeias Aa e B de fibrinogénios humanos e
bovinos, indicando que ndo atua como anticoagulante, mas sim como agente fibrinolitico. Além disso, mostrou
biocompatibilidade sanguinea e n&o prolongou o tempo de sangramento em camundongos quando administrado
com 1mg/kg. Esses resultados indicam que esta enzima produzida € um potencial concorrente para o
desenvolvimento de novos farmacos fibrinoliticos.
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Conferencia C04

Estrategias de produccién de mirosinasa de brécoli para la obtencion de
alimentos funcionales ricos en sulforafano

Andrea Mahn'", Antonio Castillo?, Adielis Jiménez?!, Cristian Erazo?!
1Departamento de Ingenieria Quimica y Biotecnologia, Facultad de Ingenieria, Universidad de Santiago de
Chile, Santiago, Chile.
2Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile.
*Autor correspondiente: andrea.mahn@usach.cl

Resumen
La mirosinasa (B-tioglucosidasa glucohidrolasa, E.C. 3.2.3.1) es la enzima responsable de la hidrdlisis de los
glucosinolatos, que corresponden a metabolitos secundarios azufrados presentes en los vegetales de la familia
Brassicaceae. Entre los productos de su hidrélisis se encuentran tiocianatos, isotiocianatos y nitrilos,
dependiendo de las condiciones en que se produzca la reaccion. El sulforafano (SFN) es el isotiocianato que
proviene de la glucorafanina, y existe suficiente evidencia cientifica de sus propiedades beneficiosas para la
salud que lo convierte en el compuesto anticancerigeno mas poderoso de origen natural [1]. Como productos
secundarios de la hidrélisis de glucorafanina se encuentran algunos nitrilos, los que pueden producir toxicidad, y
cuya formacion se ve favorecida en condiciones diferentes a las que privilegian la obtencién de sulforafano. La
glucorafanina es el glucosinolato mas abundante en brécoli, y se encuentra en concentraciones minimas en otras
cruciferas.
La produccion de sulforafano asi como su incorporaciéon en matrices alimentarias se ha visto limitado en parte
por la baja concentracion natural en el tejido vegetal. Con el objetivo de obtener cantidades productivas de SFN
se han desarrollado distintas estrategias, tales como su extraccion directa desde el tejido vegetal seguido por su
estabilizacion mediante microencapsulacién [2], maximizacién del contenido de SFN mediante el procesamiento
tecnolégico de las partes comestibles de brécoli [3] y estabilizacion mediante deshidratacion [4], y la obtencion
de SFN por hidrdlisis in situ mediante la adicién de mirosinasa exdgena a extractos ricos en glucorafanina. Para
llevar a nivel productivo esta Ultima estrategia, resulta imperativo contar con un sistema de produccion de
mirosinasa eficiente y escalable, que idealmente entregue una enzima con caracteristicas cinéticas mejoradas
con respecto a la mirosinasa silvestre.
En este trabajo se presentan distintos procesos de obtencion de mirosinasa de bréocoli producida de manera
heter6loga en bacterias (Eschrichia coli) [5] y levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris), los
respectivos procesos de recuperacion y purificacion, y las caracteristicas fisicoquimicas y cinéticas de las
enzimas recombinantes [6]. Con estos resultados se espera contribuir a la industrializacion de la mirosinasa y al
desarrollo de nuevos alimentos funcionales como fuente de sulforafano biodisponible.
Referencias

1. Mahn A., Castillo, A. Potential of Sulforaphane as a Natural Immune System Enhancer: A Review, Molecules 26 (2021).

2. Zambrano V., Bustos R., Mahn A. Insights about stabilization of sulforaphane through microencapsulation. Heliyon 5 (2019)

3. Mahn A, Pérez C., Zambrano V., Barrientos H. Maximization of Sulforaphane Content in Broccoli Sprouts by Blanching.
Foods 11 (2022), 1906.

4. Mahn A., Martin C., Reyes A., Saavedra A. Evolution of sulforaphane content in sulforaphane-rich broccoli during tray
drying. Journal of Food Engineering 186 (2016) 27 — 33.

5. Curiqueo C., Mahn A., Castillo A. Broccoli myrosinase expression in Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae.
Biomolecules 12 (2022), 233.

6. Jiménez A., Castillo A., Mahn A. Kinetic Study and Modeling of Wild-Type and Recombinant Broccoli Myrosinase
Produced in E. coli and S. cerevisiae as a Function of Substrate Concentration, Temperature, and pH. Catalysts 12
(2022), 683.

Agradecimientos: Esta investigacion fue financiada por el proyecto Fondecyt Regular N°1201418.
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Conferencia C05

Biocatalizadores para la sintesis de nanaestructuras con potencial
biotecnoldgico

Felipe Arenas*

Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile
*Autor correspondiente: felipe.arenassl@usach.cl

Resumen

En la actualidad la contaminacion por metales pesados es un problema a nivel mundial. Tanto el teluro, como el
mercurio, el plomo y sus derivados son cominmente obtenidos y/o generados como subproductos de la refinacién
del cobre, niquel, plata y oro. Debido a la importancia de la industria minera en Chile, cada afio grandes cantidades
de metales téxicos y sus derivados son directamente liberados al medio ambiente. Por ello es de gran interés
ecolégico solucionar este problema, ya sea disminuyendo la cantidad de subproductos generados en los procesos
0 buscando una solucién 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 proteinas como biocatalizadores para ser utilizados en la detoxificacion de compuestos toxicos derivados de
metales y metaloides. Estos compuestos son extremadamente téxicos para la gran mayoria de los organismos a
muy bajas concentraciones. Sin embargo, se ha observado que ciertas bacterias son capaces de mitigar su
toxicidad mediante la reduccién (transformacion) a su forma elemental no téxica. Por otra parte, una nueva
estrategia para la sintesis de NS son las proteinas bacterianas, las cuales actuarian como agentes reductores,
mediando la transferencia de electrones necesaria para la reduccién de los iones metalicos.

El principal objetivo de nuestra investigacion fue aislar, identificar y caracterizar nuevas bacterias resistentes, y
ademas encontrar proteinas reductoras de diferentes metales y metaloides provenientes de muestras ambientales.
Posteriormente se procedi6 a analizar la respuesta ante los toxicos telurito [Te(IV)], selenito [Se(IV)], plata [Ag(l)],
y oro [Au(lll)], entre otros. Por otra parte, se realizaron ensayos de reduccion de estos metales y metaloides
utilizando extractos proteicos, lo que nos permitio realizar un ranking con los distintos grados de reduccién. Ademas,
fuimos capaces de identificar y aislar dentro de los miles de proteinas que tienen estas bacterias, proteinas capaces
de transformar varios metales simultdneamente. Estos biocatalizadores permitirian biorremediar y/o biorrecuperar
metales en solucion desde lugares contaminados de nuestro pais.

Finalmente, nuestra investigacion consiste en utilizar modelos biol6gicos como biocatalizadores para desarrollar
métodos in vivo e in vitro para la generacion de nanoestructuras metélicas. Debido a que existe una creciente
demanda desde el punto de vista de la nanotecnologia, 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 energia 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 linea de investigacion desarrollada permite abrir nuevos caminos hacia el desarrollo de métodos
alternativos de biorremediacién, bioacumulacién y produccién de nanoestructuras de metales y metaloides, con la
finalidad de aplicarlas en nuevos procesos biotecnoldgicos, los cuales se relacionan con tres temas muy
importantes para Chile: contaminacién ambiental, energias renovables, biomedicina y permiten generar valor
agregado a nuevas materias primas.
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Conferencia C06
Estrategias de operacion de reactores en procesos multienzimaticos

Lorena Wilson
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso, Chile
Autor correspondiente: lorena.wilson@pucv.cl

Resumen
En los Gltimos afios, los avances en la produccién y mejora de las enzimas han llevado a considerar procesos
que antes, dada su baja estabilidad operacional, eran impensadas. La ingenieria de proteinas y la evolucién
dirigida junto con las estrategias de inmovilizacién 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 inmovilizacién
ha logrado importantes mejoras en cuanto a su estabilidad y a favorecer las condiciones de proceso respecto a
la recuperacion del catalizador.
La alternativa de poder realizar un proceso multienzimatico en un Unico reactor, denominado proceso one pot
ofrece ventajas que potencian su aplicacion. El éxito de un proceso multienzimatico one pot depende de multiples
factores, entre los cuales se pueden mencionar: el contar con una adecuada estrategia de inmovilizacién o
coinmovilizaciéon de las enzimas involucradas y determinar las condiciones que permitan lograr el mejor
desempefio de estos catalizadores en la condicién de proceso. La operacién one pot, determina que todas las
actividades enzimaticas 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 determinara a la vez ventajas y desventajas.
El operar un reactor one pot requiere de un andlisis cuidadoso respecto a las condiciones que se utilizaran para
llevar a cabo el proceso. Cada enzima tiene sus condiciones de temperatura y pH 6ptimos en cuanto a la
expresién de su actividad, y presentan cierta estabilidad. Es necesario que en estas condiciones, se realice un
estudio respecto a las condiciones en las cuales operard el reactor, lo que sin duda requerira de considerar
condiciones de compromiso en las cuales todas las enzimas puedan trabajar en sintonia para lograr el producto
final requerido.
Los avances a la fecha respecto de la aplicacion de sistemas multienzimaticos y la produccion de enzimas para
llevar a cabo estos procesos y su inmovilizacién, permiten analizar el proceso desde el punto de vista de la
operacion del reactor, con el fin de contar con nuevas herramientas que proyecten a escala industrial la aplicaciéon
de los sistemas multienzimaticos.

Referencias

1. Wilson, L., lllanes, A., Ottone, C., Romero, O. Co-immobilized carrier-free enzymes for lactose upgrading. Curr Opin
Green Sustain Chem, 33, art. no. 100553 (2022)

2. Silva, P., Arancibia, V., Cid, D., Romero, O., lllanes, A., Wilson, L. Catalyst replacement policy on multienzymatic
systems: Theoretical study in the one-pot sequential batch production of lactofructose syrup. Catalysts, 11 (10), art.
no. 1167 (2021)

3. Tavernini, L., Aburto, C., Romero, O., lllanes, A., Wilson, L. Encapsulation of combi-cleas of glycosidases in alginate
beads and polyvinyl alcohol for wine aroma enhancement. Catalysts, 11 (7), art. no. 866 (2021)

4. Arana-Pefia, S., Carballares, D., Morellon-Sterlling, R., Berenguer-Murcia, A., Alcantara, A. R., Rodrigues, R. C., &
Fernandez-Lafuente, R. (2021). Enzyme co-immobilization: Always the biocatalyst designers’ choice...or not?
Biotechnol Adv, 51(March), 107584. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2020.107584

5. Bolivar, J.M., Woodley, J.M., Fernandez-Lafuente, R. Is enzyme immobilization a mature discipline? Some critical
considerations to capitalize on the benefits of immobilization. Chem Soc Rev, 51 (15), 6251-6290 (2022)

Boodhoo, K.V.K., Flickinger, M.C., Woodley, J.M., Emanuelsson, E.A.C. Bioprocess intensification: A route to
efficient and sustainable biocatalytic transformations for the future. Chem Eng Process - Process
Intensification, 172, art. no. 108793 (2022)
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Conferencia C07

Tripanosomiasis olvidadas: diseno de inhibidores del crecimiento de T. cruzi

mediante ingenieria artificial, métodos in silico y experimentales

) Margot Paulino
Area Bionformatica-DETEMA, Facultad de Quimica, UdelaR, Montevideo, Uruguay
Autor correspondiente: margot@fg.edu.uy

Resumen

Las quinonas se encuentran de forma natural en organismos de todos los reinos, donde desempefian
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 farmacolégicos 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 accion contra la forma sanguinea de los tripanosomas
africanos mortales de un conjunto de 19 derivados de p-quinona fusionados a diferentes anillos arométicos (nafto-
, furan-, tioxo- y tiazo-) y con distintos sustituyentes. Todos los compuestos, excepto una furan-quinona (EC50 =
38 uM), resultaron ser igual o incluso mas potentes (EC50 = 0,45-5,5 uM) que el farmaco clinico Nifurtimox (EC50
= 5,3 yM) 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 presenté actividades interesantes. Dos de
los compuestos ensayados afectaron a la proliferacion de la fase intracelular (amastigota) del patégeno humano
T. cruzi. Ensayos realizados con un hiosensor redox codificado genéticamente indicaron la rapida induccion de
un marcado medio oxidativo intracelular en el torrente sanguineo de T. b. brucei. Los calculos DFT sobre la
quinona oxidada (Q), la semiquinona (Q-) y la hidroquinona (QHz) resultaron en valores de AG negativos a favor
de la formacion de Q- a partir de Q. Los andlisis SAR y QSAR (2D y 3D) de diferentes descriptores electrénicos
y biofisicos, mostraron que la distribucién de la carga sobre los carbonos del anillo de la quinona Q y Q- y las
energias 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 patdgenos. Con esta informacion y luego de disefiar 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 disefios de novo,. El entrenamiento de la red usa la base de datos PDBBInd y la aplicacién
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 Schrodinger). Técnicas combinadas de anclaje reverso (Pharmmaper, Schaft) y
minado en mapas metabdlicos (KEGG) permitieron identificar posibles blancos de accién a la tripanotiona
reductasa (TR), glucosa-6P-deshidrogenasa y triparedoxina reductasa. Con la estructura 3D de TR se realiz6
una prueba piloto con la que se generd una muestra de 3000 disefios de novo (hits.denovo), se construyeron sus
estructuras 3D a partir de sus codigos SMILES, y se clasificaron segln su espacio quimico y sus farmacéforos.
Se realizaron anclajes moleculares (MOE Chemcomp, Amber 14-EHT) y dindmicas moleculares (NAMD,
Charmm36) para evaluar la posible unién y ordenamiento segin sus energias libres de interaccion y se
registraron sus patrones (fingerprints) de contacto. Se seleccionaron los 100 disefios mejor anclados, se reviso
su factibilidad sintética y finalmente se propone un conjunto de 30 hits.denovo para su sintesis, con las cuales
se realizara un ciclo de confirmacion de su bioactividad y mecanismo de accién utilizando los modelos
experimentales e in silico desarrollados para su disefio.

1. M. Paulino Zunini, F. Iribarne , M. Dubin , S. Aguilera-Morales , O. Tapia , A.O.M. Stoppani. The chemotherapy of
Chaga s disease: An overview. Mini Reviews in Medicinal Chemistry, 5, 173 — 183 (2005).
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Conferencia C08

Combinando inteligencia artificial y biolégica para definir el estado
intermedio del transportador UreA y su posible mecanismo alostérico

Sergio Pantano®’, Lucianna Silva dos Santos?, Manuel Sanguinetti?, Ana Ramoén?
! Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay
2 Seccidn Bioquimica, Fac. Ciencias Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay
8 Faculty of Biology, Department of Botany, University of Athens, Athens, Greece
*Autor correspondiente:spantano@pasteur.edu.uy

Resumen
El transportador de urea de Aspergillus nidulans (UreA) es un miembro de la subfamilia de transportadores de
urea/H+ y el Unico 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 homologia, construimos modelos estructurales de
ambos estados que logramos validar mediante mutagénesis aleatoria clasica y dirigida al sitio, revelando residuos
cruciales para la unién, el reconocimiento y la translocacion de ureal.

Para profundizar en la caracterizacion 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 union putativo definido por dos residuos centrales, W82
y W84. Estudios de docking ayudaron a completar la definicion del sitio de union, incluyendo N279 y T282. Cabe
destacar que dichos aminoacidos 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 absorcion de urea, acetamida, tiourea y
mutagénesis, proporcionando una correlacion notable entre las afinidades computacionales y experimentales
(purea = 0,84), pacetamida = 0,90 y priourea = 0,90). El andlisis de los modos de enlace de los distintos compuestos
siguiere ademas que las interacciones de apilamiento entre orbitales = de ureay los grupos indélicos de los W82
y 84 proveen la energia necesaria para la transiciéon entre ambos estados cerrados de UreA, facilitando el
transporte

La combinacion de inteligencia artificial y modelado “tradicional”, validada por extensas mutaciones en el sitio de
unioén sugieren una nueva potencialidad de la inteligencia artificial para adquirir detalles estructurales en una
familia de proteinas dificil de determinar experimentalmente.

Referencia
1. Sanguinetti et al., Modelling and mutational analysis of Aspergillus nidulans UreA, a member of the subfamily of
urea/Hp transporters in fungi and plants. Open Biol. 4: 140070. (2014).
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Conferencia C09

Pectina y oligosacaridos pécticos: Obtencidn, caracterizacion y

propiedades funcionales

Antonia Montilla
Grupo Quimica y Funcionalidad de Carbohidratos y Derivados. Instituto de Investigacién en Ciencias de la
Alimentacién; CIAL (CSIC-UAM), Madrid, Espafia
Autor correspondiente: a.montilla@csic.es
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 alimentacién animal. Teniendo en cuenta el
potencial que poseen muchos de estos subproductos, podrian ser aprovechados como fuente de compuestos
funcionales que, siendo afiadidos a determinados alimentos, pueden otorgarles un elevado valor afiadido. Por
otra parte, cuando un residuo agro-alimentario se utiliza para obtener algin compuesto de interés, el proceso
seguido puede suponer mas un problema que una solucién. Un buen ejemplo de esta situacién es la produccién
de pectina, polisacarido que se conoce desde hace décadas por sus propiedades tecnol6gicas, pero que ha
despertado gran interés recientemente por su efecto sobre la microbiota intestinal (prebiético), el colesterol y la
glucosa postprandial, entre otros!. 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 citricos, 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 obtencién como ingrediente funcional, sin prestar atencion a
que los diferentes pasos que conforman su produccion conllevan la generacién de gran cantidad de efluentes
sélidos y liquidos, lo cual no s6lo 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 obtencion de pectina principalmente
de citricos. Pero, dado el ingente incremento de fuentes alternativas de pectina (tomate, alcachofa, brdocoli,
alperujo...), se hace necesario explorar diferentes rutas de aprovechamiento de estos residuos. En este sentido
se debe considerar que ciertos procesos de obtencién de la pectina, como los enzimaticos, que no resultan
ventajosos para la obtencion exclusiva de dicho polisacarido, pueden resultar de gran interés para la obtencién
de extractos solubles enriquecidos en compuestos fitoquimicos y azlcares de bajo peso molecular que podrian
ser utilizados como edulcorantes con funcionalidad afiadida.? Por tanto, para un aprovechamiento integral de los
subproductos vegetales se hace necesario el empleo de tecnologias verdes de extracciéon (acidos organicos,
enzimas, ultrasonidos, microondas) y purificacién (tecnologia de membranas). De esta forma se obtendran
fracciones enriquecidas en fitoquimicos (polifenoles, terpenoides, glucosinolatos, vitaminas hidrosolubles, ...) asi
como pectinas y oligosacaridos pécticos (POS) con nuevas estructuras y propiedades bioactivas de interés.?!
Todo ello encuadrado en el concepto de economia sostenible.?
Otro aspecto que favorecera en gran medida el aprovechamiento integral de los subproductos vegetales es su
caracterizacion estructural, que dara informacién acerca de los potenciales ingredientes funcionales a obtener.
A su vez es necesario llevar a cabo la caracterizacién estructural de las fracciones obtenidas, determinando
parametros moleculares como masa molecular, composicion monomeérica y grado de metilesterificacion, que
determinan en gran medida la funcionalidad de los potenciales ingredientes, para darles una aplicacién adecuada
segun sus propiedades tecnolégicas y biologicas.t Por dltimo, dada la complejidad y gasto de recursos y tiempo
gue supone la optimizacion de los procesos de obtencion de pectina y POS y el estudio de sus propiedades
funcionales, se esta generalizando el empleo de disefios experimentales y la optimizacion mediante metodologia
de superficie de respuesta (RSM) o analisis mas complejos como redes neuronales artificiales (ANN) para la
extraccion; junto a otras metodologias in silico que permiten hacer un estudio prospectivo de propiedades como
antioxidantes, prebidticas, entre otras, antes de llevar a cabo los estudios in vitro e in vivo necesarios para el
desarrollo de nuevos ingredientes. Las metodologias in silico posibilitan también el analisis de la viabilidad
tecnoldgica y econémica de los procesos desarrollados.?
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).
Agradecimientos: Ministerio de Ciencia e Innovacién, proyectos PID2021-1238620B-100; AGL2017-84614-C2-1
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Conferencia C10

Fructo-oligosacéridos en la industria alimentaria. Obtencion,

caracterizacion y propiedades fisico-quimicas y tecnoldgicas.

Maria Micaela Ureta
CIDCA, La Plata, Argentina
Autor correspondiente: micaelaureta@gmail.com

Resumen

Los fructo-oligosacaridos (FOS) son compuestos prebioticos, es decir ingredientes no digeribles que benefician
al consumidor estimulando selectivamente el crecimiento y actividad de bacterias del colon, mejorando asi la
salud intestinal (Gibson y Roberfroid 1995). Estructuralmente, se trata de polimeros de D-fructosa unidos por
enlaces B(2—1) glucosidicos 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 Ultimas
décadas, la demanda de estos compuestos crecid sistematicamente. 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-cataliticos para su obtencion de manera rapida y eficiente con el principal objetivo de
aumentar asi la disponibilidad de estos ingredientes para ser incorporados a diversos productos.

Desde un punto de vista tecnolégico, pueden ser producidos a través de hidrdlisis de polisacéridos naturales
altamente disponibles, principalmente inulina, o bien, a través de sintesis enzimatica utilizando principalmente
sacarosa como sustrato. En la obtencion mediante hidrélisis se originan compuestos de mayor peso molecular
(grado de polimerizacion — DP- alrededor de 10), mientras que la sintesis enzimatica proporciona compuestos
de menor tamafio (DP entre 3y 7). Esta conferencia estara centrada en los FOS obtenidos a partir de sintesis
enzimatica. Se expondran distintos sustratos alternativos ensayados para la produccion a escala de estos
compuestos, asi también como la posibilidad de utilizar distintas fuentes de catalizadores (enzimas). Asimismo,
se describiran las principales caracteristicas de estos compuestos que hacen a los FOS ingredientes versatiles
para incorporar a distintas matrices de alimentos y bebidas.

Referencias
1. Gibson GR, Roberfroid M. Dietary modulation of the human colonic microbiota -introducing the concept of
prebiotics.J. Nutr. (1995) 125:1401-1412. doi: 10.1093/jn/125.6.1401.
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Conferencia C11

Proteinas + inteligencia artificial: Desbloqueando el futuro transformador de la
biologia
Leonardo Alvarez®’, Javier Caceres-Delpiano?, Michael M. Dunne!

1 Protera SAS, Santiago/Paris, Chile/Francia
* Autor correspondiente: info@proterabio.com

Resumen

En los Gltimos afios, la biologia ha tomado un rol protagénico en diversas industrias. Este acelerado crecimiento
se debe principalmente a que muchas de las tecnologias que permiten desarrollar productos de origen bioldgico
han mejorado y escalado en la dltima década.

El instituto McKinsey, especializado en investigar mercados establecidos y emergentes, en su ultimo reporte
titulado “The Biorevolution: Innovations transforming economies, societies and our lives” estimé que la biologia
tiene el potencial de crear US$ 4 trillones en crecimiento econémico en los siguientes 20 afios. Ademas,
determinaron que mas del 50% de este crecimiento serd en industrias més alla de la salud humana.

Detras de todos los desarrollos de productos biolégicos, las proteinas juegan un rol fundamental. Ya sea en el
producto final, como en el caso de las enzimas para uso industrial, o participando en vias metabdlicas que
permiten optimizar organismos para la produccién de moléculas pequefias a través de fermentacion.

Debido al rol central de las proteinas en el futuro de la industria de productos bioldgicos, se han realizado
esfuerzos multidisciplinarios para lograr predecir de manera efectiva la relacion entre su secuencia aminoacidica
y su estructura tridimensional, como es el exitoso caso de “AlphaFold”’. Pese a esto, alin existen desafios que
limitan el desarrollo de estos productos de nueva generacion:

1- Descubrir: ¢ Cémo lograr encontrar la proteina con la actividad adecuada para la aplicacion final?
2- Optimizar: Una vez identificada la proteina ¢cémo lograr mantener su funcion en las condiciones
deseadas?
3- Produccién: ¢Como lograr los niveles de produccion y desempefio en el producto final, para lograr que
sea econémicamente viable?
En Protera (www.proterabio.com), como empresa emergente de la industria biotecnoldgica, nos hemos enfocado
en desarrollar y validar madi™, una plataforma de “Deep Learning”, capaz de predecir de manera eficiente la
actividad, “fithess” y expresién de proteinas en distintos hospederos.

test: R?=0.668; r=0.818; p=0.818
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Fig. 1. Madi™ y su capacidad predictiva. Prediccién de expresion recombinante de proteinas (predicted) vs. validacion
experimental de expresion relativa por GFP en Escherichia coli (true). Se muestran valores para el coeficiente de
determinacion (R?), coeficiente de Pearson, y coeficiente de Spearman (p).
Referencias:
1. Jumper, J., Evans, R., Pritzel, A. et al. Highly accurate protein structure prediction with AlphaFold. Nature 596, 583—

589 (2021). https://doi.org/10.1038/s41586-021-03819-2
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Extremozimas: desde la muestra ambiental al mercado

Jenny M. Blamey?!?
! Fundacién Biociencia, Santiago, Chile.
2Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile.
Autor correspondiente: jenny.blamey@usach.cl

Resumen
La biocatalisis ha demostrado ser una herramienta industrial fundamental para la conversion de materia prima
en valiosos bioproductos.

El descubrimiento de nuevas enzimas, la mejora de los procesos enziméaticos y el desarrollo de nuevos procesos
para la produccién de enzimas, presenta importantes beneficios, que incluyen una mayor selectividad, una mayor
sostenibilidad y una baja toxicidad, traduciéndose en procesos de produccién més limpios y de menor impacto
ambiental.

Las enzimas derivadas de extremdfilos, o extremozimas, poseen sobresalientes propiedades, que incluyen la
capacidad de llevar a cabo reacciones en condiciones no estandar, por ejemplo, temperaturas altas o bajas, pH
acido o alcalino, altas concentraciones de sal o solventes organicos y alta presion, donde las enzimas mesofilicas
presentan un rendimiento inferior y baja estabilidad.

El trabajo con extreméfilos y sus extremozimas en sus formas nativas es dificil debido a las complejas
condiciones de cultivo requeridas y donde normalmente el rendimiento celular es bajo.

Para alcanzar niveles de produccion industrial, las extremozimas disponibles han sido sobreexpresadas en
sistemas heterdlogos adecuados, manteniendo en general sus caracteristicas funcionales.

En esta presentacién, se discutira el camino o proceso desarrollado a partir del descubrimiento de una actividad
enzimatica 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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Disefio de péptidos bloqueadores de actividad isopeptidica en adhesinas
de Streptococcus pyogenes

Tomas Hermosilla', J Andrés Rivas Pardo!
! Centro de Genémica y Bioinformatica, Universidad Mayor, Santiago, Chile
*Autores correspondientes: tomas.hermosilla@mayor.cl, jaime.rivas@umayor.cl

Resumen

El pili o fimbria es un apéndice de naturaleza proteica, ampliamente conocido por su capacidad patogénica y por
participar activamente en la adhesion sobre superficies (1). En el caso de algunos microorganismos Gram-
positivos, como es el caso de Streptococcus pyogenes, la proteina estructural de pilus esta acondicionada con
un enlace interno—isopéptido— que previene el desplegamiento a pesar de las grandes demandas mecanicas
gue puede experimentar durante la colonizacién de tejidos. Este enlace ocurre entre la cadena lateral de un
residuo de lisina y asparagina, catalizado por un residuo &cido que hace las funciones de catalizador, definiendo
la triada necesaria para el proceso autocatalitico que da origen al enlace isopeptidico.

Basado en estrategias computacionales, en este trabajo implementamos una plataforma computacional para el
desarrollo de pequefios péptidos que interfieran con la formacién del enlace isopeptidico de la adhesina Spy0128,
proteina estructural del pilus de S. pyogenes. Nuestra plataforma se basa en un software de libre acceso (2) que
genera una biblioteca de péptidos que mas tarde son traducidos hasta coordenadas espaciales y ensayada su
afinidad mediante acoplamiento molecular. El resultado del programa generador de péptidos, o RPG, entrega
informacion valiosa para estimar posiciones y residuos criticos 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 unién teérica. Finalmente, estos péptidos pueden ser evaluados mas tarde por otras
técnicas, como la simulacién molecular dirigida (SMD) y calcular la energia o trabajo necesarios para desalojar
un péptido localizado al sitio de unién.

Nuestros resultados indican que gracias al empleo del software RPG, y evaluando més tarde mediante SMD, los
péptidos disefiados 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 disefio y seleccion de un conjunto de péptidos que orienten la implementacion de
herramientas peptidicas in vitro para interferir con la formacion de enlaces isopeptidicos de Spy0128 y otras

roteinas.

Figura 1. Disefio de péptidos para interferir en la
catalisis de laformacion del enlace isopeptidico basado
en RPG. A), pilus es una estructura basada en proteina que
permite la union de la bacteria al epitelio del hospedero. En
el caso de S. pyogenes, cientos de repeticiones de la
proteina Spy0128 se encuentran presentes por pilus. Un
enlace  isopeptidico  autocatalizado  previene el
desplegamiento mecanico de la proteina. B), péptido
disefiado y evaluado mediante el programa RPG. C), calculo
del trabajo realizado mediante simulacion molecular dirigida
para el péptido disefiado basado en el empleo iterativo del
software RPG. La comparacién de trabajo muestra que es
necesario al menos un 50% mas de trabajo para desalojar
el péptido disefiado respecto al control.

A)
Intervencion Proteica
de Pilus Inextensible

<

2673

200
2153
8

Eun

Célula Epitelial T G coen

Referencias
1. Moellering, R. C. NDM-1 — A Cause for Worldwide Concern. N. Engl. J. Med. 3, 2377 (2010).
2. RPG softaware, Link to Github: https://github.com/RivasPardoLab/RPG-Software
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Bioinformatica aplicada a la especificidad de sustratos de
aminasas reductivas
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4Unidad de Bioinformatica, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay

*Autor correspondiente: gonzalomlp147@gmail.com

Resumen

Actualmente, resulta de gran interés la produccion de compuestos biolégicamente activos, como
productos naturales o farmacos, que contengan aminas quirales en su estructura. Entre las
reacciones posibles para la sintesis de dichas aminas se destaca la aminacién reductiva que
permite acoplar directamente una gama de cetonas a las aminas de interés. Esta reaccion es
catalizada por algunas iminoreductasas y por aminasas reductivas,."

Nuestro grupo ha estado trabajando en la sintesis enzimatica de algunos radiotrazadores de
relevancia en el diagndstico médico a través de tomografia de emision de positrones. Una
estrategia involucra la aminacion 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 contribucion presentamos un analisis 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 homologia, simulaciones de dinamica molecular simple y en solvente mixto y
técnicas de docking sesgado. Estos estudios sentaran las bases para disefiar mutantes de Ss-
IRED-R adecuados para el fin propuesto, los cuales seran posteriormente desarrollados y
evaluados en el laboratorio.

Fig 1. Esquema basico de modificacion del sitio activo para obtener actividad con determinados sustratos.

Referencias
1. Aleku, G. A. et al. A reductive aminase from Aspergillus oryzae. Nat. Chem. 9, 961-969 (2017).

2. Iglesias, C. et al. Identification, Characterization, and In Silico Analysis of New Imine Reductases
From Native Streptomyces Genomes. Front. Catal. 1, 1-10 (2021).

# U \ )
UNIVERSIDAD N

gg'g’/fﬁ%‘gég z_ UNIVERSIDAD ] .
CATOI_ICA DE Py NIVERSIDAD ™ A S i
DE CHILE VALPARAISO DE CHILE  MAYOR fal-Tlh UNIVERSIDAD

para espiritus emprendedores



yB Jbiocat

Il JORNADA DE BIOCATALISIS

Presentacion Oral O03

Incrementando la actividad de degradacion de PET de una poliesterasa
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*Autor correspondiente: cesar.ramirez@uc.cl
Resumen
El tereftalato de polietileno (PET) es uno de los plasticos sintéticos mas utilizados en la industria del empaque
de liquidos y alimentos, y ampliamente reconocido por su uso en la mayoria de las botellas desechables. Al ser
un plastico de un solo uso con una duraciéon muy corta en manos de consumidores desde su compra hasta su
eliminacién, junto al mal manejo de desechos plasticos y bajas tasas de reciclaje, el PET se ha convertido en

uno de los principales desechos plasticos que se encuentran en el medio ambiente.

Por fortuna, se han descrito varios microorganismos que codifican enzimas que catalizan la despolimerizacion
del PET, denominadas PET hidrolasas. Si bien la mayoria de estas enzimas provienen de organismos terméfilos
y alcanzan actividades optimas de hidrélisis de PET a temperaturas entre 60°C y 70°C, recientemente se han
descrito otras PET hidrolasas de organismos mesoéfilos y psicrofilos que degradan parcialmente el PET a
temperaturas inferiores a los 40°C.

Una de estas enzimas, proveniente de la bacteria antartica Moraxella sp. TA144 y denominada Morsl, fue
descrita por nuestro laboratorio como una poliesterasa psicrofila, en virtud de su degradacion tanto del poliéster
alifatico policaprolactona como de PET a una temperatura éptima de reaccion de 25°C?. Si bien la actividad de
Mors1 fue similar a la observada para la PET hidrolasa mesdfila de la bacteria Ideonella sakaiensis 201-F6, sus
tasas de degradacion de este poliéster sigue siendo inferior a la observada para las enzimas termdfilas.

En este trabajo, reportamos la caracterizacion estructural de Morsl, asi como también la ingenieria de esta
enzima para aumentar su actividad catalitica contra PET. Primero, resolvimos la estructura de Morsl a una
resolucion de 1.6 A mediante difraccion de rayos X, demostrando que esta enzima contiene 3 puentes disulfuro
en su estructura, a diferencia de las enzimas mesoéfilas (2 puentes disulfuro) y terméfilas (1 puente disulfuro).
Luego, realizamos una serie de sustituciones mediante mutagénesis sitio-dirigida en Morsl, que han sido
reportadas que aumentan la actividad enzimatica de otras PET hidrolasa. Sin embargo, ninguna de estas
mutaciones generd un aumento en la actividad de la enzima.

Finalmente, disefiamos una enzima quimérica mediante el remplazo del loop que contiene una de las cisteinas
gue participa de un puente disulfuro del sitio activo de Mors1 por el loop equivalente del sitio activo de la enzima
termofila LCC. Al realizar esta sustitucion 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 éptima incremento en
~20°C. Nuestros resultados sugieren al intercambio de loops entre enzimas termdfilas y meséfilas como una
estrategia para el disefio de PET hidrolasas de mayor eficiencia catalitica.

Referencias

1. Blazquez-Sanchez, P. et al. Antarctic Polyester Hydrolases Degrade Aliphatic and Aromatic Polyesters at Moderate
Temperatures. Appl. Environ. Microbiol. 88, e0184221 (2022).
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Presentacion Oral O04

Identificacidén de residuos criticos para la catalisis en la familia de
guinasas de vitaminas: determinacion de la estructura de una enzima
ancestral en distintos complejos ternarios

Nicolas Fuentes-Ugarte*, Victoria Guix€, Victor Castro-Fernandez
Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile
*Autor correspondiente: Nicolas Fuentes-Ugarte nicolas.fuentes@ug.uchile.cl

Resumen

Las quinasas de vitaminas son fosfotransferasas dependientes de ATP que fosforilan intermediarios de vitamina
B1y B6 en un grupo alcohol primario (R-OH). Dentro de esta familia se han descrito enzimas que participan en
la biosintesis de vitamina B1, las cuales corresponden a las 4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina fosfato
quinasas (HMPPK) que catalizan la fosforilacion de 4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina (HMP) a 4-amino-5-
hidroximetil-2-metilpirimidina fosfato (HMP-P) y que ademas catalizan la fosforilacion de HMP-P a 4-amino-5-
hidroximetil-2-metilpirimidina pirofosfato (HMP-PP)'-2. Esta segunda reaccion de fosforilacion es Unica en la
familia de quinasas de vitaminas y en la superfamilia Riboquinasa, dado que esta segunda fosforilacién se realiza
sobre un grupo metil fosfato (R-CH2-POs4), siendo también pocos los mecanismos descritos en enzimas que
realizan este tipo de catélisis.

Actualmente, el mecanismo de fosforilacién de HMP-P es desconocido en las enzimas HMPPK. En este trabajo,
aprovechando la simple y elevada produccion de una enzima HMPPK ancestral del orden Enterobacteriales
(AncEnHMPPK) y que ademas presentaba variadas condiciones de cristalizacién, cristalizamos la enzima
ancestral en presencia de distintas combinaciones de HMP, HMP-P y andlogos no hidrolizables de ATP o ADP.
De los experimentos de cristalizacién y difraccion de rayos X, se obtuvieron ocho estructuras de los siguientes
complejos ternarios: 1. HMP/analogo-ATP; 2. HMP-P/analogo-ADP y 3. HMP-P/analogo-ATP. Estos complejos
muestran que el residuo Lys111 participaria en la estabilizacién del estado de transicién en la fosforilacién de
HMP-P, teniendo el mismo rol que el descrito para la fosforilacion del grupo -OH en el resto de la familia. Sin
embargo, se observé que el residuo Cys213, reportado como la base catalitica de esta familia, presenta una
considerable lejania del grupo metil fosfato y del fosfato gama del analogo de ATP. Interesantemente, en los
complejos aparecen los residuos His179 y Thr211, que mediarian la estabilizacion los fosfatos beta y gama de
la molécula de ATP, y el residuo His209, el que estabilizaria el grupo metil fosfato de la molécula de HMP-P.

Estos resultados sugieren que el residuo Lys111 tendria 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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Busqueday seleccion de biocatalizadores bacterianos para la
degradacién de glifosato
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*Autor correspondiente: Irojas@ung.edu.ar

Resumen

La demanda mundial de alimentos se incrementa en forma constante, y con ella la aplicaciéon de nuevas
tecnologias para su produccion y, en consecuencia, el uso de agroquimicos. 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 aplicacion se ha intensificado notoriamente desde la introduccion de cultivos
genéticamente modificados para su resistencia. Actualmente, el glifosato representa el 76% del total de los
pesticidas utilizados en nuestro pais. Su uso ha mejorado la produccion agricola, mediante el control de plagas
y enfermedades, reflejandose en beneficios econdémicos. Sin embargo, debido a la toxicidad de esta sustancia,
Su uso masivo plantea una preocupacion 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 crénicas, trastornos reproductivos y disfunciones del sistema endocrino, han sido
vinculadas con la exposicion a glifosato. En relacion al medio ambiente, en Argentina se han detectado
agrotoxicos en diferentes niveles del suelo que contaminan el agua y se acumulan en rios y lagos. Esto
representa un riesgo para la poblacién expuesta a este agroquimicol?, y conlleva a la necesidad de remediar
aguas contaminadas con este OP. Las metodologias tradicionales para la remocidn de pesticidas del ambiente
generan nuevos contaminantes y son costosas®, por lo que la biorremediacion resulta ser una alternativa
prometedora.

Con el objetivo de hallar nuevos microorganismos bacterianos wild type capaces de degradar glifosato, se
realiz6 un screening en medio liquido a partir de 9 cepas microbianas seleccionadas previamente por su
capacidad de degradar OPs triésteres, de los géneros Sphingomonas, Streptomyces, Nocardias, Arthrobacter y
Brevundimonas*®. Para ello, se desarrollaron cultivos en medio minimo suplementado con dicho herbicida como
Unica fuente de carbono y energia (FCE). A partir del analisis del crecimiento de cada uno de los microorganismos
estudiados se determinaron las correspondientes velocidades especificas de crecimiento maximas (Mmax),
encontrdndose que dos cepas, una de Streptomyces y otra de Arthrobacter, fueron capaces de utilizar glifosato
como Unica FCE. Estos resultados, en relacion a trabajos previamente reportados, sugirieron su capacidad de
degradar dicho herbicida en sistemas en crecimiento?. Una vez seleccionados estos biocatalizadores, y a partir
del desarrollo de metodologias de derivatizacién y deteccién de glifosato y sus productos de degradacion
mediante HPLC y/o GC, se llevé a cabo la cuantificacion de la degradacion del herbicida. Los resultados
obtenidos en este trabajo permitieron hallar dos biocatalizadores novedosos que podrian ser aplicados al
tratamiento de aguas contaminadas con glifosato.
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Mecanismo cinético y efecto de la concentracion de sal en la actividad
enzimatica de G6PDH de la archaea haléfila Haloferax volcanii

Gabriel Vallejos-Baccelliere’, Nicolas Fuentes-Ugarte, Victor Castro-Fernandez, Victoria Guixé
Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile, Santiago, Chile
*Autor correspondiente: gvallejos@ug.uchile.cl

Resumen

El efecto de las sales o de la fuerza idnica en la catalisis enzimatica es un fenémeno relativamente poco estudiado
a nivel cuantitativo. En este contexto, los modelos principalmente utilizados para describir este fenémeno
corresponden a enzimas con superficie de carga neta positiva y sustratos negativos, como ribonucleasas?, donde
el efecto de la sal se relaciona principalmente con un apantallamiento de cargas que conlleva una disminucién
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 haléfilos Haloarquea, cuya actividad aumenta en funcion
de la concentracion de sal y donde la mayoria de las proteinas presentan un potencial de superficie negativo
como parte de un mecanismo adaptativo a ambientes de alta fuerza i6nica. Con el fin de aproximarnos a una
descripcion fisicoquimica del efecto de la sal en este tipo de enzimas, en este trabajo utilizaremos como modelo
la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Haloferax volcanii?. Esta enzima posee una superficie cargada
negativamente y un sitio activo ubicado en un bolsillo positivo. Ademas, 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 catdlisis de enzimas, no solo de
organismos haléfilos, sino que de enzimas en general.

Utilizando cinética de estado estacionario en altas concentraciones de NaCl se establecié que esta enzima posee
un mecanismo cinético que involucra la formacién de un complejo ternario y, mediante la realizacion de estudios
de inhibicion por producto (NADH), se determiné que corresponde a un mecanismo secuencial ordenado en el
gue el primer sustrato en unirse a la enzima es NAD* y el ultimo producto en liberarse es NADH. Junto con esto,
se analiz6 el efecto de la concentracion de KCl y NaCl en las propiedades cinéticas de la enzima realizando
curvas de saturacién para cada sustrato a distintas concentraciones de cada sal. Mediante el andlisis del
comportamiento de los pardmetros cinéticos, Vm, Km ¥ Vm/Km en funcién 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 catalisis y a
una leve disminucion en la afinidad por NAD*. Considerando que esta enzima ademas es capaz de catalizar la
oxidacion de glucosa (aunque con mucha menor eficiencia) y que este sustrato no posee carga neta, se analiz6
el efecto de la sal en esta actividad enzimatica para obtener informacién sobre el efecto de la carga del sustrato
azucar. En el caso de glucosa, el aumento de Vm/Km en funcion de la concentracion de sal es al menos dos
ordenes de magnitud menor que el aumento de este parametro para G6P. Esto permite hipotetizar que el
apantallamiento de la carga negativa de G6P disminuiria la repulsién entre éste y la enzima, aumentando asi su
afinidad y persistencia en el sitio activo de la enzima.

Referencias
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Producciéon recombinante de la peptidasa cisteinica
proAntiacanthaina
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Resumen
Las proteasas o peptidasas son enzimas que catalizan la ruptura del enlace peptidico mediante hidrélisis.
En plantas, las proteasas ademas de estar involucradas en la degradacion de proteinas no funcionales (limpieza),
participan en diversos procesos reguladores asociados al crecimiento y el desarrollo, y en la adaptacién a los
cambios ambientales. Juegan un papel clave en la respuesta de defensa contra patégenos y plagas, (Misas-
Villamil, 2016; van der Hoorn, 2008).
Las proteasas poseen una gran variedad de aplicaciones biotecnoldgicas, principalmente en la industria
farmacéutica, de detergentes y en la industria alimentaria. Estas representan més del 60 % del mercado mundial
de enzimas, presentando una tasa de crecimiento anual compuesta del 5,3 % entre los afios 2014 y 2019, siendo
las enzimas mas comercializadas (Fernandez-Lucas, 2017).
En nuestro grupo de trabajo se aislaron y caracterizaron tres isoenzimas proteoliticas de frutos maduros de
Bromelia antiacantha (Bertol.) y se obtuvo el ADNc completo del zimégeno que incluye la peptidasa activa,
denominada Antiacanthaina. El fruto silvestre es estacional y su extraccién es dificultosa. Por tanto, la obtencién
de esta enzima a escala industrial, demandaria muchos afios y espacio fisico para su cultivo. La produccion
recombinante de Antiacanthaina seria una estrategia interesante para su aplicacién en procesos industriales.
En el presente trabajo se puso a punto la expresion recombinante del zimégeno de antiacanthaina (pro-enzima)
inserto en tres construcciones diferentes: pET- 28a(+), pET- 32a(+) y pMAL- c5E. Esta estrategia permiti6é evaluar
diferentes fusiones que favorecen el rendimiento, la solubilidad, y la purificacion. Se ensayaron diferentes cepas
de expresibn de E. coli para todas las construcciones, entre ellas: BL21(DE3), BL21(DE3)pLys Yy
BL21(DE3)Arctic.
A pesar del uso de los diferentes tags de fusion, temperaturas de produccidn y cepas de expresion, siempre se
obtuvo la proteina insoluble. Por tanto, se ensayaron estrategias para la solubilizacién y renaturalizacién a partir
de la construccion pET-28a(+) y en la cepa BL21(DE3)Arctic. Las condiciones 6ptimas de solubilizacién de los
cuerpos de inclusion se obtuvieron en buffer Tris 20 mM, Urea 6 M, DTT 10 mM, pH:7,4 a 4°C, durante toda la
noche. Finalmente, la identidad de la proteina soluble fue confirmada SDS-PAGE y LC-MS. Actualmente se esta
trabajando en optimizacion de las condiciones de activacion de la enzima.
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Catalasa altamente termoactiva y termoestable obtenida de una bacteria
sicrotolerante y resistente a radiacién ultravioleta

Maria T. Monsalves?!, Sebastian Mufioz-lbacache?, Paulina Caceres-Moreno?!, Maximiliano J.
Amenabar! y Jenny M. Blamey!#

! Fundacion Cientifica y Cultural Biociencia, Santiago, Chile
2 Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile
Autor correspondiente: jblamey@bioscience.cl

Resumen

La Antartica es uno de los lugares con condiciones mas extremas para el desarrollo de la vida. En ella se puede
encontrar baja actividad de agua, bajas temperaturas y altos niveles de radiacién ultravioleta. Estas condiciones
pueden generar estrés oxidativo por la generacién de radicales libres, como el anién superéxido, perdxido de
hidrogeno e hidroxilo, por lo que los microorganismos que estan presente en este continente necesitan contar
con un importante sistema de defensa antioxidante para prevenir dicho dafio. Este sistema antioxidante puede
ser de origen enzimatico y dentro de las enzimas mas importantes destacan la superoxido dismutasa, la catalasa
peroxidasa y la glutation peroxidasa. Nos centraremos en la enzima catalasa, la cual es capaz de descomponer
el peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua. Esta importante enzima antioxidante fue obtenida a partir de una
bacteria sicrotolerante resistente a la radiacion UV-C de origen antartico especificamente de Isla Elefante.

Este microorganismo, denominado cepa I1P, fue eficiente en la disminucion de los niveles de especies reactivas
de oxigeno producidas tras la irradiacion UV-C. Su enzima catalasa mostrd ser activa en un amplio rango de
temperaturas (20-70 °C), con una actividad 6ptima a 50 °C (a pH 7,0), un hallazgo destacable teniendo en cuenta
su origen sicrotolerante. Ademas, esta enzima es termoestable, conservando alrededor del 60 % de su actividad
tras 6 h de incubacién a 50 °C.

Teniendo en cuenta estos excelentes resultados, se realiz6 la clonacion y expresion del gen de la catalasa del
I1P. Esta enzima es utilizada en la industria la alimentaria, cosmética y textil y en biorremediacién, donde las
catalasas participan de sus procesos porque tienen la capacidad de eliminar de manera eficiente el peroxido de
hidrogeno como sustituto de los métodos quimicos convencionales.

Por otra parte, la enzima recombinante mostro ser activa en un rango de 20-80 °C, con una temperatura optima
de 40 °C, manteniendo el 50 % de su actividad después de 7 horas de incubacion a 50° C. La enzima
recombinante mostré una temperatura 6ptima mas 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 podria ser utilizada
en distintas aplicaciones biotecnolégicas.
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griseus aplicado a la N-oxigenacion de aminocompuestos
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Resumen

Uno de los grupos funcionales mas inusuales en la industria quimica y farmacéutica es probablemente el grupo
nitro. En la naturaleza, los compuestos nitrados fueron descubiertos y reportados en las Ultimas décadas como
moléculas bioactivas. Sin embargo, se utilizan ampliamente en muchas sintesis industriales y son un componente
clave de farmacos terapéuticos, plaguicidas y explosivos?!. Debido a las condiciones ecol6gicas poco amigables
involucradas actualmente en su preparacion, la industria podria aprovechar los beneficios que conlleva el uso de
biocatalizadores?. De esta forma, las N-oxigenasas, aparecen como una opcién 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 biosintesis de antibiéticos y otros
metabolitos secundarios esta relacionada con este grupo de enzimas?®.

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 estimulacién
metabdlica secundaria inespecifica, aumentando entre 4 y 8 veces la actividad biocatalitica deseada. El esquema
de trabajo propuesto aplicado a la N-oxigenacion del acido p-aminobenzoico para la obtencion de acido p-
nitrobenzoico, constituye la primera reaccion biocatalizada por células enteras inmovilizadas con actividad N-
oxigenasa reportada, asi como establece una primera aproximacién a futuros procesos productivos en la
preparacion de nitrocompuestos dentro de la érbita de los principios de la quimica verde.

OH OH
0] 0]
Biocatalizador
Inmovilizado + CFB
>
pH 7, 30°C, 24 h
NH, N*—O"
Vi
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Aislamiento, caracterizacion y purificacion de una proteasa serinica (HtrA)
de Helicobacter pylori, un potencial blanco terapéutico para erradicar la
infeccion
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Resumen

Helicobacter pylori es un importante patégeno que coloniza el epitelio gastrico y dafia la integridad de la mucosa
induciendo ulceras y cancer géastrico a través de sus factores de virulencia. Entre ellos se incluyen una proteina
codificada por el gen A asociado a citotoxina (CagA), una citotoxina vacuolizante A (VacA) y una serina proteasa
A (HtrA). Las proteinas HtrA representan una clase de proteasas serinicas inducidas por choque térmico que
estan involucradas en la interrupcion de las uniones estrechas y adherentes de las células epiteliales. En H.
pylori, el desprendimiento de la proteina de adhesién E-cadherina altera las funciones de la barrera epitelial
permitiendo que el microorganismo acceda al espacio intercelular durante la infeccién. El objetivo de este trabajo
fue aislar, caracterizar y purificar la proteasa serinica 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 infusién cerebro - corazén para
favorecer la secrecion de HtrA. La suspension se incub6 a 37 °C con agitacion de 160 rpm durante 8 h, se
centrifugd inmediatamente a 13.000 x g durante 10 min a 5 °C y se recogi6 el sobrenadante para su posterior
purificacién. El proceso de purificacion se realizé en un equipo FPLC (Akta Prime Plus, General Electric),
utilizando una columna cromatogréfica de intercambio catiénico HiTrap SP (Cytiva Global Life Sciences Solutions
USA LLC) empacada con Sulfopropil-Sepharose, previamente equilibrada y lavada con tampon Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5). La elucion se realizdé con un gradiente lineal de cloruro de sodio (0-0,2 M) en el mismo tampén de
partida, a una velocidad de flujo de 2 mL/min. La cromatografia se controlé espectrofotométricamente midiendo
la absorcion a 280 nm. Se analiz6 la actividad caseinolitica 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 proteina se tifieron en solucion acuosa de Coomassie Brillant Blue R-250 0,2% (p/v)
con etanol 30% (v/v) y acido 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
oligdmeros que conforman trimeros y éstos pueden dar formas oligoméricas superiores (Hansen y Hilgenfeld,
2013). En el sobrenadante se detectaron al menos un monémero HtrA y dos oligémeros proteoliticamente
activos, los cuales fueron separados por electroforesis SDS-PAGE. Las bandas fueron cortadas y analizadas por
espectrometria de masa. Se proyecta realizar estudios de estructura — actividad que permitan encontrar
inhibidores especificos de la proteasa HtrA secretada por H. pylori, los cuales podrian ser nuevos agentes
terapéuticos para erradicar la infeccion.

Referencias
1. Hansen, G., Hilgenfeld, R. Architecture and regulation of HtrA-family proteins involved in protein quality control and
stress response. Cell Mol Life Sci. 70 (5):761-775 (2013).
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Resumen
La oxidacién de azucares para obtener acidos organicos, se ha convertido en foco de investigacion cientifica,
como estrategia para aumentar la sustentabilidad industrial mundial. El acido galactarico, es un acido organico
actualmente producido via catélisis quimica desde la galactosa, y su interés radica en que puede sustituir a los
derivados del acido tereftalico de origen fosil. El &cido galacturénico, principal monémero de la pectina, aparece
como un prometedor sustituto de la galactosa, si se obtienen nuevos biocatalizadores capaces de producir acido
galactarico con una alta selectividad en la oxidacién del hidroxilo diana y con una alta eficiencia en la reaccion
de oxidacion.
En este trabajo, la glucosa oxidasa de Aspergillus niger fue sometida a ingenieria de proteinas para modificar su
especificidad de sustrato, alejandola de la glucosa y acercandola al acido galacturénico para la produccion de
acido galactarico. Se evaluaron seis posiciones de aminoacidos y los mutantes resultantes se examinaron para
comprobar su actividad frente al acido galacturénico, identificando dos variantes con sustituciones de
aminoacidos F414K e Y68W. Estas variantes catalizan la conversién del acido galacturénico en presencia de
catalasa, con una actividad minima de oxidacion de glucosa. Un andlisis in silico de la sustitucion de aminoacidos
sugiere que el &cido galacturénico cambia su orientacién en el sitio activo, asemejandola a la de la glucosa en la
glucosa oxidasa parental. Ademas, 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 ultimo, una reaccién one-pot usando pectina como sustrato, y pectinasa y las variantes de glucosa oxidasa
como biocatalizadores, permitié observar por HPLC la liberacion de acido galacturénico y su oxidacion a acido
galactarico, demostrando que es posible la despolimerizaciéon simultanea de la pectina por la pectinasa y la
oxidacion del acido galacturédnico liberado por la glucosa oxidasa modificada, para la produccién de acido
galactarico (fig. 1). Este estudio proporciona una prueba de concepto para una potencial produccién enzimatica
de mondémeros de acidos hexaricos 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 modificacién
de ingenieria de proteinas.

0,14 g . . 0,0035

0,124 - (- 0,0030

0,10+ A P | 0,0025

Figura 1: Reaccién one-pot para la hidrolisis de pectina 'y
produccioén de acido galactarico, utilizando pectinasa,
[-0.0020 variantes de glucosa oxidasa y catalasa como

0.5 - % | ooots biocatalizadores del proceso. Las reacciones se llevaron a
oos Ve cabo a 30°C y pH 7.0. Acido galacturénico (negro) y &cido
i "
o A _
0024 !}/; Y68W (triangulo)

0,08 4

galactérico (azul) con las variantes F414K (cuadro) y

=
8
=
Acido galactarico (mgmL")

Acido Galacturonico (mg mL")

o I 0,0005

0,00 T T T T T T T u T T T

Tiempo (h)

Agradecimientos: PROYECTO FONDECYT 1220134

PONTIFICIA
": UNIVERSIDAD

| U" CATOLICA
© 8 \ DE
VALPARAISO

UNIVERSIDAD
DE SANTIAGO
DE CHILE

» U ©
UNIVERSIDAD : !

Lol b

para espiritus emprendedores




4 IS\{La ByB J biocat

¥ SANTIAGO, CHILE, 2022 Il JORNADA DE BIOCATALISIS

Presentacion Oral O12

Estrategia de inmovilizacion por afinidad como alternativa para la unién
de formiato deshidrogenasa sobre un soporte de fieltro de carbono para
la reduccién de dioxido de carbono a acido féormico
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Resumen
Introduccion — El aumento de diéxido 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 enzimatico
como la formiato deshidrogenasa (FDH) para la reduccién de CO2 a un compuesto de interés comercial como el
acido férmico (FA) ha llamado ampliamente la atencion®. La inmovilizacién de enzimas es una alternativa para
superar algunos problemas relacionados con el escalamiento industrial, como la desestabilizacion de las enzimas
y la reutilizacién de catalizadores, de ahi que la seleccién del soporte sea crucial?. El carbon felt (CF) ha sido
seleccionado como un soporte novedoso por las propiedades electroquimicas que ofrece ya que puede ser
utilizado en la regeneracion electroquimica del cofactor NADH34, lo que, junto con su bajo valor comercial, lo
hacen extremadamente atractivo para su uso. En contraste el CF tiene inconvenientes como una baja area
superficial y poca reactividad para ser modificado con compuestos organicos, lo que hace necesario buscar
alternativas para superar estos obstaculos®. El presente estudio busca evaluar el efecto de diferentes
pretratamientos en CF y su resultado sobre la inmovilizacion por afinidad de la FDH.
Metodologia experimental — Se funcionalizé la superficie de CF con &cido iminodiacético y niquel (IDA-Ni) para
generar una interaccién de afinidad con His-tag presente en la FDH (de Candida boidini). EI CF se trat
previamente con un bafio &cido (HNOz 0,1 M, 100°C, 1 hora) o béasico (KOH 0,1 M, 100°C, 1 hora). Se realizaron
pruebas de carga enzimatica sobre el soporte (2 — 70 mgproteina/gsoportecr). S€ 0perd un reactor de alta presién con
CO2 (8 bares) y NADH 10 mM como sustratos, evaluandose la produccién de acido férmico en el tiempo (10 h).
Resultados y discusion - El pretratamiento con 4cido mostré6 mejores resultados al obtener los catalizadores
con mayores actividades especificas (Ul/gsoporte), por lo que se selecciond para continuar con las pruebas de
carga de enzima. Con el tratamiento acido se logré depositar un maximo de 15 mgproteina/Jsoporte Y UNa actividad
especifica de 3,88+1,34 Ul/gsoporte SObre el soporte. Pruebas posteriores en el reactor de alta presion con el
catalizador presentaron una productividad volumétrica de 0,015 Macido formico/(L-h) con un rendimiento de 0,83
moles acido formico/mol NADH.
Conclusiones - El catalizador desarrollado, mediante una técnica de inmovilizacion por afinidad de FDH sobre
CF, ha demostrado tener un gran potencial para ser utilizado en la fijacién y reduccion de CO: a acido férmico.
Se deberén realizar futuros ensayos del catalizador en un sistema electroenzimético 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 oxidacién de polioles es uno de los desafios cotidianos en la sintesis organica.
Entre ellos, la oxidacién de dioles secundarios ha llevado a la busqueda de nuevos métodos suaves de oxidacion,
de baja toxicidad y libre de metales. En este marco, los procesos enzimaticos se han consolidado como procesos
confiables y selectivos para reacciones de oxidacion.!
El empleo de laccasas, oxidasas capaces de realizar oxidaciones de un electron, se destaca como una de las
formas mas limpias y sustentables de realizar oxidaciones, produciendo agua como subproducto a expensas de
O:2. El empleo de estas enzimas se ha visto incrementado en las Ultimas décadas, donde se destaca su uso en
la industria textil, agroquimica, farmacéutica y quimica, entre otras.? Particularmente, los sistemas laccasa-
mediador han sido utilizados en sintesis organica, gracias a su versatilidad en la conversién de alcoholes
primarios, secundarios, tanto alifaticos como aromaticos, a sus correspondientes productos oxidados.® En estos
sistemas, se han estudiado diversos mediadores quimicos organicos, destacandose los radicales nitroxilos
estables como el TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina), cuya especie oxidada (oxoamonio) es la responsable de
la oxidacién. Si bien existen varios reportes de sistemas laccasa-TEMPO,* derivados como 4-acetamido-TEMPQO?
no han sido explorados en sistemas mediados por laccasas aplicados a la oxidacion de dioles.
En este trabajo se expone la formacion de a-hidroxicetonas y dicetonas a partir de la oxidacién 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 oxidacion quimioenzimatica de 1,2-dioles involucrando laccasas

Se estudi6 la laccasa de T. versicolor y los mediadores mencionados en buffer acetato 50 mM pH 4,5, tanto en
medios monofésicos como bifésicos, estudiando una serie de solventes organicos y empleando hidrobenzoina
como sustrato modelo. Se modularon condiciones de tiempo de reaccion, cantidad de enzima, concentracion de
sustrato y co-solvente, entre otras. Al variar estas condiciones, es posible modular la quimioselectividad del
proceso. La oxidacion de 1,2-dioles mediada por laccasa-TEMPO/ACT resultdé una alternativa sustentable y
versatil para la formacion de hidroxicetonas y dicetonas aromaticas.
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Resumen

Durante los dltimos afios, 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 produccion
enziméatica de tagatosa desde lactosa en una etapa (one-pot), utilizando B-galactosidasa (B-gal) para catalizar la
hidrélisis de lactosa y L-arabinosa isomerasa (L-Al) para catalizar la isomerizacion de la galactosa a tagatosa en
un mismo reactor. Sin embargo, no existen reportes relacionados con las variables operacionales claves en la
produccion de tagatosa en un sistema one-pot, en el cual tienen lugar las reacciones de hidrélisis y
transgalactosilacion de lactosa, (formacion de galacto-oligosacaridos, GOS) e isomerizacién de galactosa. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de las variables operacionales: adicion de cofactores
(manganeso y cobalto), razén entre enzimas 3-gal y L-Al (Rg-gaiL-a), concentracion de lactosa y temperatura en
la produccién one-pot de tagatosa desde lactosa utilizando los pardmetros rendimiento de tagatosa (YTag),
productividad especifica de tagatosa (1Trag), masa acumulada de tagatosa (Mtag) Y selectividad de isomerizacién
(Stag) para la caracterizacion del proceso. Los resultados indican que existe una dependencia de la actividad de
L-Al con respecto a manganeso y no asi por cobalto, lo cual resulta favorable para su uso en la formulacion de
alimentos?. El efecto de la Rp-gaiL-al fue evaluado en términos de masa de proteinas en el rango entre 0,01y 1,2
mg B-gal/mg L-Al, obteniéndose un valor maximo de Yrag de 23 % y Stag de 95,2 % a la mayor Rp-gayL-a evaluada.
Con respecto a Mragy TTTag, NO Se observaron diferencias significativas bajo las condiciones de estudio. Se evalu6
el efecto de la concentracién de lactosa inicial entre 10 y 50 % (p/p) y, tal como ha sido reportado previamente,
se observé mayor formacion de GOS a mayor concentracion de lactosa?; sin embargo, los GOS son rapidamente
hidrolizados en las primeras 2 horas de reaccién, por lo cual no se observa un efecto significativo en Ytag Y Stag
al término de la reaccién. Por el contrario, se observé un efecto en Mrag Y TTTag, Obteniendo valores maximos a
50% (p/p) de lactosa. La temperatura, se evalué en el rango de 40 a 60°C, obteniéndose los valores maximos de
YTag, TiTag, MTag Y STag @ l@ mayor temperatura evaluada. Al tratarse de una reaccion reversible, el equilibrio entre
el sustrato y el producto depende de la termodinamica de la reaccién y, por lo tanto, es dependiente de la
temperaturas.

Conclusion: En una reaccién termodinamicamente controlada se observa una mayor velocidad de isomerizacion
a elevada temperatura, siendo clave el uso de enzimas termotolerantes, como es el caso de L-Al de T. maritima.
Si bien, B-gal de A. oryzae no es termdfila, es capaz de hidrolizar tanto la lactosa como los GOS producidos al
inicio de la reaccioén y asi proporcionar la galactosa suficiente para favorecer su isomerizacion a tagatosa, siendo
para ello necesario emplear altas concentraciones de sustrato y Rp-gaiL-al.
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Resumen

Los contaminantes farmacéuticos (CF) representan uno de los mayores problemas de polucién a nivel mundial.
Entre los CF mas peligrosos se encuentran las sustancias hormonalmente activas como los estrégenos 17beta-
estradiol y al 17alfa-etinilestradiol!, cuya generacién esta en ascenso debido, principalmente, al uso de
anticonceptivos formulados en base a hormonas. Como la mayoria de las drogas no son completamente
metabolizadas por el cuerpo humano, su excrecidn en orina y heces constituye la principal fuente de
contaminacién acuifera con CF2.

Al comportarse como disruptores endocrinos, los estrogenos generan efectos adversos sobre el medio ambiente

y el ser humano, existiendo la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias para el tratamiento de estos
contaminantes. Una posible soluciéon a este problema, eficiente y amigable con el medio ambiente, seria la
degradacién 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 contaminantes?® 4. La inmovilizacién de estas enzimas podria mejorar las
propiedades préacticas de las oxidorreductasas, tales como el reuso y la estabilidad a largo plazo.

En el presente trabajo nos enfocamos en la biotransformacién del 17alfa-etinilestradiol, mediante el uso de una
lacasa fungica con el objetivo de remover la actividad estrogénica asociada a este contaminante. Para esto se
utilizo 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 biopolimeros lignoceluldsicos (celulosa, lignina y hemicelulosas) obtenidos
como subproducto en la produccion de bioetanol de segunda generacién, lo que tiene gran potencial para
desarrollar procesos sustentables. La degradacién del etinilestradiol y sus posibles productos de
biotransformacion fueron detectados mediante HPLC-DAD.
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Resumen
Durante los ultimos afios ha surgido el interés en el descubrimiento, disefio y sintesis de pequefias moléculas
organicas que puedan ser utilizadas como drgano-catalizadores de reacciones de interés. Su uso presenta
algunas ventajas frente a los catalizadores clasicos, ya que generalmente son moléculas simples, estables,
faciles de utilizar, pueden ser unidas a un soporte sélido, y pueden tener la capacidad de introducir quiralidad
sobre las moléculas que actlan. Por otra parte, la simpleza de su estructura los hace mas resistentes a las
condiciones ambientales que moléculas de mayor tamafio, como las enzimas, las cuales pueden ver afectada su
funcionalidad por variaciones en su estructura provocadas por condiciones de reaccién adversas (Jen et al.,
2000). Los aminoacidos prolina y fenilalanina demostraron tener propiedades que los posicionan como
biocatalizadores aplicables a diversas reacciones como la sintesis de acetona de Wieland-Miescher, la
condensacion aldolica y la reaccion de Mannich, o emular la actividad de la anhidrasa carbonica, por mencionar
algunos ejemplos (List et al., 2000; List & Yang, 2006; Yang et al., 2008).
En el curso de otros estudios, se observé accidentalmente una actividad de hidrdlisis de 4-itrofenil butirato (pNPB)
gue pudo ser correlacionada con la presencia de arginina. Se postulé entonces la hipétesis de que este
aminoacido estaria actuando como organocatalizador.
Con el fin de elucidar el rol que cumplen los diferentes grupos reactivos presentes en la molécula de arginina, se
evalué la capacidad catalitica de diferentes analogos de ella (citrulina, metil- y dimetil arginina, guanidina y
pentilguanidina). Se comparo la velocidad de hidrolisis de pNPB a diferentes pH, en ausencia y presencia de las
moléculas de interés. Estos ensayos demostraron que, a excepcién 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 estudié el fenébmeno en un amplio rango de concentraciones
de catalizador (0-150 mM) constatandose que la relacién entre la velocidad de reaccién y la concentracion de
catalizador permanece constante en el rango estudiado, y ademas que el valor de dicha relacion es muy similar
para las cuatro moléculas estudiadas.
Para complementar los resultados obtenidos se realizaron estudio tedricos in silico; para ello primero se realizd
el estudio conformacional para la molécula de arginina y de pNPB, y con las conformaciones mas estables se
simulé el docking de las mismas obteniéndose un modelo de la interaccion entre las moléculas para los diferentes
estados intermedios de la reaccién. Ademas, se llevaron a cabo ensayos de dindAmica molecular que permitieron
obtener el perfil de energia libre de la interaccidn entre las moléculas conforme avanza la reaccion, lo que permitié
determinar que la variacién de energia libre en el estado de transicion es de 1,1 kcal mol-! y que la hidrélisis de
pNPB en presencia de arginina transcurre a través de estadios de menor energia que en ausencia de ella.
Los resultados obtenidos permiten concluir que la arginina efectivamente se encuentra actuando como
catalizador de la hidrélisis del pNPB, siendo segun entendemos el tercer aminoacido con capacidad catalitica
reportado.
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Fotobiocatalisis quimio-divergente para la preparacion de halohidrinas y
epoxidos no racémicos
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Resumen
La foto-biocatalisis surge de la combinacion sinérgica de la fotocatalisis con la biocatalisis. En los Gltimos afios ha
generado mucho interés ya que permite acceder a nuevas estrategias de sintesis asimétrica sustentable!. Ha sido
ampliamente utilizada para reciclado de cofactores o fotooxidaciones de sustratos seguido de transformaciones
biocataliticas?2. No obstante, pocos ejemplos han sido presentados en relacion con biodeshalogenaciones
fotoredox de compuestos a-carbonilicos para compuestos activados®4.

Proponemos desarrollar un sistema fotobiocatalitico para la deshalogenacion de sustratos menos activados
(Fig.1A) bajo condiciones suaves de reaccion, dando lugar a halohidrinas o epéxidos. La estrategia consta de dos
etapas: 1) reduccién enzimética de gem-dihalocetonas dando gem-dihalohidrinas, seguido de 2) mono-
deshalogenacion fotocatalizada por flavinas quimioselectiva para obtener los productos enantioenriquecidos (Fig.

1B).
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Figura 1: A) Potenciales de reduccion vs ECS; B) Deshalogenacion Fotobiocatalitica Quimiodivergente

La biorreduccién catalizada por ADHs de a-dihalocetonas a dihalohidrinas ya ha sido reportada con excelentes
conversiones y excesos enantioméricos®. La foto-reduccion propuesta fue optimizada partiendo de
dibromohidrinas racémicas, logrando conversiones completas. Para ello se utilizo riboflavina tetraacetilada
(derivado de la vitamina B2) como fotocatalizador iluminando con LED azul, NEts como dador de electrones y 2-
propanol como solvente. Identificadas las mejores condiciones, empleando 2 equivalentes de NEtz en 2-propanol
se logré obtener bromohidrinas con excelentes rendimientos (80%); por otro lado, utilizando 10 equivalentes de
NEts y medio hidroalcohdlico (2-propanol/H20 3:1), se obtuvo oxido de estireno con buen rendimiento (65%).
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Sintesis quimioenziméatica enantioselectiva de benzoimidazolinas y
benzotiazolinas: Enfoque biotecnoldgico a la preparacidon de nuevos
inhibidores de metalo-beta-lactamasas
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Resumen

Las benzotiazolinas (BenTZ) 1 y las benzoimidazolinas (BIMI) 2 son compuestos triciclicos disefiados como
analogos de la penicilina, que han demostrado una inhibicién competitiva de todas las subclases de metalo-beta-
lactamasas (MBL), con valores de K en el rango micromolar. Estos compuestos se obtienen en un solo paso de
reaccion a partir de 2-aminotiofenoles 3 o 2-aminoanilinas 4, respectivamente, y ditiano 5%, (Figura 1). A pesar
de que 1y 2 resultaron ser muy buenos inhibidores contra todas las subclases de MBL, se obtienen como una
mezcla racémica. Los estudios cristalograficos demostraron que el isomero (R,R) se une preferentemente a las
enzimas NDM-1y VIM-2, ambas MBL de importancia clinica. Por ello, nos propusimos desarrollar una estrategia
para la resolucion enantiomérica de 1y 2.

Con el fin de explorar una metodologia adecuada para su resolucion, se utiliz6 un enfoque biocatalitico en el que
se decidié explorar el uso de enzimas mono amino oxidasas (MAO) como agentes de resolucién para los
compuestos (+)-1 y ()-2. (Figura 1). El grupo del Prof. Turner ha informado de un método para la
desracemizacion de aminas utilizando variantes de la monoamino oxidasa (MAO) de Aspergillus niger que
muestran un notable alcance del sustrato.?3 Previmos que esta metodologia podria ser (til y aplicada para la
resolucién enantiomérica de nuestros productos.

SH SH
@ENHZ HO\[Sj\ MeOH/ MW N[ MAO (D5, D9, D11) /('
+ S —

XH s SoH  p-TsOH X BH3-NH3 O, (1 atm) /}\/S
H Buffer pH 7
3, X=S 5 (%) 1, X=S (R, R) isomer
4, X=NH (£) 2, X=NH

Figura 1: Sintesis y resolucion enantiomérica de 1y 2 utilizando MAO-N.

En un primer screening a pequefia escala, la mezcla racémica se sometié a un protocolo de resolucion 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 (1)-
2 las tres variantes de la enzima MAO resultaron ser enantioselectivas, obteniendo %ee de hasta 90%. Con estos
resultados se realizé una optimizacion y escalado de la reaccion llegando a obtener BIMI (+)-2 con un 95% ee.
Mediante el escalado se logro aislar el compuesto oxidado del benzimidazol de la reaccion que dio a conocer
gue la oxidacion se produce en la amina aromatica secundaria en lugar de la terciaria en este tipo de sustratos.
Con estos resultados se decidio realizar el estudio del alcance de la metodologia de desracemizacion aplicada a
nuevos compuestos BIMI obteniendo muy buenos excesos enantioméricos en la desracemizacion de varios BIMI
sintetizados (Figura 2)

4

R 3 SH . 4-CHj (%ee = 78%, 4h)

. < " E. coli whole cells R/Y \ SH 5-CH3 (%ee = 76%. 2h)

N MAO (D11) N 5-Br (%ee = 90%, 8h)
—_— f—

6= ) S 4-F (%ee = 50%, 2h)
N/i\/ DMF 5%, Buffer pH 7 5-F (%ee = 56%, 2h)

HH H A 5- NO, (%ee = 16%, 4h)

Figura 2: Resolucion enantiomérica de BIMI utilizando MAO D11 en condiciones optimizadas.
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estabilidad de una w-transaminasa

Ariel Tijman?, César Iglesias?, Maximilian J.L.J. Furst?, Pablo Dans®#, Paola Panizza®*
1 Laboratorio de Microbiologia Molecular, DEPBIO, Facultad de Quimica, Universidad de la Republica,
Montevideo, Uruguay
2nstituto de Biotecnologia y Ciencias Biomoleculares de Groningen, Facultad de Ciencias e Ingenieria,
Universidad de Groningen, Groningen, Paises Bajos
3 Grupo de Biofisica Computacional, DCB, CENUR Litoral Norte, Universidad de la Republica, Salto, Uruguay
4Unidad de Bioinformatica, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, UruguayAfiliacién primer autor,
*Autor correspondiente:ppanizza@edu.uy

Resumen

La sintesis de aminas quirales presenta gran interés en la industria farmacéutica. La biocatdlisis provee una

forma conveniente de acceder a este tipo de compuestos, por lo que se han aplicado diversas enzimas a este

proceso,! obteniéndose éxito en la sintesis de aminas enantioenriquecidas a partir de compuestos proquirales.

En particular, las o-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 mas de una década en la produccion de

ingredientes farmacéuticos activos.??

La w-transaminasa de Capronia semiimmersa (TACap) previamente caracterizada por nuestro grupo* nos ha

permitido sintetizar [11C] L-deuterodeprenil, un radiofarmaco muy costoso de aplicacion al diagndstico de

enfermedades neurodegenerativas mediante tomografia por emision de positrones. Sin embargo, la baja
estabilidad de la enzima ha dificultado su aplicacion.

Los métodos bioinformaticos utilizan herramientas computacionales para interpretar y modelar sistemas

bioldgicos.>® Han avanzado notablemente en los Ultimos afos, resultando fundamentales para el desarrollo de

la biocatalisis en la era postgenémica al disminuir significativamente el tiempo de analisis de laboratorio y los
costos asociados.” En este contexto, hemos realizado simulaciones de dinamica molecular de TACap y otras
transaminasas bajo diferentes condiciones (temperatura, solvente) para analizar las causas de su inestabilidad.

El analisis de las trayectorias permitié 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 célculos de energia 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 reportara también la caracterizacion experimental de la estabilidad de los mutantes

propuestos, las cuales seran analizados utilizando métodos de semi-high-throughput. Ademas, presentaremos

los resultados obtenidos al ensayar la actividad de los mutantes mas estables hacia nuestra molécula de interés.

El resultado de estos experimentos proporcionara retroalimentacion a nuestro proceso de seleccion in silico,

permitiéndonos mejorarlo de cara a futuras aplicaciones.
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Ligandos arilpiperazina como nuevos inhibidores de 5-hLOX. Sintesis,
estudios biolégicos y computacionales
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Resumen

Una de las problematicas de salud que se ha mantenido en el transcurso del tiempo a nivel mundial corresponde
a la inflamacién. Diversas proteinas participan de este proceso, entre ellas, 5-Lipoxigenasa (5-LOX), quien juega
un rol fundamental en el metabolismo del acido araquidénico, generando mediadores inflamatorios como los
leucotrienos (LTs). Estos estan involucrados en el desarrollo de diversas enfermedades tales como asma, artritis,
Alzheimer, y cancer®2. Zileutén es el Unico inhibidor de 5-LOX usado como farmaco (contra el asma), aceptado
por la FDA. Sin embargo, su uso prolongado provoca toxicidad hepatica. Es por ello, que en la bisqueda de
nuevos inhibidores de 5-LOX, en este trabajo presentamos una nueva familia de ligandos arilpiperazina y su
evaluacion biolégica como potenciales inhibidores de 5-hLOX.

Los ligandos ciano (1a-1) y amino (2a-l) aril piperazina fueron obtenidos como sélidos con altos rendimientos (82-
98%), empleando metodologias descritas en literatura. Posteriormente, se evalué la actividad biolégica de todos
los ligandos en 5-hLOX, y se determind la concentracion minima inhibitoria (ICso), donde los ligandos 1b, 1g, 1k,
2f y 2g mostraron las mejores actividades con valores de ICso inferiores a 3 uM. Ademas, determinamos el tipo
de inhibicién exhibida por los mejores candidatos de cada familia de ligandos (1b, 1g, 1k, 2c y 2f) utilizando
gréaficos de Michaelis-Menten y doble reciproco. Todos los compuestos mostraron un mecanismo competitivo,
con valores de Ki para 5-hLOX entre 1,77 y 9,50 uM. Nuestros resultados son concordantes con los obtenidos
en los estudios de acoplamiento molecular (Figura 1).
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Figura 1. ICso (UM) y cinética enzimética del ligando 1g.
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Resumen
La proteina Fur de Acidithiobacillus ferrooxidans (Furare) es un factor de transcripcion de interés biotecnoldgico
debido a la capacidad de ser un controlador global de diversos procesos fisiolégicos en esta y otras bacterias
Gram negativas!. En Escherichia coli se han descrito que regula mas de 100 genes?. Tiene un rol central en el
control de la expresion génica frente a diversas condiciones ambientales, incluyendo el estrés oxidativo3*y el
shock acido®. Se ha descrito que regula factores de virulencia en multiples patégenos bacterianos como Vibrio
cholera y Helicobacter pylori, por esto es un blanco para el disefio de terapias antimicrobianas.
Esta proteina es parte de la superfamilia Fur compuesto por proteina reguladoras como Fur, Zur, Mur, Nur y
PerR, la que se activan uniendo diversos cofactores metdlicos, 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
aminoacidos y mecanismos asociados al reconocimiento de la caja Fur es parte de este estudio. Para esto se
utilizaron técnicas de bioinformatica e inteligencia artificial para poder predecir los sitios responsables de la unién
al ADN.
Se caracterizaron 63 sitios de unién al ADN en proteinas bacterianas con estructura 3D conocida. Para lo cual
se utilizaron descriptores moleculares que evalGan caracteristicas fisicoquimicas a nivel de secuencia primaria y
terciaria. Utilizando técnicas de inteligencia artificial se realizé la identificacion de las caracteristicas relevantes
para entrenar los modelos predictivos utilizando los algoritmos de maquina de vectores de soporte (SVM) y
random forest (RF). Se determiné que el mejor modelo entrenado con descriptores a partir de secuencia primaria
fue para el algoritmo de SVM logrando un rendimiento de 84,6% (precision), mientras que utilizando
caracteristicas estructurales el modelo RF es el que logra un mejor rendimiento con un 77,3%. Los resultados
de la prediccion indican que es posible desarrollar un modelo predictivo de zonas de unién al ADN en proteinas
con una alta precisién utilizando solo la informacién de secuencia.
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Resumen
La agmatina es una amina que cumple importantes funciones en mamiferos, tales como ser precursor para la
sintesis de poliaminas, actuar como neurotransmisor, tener efectos anticonvulsivos, antineurotoxicos y
antidepresivos, ademas de ser un potencial agente terapéutico para enfermedades como Alzheimer, Parkinson
y cancerl. La agmatina es el producto de la descarboxilacion 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 reaccion
enteramente analoga a la hidrélisis 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 catalitica y son altamente
especificas para sus sustratos2. En estudios previos de nuestro laboratorio se disefiaron diversas mutaciones y
deleciones en la regién del sitio activo de la agmatinasa de Escherichia coli, pero no se logré alterar su
especificidad?. Recientemente nuestro grupo de investigacion publicé la estructura de la agmatinasa de E. coli2
y se propuso el triptéfano 68 como un residuo determinante en la especificidad de la enzima. En el presente
trabajo, ademas de los estudios estructurales, se realizaron estudios de docking y dinAmica molecular
posicionando el sustrato agmatina en el sitio activo de la enzima. Se encontré que el sustrato al unirse al sitio
activo muestra un cambio conformacional que permite establecer interacciones relevantes con los residuos
Asp43 y Aspl25 (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 encontrd que la mutante
WG68A solo presentd actividad con agmatina, sin variar su Ky por este sustrato. Las mutantes D43A y D125A
presentaron actividad con arginina y con agmatina, la Vmax/mg proteina determinada con arginina solo fue un
10% de la obtenida con agmatina. El valor de las Kn, para arginina en las mutantes D125A y D43A fueron de 30
mM y 5 mM respectivamente; la Ky para agmatina en ambas mutantes aumentoé 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.
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Figura 1: A. Reacciones catalizadas por la agmatinasa, arginasa y arginina decarboxilasa. B. Interaccion de agmatina en el sitio activo de la
agmatinasa de Escherichia coli segun resultados de docking y dinamica molecular. Representacion del centroide del clister mas poblado
dentro de los 200 nanosegundos de simulacion (AGM+2: agmatina con dos cargas positivas, WOH: OH de una molécula de agua).
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organometalico como potenciales inhibidores duales COX-2/ 5-LOX
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Resumen

La inflamacién crénica causada por la sobreexpresién 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 relacion en el desarrollo de
diferentes tipos de cancer, enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. Actualmente, diversos inhibidores han
sido disefiados con el objetivo de interferir con la metabolizacion del sustrato de ambas enzimas, el acido
araquiddnico (AA). Asi, Celecoxib ha resaltado como el principal farmaco inhibidor de COX-2, mientras que, NDGA,
Zileutén (Unico farmaco comercial), ZD-2138 y AKBA son clasificados segun el mecanismo de desactivacion de la
enzima 5-LOX en inhibidores redox, quelantes de hierro, no-redox y alostéricos, respectivamente. Ademas,
inhibidores como la curcumina, han logrado interferir con la metabolizacion del sustrato AA por ambas vias de la
inflamacion.! En relacion a lo anterior, se ha visto que la inclusién de fragmentos organometalicos en farmacos
activos ha mejorado su actividad biologica, destacando ferroceno (Fe(n5-CsHs)2) por su alta estabilidad, caracter
lipofilico y versatilidad sintética.2 A modo de ejemplo, Ren y col. sintetizaron derivados de ferroceno analogos al
farmaco Celecoxib, el cual, ademas de presentar una actividad inhibitoria similar al farmaco organico
(ICs0celecoxib:0,38 pUM; ICs0 compuesto Ren y col.: 0,28 pM), destaco por su potente efecto antiproliferativo frente a células
Hela.?

Considerando estos antecedentes, se presenta el disefio, evaluacion in-silico, posterior sintesis y evaluacion in- vitro
de nuevos hibridos moleculares organico y derivado de ferroceno, funcionalizados a través de un andamio pirazol
con los fragmentos farmacoféricos 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 union de los sistemas propuestos en el sitio alostérico de 5-LOX, mientras que interesantemente, el derivado de
ferroceno presentdé un mayor indice de selectividad hacia la isoforma COX-2en relacion a COX-1 (enzima
encargada de procesos vitales en nuestro organismo).
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Figura 1: A) hibridos moleculares evaluados. Graficas energias de unién 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. Mas aun, combinar la catalisis de dos o0 més enzimas, lo que se denomina
sistema multienzimatico, representa una propuesta interesante cuando se utiliza un Unico reactor, o reactor one-
pot!- Algunas de sus ventajas son reducir el volumen de reaccion, recuperar cofactores o desarrollar rutas de
sintesis mas complejas. Las técnicas de inmovilizaciéon han incrementado la aplicabilidad de las enzimas
extendiendo su durabilidad y permitiendo su reutilizacion. El estudio de sistemas multienzimaticos se ha visto
beneficiado por los avances en la inmovilizaciéon enzimatica, permitiendo hoy disefiar procesos de sintesis en
reactores utilizando enzimas coinmovilizadas como biocatalizador?.

La sintesis enzimatica 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 accion
de la B-galactosidasa (B-gal) se cataliza la hidrélisis de la lactosa en glucosa y galactosa, y posteriormente
glucosa-isomerasa (Gl) cataliza la isomerizacién de glucosa a fructosa, obteniendo una mezcla de los cuatro
azucares. Industrialmente la produccién masiva de jarabes de alta fructosa se realiza utilizando reactores de
lecho fijo (PBR). Por lo tanto, el objetivo del trabajo es simular la sintesis de LFS utilizando un biocatalizador
coinmovilizado en un PBR con el fin de determinar la temperatura de operacién que maximiza el rendimiento
espacio-tiempo (STY) del reactor considerando la inactivacién del biocatalizador y las restricciones difusionales.
Para este fin, se desarroll6 un modelo de difusion-reaccion para determinar el efecto de las restricciones
difusionales considerando una particula de enzimas inmovilizadas esférica. Para la inactivacion térmica de la -
gal se consideré un modelo de primer orden en dos etapas, mientras que para Gl se utilizé un modelo de primer
orden de una etapa, considerando el efecto de la temperatura sobre los parametros 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 operacién a cada temperatura fue definido como el tiempo que tarda la enzima
menos estable (B-gal) en alcanzar el 30% de actividad residual. Simulaciones del modelo permitieron determinar
la condicién de temperatura que maximiza el STY, en los rangos estudiados. Este trabajo servira como base para
determinar las condiciones de recambio de los catalizadores, flujo y temperatura de operacion.
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Produccion enzimética de xilo-oligosacaridos a partir de aserrin de lenga
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Resumen

Los xilo-oligosacaridos (XOS) producidos a partir de materiales lignocelulésicos (MLC), son polimeros de cadena
corta con actividad prebiética que, en las Ultimas décadas, han ganado interés comercial debido a sus potenciales
aplicaciones como ingredientes en la industria nutracéutica. En este trabajo se estudio la produccion enzimatica
de XOS. Para ello, en primera instancia se evalué la extraccion de xilano a partir de aserrin de arboles nativos
chilenos a distintas condiciones operacionales mediante pretratamiento alcalino/térmico y precipitacién con
etanol. Una vez seleccionadas las mejore condiciones de extraccién de xilano, se evalud la hidrélisis enzimatica
del xilano extraido en la produccion de XOS, empleando diferentes enzimas, uso de enzimas auxiliares y
diferentes condiciones operacionales. En cuanto al pretratamiento y extraccion de xilano, los mayores
rendimientos de recuperacion se obtuvieron al pretratar aserrin de Nothofagus pumilio (Lenga) con 2% de NaOH.
Por otra parte, al emplear el “metodo tradicional’, el mayor rendimiento de produccién de XOS (740
[mgxos/gxilano]) se obtuvo empleando la xilanasa recombinante (GtXyl10A) con la adicién de enzima auxiliar a
50 °C, pH 4,5, 200 rpm, 450 [UI*g!] de actividad de xilanasa y 100 [UI*g] de actividad glucuronidasa cuando se
ofrecieron 10 [mg*mL-] de xilano.

Adicionalmente se esta evaluando un proceso alternativo de produccién enzimatica de XOS (mas eficiente y
ecolégico), cuyos resultados estaran disponibles al momento del congreso.
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cultivo de Pichia pastoris recombinante
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Resumen

Los beneficios de los xilooligosacaridos (XOS) como prebidticos son diversos. Estos pueden ser obtenidos a partir
de la hidrdlisis enzimética de xilano con xilanasas, produciendo una mezcla de XOS de entre 2 y 6 unidades de
xilosal. La xilobiosa posee la mayor actividad prebidtica, promoviendo el crecimiento de Bifidobacterias y cepas
de Lactobacilos.

En general la produccién 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
produccion de xilanasa y la hidrélisis de xilano ocurran en el mismo compartimento, podria ser mas eficiente y
econoémico que el método tradicional. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un sistema in situ para la
produccion enzimatica de XOS. Como microorganismo productor de la xilanasa se utilizé Pichia pastoris KM71,
gue secreta al medio de cultivo la xilanasa GtXyn10A del hongo Gloeophyllum trabeum en forma recombinante,
bajo la induccién del promotor AOX1 por metanol. Como fuente de XOS se utilizé xilano de abedul.

En una primera etapa, se disefié un medio de cultivo apto para el crecimiento de P. pastoris y compatible con la
actividad catalitica de la xilanasa GtXyn10A sobre xilano'. Se optimiz6 la fuente de nitrégeno, el buffer y el pH del
medio y la concentracion del inductor metanol. Estos experimentos permitieron reemplazar YNB (Yeast Nitrogen
Base) y peptona por extracto de levadura como Unica fuente de nitrdgeno, lo que signific6 una reduccién 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 ug/L, mientras que para
la fase de induccion 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 pg/L. En estas condiciones la produccion 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 estudio la produccion de los XOS xilobiosa (X2) y xilotriosa (X3), ademas de xilosa (X),
bajo diferentes condiciones de metanol y xilano en el medio de induccién. La concentracion de xilano se vari6
entre 0,4% (p/v) y 1,2% (p/v), y de metanol entre 0,5% y 1% (v/v), midiendo la produccién 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 més abundante producido (hasta 98.6% del total) alcanzandose la mayor produccién (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 maximo nivel a las 12 horas de cultivo, después de lo cual disminuye rapidamente. No se
detecto xilosa como producto de hidrdlisis. La producciéon de XOS con grados de polimerizacién entre 4 y 6 se
observa s6lo a las 12 horas, aunque la cantidad producida es despreciable. Considerando la produccion de XOS
como la suma de X2y X3, se concluye que la mayor produccion, 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 relacion al efecto del metanol en el medio de induccién, se observa que, en el rango estudiado, no tiene un
efecto significativo en la produccion de XOS, por lo que se sugiere utilizar metanol 0,5% en la fase de induccion.
Por otro lado, xilano a mayor concentracién favorece la mayor produccion 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 conclusién, se generd un sistema in situ para la produccién de xilanasa recombinante en P. pastoris y la
hidrélisis de xilano en el mismo reactor, a 30°C. Experimentos a futuro deben dilucidar los factores que limitan la
completa conversion de xilano a XOS, para optimizar la produccion a altas cargas de sustrato en el medio.
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Pedro Valencia®’, Suleivys Nufiez?, Silvana Valdivial, Marlene Pinto?, Cristian Ramirez?!, Sergio
Almonacid?®?
1 Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental, Universidad Técnica Federico Santa Maria,Valparaiso,
Chile
2 Centro Regional de Estudios en Alimentos Saludables (CREAS), Valparaiso, Chile
*Autor correspondiente: pedro.valencia@usm.cl

Resumen
La hidrélisis enzimatica de proteinas es una alternativa tecnolégica muy atractiva para la valorizacién de
subproductos de la industria alimentaria, como lo son los esquelones de salmén. La operacion de hidrélisis
enzimatica de proteinas en modalidad de reactor por lotes ha evidenciado un decaimiento progresivo de la
velocidad de reaccién debido a la inhibicién por producto.

El objetivo de este estudio fue evaluar una nueva estrategia operacional consistente en lotes secuenciales para
disminuir la inhibicion por producto y asi incrementar la extraccioén de nitrégeno. Esta estrategia de operacion
consiste en operar un primer lote y luego separar la fase soluble, donde se encuentran los péptidos inhibitorios,
y continuar hidrolizando los sélidos remanentes en un segundo lote.

La estrategia de operacion fue evaluada en la hidrélisis de proteinas de esqueldn de salmén 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 reacciéon y dosis de subtilisina. Se evaluaron
diferentes distribuciones de dosificacién de proteasa y tiempos de reaccion entre el lote 1 y 2. La mezcla de
reaccion fue centrifugada después de operar cada lote. Las diferentes fases obtenidas fueron separadas y
pesadas. El contenido de nitrégeno fue analizado en cada fase.

La extraccion de nitrégeno luego de un lote Unico operado por 2 h fue de 26,6 %, en tanto que en los lotes
secuenciales se superé el 40 % de extraccion. El nitrdgeno fue extraido exclusivamente de la proteina del tejido
muscular, quedando practicamente intacta la proteina del hueso. La distribucién de la dosis de subtilisina se
repartio en un 75/25, 50/50 y 25/75 % para los lotes 1y 2, resultando en un 42,9 £+ 3,9 %, 459+ 1,7 %y 48,7 +
0,1 %, respectivamente. Se evidencié de este modo que se logré un incremento de la extraccion de nitrégeno
sin aumento del tiempo de operacion ni la dosis de proteasa. Los lotes secuenciales también fueron operados
sin la adicion de proteasa en el lote 2. La extraccion de nitrégeno 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 adsorcion de
subtilisina sobre las particulas insolubles del subproducto fue inferida a partir de estos resultados.

En conclusion, la extraccion de nitrdgeno fue significativamente incrementada con la estrategia de lotes
secuenciales sin aumentar el tiempo de operacidn ni la dosis de proteasa comparado con la operacion de un solo
lote. Esto implica una mejora en la eficiencia del proceso sin incremento del costo de operacion. La operacion
por lotes secuenciales es una prometedora estrategia para mejorar la eficiencia de la hidrdlisis de proteinas a
partir de subproductos insolubles.
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Avances, aplicaciones y proyecciones
de unalacasa termofila altamente activa

Giannina Espina?’, Joaquin Atalah!, Paulina Caceres-Moreno?, Jenny M. Blamey*
! Fundacién Biociencia, Santiago, Chile.
2Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile.
*Autor correspondiente: gespina@bioscience.cl

Resumen

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son oxidorreductasas pertenecientes a la familia de proteinas multicobre oxidasas,
gue se caracterizan por tener cuatro atomos de cobre en su sitio activo. Estas metaloenzimas catalizan la
oxidacion de una amplia gama de sustratos, incluyendo compuestos aromaticos (ej. fenoles sustituidos en orto y
para, aminas aromaticas, N-heterociclos, tioles aromaticos entre otros), iones metalicos y organometalicos?,
directamente o con la ayuda de mediadores redox. Durante la catalisis enzimética, los atomos de cobre en el
sitio activo median en la transferencia de electrones entre el sustrato y el oxigeno molecular y la reaccion resulta
con agua como Unico 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
biotecnolégico y son utiles en muchas aplicaciones tales como: industria alimentaria, textil, papelera, biomédica
y farmacéutica, sintesis organica, biorremediacién, biocombustibles y biosensores?2.

Esta presentacidn busca compartir los avances obtenidos durante los Gltimos afios, trabajando con una enzima
lacasa de un microorganismo terméfilo aislado a partir de una muestra ambiental de un sitio geotermal donde
desde la investigacion fundamental realizada, se di6 paso al desarrollo aplicado para la obtencion de un producto
enzimatico comercial. Ademas, se presentaran 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).
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Desamargado de jugo de pomelo mediante una simultanea hidrolisis
de naringina y adsorcion de limonina

Paulina Urrutia*, Mariela Mufioz, Lorena Wilson
! Escuela de Ingenieria Bioquimica, Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso, Chile
*Autor correspondiente: paulina.urrutia@pucv.cl

Resumen

La naringina y limonina son los principales compuestos amargos presentes en jugos citricos. Para
disminuir el amargor en jugos citricos bajo su umbral de deteccién o controlar el grado de amargor a un
nivel que favorezca la aceptabilidad del producto por parte de los consumidores, distintas estrategias
fisicoquimicas y bioquimicas han sido desarrolladas durante las ultimas 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 investigacién es evaluar una estrategia Unica que
incorpore las ventajas de las aproximaciones fisicas y bioquimicas para el desamargado de jugo de
pomelo. La estrategia propuesta se basa en el disefio de un catalizador de naranginasa inmovilizada que
permita una simultanea hidrélisis de naringina y adsorcién de limonina, reduciendo el amargor del jugo de
pomelo bajo el umbral de deteccion.

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 6ptimos, 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 midi6 la concentracion de
naringina, prunina, naringenina y limonina mediante HPLC con detector DAD. Finalmente, el desempefio
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 inmovilizacion en el pH y temperatura 6ptimos de la enzima, se observa un perfil
de actividad menos dependiente del pH luego de la inmovilizacion, tanto para para actividad de a-L-
ramnosidasa como B-D-glucosidasa. Adicionalmente, se observa un aumento en la temperatura éptima
de la actividad a-L-ramnosidasa, lo que se puede explicar por un aumento en la estabilidad del catalizador
debido a su inmovilizacién. Respecto al desamargado de jugo de pomelo, la enzima libre permiti6 una
reduccién de 56% de la naringina originalmente presente en el jugo, generando prunina y naringenina en
el tiempo. La concentracion de limonina no se vio afectada. En el caso del soporte libre de enzima, se
logré la adsorcion de todos los compuestos amargos, variando el porcentaje de remocién acorde a la
hidrofobicidad de la molécula: limonina>naringenina>prunina>naringina. Mediante el uso del soporte sin
enzima se logré una reduccion del 58% de la naringina y 75% de limonina. Finalmente, la utilizacion de la
enzima inmovilizada en octil-glioxil agarosa resulté en una reduccién del 75y 76% en la concentracién
inicial de naringina y limonina, respectivamente, obteniendo una concentracion final de ambos compuestos
bajo el umbral de deteccion. El catalizador inmovilizado fue reutilizado durante 5 lotes sucesivos de
desamargado, alcanzando valores de naringina y limonina cercanos al umbral de deteccién en todos los
lotes. Luego de 120 h de reaccion, la actividad residual de a-L-ramnosidasa y 3-D-glucosidasa fue 90 y
60%, respectivamente.

Estos resultados muestran el potencial de esta estrategia hibrida en el desamargado de jugos citricos,
pudiendo ofrecer ventajas técnicas y econdmicas en relacién de los procesos actualmente utilizados.

Agradecimientos: Proyecto Fondecyt 11180726.
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Ligandos amidatiazoles como potenciales inhibidores de 5-lipoxigenasa

humana
Simén Torres-Gonzalez?, Pilar Morales?, Michelle Mufioz?, Carolina Mascayano?
! Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile
Autor correspondiente: *simon.torres.g@usach.cl

Resumen

La inflamacion 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
accién enzimatica de la 5-lipoxigenasa (5-LOX)!. Los LTs estan involucrados en el desarrollo de enfermedades
tales como el asma, COVID-19, cancer e incluso Alzheimer2. Distintos compuestos han sido descritos como
inhibidores de 5-LOX, siendo solo el Zileutén aceptado por la FDA para su ingreso al mercado; sin embargo, este
farmaco (antiasmatico) presenta efectos adversos de hepatotoxicidad, por lo que el disefio y obtencion de nuevos
y potentes inhibidores de 5-LOX se mantiene en constante desarrollo. A continuacion, se presentan ligandos
derivados de los fragmentos farmacoféricos tiazol, catecol y vainillina como potenciales inhibidores de 5-LOX.
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Figura 1: Derivados tiazol fenil (L1), tiazol catecol (L2) y tiazol vainillina (L3) (A). Energias de union de los ligandos en los sitios
catalitico, activo y alostérico de 5-LOX (B). Docking de los ligandos en el sitio alostérico de 5-LOX (C).
El estudio preliminar de “docking” mostré que los ligandos L2 y L3 presentan la mejor afinidad de unién en el sitio
alostérico de 5-LOX, con energias de -3,66 y -4,14 Kcal/mol, respectivamente. Ademas, los acoplamientos
moleculares evidenciaron la formacién de numerosos puentes de hidrogeno con residuos que conforman el canal
alostérico, como VAL110, VAL109, HIS130 y GLU134. Hasta el momento, se ha sintetizado el ligando L1, el cual
exhibié un 8% de inhibicién de la actividad de 5-LOX. Prontamente se espera obtener los ligandos L2 y L3 para

su posterior analisis y evaluacion biologica: porcentajes de inhibicion y valores de ICso.
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CO:2 en crotonil-CoA carboxilasa/reductasa

Rodrigo Recabarren?, David Saez?, Esteban Vohringer-Martinez'’
! Departamento de Fisico-Quimica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Concepcién, Concepcién,
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2 Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile
*Autor correspondiente: evohringer@udec.cl

Resumen

La captura y conversién del CO2 atmosférico en compuestos organicos de valor agregado permanece siendo un
gran desafio para las diferentes disciplinas de la quimica. En este contexto, el uso de biocatalizadores podria
representar una alternativa sustentable y amigable con el medio ambiente. En la naturaleza, la mayor parte del
CO:2 es fijado por la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), carboxilasa que sufre
reacciones secundarias de oxigenacién que disminuyen su eficacia. Recientemente se descubrié una clase de
carboxilasas llamadas enoil-CoA carboxilasas/reductasas (Ecrs), las cuales exhiben las mas altas eficiencias en
la fijacion del COz2, siendo ademas insensibles a la presencia de oxigeno. Entre las Ecrs, la enzima crotonil-CoA
carboxilasa reductasa (Ccr) ha sido la mas estudiadal!. Asi, Ccr emerge como un biocatalizador destacado para
ser utilizado en aplicaciones biotecnoldgicas, ya que es una de las enzimas fijadoras de CO2 mas eficientes. En
esta contribucién, se exploré el mecanismo de carboxilacion reductora en Ccr considerando los diferentes
caminos de reaccidén propuestos. Aparte del mecanismo directo en la enzima, que comprende los pasos de
transferencia de hidruro y carboxilacién, se ha propuesto un mecanismo alternativo que implica la formacién de
un aducto covalente entre el intermediario enolato y el cofactor NADPHZ2. Los mecanismos de reacciéon se
estudiaron con simulaciones de dinamica molecular QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics),
encontrandose que la transferencia de hidruro es el paso limitante de la velocidad en el proceso quimico y que
los pasos de transferencia de hidruro y carboxilacién estan desacoplados. Las energias libres de activacion
calculadas sugieren que el aducto covalente es de hecho un intermediario alternativo durante el ciclo catalitico y
gue es un paso clave para proteger el sustrato de la reaccion secundaria de reduccion. Los resultados de este
estudio ayudaran a obtener una comprensién mas amplia del mecanismo de reaccidn enzimético en Ccr, que es
un aspecto esencial para el disefio futuro de mutantes y marcos cataliticos destinados a capturar y convertir CO2
de manera sostenible y eficiente.
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fosfatasas con actividad fitasa
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! Laboratorio de Bioguimica, Departamento de Biologia, 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 acido
fosfatasas (HAPs) se encuentran filogenéticamente muy cercanas y por tanto comparten un mismo
plegamiento estructural y el mismo mecanismo catalitico de hidrolisis del grupo fosforilo. Las enzimas fitasas
(mio-inositol hexaquisfosfato fosfohidrolasa) catalizan la hidrélisis secuencial de los 6 fosfatos presentes en
el acido fitico, obteniéndose como productos mioinositol y fosfato inorganico. Por otra parte, la enzima
glucosa-1-fosfatasa cataliza la hidrdélisis del Unico fosfato presente en la glucosa-1-fosfato (G1P) y también
posee una actividad promiscua hacia el acido fitico, 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 tamario similar de ~ 44kDa (EcG1Pasa= 391 aminoacidos;
EcFitasa= 410 aminoacidos)! y una identidad de secuencia del 31% con una ligera diferencia en el motivo
catalitico conservado de las HAPs “RH(G/N)XRXP”, donde el aminoacido Gly en la fitasas es reemplazado
por Asn en el caso de las glucosa-1-fosfatasas.
La caracterizacion cinética de EcG1Pasa y EcFitasa muestra que ambas enzimas tienen una afinidad similar
hacia el acido fitico, (Km = 0.54 mM EcG1Pasa, Ku=0.63mM EcFitasa)3* y un mismo pH éptimo (pH 4,5) para
la hidrolisis del acido fitico. No obstante, hay enormes diferencias en la constante catalitica (kcat = 11,9 st
EcG1lPasa, keat=1857s! EcFitasa)®, resultando en grandes diferencias en su constante de especificidad
(Kcat/Kwm).
En este trabajo, mediante Reconstruccién 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 realiz6 un modelamiento estructural y una caracterizacion
bioguimica de las enzimas ancestrales y se evalu6 su especificidad por cada uno de los sustratos.
Los resultados del modelamiento de las enzimas ancestrales muestran que el Ultimo ancestro en comun de
fitasas y glucosa-1-fosfatasas, posee el mismo motivo catalitico de las fitasas (RHGXRXP), pero también los
mismos residuos de unién a sustrato que EcG1Pasa, mostrando caracteristicas estructurales mixtas de
G1lPasay 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 bioguimicas, las enzimas ancestrales son capaces de hidrolizar G1P
y también acido fitico, ambas actividades a un pH 6ptimo acido. Sin embargo, la eficiencia catalitica 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 optimizo.
Referencias
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humano y su interaccion con monoaminas

Felipe Andrade-Villalobos'?", Angélica Fierro!

! Laboratorio de Bioorgénica y Modelamiento Molecular, Departamento de Quimica Organica, Facultad de
Quimica y de Farmacia, Escuela de Quimica, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Santiago, Chile.
2 Escuela de Medicina, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Santiago, Chile.
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Resumen

Uno de los desafios actuales en el disefio de terapias farmacoldgicas es la identificacion de blancos terapéuticos
por falta de estructuras cristalinas de proteinas. Dilucidar de forma computacional la estructura tridimensional
podria ayudar a comprender la relacién estructura-funcién de distintas proteinas y el rol que juegan en el
desarrollo de distintas enfermedades y trastornos.

Los transportadores de cationes organicos (OCTs, en sus siglas en inglés) pertenecen a la familia de
trasportadores de solutos. Estan altamente distribuidos en distintos sistemas del organismo y participan en la
absorcidn, distribucion y excrecion de distintas sustancias enddgenas y exdgenas. De los siete OCTs
identificados en el organismo, hay evidencia que los presentes en el cerebro serian importantes reguladores de
la via monoaminérgica al participar del clearance de estos neurotransmisores del espacio sinptico. En particular,
el OCT3 esta expresado en mayor proporcién en el sistema nervioso central y se ha encontrado que tendria un
rol fundamental en el desarrollo y resistencia a tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos, como la depresién
y el estrés. Su bloqueo selectivo o en conjunto a los transportadores mas estudiados de neurotransmisores, como
NET, SERT, DAT, podria ofrecer una nueva forma de tratamiento y manejo de enfermedades.

Utilizando métodos de modelamiento molecular, como acoplamiento molecular, dindmica molecular y calculos
de energia libre, se logré describir tridimensionalmente la estructura del OCT3 y comparar su interaccion con
distintas monoaminas claves en el sistema nervioso central. Este proyecto permite contribuir al conocimiento de
los OCTs que esta en una rapida expansion, siendo un punto de partida para el disefio de nuevos ligandos con
potenciales propiedades terapéuticas.

Pagina 69
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Resumen
La abundante acumulacién de plasticos en el medio ambiente es una gran amenaza para diversos ecosistemas,
siendo el oceanico uno de los mas afectados!. Actualmente se estan desarrollando diversas estrategias para
combatir dicha problematica, como el desarrollo de plasticos biodegradables y el descubrimiento e ingenieria de
enzimas que degradan plasticos, siendo el tereftalato de polietileno (PET) uno de los plasticos mas relevantes.
Por esta razon las enzimas que hidrolizan PET en sus mondémeros estructurales han tomado gran relevancia
dentro de este campo de investigacion?.

En consideraciéon de estos antecedentes, nuestro laboratorio recientemente identific6 enzimas homélogas a
distintas PET hidrolasas ya caracterizadas en la actualidad en metagenomas oceanicos y antarticos. Dentro de
estas potenciales enzimas degradadoras de PET, se eligieron dos enzimas (metaG4 y metaG7) para
caracterizacion de su actividad enzimatica frente a ésteres y al poliéster alifatico 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, determindndose que sus actividades
Optimas son observadas sobre los 60° C. Estos resultados son distintos a los obtenidos en ensayos de
degradacion de nanoparticulas 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, homaélogas a PET
hidrolasas, presentan actividades dispares frente a poliésteres.
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Catdlisis enzimatica de pNPA y pNPB por metaG4: (A) Curva de Michaelis-Menten utilizando pNPA como sustrato. (B) Curva
de Michaelis-Menten utilizando pNPB como sustrato.
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Resumen

Las nanoparticulas de teluro (NPsTe) han sido un foco de interés a nivel nanotecnoldgico dado que sus
propiedades fisicas y quimicas le han permitido proyectar su aplicacion en areas del conocimiento como la dptica,
electronica, energia fotovoltaica y biomedicina. Actualmente, las metodologias de sintesis quimica que se utilizan
para obtener estas nanoparticulas requieren del uso de quimicos téxicos y emplean metodologias demandantes
de un alto gasto energético por requerir condiciones de reaccion en anaerobiosis y ser desarrolladas a altas
temperaturas. Para mitigar esto, el disefio de biocatalizadores ha sido propuesto como una alternativa segura,
econoémica y amigable con el medioambiente y en este contexto, la reduccion del oxianion telurito a telurio
elemental en forma de nanoparticulas mediada por la actividad promiscua de enzimas como glutation reductasa
(Gor), ha demostrado ser un foco potencial para el desarrollo biosintético de las NPsTe.

Teniendo presente lo anterior, en este trabajo se realizé un analisis comparativo de la capacidad reductora de
telurito a diferentes ortélogos de Gor derivados de las secuencias genémicas de microorganismos telurito
resistentes. Después de caracterizar estructuralmente y evaluar su actividad nativa y promiscua a las enzimas
obtenidas, se encontré que aquellas enzimas Gor con mejor eficiencia catalitica por NADPH son mejores telurito
reductasas. Luego, un analisis estructural a través del modelado por homologia de los ort6logos de Gor conjunto
con calculos de energia a nivel de teoria de mecénica molecular (MM), permitié establecer posibles hipotesis que
correlacionan estructura-actividad en los diferentes ort6logos de Gor.

Pagina /1

Agradecimientos: Este trabajo recibi6 soporte financiero de FONDECYT POSDOCTORADO NACIONAL 3200478

iy
Ste

UNIVERSIDAD
DE SANTIAGO
DE CHILE

» U \ )
UNIVERSIDAD !

MAYOR =~ lumao  uoEed

para espiritus emprendedores




J biocat

Il JORNADA DE BIOCATALISIS

Poster PO7

Produccidon y purificacién de celobiosa 2-epimerasa de
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Resumen

La lactulosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-fructosa) es un disacarido 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
estrefliimiento y de la encefalopatia hepdatica, la prevenciéon de tumores, la inhibicién del
crecimiento de bacterias patdgenas, y su efecto antidiabético. A nivel industrial se produce por
sintesis quimica, pero se ha demostrado que mediante biocatalisis enzimatica se logra un
proceso ambientalmente amigable y se facilita la purificacion del producto, lo que lo hace
tecnoldégicamente atractivo. La sintesis enzimatica de lactulosa se ha realizado tradicionalmente
con [B-galactosidasa en una reaccion de transgalactosilacién de fructosa con lactosa. Sin
embargo, posteriormente se describié que la enzima celobiosa 2-epimerasa del organismo
terméfilo Caldicellulosiruptor saccharolyticus (CsCE) puede sintetizar lactulosa mediante la
isomerizacion de lactosa, siendo esta una via de produccion mas eficiente por cuanto utiliza
solamente lactosa como sustrato. Sin embargo, CsCE no se encuentra comercialmente
disponible, por lo cual en este trabajo se desarrollé una metodologia de produccion y purificacion
de CsCE recombinante expresada en Escherichia coli BL21. Para ello se realiz6 la fermentacion
en matraces a 37°C y 200 rpm, empleando el medio de cultivo Luria-Bertani y adicionando
lactulosa como inductor a una concentracion de 12 g/L luego de 5 h de incubacion. Finalizada la
fermentacion al cabo de 18 horas, las células fueron recuperadas por centrifugacion (9500 rpm,
10 min, 4°C) y sometidas a ruptura mediante sonicacion. El extracto crudo fue purificado
mediante cromatografia de bioafinidad en columnas de niquel. Con la enzima purificada se
realiz la reaccion de sintesis de lactulosa a 60°C, pH 7 y 100 g/L de lactosa empleando 0,6
Ul/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 & Oh!. Se espera que optimizando las condiciones de reaccién se podra
superar los mejores resultados reportados, que corresponden al trabajo de Wang et al.2.
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Resumen
La quiralidad de un compuesto muchas veces define su actividad biolégica. Existe un interés creciente en
desarrollar procesos capaces de producir farmacos opticamente puros, dado que la produccién de una mezcla de
isémeros puede acarrear problemas sanitarios y/o pérdidas econémicas.

Este trabajo busca ofrecer una alternativa enzimatica enantioselectiva para la sintesis del radiotrazador [*1C](S,S)-
S-adenosilmetionina ([*!C]SAM), de potencial aplicacion en el seguimiento mediante PET-CT de tumores de
préstata particularmente agresivos. La sintesis convencional de este compuesto se ha realizado en CUDIM (Centro
Uruguayo de Imagenologia Molecular), obteniéndose una mezcla enriquecida en el diasterémero de interés.!
Producir el radiotrazador de forma enatioméricamente pura, en un tiempo méaximo de 20 minutos, mejoraria la
sensibilidad diagnéstica y la seguridad clinica al administrarlo al paciente.

Se desarrollaron biocatalizadores adecuados para la aplicacién propuesta. En primer término, se cloné y expreso
en Escherichia coli una mutante de la metionina adenosiltransferasa (MAT), MATI303V, con mayor actividad en la
sintesis de SAM.? Posteriormente, se desarrollé 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 mdédulo automatizado, a partir de [*1C]-L-Metionina. La metionina marcada fue sintetizada in situ
a partir de [*C]CHal 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. Ademas, se verificé que el derivado inmovilizado no pierde actividad, pudiendo ser reutilizado,
aportando a la economia del proceso. Actualmente se esta optimizando el proceso de purificacion del producto
final.
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Figura 1.: Radiosintesis enzimatica de [*'C](S,S)-S-adenosilmetionina
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Resumen

La inmovilizaciéon de enzimas surge como una herramienta complementaria a la ingenieria de proteinas, para la
implementacién de biocatalizadores en procesos industriales, toda vez que permite la recuperacion y reutilizacion
del catalizador ademéas de mejorar de manera significativa la estabilidad operacional y quimica del mismo. En
relacion con los soportes utilizados para la inmovilizacion, la seleccion de los materiales cobra importancia, sobre
todo en algunas areas en las que se debe considerar el caracter inerte ademas de la posibilidad del
aprovechamiento de biorrecursos para procesos sustentables. En este sentido, uno de los materiales que ofrece
las caracteristicas mencionadas es el quitosano, polisacarido obtenido por la deacetilacion de la quitina. La
mutacion Y509E de la B-xilosidasa GH52 de G. stearothermophilus ha resultado en el desarrollo de la actividad
dual B-xilosidasa y xilanasa, sugiriéndose que se debe a la ampliacidn del bolsillo catalitico. El objetivo de este
trabajo fue inmovilizar la enzima con actividad dual XynB2Y50%, preservando y haciendo estas funciones mas
robustas, dados los potenciales beneficios que reportaria la degradacion del xilano con una sola enzima. Se
ensayaron dos métodos de inmovilizacién sobre quitosano: atrapamiento y formacién de enlaces covalentes en
esferas activadas con glutaraldehido. En la inmovilizacién por atrapamiento, el gel de quitosano en solucién acida,
homogeneizado con la proteina, fue agregado por goteo en una solucién alcalina para formar esferas que se
maduraron durante 1 hora. Para la inmovilizacion por formacion de enlaces covalentes, se hicieron las esferas de
quitosano que luego fueron reforzadas con glutaraldehido 1%, durante 4 horas luego de las cuales fueron
sumergidas en una dilucion de la proteina para la inmovilizacion. La eficiencia de la inmovilizacion por
atrapamiento fue de 68%, que se logré en condiciones de 2% de quitosano solubilizado en acido acético 0,1 My
maduracién de las esferas durante 1 hora en tampén 0,5 M pH 8,5 enriquecido con etanol. En cuanto a las
condiciones de la inmovilizacién por enlaces covalentes, el pH para la reacciéon de activacion fue determinante
para la preservacion de la actividad dual con un rendimiento de 90% de inmovilizacion. Los efectos de la
inmovilizacion sobre la actividad y la estabilidad fueron evaluados para ambas formas de inmovilizacién. Se obtuvo
gue a 80 °C la enzima inmovilizada por ambos protocolos presentdé mayores porcentajes de actividad que la
enzima libre. La inmovilizacion también mejoré la termoestabilidad de las enzimas inmovilizadas. De las dos
formas inmovilizadas, se encontré 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 incubacién a 70 °C. En relacién al pH, si
bien las dos formas inmovilizadas presentan el mismo pH 6ptimo que la enzima libre, la inmovilizacién hace que
la enzima sea mas resistente a pH’s basicos. Los experimentos de estabilidad quimica sugieren también que la
inmovilizaciéon redunda en una mejora del biocatalizador, ya que estos preservan mas del 80 % de su actividad
después de 1 h a pH 9. Los pardmetros cinéticos Km y Vmax de los biocatalizadores inmovilizados resultaron ser
muy similares a los de la enzima libre, sin embargo la eficiencia catalitica resultd ser significativamente menor en
las formas inmovilizadas. Los ciclos de relso y estabilidad de almacenamiento sugieren que la mejor
inmovilizacion de XynB2Y5%9E en esferas de quitosano fue la hecha por enlace covalente. Bajo esta inmovilizacion,
la enzima pudo ser reutilizada hasta 10 veces sin pérdida de su actividad. Ademas esta misma forma inmovilizada
mantiene después de 60 dias, mas del 90 % de su actividad. El conjunto de estos resultados sugiere que
XynB2Y5%% fye inmovilizada exitosamente a través de dos métodos, lograndose la retencion de la actividad
catalitica dual solo con la inmovilizacién por enlace covalente. Las mejoras operacionales de XynB2Y50%
alcanzadas tras la inmovilizacion 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 codigo UAL18-
CTS-B032-A

para espiritus emprendedores

o ()

""" IS\{La ByB J biocat

Il JORNADA DE BIOCATALISIS

Pagina /4

UNIVERSIDAD
DE SANTIAGO A UNIVERSIDAD ‘ N>
PEGHLE g o CriE _NIAYOR LR



L3
e )
®

}{g

" IS\{La ByB J biocat

SANTIAGO, CHILE, 2022 Il JORNADA DE BIOCATALISIS

Pty

Pdoster P10
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Resumen

Los compuestos organofosforados (OPs) fueron sintetizados inicialmente hacia finales de la segunda guerra
mundial como armas quimicas y actualmente son empleados como pesticidas en la industria agricola 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 contaminacién ambiental por ser altamente toxicos?.
Estudios recientes indican niveles alarmantes de contaminacién con OPs del suelo, de alimentos y del agua
potable. Asimismo, en nuestro pais, estudios epidemioldgicos indican la existencia de casos de intoxicacién
humana por exposicion 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 metodologias confiables y econémicas para la
descontaminacion ambiental de estos pesticidas?. Los tratamientos convencionales fisico-quimicos generan
nuevos desechos téxicos y suelen ser muy costos, por lo que, la biorremediacion —el uso de sistemas biolégicos
para el tratamiento de ambientes contaminados- surge como una alternativa de interéss.
Previamente en nuestro grupo de trabajo, se aisldé una cepa de Sphingomonas sp., a partir de una muestra de
suelo agricola que resulté ser eficiente para la degradacion bioldgica de clorpirifos®. En este trabajo, a partir de
la secuenciacion parcial de su genoma y mediante el empleo de estrategias bioinformaticas, se identificaron
posibles genes codificantes para una enzima degradadora de OPs. Luego de un analisis exhaustivo, se disefié
una estrategia de clonado y expresion en E. coli BL21 de estos genes, seleccionandose uno codificante para una
carboxilesterasa- el gen 1492-, en funcién de su capacidad de degradar OPs. Posteriormente, este gen se cloné
en el vector constitutivo de expresioén en la levadura metilotréfica Pichia pastoris pGapaC, mediante el disefio de
una estrategia para la exportacion de la proteina al espacio extracelular. Luego de desarrollar los ensayos de
expresion de varios clones obtenidos, se determind que la carboxilesterasa excretada al medio extracelular
presentd un peso molecular de 35 kDa — similar al peso previamente predicho in sillico- y que su actividad
catalitica determinada mediante la cuantificacién de la hidrélisis de OPs fue de 1,75 pmol min-l. La tasa de
degradacién obtenida al utilizar la enzima recombinante fue el doble de lo reportado con la enzima producida a
partir del microorganismo wild type*. Asimismo, debido a que la produccién de la enzima fue dirigida al medio
extracelular, es posible su facil recuperacion y aplicacion, 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 remediacion de OPs mediante la aplicacion 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. Valoracion de la exposicion a plaguicidas en cultivos extensivos de Argentina y su potencial impacto
sobre la salud. Rev. Argentina Salud Publica 8, 8-15 (2017).
3. Niti, C., Sunita, S., Kamlesh, K. & Rakesh, K. Bioremediation: An emerging technology for remediation of pesticides. 17,
2013).
4. San(tillan,).]. 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 sintesis de una hebra
complementaria de ARN a partir de un templado de ADN. ComuUnmente, estas enzimas pueden iniciar la
transcripciébn mediante el reconocimiento de secuencias de ADN especificas conocidas como promotores, y la
adicion de ribonucleétidos ocurre paso a paso (en sentido 5> 37) mediante un emparejamiento de bases
complementarias con templado de ADN, liberando un pirofosfato por cada ribonucleétido que se agrega a la
cadena naciente de ARN.

Las ARN polimerasa de subunidad Unica (ssARN-polimerasa), son unas de las enzimas mas utilizadas en
biotecnologia para la produccién de ARN in vitro, debido a su simplicidad y eficiencia. Se han encontrado tanto
en bacteriéfagos como en cloroplastos y mitocondrias, siendo la ARN polimerasa del fago T7 la mas estudiada.
Ademas, la estructura de una sola subunidad y su capacidad de transcribir genes completos sin necesidad de
proteinas adicionales han convertido a esta polimerasa en un modelo para el estudio de la sintesis de ARN y una
de las herramientas mas utilizadas en ingenieria genétical.

En este trabajo, se presenta una nueva ss-ARN-polimerasa de tipo fago obtenida a partir del andlisis
bioinformatico de la secuenciacién metagenémica del ADN total de un consorcio crecido a bajas temperaturas a
partir de la muestra ambiental de un glaciar. El gen identificado se clond y la enzima recombinante fue expresada
mayoritariamente de forma insoluble en Escherichia coli. Esta fue recuperada en forma funcional desde los
cuerpos de inclusién utilizando urea 8M. La ss-ARN-polimerasa purificada resulté ser activa en un amplio rango
de temperaturas y pH (20-60 °C y 4,0-10,0, respectivamente) alcanzando actividad maxima a 37°C y pH 8,0. Mas
interesante aun, 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 podria ser un candidato ideal para
realizar transcripcion in vitro y ser aplicada en ribosensores o sistemas de sintesis de proteinas libre de células.

Referencias
1. Borkotoky, S., & Murali, A. The highly efficient T7 RNA polymerase: A wonder macromolecule in biological realm.
Int J Biol Macromol. 118(Pt A), 49-56 (2018).
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Resumen

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de ésteres carboxilicos de cadena larga. Sin embargo, en
condiciones de altas temperaturas y en presencia de solventes organicos, se ha reportado su capacidad de
catalizar reacciones de sintesis organica enantioselectivas. Esta capacidad es de gran interés en la industria
farmacéutica, debido a que los enantidmeros de un fadrmaco pueden tener diferencias drasticas en toxicidad y
actividad farmacolégica. En la actualidad, la mayoria de los estudios asociados a catdlisis con lipasas han
reportado un bajo rendimiento, asociado a la desnaturalizacion de la enzima-2. Debido esto es de gran interés la
purificacion de lipasas en microorganismos termofilicos, donde sus enzimas se han adaptado evolutivamente a
mantener su actividad a altas temperaturas.

Isla Decepcién es una isla volcanica ubicada en las islas Shetland del Sur, Antartica. En esta isla se encuentran
sitos geotermales como la bahia Fumarola, la cual posee temperaturas de emision de 90 a 110 °C. Desde
muestras ambientales de estos sitios fue aislado Geobacillus sp. ID17, un microorganismo termofilo que crece
entre temperaturas de 50 a 70°C, y del cual se han identificado distintas enzimas termofilicas, entre ellas
lipasas®4. Las lipasas nativas identificadas y purificadas son activas y termoestables por sobre 55°C, pero su
purificacién es de bajo rendimiento, dificultando su caracterizacion enzimética. Por esta razén, se realiz6 la
expresion de la lipasa de forma heteréloga a partir de la informacién obtenida de la secuenciacién del genoma,
donde se identific6 una secuencia codificante para una posible lipasa (Lip7), que seguin un andlisis bioinformatico
sugeriria una mayor termoestabilidad y resistencia a la desnaturalizacién por solventes organicos.

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 caracteristicas permiten sustentar
posteriores estudios para comprobar su aplicacién en reacciones de sintesis organica.

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. Mufoz, 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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Estudio de una enzima nitrilasa termoestable y con versatilidad de
sustratos. Aplicaciones biotecnoldgicas y sus implicancias en
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Resumen

Actualmente existe un gran interés por reemplazar los catalizadores quimicos utilizados ampliamente en distintos
procesos industriales por alternativas menos contaminantes y mas amigables con el medio ambiente. En este
sentido, las enzimas representan alternativas biocataliticas altamente eficientes que permiten una disminucion
de los costos totales de produccién junto con una menor contaminaciéon ambiental. Aunque el interés por enzimas
ha aumentado rapidamente en la industria biotecnolégica, sus implicancias en astrobiologia son un area de
estudio que esta recién comenzando. Sin embargo, debido al gran desarrollo que ha tenido este campo de
estudio en los Ultimos afios, en particular la deteccién de compuestos que podrian ser utilizados como sustratos
enzimaticos para la obtencion de energia y/o nutrientes, se ha abierto las puertas a la biocatalisis como area de
estudio en astrobiologia. En este trabajo se presentan las caracteristicas bioquimicas de una enzima nitrilasa
proveniente de una arquea hipertermofilica perteneciente al género Pyrococcus, aislada de un sitio hidrotermal
de Isla Decepcion, Antartica®. Sus propiedades y potenciales aplicaciones son discutidas desde una perspectiva
biotecnolégica y astrobiologica. Las caracteristicas biocataliticas de la enzima nativa® y su version recombinante?,
en particular sus propiedades de termoestabilidad y su gran versatilidad en el uso de sustratos, incluyendo la
utilizacion de benzonitrilo, butironitrilo, 3-cianopiridina, fenilglicinonitrilo y cianuro, en contraste con nitrilasas
previamente reportadas, ademas de la alta actividad especifica tanto de la enzima nitrilasa nativa como
recombinante siendo mas de 100 y 70 veces mas activa, respectivamente, que su contraparte comercial, la
convierten en una enzima con grandes proyecciones biotecnoldgicas en la sintesis de acidos carboxilicos a partir
de nitrilos. Por otro lado, la gran versatilidad en el uso de sustratos de la enzima le proporciona a este
microorganismo extreméfilo la capacidad de utilizar estos compuestos nitrilados como fuente de nitrégeno 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 basqueda de vida en la luna de
Saturno, Encelado.

Referencias

1. Dennett, G. V. and Blamey, J. M. A new thermophilic nitrilase from an Antarctic hyperthermophilic microorganism.
Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 4, 5 (2016).

2. Cabrera, M. A. and Blamey, J. M. Cloning, overexpression, and characterization of a thermostable nitrilase from an
Antarctic Pyrococcus sp. Extremophiles. 21, 861-869 (2017).

e

UNIVERSIDAD
DE SANTIAGO
DE CHILE

) kY
\E\, UNIVERSIDAD

para espiritus emprendedores

Pagina /8

» U \ )
UNIVERSIDAD =/

\ ALC IVERSIDAD
[ DE CHILE MAYOR ! ' B?LA SERENA



SANTIAGO, CHILE, 2022
Poster P14

Identificacion y caracterizaciéon de B-galactosidasas aisladas de
microorganismos provenientes de la Antéartida chilena
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Resumen

Dentro de la industria lactea, una de las enzimas mas utilizadas es la B-galactosidasa, la que se caracteriza por
hidrolizar el enlace p-D-glicosidico entre un D-galactdsido terminal no reductor y un resto de aglicona. Ademas
de esta capacidad, las B-galactosidasas poseen una actividad secundaria conocida como transgalactosilacion,
la cual permite la transferencia de un residuo de galactosa a un grupo hidroxilo que actia como aceptor
nucleofilico. Dicho aceptor puede ser un carbohidrato formando, via transgalactosilacion, oligosacaridos de largo
de cadena variable. Estas enzimas pueden provenir de diferentes fuentes, siendo las mas comunes las
microbianas. El origen de la enzima juega un papel fundamental en las condiciones de su funcionamiento,
determinando la temperatura y el pH 6ptimos, 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 abordé la blsqueda e identificacion
de bacterias productoras de 3-galactosidasas adaptadas al frio.

A partir de 180 aislados bacterianos antarticos, se identificaron tres aislados, M46C, A55A y L47, que destacaron
por su capacidad para utilizar lactosa como Unica fuente de carbono. Ello, se consideré como un indicativo de la
produccion de B-galactosidasa con una alta actividad a bajas temperaturas (5°C). Posteriormente, el gen
ribosomal 16s de estas bacterias fue secuenciado, determindndose que corresponden a Pseudomonas sp.
(M46C) y Yersinia sp (A55A). Para la tercera cepa (L47), este analisis no fue concluyente, ya que presenté un
porcentaje de identidad similar para los géneros Rahnella, Rouxiella y Serratia. Para las tres cepas
seleccionadas, se determind el efecto de la temperatura (ver Figura 1) y el pH en la actividad de hidrélisis de o-
NPG de extractos crudo de proteina. Todos los extractos evaluados mostraron un pH 6ptimo de 6.0. Los extractos
de Yersinia sp. y Pseudomonas sp. mostraron una temperatura 6ptima de 15y 20°C, respectivamente; mientras
que para el tercer extracto no se observd un descenso en la actividad de hidrélisis de 0o-NPG entre 5 y 60°C.
Adicionalmente, se evalud su capacidad para catalizar la reaccién de hidrélisis y transgalactosilacion a partir de
lactosa. Todos los extractos demostraron una baja actividad de hidrélisis de lactosa, pero una alta actividad de
transgalactosilacion, evidenciada a través de la sintesis de galactooligosacéaridos (GOS). Estos resultados se
consideran una primera aproximacion a la busqueda y caracterizacion de nuevas fuentes de (3-galactosidasa,
constituyendo un acervo de enzimas candidatas para su expresion heterdloga y caracterizacién detallada en
futuros trabajos.
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Figura 1: Efecto de la temperatura en la hidrélisis de 0-NPG
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Disefio in silico de un péptido para laintervencion del enlace
isopeptidico de la adhesina Ag I/ll de Streptococcus mutans
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! Centro de Genémica y Bioinformatica, Universidad Mayor, Santiago, Chile
*Autores correspondientes:_marcelo.jorquera@mayor.cl; jaime.rivas@umayor.cl

Resumen

Siendo la causa etiolégica mas prominente en el desarrollo de las caries, Streptococcus mutans es una de las
muchas bacterias orales tipo Gram-positivo que forman la biopelicula conocida cominmente como placa
bacteriana. Esta verdadera biopelicula es la precursora de la colonizacion del tejido dental y del desarrollo de las
caries (1). S. mutans emplea una simple estrategia para adherirse al diente la cual esta basada en el empleo de
apéndices proteicos conocidos como pili 0 adhesinas, flamentos micrométricos que se proyectan desde la pared
celular y que cumplen una funcién de verdaderas anclas moleculares. La adhesina en cuestion, o Ag I/Il, posee
una porcion C-terminal de tipo elastica— dominios C1, C2y Cs— que no sélo forman parte importante en el
proceso de adhesién mismo, sino que también participan en procesos de disipacion de energia mecanica. Cada
uno de estos dominios posee un enlace isopeptidico autocatalizado por la presencia de un grupo carboxilico que
promueve el ataque del grupo carbonilo sobre el grupo e-amino saliente de un residuo de lisina (1, 2). El enlace
isopeptidico formado une covalentemente hebras beta de la adhesina, formando un complejo estable y altamente
resistente al esfuerzo mecanico.

En este trabajo gracias al empleo de estrategias computacionales hemos estudiado la relevancia de los dominios
C1,C2y Cs con el fin de encontrar un objetivo para una posible intervencién del proceso mecanico gestionado por
esta adhesina. Por medio de dindmicas moleculares dirigidas pudimos describir que dentro de los dominios del
C-terminal, el dominio Cz corresponde al mas relevantes, dado que, al remover el enlace isopeptidico se
desencadena una gran abundancia de eventos mecanicos lo que lo convierte en un adecuado modelo para
intervencion peptidica.

A continuacion, y por medio de herramientas in silico disefiamos y evaluamos una serie de péptidos que
buscaban unirse al dominio C2 y entorpecer la formacion natural del enlace isopeptidico 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 dindmicas moleculares dirigidas (SMD).
Péptidos méas afines requieren mayor trabajo para ser desalojados de la proteina, mientras que péptidos con
union discreta requieren menos trabajo. Con esta estrategia—acoplamiento molécula y SMD—Ilogramos
seleccionar un conjunto de péptidos mas 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 catalizacion de enlaces relacionados a la
estabilidad de bacterias Gram-positivas, logrando de igual manera intervenir procesos de adhesion relacionados.

A)

B) . - L
Figura 1. Intervencion molecular de la actividad

isopeptidica de la adhesina Agl/ll. A) Modelo
tridimensional de la porcién C terminal de la adhesina
Ag /1, ilustrando los residuos que forman el enlace
isopeptidico en el dominio C,; B) Acoplamiento
molecular entre el péptido disefiado y el dominio
intervenido; C) Resultados de la dindmica molecular
dirigida, mostrando que el péptido comparte
aproximadamente las mismas propiedades fisicas que
el péptido original requiriendo de mas trabajo en el

Fuerza (pN)

7 1"

 Extension (nm)‘
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microorganismo termofilo Geobacillus wiegelii
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Resumen
Las superdéxido dismutasas (SODs) son metaloenzimas, oxidorreductasas, responsables de la detoxificacion del
radical superoxido en los organismos, generando proteccion contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
el dafio generado por estrés oxidativo. Estas enzimas tienen multiples aplicaciones en la industria farmacéutica,
cosmética y en procesos industriales relacionados con el estrés oxidativo. La estabilidad quimica es una
caracteristica importante a considerar para las aplicaciones industriales, donde inactivacién térmica es la principal
causa de pérdida de funcionalidad. Es por esto que el uso de enzimas provenientes de organismos extremdfilos,
particularmente termofilos, es una alternativa prometedora para la produccion de enzimas de interés comercial?.

En este trabajo, se identificaron genes de SODs en el genoma del organismo termofilico Geobacillus wiegelii
GWEL1, aislado de una estufa de esterilizacién. Uno de los genes encontrados fue clonado y expresado en
Escherichia coli para su purificacion y caracterizacion. La proteina recombinante resultante corresponde a una
SOD de manganeso, dimérica con una masa molecular de aproximadamente 47 kDa y una actividad maxima a
pH 7,0 y 50 °C. La enzima es altamente termoestable, logrando mantener el 46% de su actividad luego de
incubacién a 50 °C por 64 horas, y mas del 64% de su actividad luego de 16 horas de incubacién a 60 °C. Estas
propiedades cataliticas dan cuenta del gran potencial de esta enzima como biocatalizador en aplicaciones
industriales.
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Figura 1: Termoestabilidad de la enzima gwSOD1 expresada en E. coli BL21(DES3). Actividad relativa de la enzima
respecto al tiempo de incubacion en horas para distintas temperaturas. Circulo verde 50 °C, Cuadrado rosa 60 °C y triangulo
azul 70 °C. Las barras de error indican la desviacion estandar. Los ensayos fueron realizados usando 70,5 ug de gwSOD1
purificada.
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Resumen

En las dltimas décadas se han revisado bastantes estrategias que discuten la viabilidad de reciclar el CO: para
abordar los problemas medioambientales actuales. La formiato deshidrogenasa (FDH) es una oxidorreductasa
dependiente de NADH capaz de reducir el CO2 a &cido férmico [3]. Dado que esta reaccion requiere de un
cofactor, es posible acoplar esta reacciébn a una segunda reaccién catalizada por la glicerol deshidrogenasa
(GlyDH). En esta segunda reaccion el glicerol en presencia de NAD* es convertido a la 1,3-dihidroxiacetona
(DHA), obteniéndose asi un segundo producto de interés y logrando la regeneracion 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 inmovilizacion, siendo posible utilizar diferentes materiales como soporte. La silica
mesoporosa, que es uno de los materiales mas frecuentemente utilizados, se caracteriza por una gran area
superficial, alta estabilidad quimica y biolégica, resistencia mecénica, biocompatibilidad, biodegradabilidad y
susceptibilidad a la funcionalizacién superficial [1,2]. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la inmovilizacion
de las enzimas FDH y GlyDH sobre silica mesoporosa, con el propdsito de contar nuevos catalizadores
inmovilizados que puedan ser utilizados en la reaccion de reduccion de CO: a &cido férmico.
Experimental - La silica mesoporosa se funcionalizé con grupos aminos y se caracterizé mediante adsorcion de
N2, microscopia electrénica y FT-IR. Para la inmovilizacion de FDH de Candida boidinii y GlyDH de Geobacillus
stearothermophilus se utilizé el protocolo reportado en la literatura [3], donde se realiz6 una inmovilizacion
covalente; para ello se afiadié glutaraldehido después del enlace i6nico entre la enzima y el soporte. El
biocatalizador se caracterizé cuantificando la actividad especifica (Ul/g soporte), la actividad retenida (Ract) y €l
rendimiento de inmovilizaciéon de la proteina (1Y). La actividad enzimatica se midié siguiendo la variaciéon de
NADH en presencia del sustrato formiato de sodio para la FDH y glicerol para la GlyDH.
Resultados y Discusiéon — Las procesos de inmovilizacion de ambas enzimas fueron controlados cuantificando
tanto la actividad como la concentracion de proteinas en el sobrenadante. La inmovilizacion se detuvo cuando la
actividad en el sobrenadante fue cercana a cero, momento en el que se definié el tiempo de inmovilizacién, el
cual fue de 45 minutos. En la Tabla 1 se presentan los resultados de la inmovilizacion de las enzimas.

Tabla |. Resumen de la inmovilizacién de FDH y GlyDH

Enzima Ryt Y Actividad Especifica (Ul/g)
FDH 52.67% 100% 1,77
GlyDH 56.06% 100% 1.17

Conclusiones - Con esta estrategia de inmovilizacién se obtiene un 100% de inmovilizacién de la proteina
enzimética y ambas enzimas tienen una actividad retenida mayor al 50%. Dado los buenos resultados alcanzados
con esta estrategia de inmovilizacion para ambas enzimas, actualmente los catalizadores obtenidos estan siendo
aplicados en la reaccién de reduccion del CO-.
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Potencial soporte para Inmovilizacion de lacasa extremoéfila: Superficie
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Resumen
La inmovilizacion de enzimas se ha convertido en un elemento esencial del desarrollo de bioprocesos en los
Ultimos afios; debido a su alta especificidad y actividad en condiciones industriales, los biocatalizadores se
consideran un método eficaz de biotransformacion.? Este estudio propone obtener una superficie soélida
modificada con una pelicula polimérica delgada que promueva la inmovilizacion de la extremozima lacasa
contribuyendo a una mejora de su actividad enzimatica. Para ello se propone la modificacion de poli(anhidrido
maleico-alt-estireno) con el aminoacido L-lisina; éste fue caracterizado por espectroscopia ATR-FTIR, RMN-1H,
RMN-13C y andlisis elemental. Posteriormente, se prepararon soluciones del polimero modificado, que se
depositaron mediante spin-coating sobre SiW previamente tratado. La superficie modificada con la pelicula
polimérica se caracterizé por espectroscopia ATR-FTIR, espectroscopia AFM, potencial zeta y medidas de
angulo de contacto. El espesor de la superficie se midié por elipsometria Ex-Situ y espectroscopia ATR-FTIR.
Posteriormente, la disolucién de enzima en buffer se deposité sobre la superficie modificada con la pelicula
polimérica. La actividad de la enzima lacasa se midi6é por el cambio de color de una solucion con siringaldazina
como sustrato enzimético mediante espectroscopia UV-VIS. Adicionalmente, se realizaron estudios preliminares
sobre el desarrollo de un biosensor usando lacasa inmovilizada sobre una superficie modificada de TiOz,
midiendo los cambios de voltametria ciclica y cronoamperometria de una disolucion con ABTS (sustrato
enzimatico modelo).
Los resultados mostraron que la enzima lacasa fue inmovilizada sobre la superficie polimérica que presenta
diferentes funcionalidades quimicas. Esto puede ser explicado por la formacidn de enlace covalente entre la
enzima y los grupos anhidridos cerrados presentes en la cadena principal del polimero; también hay presencia
de interacciones electrostaticas promovidas por los residuos aminoacidicos presentes en la superficie de la
pelicula polimérica con los grupos terminales de la enzima. Lo anterior se basa en las propiedades superficiales
de la pelicula polimérica obtenida. La pelicula polimérica muestra un caracter hidrofilico (70°) y una alta rugosidad
en su superficie, resultados obtenidos de AFM y medidas de angulo de contacto.
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Inmovilizacién de la enzima lacasa extremofila en soporte de
poli(anhidridro maleico-alt-etileno) modificado con L-cisteina
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Resumen
En el area de biocatalisis se han utilizado enzimas como catalizadores verdes en la degradacion 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
rapida accion catalitica.
El uso de enzimas para la remocién de contaminantes genera un nuevo problema: obtener soportes compatibles
con ellas para poder ser usadas sin que las enzimas vean alteradas sus propiedades (actividad catalitica,
especificidad, estructura) y poder también reutilizarlas. Para ello se propone la inmovilizacién 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 cataliticas,
ademas de poder ser reutilizada una determinada cantidad de ciclos.
En este trabajo se propuso la inmovilizacién covalente de la enzima lacasa de origen extremofilo en el soporte
de poli (anhidrido maleico-alt-etileno) modificado con L-cisteina en forma de peliculas poliméricas (la reaccion
propuesta se muestra en la figura 1). El sistema fue caracterizado a través de FT-IR, 1H-RMN, 13C-RMN, HPLC,
analisis elemental, pruebas de mojabilidad y elipsometria. Con el sistema generado y caracterizado se realizaron
los respectivos ensayos de actividad enzimatica a través del seguimiento por UV-Vis de la oxidacion de ABTS.
El objetivo general de esta trabajo es llevar a cabo la inmovilizacién covalente de la enzima lacasa de origen
extremofilo en el soporte poli (anhidrido maleico-alt-etileno) modificado con L-cisteina en distintas proporciones
en forma de peliculas poliméricas, sin que la enzima pierda su actividad catalitica y estructura.
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Figura 1. Reaccion de modificacion entre poli(anhidrido maleico-alt-etileno) y L-cisteina.
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encapsulacion, liberacion y estabilizacion de la fraccidn proteolitica
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Resumen

P1G10 es una fraccién proteolitica obtenida a partir del latex de papaya (Vasconcellea pubescens), la cual esta
constituida por una mezcla de 12 isoenzimas caracterizadas con actividad amidasa . Su actividad enzimatica es
responsable de su capacidad antifingica contra varios fitopatégenos, entre los que destaca Botrytis cinerea. Sin
embargo, la fraccion P1G10 alcanza una actividad enzimatica residual de s6lo 10%, en un periodo de 48 horas,
cuando es expuesta a 37°C. Esta inestabilidad afecta su efectividad como antiflingico, limitando su proyeccion
de uso, por lo que es necesario explorar estrategias como la encapsulacion, que contribuyan a su estabilizacion,
a la modulacién de su actividad y a la liberacién controlada en el tiempo.

El quitosano (CS) se caracteriza por ser biodegradable, no téxico y biocompatible 3. Lo antes mencionado, ha
permitido que este compuesto sea utilizado ampliamente en formulaciones de diversas areas industriales,
permitiendo encapsular y liberar diversos compuestos de importancia, tales como fertilizantes y agentes de
control de fitopatégenos, como los antifingicos. La estrategia generalmente usada es la gelificacién iénica, en la
cual el CS se mezcla con tripolifosfato de sodio (TPP) para reticular el polimero y generar la encapsulacion. La
relacion CS/TPP es importante de estudiar debido a que afecta el rendimiento de encapsulacion y la liberacion,
segun la carga superficial de la biomolécula a encapsular, en este caso un extracto proteico, y las variables del
medio de reaccion como fuerza iénica y pH.

En esta investigacion, se propone utilizar la gelificacién iénica con CS y TPP como herramienta para encapsular
y estabilizar P1G10, evaluando el rendimiento de encapsulacion, la actividad liberada y su efecto antifingico
contra B. cinerea. Para esto, la relacion masica CS/TPP fue evaluada en el rango de 0,36 a 2. Los resultados
muestran que a valores inferiores de CS/TPP la encapsulacion iénica produce nanoparticulas de quitosano lo
que dificulta su separacién del medio y la evaluacién del proceso de encapsulacién. A razones mayores de 0,75,
las particulas pueden ser separadas, pero el rendimiento de encapsulacion permanece constante, cercano a 16
%. Es larelacion de 0,36 la que permite una encapsulacion superior al 45%, mostrandose como la relacion idonea
para encapsular y liberar el extracto P1G10. Proyecciones futuras para este trabajo implican la evaluacién de
diferentes concentraciones de P1G10 a la razén constante de CS/TPP de 0,36, para posteriormente evaluar su
porcentaje de liberacion y su efecto como antifingico.
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Resumen
Las mirosinasas (B-tioglucosidasas glucohidrolasas, EC 3.2.3.1.147) son glicoproteinas que catalizan la hidrolisis
de diversos metabolitos secundarios denominados glucosinolatos, muy abundantes en las plantas cruciferas y
otras familias de plantas y que al ser hidrolizados por la enzima mirosinasa generan diversos productos, con
diferentes propiedades quimicas y biolégicas'. Cuando el sustrato es glucorafanina, se genera un producto
denominado sulforafano, el cual posee diversas propiedades beneficiosas para la salud humanal. En la
actualidad existe gran interés por disefiar estrategias que permitan optimizar la produccion de sulforafano. Sin
embargo, para ello se requiere optimizar procesos de produccién y purificacién de la enzima mirosinasa?3. Es
por lo anterior que en este trabajo se presentan resultados de la produccion heteréloga de la enzima mirosinasa
de Brassica oleracea var. italica (brocoli) en Pichia pastoris X-33.
Para lograr este proposito, se dispone del cDNA de la mirosinasa de brécoli clonado en el vector de expresion
pPICZA, con el cual se transformaron células competentes de P. pastoris X-33; los clones transformantes se
verificaron por PCR y secuenciacion del amplicon correspondiente al cDNA de la enzima mirosinasa. Luego se
realizaron experimentos de induccién de la expresion 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 detecté la
presencia de la mirosinasa recombinante por SDS-PAGE y se analiz6 su actividad enzimatica utilizando sinigrina
como sustrato®.
Los resultados mostraron que el cDNA de mirosinasa de Brassica oleracea var. italica se insertdé en el genoma
de Pichia pastoris X-33, y que con el sistema de expresion utilizado en este estudio, hubo una sobreproduccion
de dos polipéptidos de ~75 kDa y 50~kDa (Figura 1). Se detecto actividad mirosinasa en el extracto proteico de
cultivos inducidos con metanol y actualmente se estan determinando los parametros cinéticos de la enzima. Los
resultados de este trabajo podrian permitir disefiar un sistema de produccion de mirosinasa recombinante a
pequefia y mediana escala.
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Figura 1. (A) Vector recombinante de
expresion pPICZA de Pichia pastoris,
conteniendo como inserto el cDNA de la
i mirosinasa de brécoli, bajo el comando del
promotor AOX1. (B) SDS-PAGE de
- proteinas totales extraidas de P. pastoris X-
33-Rec. Carril 1, Estandares de proteinas
34— pretefiidos en kDa; carril 2, extracto proteico
e de P. pastoris X-33-Rec no inducido;
carriles 3, 4 y 5, extractos proteicos de P.
pastoris X-33-Rec inducidos con metanol
(A) g sz (B) 24,48y 72 h.
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BuUsqueday caracterizacion de L-arabinosa isomerasa en aislados
bacterianos antarticos para su aplicacion en la produccion de D-tagatosa
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Resumen

La tagatosa es un azlcar rara que ha tomado gran importancia en los Ultimos afios como edulcorante bajo en
calorias. Ademas, se ha reportado que posee propiedades antidiabéticas y prebidticas. Debido, a que este
carbohidrato se encuentra en baja concentracion en fuentes naturales, su produccion a gran escala
necesariamente implica su sintesis a partir de materias primas mas abundantes. Actualmente, la D-tagatosa se
sintetiza utilizando como sustrato D-galactosa y como catalizador la enzima L-arabinosa isomerasa (L-Al). Dado
gue la D-galactosa se obtiene cominmente por hidrélisis de lactosa, la sintesis de D-tagatosa representa una
estrategia para la revalorizacion del suero de queria. Este ultimo, corresponde a un subproducto abundante de
la industria lactea y posee como principal constituyente la lactosa. Por su parte, las enzimas utilizadas hoy en
dia para la produccion industrial de D-tagatosa se encuentran protegidas bajo patentes, no estando disponibles
comercialmente. Los microorganismos antérticos han sido poco estudiados como fuentes de L-Al y tienen el
potencial de ofrecer enzimas compatibles con las condiciones de proceso de la industria lactea.

En este trabajo, se evaluaron 28 aislados bacterianos provenientes de la Antértica chilena, los cuales fueron
crecidos en medio minimo M9 suplementado con L-arabinosa como Unica fuente de carbono. De ellos, 13 fueron
capaces de crecer en este medio. Estos se identificaron mediante secuenciacion parcial del gel ribosomal 16S,
determinandose que los aislados corresponden a los géneros Pseudomonas (8), Rahnella (2),
Stenotrophomonas (1), Yersinia (1) y Pelomonas (1). Con base en esta informacion se realizé un analisis de
alineamiento multiple determinandose que solo los géneros Rahnella y Yersinia metabolizan la L-arabinosa por
una ruta fosforilativa, en la cual participa la enzima L-Al, mientras que las cepas restantes metabolizan la L-
arabinosa por rutas no fosforilativas que no involucran a L-Al. Por lo tanto, estos Ultimos aislados fueron
descartados para los siguientes estudios. En los extractos proteicos de las cepas L47 (Rahnella inusitata) y R61
(Yersinia kristensenii) se observd actividad de L-Al capaz de catalizar la sintesis de D-tagatosa. Mediante HPLC
se cuantifico la sintesis de D-tagatosa a partir de D-galactosa, determinandose que la cepa L47 posee una mayor
actividad de sintesis de D-tagatosa que la cepa R61 en diferentes condiciones de pH (6-8), temperatura (4-37°C)
y presencia de cofactores (Mn?" y Co?*"). Por este motivo, L-Al de la cepa L47 fue clonada en Escherichia coli y
purificada para realizar una caracterizacion detallada en funcién de la temperatura, el pH y la concentracion del
cofactor.
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Figura 1. Produccién de D-tagatosa a partir de D-galactosa usando extractos proteicos . A: Efecto del pH, B: Efecto de la temperatura
C: Efecto de cofactores (1ImM).
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Resumen

Numerosos procesos biolégicos se encuentran mediados por interacciones proteina-glicanos. Por ello,
alteraciones en los patrones de glicosilacion celular se traducen en diversas patologias entre las que se
encuentran enfermedades infecciosas o inflamatorias cronicas y el cancer. Las exoglicosidasas son herramientas
Utiles para la elucidacion tanto de la estructura como del rol de los glicanos biolégicos. Las a-manosidasas en
particular adquieren relevancia en funcion del rol que cumplen los glicanos manosilados en procesos tumorales
y de infeccién parasitaria o viral.

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

En este trabajo nos enfocamos en el disefio de una estrategia de purificacion de la a-manosidasa de este
microorganismo. Se realizaron cultivos en un medio liquido utilizando extracto de levadura 2% como inductor y
se crecieron durante 24 horas a 30°C. Dado que esta descripto en bibliografia que la actividad de las o-
manosidasas es dependiente de la presencia de iones metalicos, se realiz6 un estudio de la actividad enzimatica
en presencia de distintos iones (Zn?*, Ca?*, Mg?", Co?*, Mn*?, K* y Nal*) en concentraciones 1-10 mM,
determinandose una mayor actividad en presencia de MgCl: 10 mM. A los efectos de concentrar la -
manosidasas presente en el sobrenadante del cultivo se estudiaron dos estrategias diferentes: i) precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio y ii) precipitacion con solventes organicos. Si bien la primera estrategia fue
efectiva para realizar una purificacion parcial, se observé pérdida de la actividad enzimatica. La precipitacién con
solventes organicos fue efectiva utilizando tanto acetona como etanol o isopropanol al 65%, pero siendo mayor
la actividad recuperada en el caso de isopropanol. Se optimizd la concentraciéon de isopropanol a utilizar
obteniéndose los mejores resultados con una concentracion de 35%. Se continué el proceso de purificacion
mediante intercambio anidnico utilizando columnas High trap Q HP a PH 6.5 y eluyendo con una concentracion
de NaCl 0.8 M. El analisis electroforético (SDS-PAGE) de las fracciones eluidas permitié identificar una banda
relativamente pura con un PM de 66 kDa. Sin embargo, la enzima purificada demostré una baja estabilidad
perdiendo rapidamente su actividad por lo cuél no fue posible escalar su produccién. Por tal motivo se procedi
a la realizacién de un nuevo screening de actividad a-manosidasa en 9 cepas de hongos, obteniéndose actividad
extracelular en cuatro cepas de los géneros Aspergillus, Fusarium,Trichoderma y Penicillum. Actualmente se
esta trabajando en la optimizacién de las condiciones de cultivo para proceder a la purificacion de las mismas.
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Resumen
Las industrias forestal y agricola constituyen actividades econémicas 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 produccién de
combustibles renovables y compuestos de alto valor agregado a partir de biomasa lignocelulésica es un aspecto
clave de las estrategias sostenibles y responden a los conceptos de biorrefineria y economia circular.
En este marco, nuestro grupo investigd la produccion de xilitol utilizando como sustrato la fraccion
hemicelulésica del bagazo de cafia de azUcar obtenido mediante el pretratamiento de explosion por vapor y
poshidrolisis quimica segln la metodologia descrita por Bonfiglio y colaboradores?. Se utiliz6 como biocatalizador
una levadura enddfita aislada en nuestro laboratorio. La levadura fue adaptada para tolerar las concentraciones
de los compuestos téxicos que estaban presentes en el sustrato utilizado?.
Luego de la obtencién del biocatalizador adaptado, se realizé la optimizacion de la produccion de xilitol con
el objetivo de identificar los parametros que influencian la produccién del poliol y en qué configuracién de dichas
variables se maximiza su produccion. Para ello se recurri6 a la aplicacion del disefio de Plackett-Burman con dos
niveles para cada variable a ser utilizados en la etapa de tamizado de variables. Posteriormente se realizé un
ensayo de optimizacion recurriendo a un modelo de superficie de respuesta I-6ptimo con las variables
seleccionadas en Plackett-Burman. El disefio experimental y el andlisis se realizaron con el software JMP.3
A partir de la aplicacion del disefio de Plackett-Burman se determiné que las variables que mayor incidencia
presentaron sobre el nivel de produccion de xilitol son la concentracion de la fraccion liquida poshidrolizada en
el medio de cultivo, el volumen del medio de cultivo en el matraz y la temperatura de incubacion. Mediante el
andlisis de superficie de respuesta en un disefio compuesto central se obtuvo como resultado una concentracion
maxima estimada de xilitol de 19,42 g/L. Sin embargo, en condiciones experimentales se logré alcanzar un valor
maximo de 25 g/L con un rendimiento 0,5 g xilitol/g xilosa. Posteriormente, se trabajé en el escalado de la
produccion de xilitol empleando las variables identificadas en sus valores optimos y se logré 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 realiz6 la eliminacion de las fracciones insolubles y los restos celulares
del medio obtenido de la fermentacion mediante centrifugacion; luego se clarificé por un tratamiento con carbon
activado, y se procedié a la extraccion y purificacién del xilitol a través de un proceso de recristalizacion.
Actualmente se esta llevando a cabo el analisis de la pureza del producto obtenido mediante HPLC y 'H-RMN.
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Sintesis enzimatica de galacto-oligosacaridos (GOS) a partir de suero de
leche utilizando B-galactosidasa y posterior biotransformacién de los
azucares remanentes a poli-3-hidroxibutirato (PHB)

Vincenzo Rosso?!, Cecilia Guerrero?, Ernesto Gonzéalez?!
! Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso, Valparaiso, Chile
*Autor correspondiente: vincenzo.rosso.g@mail.pucv.cl

Resumen

El suero lacteo es un subproducto abundante de la industria quesera, el cual esta compuesto principalmente por
proteinas, lactosa y sales minerales. A partir de este material es comun la recuperacion y otorgamiento de valor a
la fraccion 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, razén
por la que se ha planteado la sintesis enzimatica de galacto-oligosacaridos (GOS) utilizando B-galactosidasa de
Aspergillus oryzae como alternativa para otorgar alto valor agregada a la lactosal. Pese a todo el desarrollo que se
ha lograda en esta tematica, el rendimiento de esta reaccidn no supera el 30%, de modo que al término de la
reaccion en el medio se obtiene una mezcla de GOS, lactosa sin reaccionar, glucosay galactosa residual, existiendo
asi un gran potencial para revalorizar estas azUcares. Con estos antecedentes, en este trabajo se tuvo como
objetivo llevar a cabo una fermentacion para biotransformar en poli-3-hidroxibutirato (PHB) los azucares
remanentes de la sintesis enzimatica de GOS con B-galactosidasa a partir de permeado de suero mediante el
microorganismo Ralstonia eutropha NCIMB 11599.

Con este prop6sito, en una primera etapa se llevo a cabo la sintesis de GOS utilizando B-galactosidasa de A. oryzae
y permeado de suero, estudiandose para este Ultimo 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
reaccioné se transformé en GOS. Por otra parte, R. eutropha no fue capaz de utilizar lactosa como sustrato, pero
si consumioé la glucosa y la galactosa. Asi, la utilizacion de esta bacteria en biorreactor mostré la posibilidad de
utilizarla para remover los monosacéaridos dejando en el medio GOS y lactosa remanente. Por esta razén, se
propuso evaluar la hidrélisis de la lactosa residual a sus monosacaridos constituyentes (glucosa y galactosa)
mediante la B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis?. Con este tratamiento se busca obtener un medio con bajo
contenido de lactosa y rico en GOS, y monosacéridos que pueda ser utilizado como sustrato en la biotransformacion
de los monosacaridos en PHB. Los resultados muestran que cuando se aplica el tratamiento con B-galactosidasa
de K. lactis se consigue una hidrdlisis del 65,8% de la lactosa y sélo un 8,5% de los GOS iniciales. Este Ultimo
preparado con menor contenido de lactosa también pudo ser empleado para cultivar la bacteria R. eutropha NCIMB
11599 con la finalidad de revalorizar los monosacéaridos mediante su transformacion en PHB lo que a la vez
simplificaria la purificacion de los GOS.

A partir de los resultados obtenido, se determiné que es posible obtener un proceso para sintetizar GOS a partir de
permeado de suero de leche, y su posterior hidrélisis selectiva de lactosa, obteniéndose un medio rico en GOS y
monosacaridos, para ser utilizado como sustrato para la bioconversion de monosacaridos a PHB, mediante R.
eutropha, lo cual permite tener un proceso de biotransformacion que revaloriza la lactosa del permeado de suero.
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Modelacion de la sintesis de lactulosa y epilactosa a partir
de lactosa usando la mutante H356N de la celobiosa 2-epimerasa de
Caldicellulosiruptor saccharolyticus
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Resumen

Larevalorizacion de la lactosay las proteinas del suero de queseria ofrece la posibilidad de establecer esquemas
de economia circular dentro de la industria lactea. A pesar de que existen varias alternativas para aprovecharlas,
la transformacién de la lactosa en derivados con funciones prebidtica ha sido la de mayor interés industrial y
cientifico. En este trabajo se aborda la modelacion de las reacciones de epimerizacion e isomerizacion ocurridas
durante la sintesis de lactulosa con la mutante H356N de la celobiosa 2-epimerasa de Caldicellulosiruptor
saccharolyticus (C2E H356N). El trabajo experimental se llevé a cabo asumiendo que dichas reacciones pueden
describirse mediante un mecanismo de reaccién reversible que considere como Unico intermediario la formacién
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 reaccion
alternativos para la sintesis enzimética de lactulosa con C2E H356N. El primero, denominado mecanismo
extendido, consideré la formacion de complejos enzima-sustrato para LAC, LTU, EPI, ademas de la formacién
del intermediario 1,2-cis-enediol. El segundo mecanismo, denominado mecanismo reducido, sélo consideré la
formacion del intermediario enodidlico. Para ambos mecanismos se desarrollaron sus respectivos modelos
cinéticos y sus parametros fueron estimados por regresion no-lineal con el software Copasi 4.35 (Build 258).
Ambos modelos se ajustaron correctamente a los datos experimentales. Sin embargo, los parametros estimados
para el modelo extendido presentaron un comportamiento aleatorio y carente de sentido bioquimico, lo que se
consider6 como consecuencia del sobreajuste del modelo. Por otro lado, los parametros 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 seleccion6 el modelo reducido para estudiar
el efecto de la temperatura sobre los parametros cinéticos de C2E H356N. Adicionalmente, con el fin de reducir
el numero de pardmetros a estimar mediante ajuste a las cinéticas de sintesis, se determiné la constante de
Michaelisis y la velocidad méaxima de reaccién para lactosa mediante la cuantificacion de velocidad inicial de
reaccion en presencia de dicho disacarido Los parametros cinéticos obtenidos se ajustaron a las ecuaciones
de Arrhenius y van’t Hoff, segun corresponde. De esta forma se obtuvo un modelo capaz de describir el
comportamiento de la sintesis de lactulosa con C2E H356N entre 30y 70°C. En la Figura 1 se ejemplifica el buen
ajuste del modelo obtenido al los del sustrato y los reactantes en la sintesis de lactulosa con C2E H356N.
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Concentracion (M)

Tiempo (min)
Figura 1. Modelacion de la sintesis de lactulosa con C2E H356N a 30°C. Verde: lactosa, azul: epilactosa, rojo: lactulosa. En linea
continua el ajuste al modelo reducido
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Sintesis quimioenzimética de 2,4,6-tridesoxi-D-eritrohexapiranosas 6-
sustituidas
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Resumen
2-Desoxi-D-ribosa 5-fosfato aldolasa (DERA) cataliza la formacion reversible de 2-desoxirribosa 5-fosfato a partir
de D-gliceraldehido 3-fosfato y acetaldehido. Ademas, esta enzima puede usar acetaldehido como Unico
sustrato, lo que da como resultado una reaccion alddlica en tAndem que produce 2,4,6-tridesoxi-D-eritro-
hexapiranosa, que se cicla espontaneamente (Figura 1). Esta reaccién es muy Util para la sintesis de la cadena
lateral quiral, responsable de la actividad bioldgica, de farmacos tipo estatinas, utilizados para disminuir el nivel
de colesterol en sangre. Una de las ventajas mas prometedoras de DERA y su alta estereoselectividad es la
incorporacion de los dos centros quirales caracteristicos de dicha cadena lateral en un solo paso?.
Las sintesis de estatinas descriptas en bibliografia que involucran a DERA en la produccién de la cadena lateral
activa, introducen un grupo suficientemente reactivo para su posterior unién a un heterociclo mediante diversas
metodologias quimicas complejas. Hasta el momento no existen reportes de estatinas conteniendo bases
nucleosidicas como heterociclo, aun sabiendo que eritadenina, un nucledsido aciclico cuya cadena lineal posee
similitudes estructurales con las cadenas laterales de las estatinas, posee efectos anticolesterolémicos. Ademas,
hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existen estrategias en las cuales el aldehido aceptor de DERA ya
contenga el heterociclo y la cadena lateral se construya a partir del mismo.
Es por ello que se planted estudiar la aceptacién como sustratos electrofilicos a derivados aldehidicos de bases
nitrogenadas (Figura 2), utilizando dos variantes de DERA seleccionadas en nuestro laboratorio? (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.

DERA OH O DERA O +OH
2 2T 1§ 2= Y
j 6H
2,4,6- tridesoxi-D-eritro
hexapiranosas
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Estudio y optimizacion de una (S)-amina transaminasa con potencial para
aplicaciones farmacéuticas
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Resumen

La sintesis de aminas quirales, componentes basicos para la produccion de productos farmacéuticos, ha sido un
desafio de proporciones mayores para la industria debido a la generacion inespecifica de enantiomeros. Por esta
razén, 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 caracteristicas altamente requeridas por la industria, tales como: alta especificidad de
sustrato, esteroselectividad y eficiencia de reaccién, que las convierten en una alternativa real a los métodos
guimicos convencionales. Sin embargo, el nUmero de enzimas que pueden ser usadas en procesos industriales
sigue siendo limitado, ya que la mayoria de las ATAs disponibles en la actualidad, son poco tolerantes a las
condiciones de reaccién utilizadas en la industria, como las altas temperaturas y presencia de solventes
orgéanicos.

La (S)-amina transaminasa que se presenta en este trabajo se encuentra clonada y expresada en Escherichia
coli y posee propiedades interesantes que le permitirian llevar a cabo la catdlisis bajo condiciones industriales,
tales como: temperatura optima de 65° y pH 6ptimo de 9.5. Ademas, de su tolerancia a solventes organicos,
posee una alta termoestabilidad, conservando el 80% de su actividad luego de 5 dias de incubacion a 50 °C.

En este trabajo, se estudi6é la estabilidad en el tiempo de la enzima purificada mediante heat shock vy
cromatografia, presentando una estabilididad de al menos el 50% a los 6 meses de almacenamiento a -20°C en
formato liquido y liofilizado. Ademés, se determind la actividad enzimatica residual luego de mdltiples ciclos de
congelamiento y descongelamiento en formato sélido, obteniendose la vida media de la enzima despues de 15
ciclos. La produccién de la enzima (y biomasa de Escherichia coli) fue optimizada utilizando un disefio
experimental con las variables de temperatura y concentracién 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 °C y 5% de concentracion de oxigeno para el crecimiento de E.coli recombinante permitieron
obtener una (S)-amina-tranasaminasa purificada con un valor de actividad enzimatica >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 hidrélisis 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
produccion recombinante de mirosinasa vegetal surgio como estrategia poderosa en la produccion de una Unica
isoenzima de mirosinasa, para facilitar su purificacién y caracterizacién (Rosenbergova et al., 2021). Ademas,
para aplicaciones farmacéuticas, se debe producir grandes cantidades de enzima, lo que seria imposible de
lograr aislandola de las plantas (Mahn et al., 2014). En este estudio se produjo mirosinasa recombinante de
brocoli (PMYR) a partir del clon 11l de Pichia pastoris X-33, inducido con metanol 0.5 %. La ruptura celular se
logré mediante molienda con perlas de vidrio. En la purificacion se siguié un método de dos pasos, que consistio
en concentracién por precipitacién con acetona en frio (-20 °C), seguido por cromatografia de afinidad. Se utilizé
un kit de purificacion HisTrap™ FF para proteinas de fusidn 6His recombinantes. La electroforesis mediante
SDS-Page detectd una banda de proteinas con un peso molecular aproximadamente de 62 kDa. Se encontrd
gue la mirosinasa recombinante mantuvo propiedades cataliticas estables después de la concentracidon con
acetona, resultando actividad enzimatica durante la hidrélisis con sinigrina a 1 mM en todas las fracciones de
elucion. Se espera contar con la caracterizacion fisicoquimica y cinética de la mirosinasa recombinante producida
en P. pastoris X-33.
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Figura 1: Separacion electroforética del extracto de proteinas
totales de Pichia pastoris X-33 tefiido con azul de Coomassie.

Carril 1, extracto de proteina cruda de la cepa Pichia pastoris
X-33 inducida concentrado con acetona.

Carril 2, 3 y 4: fraccion eluida con la columna purificacion
HisTrap™ FF.

Carril 8, marcador de tamafio molecular (Precision Plus
Protein Dual Xtra Standards). Los nimeros 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 generacion de productos de hidrolisis que
muestran amplios efectos beneficiosos sobre la salud humana (Curiqueo et al.,, 2022), especialmente los
isotiocianatos como el sulforafano. EI mecanismo cinético de mirosinasas de diferentes origenes han sido
ampliamente estudiados, con el fin de mejorar y optimizar los procesos de produccion de metabolitos secundarios
(Galadova et al., 2022; Jiménez et al., 2022). La produccién de mirosinasa ha generado amplio interés, en
busqueda de un procedimiento mejorado de alto rendimiento para su purificacion. El objetivo de este trabajo fue
investigar un proceso de purificacion de la mirosinasa de brocoli producida de manera heteréloga, escalable para
su produccién a nivel industrial. La mirosinasa recombinante de brécoli (SMYR) se produjo a partir de clones de
Saccharomyces cerevisiae MGY70-myr, obtenidos mediante expresion heteréloga. La estrategia de purificacion
gue consistio en: 1) obtencion del extracto proteico mediante homogeneizacion en molino de perlas, 2)
separacion mediante centrifugacién, 3) concentracidon por precipitacion con acetona en frio (-20 °C), y 4)
purificacion mediante cromatografia de afinidad utilizando un Kit de purificacion EZCatch™ GST-Spin para la
fusion de proteinas GST recombinantes. Se detectaron mediante SDS-Page 1 banda de proteinas que exhibian
actividad de mirosinasa, con un peso molecular aproximadamente de 67 kDa, respectivamente. Se encontré que
la precipitacién con acetona no produce denaturacion irreversible resultando en una enzima resuspendida activa.

El proceso de purificacion fue optimizado y cada etapa sera dimensionada para una escala productiva.
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1 2 3 4 5 6 7 8 Figura 1: Separacién electroforética de proteinas de extracto
' crudo: SDS-PAGE del extracto de proteinas totales

de Saccharomyces cerevisiae MGY70-myr tefiido con azul de
Coomassie. Carril 1, extracto de proteina cruda de la cepa
Saccharomyces cerevisiae MGY70-myr no inducida. Carril 2,
extracto de proteina cruda de la cepa Saccharomyces
cerevisiae MGY70-myr inducida. Carril 3, extracto de proteina
cruda concentrado con acetona. Carril 4, extracto de proteina
cruda durante lavado de afinidad. Carril 5, Lavado. Carril 6
fraccion eluida de la columna EZCatch ™ GST-Spin. Carril 8,
marcador de masa molecular (Precision Plus Protein Dual Xtra
Standards). Los nimeros de la derecha corresponden a la
masa molecular en kDa.
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Sintesis de flavanonas catalizada por seroalbumina bovina

Estefania L. Borucki, Nicolas Salvatore, Adolfo M. Iribarren, Luis E. Iglesias”
Universidad Nacional de Quilmes, Bernal, Argentina
*Autor correspondiente: leiglesias@ung.edu.ar

Resumen

Las flavanonas son fitoquimicos pertenecientes a la familia de flavonoides, que son de interés farmacolégico. La
sintesis convencional del esqueleto de flavanonas consiste en una condensacion de Claisen-Schmidt seguida
de una adicion intramolecular de oxa-Michael. Sin embargo, esta y otras metodologias desarrolladas
generalmente operan en condiciones fuertemente acidas o bésicas y/o a altas temperaturas, lo que conlleva la
formacién de subproductos y bajos rendimientos®. En este sentido, en el presente trabajo se desarrollé una
metodologia suave para la sintesis de flavanonas promovida por una proteina promiscua, la seroalbimina bovina
(BSA), la cual es un catalizador sustentable2. En primer lugar, se estudié la reaccién entre benzaldehido (1a,
Esquema 1) y 2-hidroxiacetofenona (2a) promovida por BSA. Luego de un screening de condiciones de reaccién
(temperatura, relacién molar entre sustratos y medio de reaccion), se seleccionaron aquellas con la conversion
mas favorable a flavanona (producto mayoritario), a 4 dias de reaccion (87%). En base a estos resultados, se
ensayaron una serie de benzaldehidos 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 mayoria de los casos, con baja cantidad de la correspondiente chalcona intermediaria. A su vez,
se mostré que la BSA cataliza tanto el paso de Claisen-Schmidt como la subsiguiente adicion oxa-Michael. Los
resultados obtenidos expanden el potencial de la BSA como un catalizador suave y sustentable en sintesis
organica.

R3

1 2 4a-h

aR;=R,=R;=H

bR, =R,=H, R;=0CH,
cR;=R,=H, R;=Cl
dR;=R,=H, R;=CN
eR;=R,=H, R;=NO,
fR;=ClLR,=R;=H
gR,;=Br,R,=R;=H
hR;=R,;=CH;, Ry=H

Esquema 1: Sintesis de flavanonas catalizada por BSA.
Referencias
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Sintesis de lactulosa con celobiosa 2-epimerasa recombinante H356N de
Caldicellulosiruptor saccharolyticus inmovilizada en soporte de glioxil
agarosa

Leandro Fernandez!’, Macarena Huerta?, Andrés lllanes?, Cecilia Guerrero?, Carlos Vera?,
1 Escuela de Ingenieria Bioguimica, Pontificia Universidad Catoélica de Valparaiso, Valparaiso, Chile.
2 Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile.

* Autor correspondiente: leandro.igna@gmail.com

Resumen

La lactulosa es un disacérido de alto interés comercial debido a su aplicacion industrial a nivel farmacéutico, al
ser utilizado como medicamento para la encefalopatia hepética y el estrefiimiento cronico, y alimentario, siendo
posible su incorporacion como ingrediente prebidtico en diversas matrices alimentarias. Si bien este compuesto
se produce industrialmente por sintesis quimica, se ha demostrado que la sintesis mediante biocatélisis
enzimatica le otorga al proceso grandes ventajas en términos medioambientales y productivos, disminuyendo el
requerimiento de catalizadores inorganicos, pudiendo llevar a cabo las reacciones a condiciones moderadas de
temperatura y pH, junto con minimizar las operaciones de purificacion del producto. Las [3-galactosidasas son
las enzimas mas comunmente utilizadas en la sintesis de lactulosa, habiéndose evaluado variadas estrategias
de produccién, pero sin alcanzar rendimientos comparables a los obtenidos por sintesis quimica. Recientemente,
se ha reportado que la enzima celobiosa 2-epimerasa proveniente del microorganismo Caldicellulosiruptor
saccharolyticus (CsCE) es capaz de sintetizar lactulosa por isomerizacion directa de la lactosa, sin la necesidad
de contar con un co-sustrato como ocurre al utilizar las [3-galactosidasas, logrando altos rendimientos de
lactulosa. Kim y Oh (2012)* reportaron por primera vez la sintesis de lactulosa con CsCE wild type (WT), y desde
entonces, se ha estudiado su sintesis con el biocatalizador inmovilizado mediante técnicas de adsorcién y
agregacion y entrecruzamiento (CLEAS), sin obtener mejoras significativas. Sin embargo, al utilizarse CsCE
mutadas se ha podido incrementar los valores de los parametros operacionales de sintesis, representando una
alternativa robusta que podria reemplazar la sintesis quimica. Considerando lo anterior, se logré la inmovilizacién
covalente de la enzima mutante CsCE H356N en glioxil agarosa, metodologia que ain no ha sido reportada,
obteniéndose un rendimiento de inmovilizacion en términos de actividad expresada del 59%, con un ofrecimiento
de carga de 15 [Mg proteina/g soporte], UN tamafio de soporte estandar y 6% de entrecruzamiento. Se evaluo el efecto
de la carga enzima/sustrato (E/S) y la concentracién inicial de lactosa sobre los parametros operacionales
rendimiento y productividad especifica de lactulosa, junto con el rendimiento de epilactosa (producto secundario),
conversion de lactosa y selectividad de lactulosa, observandose que los parametros operacionales eran
fuertemente dependientes de la concentracion inicial de lactosa, pero no asi de la razén E/S, lo cual fue
comprobado por cuanto la constante de equilibrio de la reaccion de isomerizacién no sufrié un cambio significativo
en un amplio rango de E/S. Se determiné el Km aparente de la CsCE H356N inmovilizada el cual fue 232,64
[mMM], mas de dos veces superior al del biocatalizador soluble, cuyo Ku fue de 108,24 [mM]. Asimismo, se
establecio que la estabilidad térmica de la CsCE H356N inmovilizada se ajusta a un mecanismo de inactivacion
bifasico sin actividad residual, con un tiempo de vida media de 5,72 [dias™1], obteniéndose un factor de estabilidad
de 1,85. Con la CsCE H356N inmovilizada en glioxil agarosa se logré un rendimiento de lactulosa del 63,55% a
60 [°C], 100 [g/L] de lactosa inicial en tampdn fosfato 100 [mM] pH 7, siendo mayor que el valor reportado por
Kim y Oh (2012)! bajo similares condiciones operacionales. De acuerdo a los resultados obtenidos, la sintesis
de lactulosa con la enzima inmovilizada operando en modalidad de lotes repetidos y en operacion continua
resultan estrategias de produccién auspiciosas.
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Descripcion estructural del transportador de cationes organicos
en Drosophila melanogaster y Drosophila suzukii
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1 Laboratorio de Bioorganica y Modelamiento Molecular, Departamento de Quimica Organica, Facultad de
Quimica y de Farmacia, Escuela de Quimica, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Santiago, Chile.
* Autor correspondiente: mamarambio@uc.cl

Resumen

El crecimiento exponencial de la poblacién mundial trae consigo problematicas que estan directamente
relacionadas con carencia de alimentos y desnutricion. Uno de los enfoques que requiere atencion es el control
de plagas para maximizar la produccion 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 investigacién se enfoca en la busqueda de diferencias en blancos bioldgicos que estén presentes o que
sean funcionalmente de mayor relevancia en insectos. Asi, el sistema octopamina/tiramina (OA/TA) que actla
de forma central en los procesos de oviposicion y cortejo en invertebrados es nuestro sistema de interés.
Mediante diferentes metodologias de modelamiento molecular que involucran modelamiento por homologia,
acoplamiento molecular, dinamica molecular y calculos de energia libre, fue posible obtener la descripcion
tridimensional de un potencial blanco biol6gico de estas monoaminas en dos insectos en interaccién con OA 'y
TA. Los transportadores de cationes organicos (OCT) para Drosophila melanogaster (DmOCT) y Drosophila
suzukii (DsOCT) muestran diferencias estructurales que permitirian disefiar nueva moléculas insecto-especificas.
Nuestro trabajo contribuye al conocimiento de las diferencias y similitudes en la arquitectura general de OCT y
de las cavidades de interaccién con OA para cada especie, siendo un punto de partida para el disefio de futuros
ligandos insecto-selectivos.
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Estimacion de constantes cinéticas de reacciones enzimaticas con
inhibicibn mediante el método de la mediana (Direct Linear Plot)

Pedro Valencial*, Bastian Sepulveda?
1 Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental, Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso,
Chile
2 Departamento de Matematicas, Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile
*Autor correspondiente: pedro.valencia@usm.cl

Resumen

El método Direct Linear Plot (DLP) utiliza la mediana como estimador de las constantes cinéticas a partir de
datos de velocidad inicial versus concentracion inicial de sustrato. Este método fue publicado en 1974 por
Eisenthal y Cornish-Bowden para estimar las constantes Vmax Y Km de la ecuacion de Michaelis-Menten. El
método es no-paramétrico y resultdé muy robusto en comparacion con cualquier otro método que utilice minimos
cuadrados. Sin embargo, su aplicacién no fue ampliada a la estimacion en ecuaciones de mas de dos constantes
cinéticas hasta las publicaciones de Valencia et al. de 2017 y 2021.

El objetivo de este estudio es la comparacion de la exactitud y robustez del DLP aplicado a ecuaciones de mas
de dos constantes. Las ecuaciones evaluadas fueron las de inhibicion acompetitiva por sustrato y la de inhibicion
competitiva por producto. En el primer caso el desafio comprende la estimacion de tres constantes cinéticas a
partir de dos variables experimentales, la velocidad inicial de reaccion (Vo) y la concentracién inicial de sustrato
(So). En el segundo caso, el desafio comprende la estimacion de tres constantes cinéticas, Vmax, Km y Ks, a partir
de tres variables experimentales, la velocidad inicial de reaccién (vo), la concentracion inicial de sustrato (So) y
la concentracién inicial de producto (Po).

Se implementé un algoritmo computacional para generar datos experimentales de vo a partir de datos de So y
Po. Se adicion6 a la ecuacion de velocidad una funcién de error relativo aleatorio a partir de una distribucion
normal centrada en €i y con varianza g2 para simular el error experimental. El rango de valores de So fue entre
0.1Km Yy 10Km. Se corrieron 1000 experimentos con cada set de constantes cinéticas. Los valores de vo 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 minimos
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 vo obtenido con So = Km por un valor outlier.

Los resultados mostraron que el método de la mediana y el método de minimos cuadrados son muy parecidos
en exactitud y varianza al estimar las constantes cinéticas. Sin embargo, ante la presencia de valores atipicos
en los datos (outliers) el método de minimos cuadrados resulté mucho mas afectado que el DLP. En el caso de
la ecuacidn de inhibicion competitiva por producto, la aplicacién del DLP fue diferente respecto de la ecuacion
de inhibicion acompetitiva por sustrato. La adicion de la variable Po generd indeterminacion matematica en
algunos célculos. Se debid evitar utilizar las mismas tres Po en la estimacion de las constantes cinéticas, lo cual
redujo el nimero de combinaciones posibles.

En conclusién, el método de la mediana si puede ser aplicado a ecuaciones con mas de dos parametros v,
ademas, a ecuaciones con mas de dos variables, como es el caso de la inhibicion competitiva por producto. El
DLP es claramente el método mas robusto y confiable para estimar constantes cinéticas de reacciones
enzimaticas a partir de datos de vo.
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Hidrolisis selectiva de la lactosa remanente en la sintesis
enzimatica de lactulosa

Denisse Benavides-Jiménez!’, Cecilia Guerrero?, Felipe Arenas-Salinas?, Carlos Vera!
lUniversidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile
2Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso. Chile.
*Autor correspondiente: denisse.benavidesj@gmail.com

Resumen
Introduccioén: La lactulosa es un disacérido sintético, formado por una molécula de fructosa y una de galactosa
unidas por enlace B-1,4-glucosidicol. Este carbohidrato prebiético 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 patdgenas como salmonelas. Debido a estas caracteristicas beneficiosas para
la salud, la produccion de lactulosa se ha vuelto atractiva para la industria farmacéutica y alimentaria. Es por
esto que en la Ultima década la sintesis de lactulosa por métodos enzimaticos se ha transformado en una
alternativa cada vez més atractiva, la que se puede realizar a través de dos estrategias: una de ellas corresponde
a la transgalactosilacién, una reaccion de sintesis cinéticamente controlada catalizada por B-galactosidasas (-
gal). En esta via de sintesis, se utiliza lactosa y fructosa como sustratos, obteniendo como productos glucosa,
galactosa, galacto-oligosacéridos (GOS) y lactulosa. Ademds, el producto de la sintesis contiene la fraccién no
reaccionada de los sustratos?; el segundo método corresponde a la reaccion de sintesis termodinamicamente
controlada, donde la celobiosa 2-epimerasa cataliza la isomerizacion de lactosa en lactulosa, obteniéndose como
subproducto epilactosa. Al igual que en la transgalactosilacién, el sustrato no reaccionado (lactosa) estara
presente en el producto de la reaccién®. Para la sintesis de lactulosa a escala industrial es necesario considerar
diversos factores como la eficiencia de la reaccién y la purificacién de la lactulosa. Es por esto, que el presente
estudio trata de la remocién de la lactosa remanente en la sintesis enzimatica de lactulosa mediante el uso de B-
galactosidasas.
Metodologia: Se realiz6 la sintesis de lactulosa por transgalactosilacién utilizando la enzima B-galactosidasa de
Aspergillus oryzae (B-galAO). Por otro lado, se realiz6 la reaccion de isomerizacion con la enzima celobiosa 2-
epimerasa de Caldicellulosiruptor saccharolyticus (CsCE). Posteriormente, se evallo la hidrélisis selectiva de
lactosa utilizando B-galactosidasas de diferentes origenes (Aspergillus oryzae (AO), Bacillus circulans (BC),
Exiguobacterium acetylicum (EA) y Kluyveromices sp. (KL)). Para evaluar el efecto de cada enzima se
determinaron los parametros cinéticos de cada una y se estudio el efecto de cantidades variables de lactosa o
lactulosa en la velocidad de hidrélisis de o-NPG. Esto, con el fin de analizar el efecto de modulacién que tienen
dichos disacaridos en la actividad hidrolitica de cada enzima.
Resultados: Se logro producir lactulosa por dos métodos enzimaticos: uno de ellos fue a partir de la actividad
de transgalactosilacion de la B-galactosidasa de A. oryzae, obteniendo un 28% de rendimiento; el otro fue a partir
de la actividad de isomerizacion de CsCE, obteniendo un 65,3% de rendimiento. Se determiné la constante de
Michaelis-Menten (Km) de B-galactosidasas de diferentes origenes tanto para lactosa como para lactulosa, sélo
cuando el disacéarido actuaba como un inhibidor competitivo de o-NPG. Las Ku 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 logré eliminar
la lactosa remanente de la mezcla reaccionada de la sintesis de lactulosa con CsCE; utilizando para la hidrélisis
la enzima B-gal KL, por lo que, se selecciond esta enzima como idénea para la hidrélisis selectiva de la lactosa
remanente.
Referencias
1. Wang, H., Yang, R., Hua, X., Zhao, W., Zhang, W. Enzymatic production of lactulose and 1-lactulose: current state and
perspectives. Applied Microbiology and Biotechnology 97, 6167— 6180. (2013)
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magnetic resonance assignment of the sugar lactulose. Journal of Agricultural and Food Chemistry.52:6983-6990.
2004).
3. Kim, Y(.-S., 8)L Oh, D.-K. Lactulose production from lactose as a single substrate by a thermostable cellobiose 2-epimerase
from Caldicellulosiruptor saccharolyticus. Bioresource Technology, 104, 668-672. (2012).
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Inmovilizacion de células de levadura en esferas de alginato y su
evaluacion en la fermentacion de mosto de uva
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*Autor correspondiente: pgonzale@fqg.edu.uy

Resumen

Las reacciones bhiolégicas realizadas por los microorganismos pueden presentarse en un sistema donde los
microorganismos estan en una fase liquida o en un sistema en los cuales no estan libres, sino fijos a un soporte.
En enologia, el concepto de microorganismos libres dominé ampliamente; sin embargo, desde hace algunos
afos se estudia la fijacién de los catalizadores de la reaccién y sus aplicaciones industriales. Las levaduras
inmovilizadas presentan varias ventajas técnicas y econémicas, como ser: la reutilizaciéon de los microorganismos
luego de un ciclo de trabajo, recuperacién de los microorganismos luego de finalizar el cultivo, y alcanzar una
importante poblacién microbiana en cortos tiempos, permitiendo incrementar la velocidad de reaccion 3. En este
trabajo se inmovilizaron células de Saccharomyces cerevisiae por atrapamiento en esferas de alginato de calcio
y su caracterizacién para la evaluacion de procesos fermentativos. Se estudiaron diferentes concentraciones de
alginato (1,5; 2,5y 3,5% w/v), asi 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 evalu6 el potencial para
fermentar mosto de uva sintético con las esferas de alginato de 1,5, 2,5y 3,5% m/v inmovilizadas con una relacion
de 1g biomasa/30 mL de alginato. Las esferas se caracterizaron luego del proceso de fermentacién en base a
su estabilidad operativa: resistencia mecanica, liberacion de células de la esfera al medio y balance de masas.
Se observé que las propiedades cinéticas de S. cerevisiae inmovilizadas son diferentes a las células libres,
alcanzando en la fermentacién una pérdida de peso més rapida que con las células libres. El andlisis de los
metabolitos de la fermentacion se realizdé por HPLC, encontrdndose una mayor produccion de etanol y glicerol,
con mayor consumo de azucares por parte de las células inmovilizadas que con las células libres. Luego de la
fermentacion 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 inmovilizacion. Como estrategia de
almacenamiento, se evalud la liofilizacién y concentracion por vacio (SpeedVac) de las esferas de alginato,
utilizando como agentes protectores leche descremada UHT suplementada con 5% wi/v de glucosa y 20% v/v de
glicerol. El tratamiento 6ptimo de deshidratacion se logré con leche descremada suplementada con glucosa
mediante SpeedVac, obteniendo bajos porcentajes de células muertas (20-30%). Ademas, se confirmé 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).

Pagina 101

Referencias

1. Moreno, J., Garcia, T. Mauricio, J., Moreno, J. Yeast immobilization systems for alcoholic wine fermentations:
actual trends and future perspectives. Front. Microbiol. 9, 241 (2018).

2. Nedovic, V., Manojlovic, V., Bugarski, B., Willaert, R. State of the art in immobilized/encapsulated cell technology in
fermentation processes. Food Eng. Int. 6, 119-146 (2011).

8- Uemura, Y., Hamakawa, N., Yoshizawa H., Ando, H., ljichi, K., Hatate, Y. Effect of calcium alginate coating on the
performance of immobilized yeast cells in calcium alginate beads. Chem Eng Commun. 177(1), 1-14 (2000).

UNIVERSIDAD /548 ’; : P u W
:. ) 1§ . UNIVERSIDAD , g

DE SANTIAGO gyl ' UNIVERSIDAD
DE CH”_E ‘ .% DE C H I LE paraMpinmAsc!prgdgmcs : DELA SERENA




"’ IS\{La ByB J biocat

e SANTIAGO, CHILE, 2022 Il JORNADA DE BIOCATALISIS

Poster P37
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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 mas 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 obtencidn, es necesario buscar estrategias de optimizacién de proceso y reduccion de costos para lograr
extender su uso. El glicerol, su principal subproducto, puede ser oxidado por catalizadores bioldgicos en
compuestos de alto valor. A través de la produccidn y comercializacion de estos compuestos es posible mejorar
la ecuacion econémica 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 quimicos de interés
para la industria de cosméticos y farmacéutica.

En este trabajo se estudié la biotransformacién de glicerol utilizando células en reposo de Gluconobacter frateurii
NBRC103465, una cepa productora de GA y DHA. Se estudi6 el crecimiento de la bacteria para la generacion
de indculos para las reacciones de conversién, 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 enzimatica
de produccién de GAy DHA. Asi, se realizaron estudios de crecimiento con diferentes concentraciones de glicerol
inicial (0-100 g/L) en escala de matraces para evaluar la minima concentracion necesaria para mantener los
niveles de conversion de glicerol. Se encontré que con 30 g/L de glicerol era suficiente para la generacién de
in6culos en contraposicion a estudios previos que utilizaban 100 g/L de esta fuente biogénica. Ademas, se logré
escalar exitosamente el cuiltivo a 2 L en un fermentador automatico, lo que permiti6 mejorar los rendimientos
celulares por unidad de volumen para la generacion de indculos. Los mismos fueron utilizados para la conversion
de 200 g/L de glicerol en agua utilizando las células en estado de reposo a diferencia de las bioconversiones
cladsicas que se realizan con células en crecimiento en medios complejos. La utilizacién de estas células en
reposo para ensayos de conversion de glicerol resulté en una produccién 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 produccion
de DHA no presento diferencias entre las diferentes condiciones de crecimiento. Estos resultados abren una
ventana de posibilidad a la mejora en la biotransformacion de glicerol considerando un posible efecto positivo de
la disponibilidad del Oz en las células crecidas en fermentador. Para probar esta hipétesis nos encontramos
realizando estudios de analisis de expresion de las enzimas involucradas en la biotransformacion en diferentes
condiciones.
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Resumen

Los fitocannabinoides derivados de la planta Cannabis sativa estan recibiendo cada vez mayor atencién
como posibles agentes quimioterapéuticos!. En los Ultimos afios se ha acumulado evidencia cientifica sobre
diferentes actividades bioldgicas del cannabidiol (CBD), uno de los principales cannabinoides de esta plantaZ?.
Este compuesto es efectivo en muchos trastornos neurolégicos®; a su vez se ha descrito su capacidad para
reducir la frecuencia de las convulsiones en la epilepsia refractaria®, es activo contra las lineas celulares de
glioma humano®, y se ha comprobado su actividad in vitro contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(MRSA)S.

La biotransformacion de los cannabinoides es una herramienta interesante para el descubrimiento de
nuevos compuestos, metabolitos desconocidos con estructuras Unicas y nuevas entidades terapéuticas. En el
area de las biotransformaciones se trabaja en identificar nuevos biocatalizadores que amplien el rango de
reacciones que pueden ser catalizadas, asi 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 enzimaticos que les permite
colonizar tejidos vegetales y vivir en presencia de compuestos de defensa de las plantas, se ha postulado que el
potencial biocatalitico de los mismos es muy grande’.

En el presente trabajo se aislaron siete bacterias, tres levaduras y cuatro hongos filamentosos, a partir de
inflorescencias con alto contenido en &cido cannabididlico (CBDA). Los aislamientos se realizaron siguiendo una
metodologia de enriguecimiento selectivo, empleando medios minerales con CBD como Unica fuente de carbono
y energia y medios nutrientes con el cannabinoide agregado. Los microorganismos aislados fueron identificados
mediante un andlisis polifasico. Asimismo, se llevo a cabo el cribado de la actividad biocatalitica sobre el CBD
en los catorce microorganismos, lograndose detectar actividad en una bacteria y un hongo filamentoso. Se
profundizé en el estudio de la biotransformaciéon del CBD mediante el hongo filamentoso y se determind que en
las condiciones: uso de yeast nitrogen base (YNB) suplementado con 0.2% de CBD como medio de cultivo, 12
dias de incubacién, a 28 °C y 150 rpm, se obtiene un compuesto de biotransformacién en un porcentaje del 18%.
Actualmente se esta trabajando en la elucidacion del compuesto mediante GC-MS y espectroscopia 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 bioplasticos. Por esta razén, el objetivo de esta investigacién
fue la optimizacion de la conversién de la esterificacion de HMF con acido laurico, utilizando como
biocatalizadores las lipasas inmovilizadas de Novozym 435®, Thermomyces lanuginosus (TL) y Rhizomucor
miehei (RM). La metodologia consistié en un disefio experimental Box-Behnken de tres factores y tres niveles
con el cual se obtuvieron los modelos matematicos de las superficies de respuestas para la conversion, utilizando
el programa Statgraphics Centurion XVI.I®. Los modelos que lograron un buen ajuste (R? superior al 90%) fueron
para reacciones catalizadas con Novozym 435® y con lipasa RM inmovilizada. La mejor conversion, 85,6 %, se
logré con la lipasa TL inmovilizada empleando 1000 mM de &cido laurico, 30 mM de HMF, 225 mg de
biocatalizador y 50 °C (Figura 1)!. Se puede concluir que la lipasa TL inmovilizada tiene un buen potencial para
catalizar esta reaccién ya que bajo las condiciones Optimas de reaccion se podria lograr una conversion del
92,6% (valor predicho) que seréa evaluado experimentalmente en futuras investigaciones.
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Figural. Superficie de respuesta para la conversion de la esterificacion de HMF con acido laurico utilizando lipasa
inmovilizada TL.

Referencias
Uribe, J. (2022) Sintesis enzimatica De 5-Lauril-Hidroximetilfurfural Catalizada Por Lipasa. Tesis de Pregrado. Universidad

Tecnoldgica Metropolitana.

Agradecimientos: Proyecto FONDECYT Regular 1200558

» U \ )
UNIVERSIDAD X

UNVERSIDAD —
CATOLICA pe NIVERSIDAD - A ¥ L
DE CHILE VALPARAISO DE CHILE MAYOR Py UNIVERSIDAD

DE LA SERENA

para espiritus emprendedores



SANTIAGO, CHILE, 2022

Poster P40
Estudo comparativo do emprego de Amano lipases de Pseudomonas
fluorescens e Burkholderia cepacia na resolugcéo quimio-enzimética de
arilcloridrinas sob radiac&o por micro-ondas

Samuel F. C. de Paula®’, Rodolfo H.V.Nishimura?, Giuliano C. Clososki®, André L.M. Porto*
1 Instituto de Quimica de Sao Carlos — Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, Brasil
2Centro de Ciéncias da Saude — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil
3 Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séo Pualo, Ribeirdo Preto, Brasil
*Autor correspondiente: samuelfilipe@usp.br

Resumo

Cloridrinas podem ser empregadas na preparacdo de compostos enantioméricos como 0s imidazdis
(antifingicos)! e a-aminoalcoois que interagem com receptores B-adrenérgicos de membranas celulares?.
Cloridrinas podem ser obtidas a partir de aldeidos em suas formas racémicas®. A Resolucéo Quimio-Enzimatica
(RQE) de cloridrinas sob radiacdo por micro-ondas (MO) é util na obtencdo de compostos bioativos e
enantiomericamente enriguecidos em uma de suas etapas de preparacdo. Além disso é uma técnica aliada aos
principios de Quimica Verde*.

Este trabalho apresenta a sintese de arilcloridrinas racémicas (5a-g) a partir de arilaldeidos (4a-g) por
geracao in situ do reagente carbendide [CICH2MgCI.LiCl] (3) via reacéo entre i-PrMgCI.LiCI (2) e cloroiodometano
(1)® com rendimentos de 80 — 98%. As arilcloridrinas isoladas foram submetidas a RQE por reacgdo de
transesterificacdo por acetato de vinila? empregando as lipases de Pseudomonas fluorescens (LPF) e
Burkholderia cepacia (LBC) sob aquecimento por radiagdo MO por 8 horas de reacao* (Esquema 1).

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

Neste estudo, a lipase de P. fluorescens foi mais eficiente frente ao aquecimento por radiagdo micro-ondas
na resolucéo quimio-enzimatica de arilcloridrinas em comparacao a lipase de B. cepacia.

Sintese de arilcloridrinas racémicas

OH
. . P
N i-PrMgCL.LICI (2) (CICH,MgGLLIC] Ar” 0 (4a-g) Ar/‘\/CI Arv: G ()
) THF, -70°C, 10 min. (3) THF, -70°C a t.a. (5a-g) Ary: 2-Naftil (b)
30 min Arz: m-Cl (c)
Ar,: p-MeO (d)
RQE das arilcloridrinas racémcias sob radiacdo MO Ars: m-NC (e)
OH i OH OAc Arg: p-MeO-CO (f)
Lipases J 6" P
A Cl 2 0Ac, LBC ou LPF NN e Arz: m-MeO-CO (g)
(5a-g) n-hexano (R) - 5a-g (S) - Ta-g

32°C, MO 50W,8 h

Esquema 1. Sintese de arilcloridrinas racémicas 5a-g e RQE pelas enzimas LBC ou LPF sob radiagao MO.
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Resumen

La produccion de biocatalizadores asi como el disefio e ingenieria de biotransformaciones resultan
fundamentales para obtener procesos biotecnoldgicos traslacionales mas eficientes, econémicos y sostenibles.
Gluconobacter oxydans (G. oxydans) es una bacteria aerébica Gram negativa de interés biotecnolégico ya que
cataliza la oxidacidn incompleta de varios sustratos®. Estas bacterias actian como biocatalizadores en el proceso
mas utilizado para la bioconversion de D- sorbitol a L- sorbosa, un carbohidrato utilizado como precursor en la
biosintesis de acido L-ascorbico (vitamina C). Esta biotransformacioén se realiza en un proceso en batch con
células libres en crecimiento a partir del que debe obtenerse la L-sorbosa?. La utilizacion de células en estado
metabdlicamente activo, pero no en crecimiento (células en reposo) genera los productos de interés en un medio
mas limpio, facilitando su recuperacion y reduciendo los costos de procesamiento downstream?. El objetivo de
este trabajo es mejorar la sostenibilidad del proceso de biotransformacién de D- sorbitol a L- sorbosa. Para ello,
se abordo en primera instancia el crecimiento de Gluconobacter oxydans (NBRC 14819) en medios simples en
contraposicion a los utilizados habitualmente, que permitieran las mismas o mejores tasas de crecimiento a
menores costos. Los medios estudiados contenian sorbitol (25, 50 y 100 g/L), extracto de levadura (5 y 10 g/L)
ylo peptona (5 y 10 g/L). Los ensayos de crecimiento se realizaron en placa de 24 pocillos conteniendo un
volumen maximo de 1,5 mL con monitoreo constante de densidad éptica y los mejores medios se testearon
nuevamente en volimenes de 250 mL. Se selecciond un Unico medio debido a su simplicidad (sorbitol 50 g/L,
extracto de levadura 10 g/L) para producir el biocatalizador. El proceso de bioconversién fue llevado a cabo en
agitacion (200 rpm) a 30 °C partiendo de 50 g/L de sorbitol y 20 mg de pellet celular resuspendido en agua. La
produccion de L-sorbosa a lo largo del tiempo fue evaluada mediante el método de azlicares reductores DNS.
Luego de 48 horas se obtuvieron 5,3 + 0,7 g/L de L-sorbosa lo que confirmé la capacidad de G. oxydans para
biotransformar esta reaccién en reposo. Las células fueron recolectadas por centrifugacion y se inicié un nuevo
ciclo de conversion sin éxito en la produccion de L-sorbosa, demostrando la inactivacion de la sorbitol
deshidrogenasa (SLDH), enzima responsable de la biotransformacion. Hasta la fecha no existen reportes de
utilizacion de células en reposo de ninguna especie de Gluconobacter para la biotransformacion 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 produccién
del biocatalizador y el procesamiento downstream del producto obtenido. Actualmente nos encontramos
evaluando estrategias para abaratar aliin mas los costos de produccién del biocatalizador e intensificar el proceso
descrito en este trabajo centrandonos en la mejora de las productividades.
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Resumen

Los sistemas multienzimaticos son una interesante alternativa para elaborar productos de alta demanda de forma
eficiente. Debido a esto y a su potencial tecnol6gico, en los Gltimos afios estos sistemas han ganado relevancia.
Las reacciones en cascada involucran dos o mas enzimas que actllan en secuencia. Se ha establecido que
estas reacciones pueden ser realizadas en reactores separados donde las condiciones de operacion dependeran
de la enzima involucrada, pero también pueden ser realizadas en un solo reactor (one-pot). Uno de los desafios
en los sistemas multienzimaticos es determinar las condiciones de compromiso de operacién del reactor. Estas
condiciones pueden ser seleccionadas analizando los perfiles de pH y temperatura de las enzimas en funcién
de la velocidad inicial de reaccion.

Un interesante caso de estudio es la produccion de jarabe de fructosa a partir de lactosa en el cual participan
dos enzimas: B-galactosidasa (B-gal) y glucosa isomerasa (Gl). La estrategia enzimatica clasica para producir el
jarabe consiste en utilizar dos diferentes reactores, uno para la hidrélisis de lactosa y un segundo para la
isomerizacion de glucosa. La Gl es una enzima muy estudiada, bastante estable y capaz de expresar su mayor
actividad a condiciones altas de temperatura, entre 60 a 80°C 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 B-gal que pueda trabajar en condiciones
similares a las de Gl y asi establecer una zona de compromiso para llevar a cabo el estudio.
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El objetivo de este trabajo fue estudiar los perfiles de pH y temperatura de B-gal de dos origenes diferentes con
el fin de comparar las condiciones de compromiso respecto a las de la Gl.

Con este fin se seleccionaron dos diferentes enzimas: $-gal de Thermus sp.? y de Bifidobacterium®. Los perfiles
de velocidad inicial de reaccién se realizaron estudiando la hidrélisis de lactosa 100 mM, a condiciones de pH y
temperatura previamente definidas. El curso de la reaccion de hidrélisis de lactosa se cuantificé con el reactivo
Glucostat. Los perfiles determinados para ambas enzimas mostraron que la p-gal de Thermus sp. presenta su
maxima actividad especifica a una temperatura de 90°C y pH de 6,5, y la B-gal de Bifidobacterium a una
temperatura de 50°C y pH de 6,5. Bajo este contexto la -gal de Thermus sp resulta ser una enzima mucho mas
compatible con la GlI, 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.

Referencias

1. Wilson, L., lllanes, A., Ottone, C., & Romero, O. Co-immobilized carrier-free enzymes for lactose upgrading. In
Current Opinion in Green and Sustainable Chemistry. 33. (2018)

2. Silva, P., Arancibia, V., Cid, D., Romero, O., lllanes, A., & Wilson, L. Catalyst replacement policy on multienzymatic
systems: Theoretical study in the one-pot sequential batch production of lactofructose syrup. Catalysts. 11, 10
(2021).

3. Pessela, B., Mateo, C., Fuentes, M., Vian, A., Garcia, J. L., Carrascosa, A., Guisan, J. M., & Fernandez, R.

Stabilization of a Multimeric 3 -Galactosidase from Thermus sp. Strain T2 by Immobilization on Novel
Heterofunctional Epoxy Supports Plus Aldehyde-Dextran Cross-Linking. Biotechnology Progress, 20, 388—-392.
(2004).

4, Fireder, V., Rodriguez, B., Cervantes, F., Fernandez, L., Poveda, A., Jimenez, J., Ballesteros, A., & Plou, F.
Selective synthesis of galactooligosaccharides containing (1—3) linkages with B-galactosidase from
Bifidobacterium bifidum (Saphera). Journal of Agricultural and Food Chemistry. 68. 4930-4938. (2020)

Agradecimiento: Proyecto FONDECYT 1190709

UNIVERSIDAD /548 ’; : P u W
:. ) 1§ . UNIVERSIDAD , g

DE SANTIAGO gyl ' UNIVERSIDAD
DE CH”_E ‘ .% DE C H I LE paraMpinmAsc!prgdgmcs : DELA SERENA




Poster P43
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Resumen
Los procesos multienzimaticos 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 seleccién més 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 conjunto?. Sin embargo, este criterio no considera la estabilidad que las enzimas pueden
tener en las condiciones de proceso.
Un proceso multienzimético muy interesante es la produccion de jarabe lactofructosado a partir de lactosa, la
cual involucra las enzimas B-galactosidasa (B-gal) y glucosa isomerasa (Gl). Ambas enzimas presentan perfiles
de actividad y estabilidad frente a la temperatura y el pH bastante disimiles22, lo que hace que determinar las
condiciones operaciones del proceso sea un interesante desafio.
El objetivo del trabajo fue establecer, en base a la productividad especifica, las condiciones operacionales de pH
y temperatura de compromiso para la produccién one-pot de jarabe lactofructosado en modalidad de un lote
productivo usando las enzimas B-gal y Gl co-inmovilizadas mediante la estrategia de combi-CLEAs*5.
Para llevar a cabo el trabajo, se realiz6 un disefio de experimentos considerando un rango de condiciones a
estudiar de pH de 6,5 a 7,5, y temperaturas entre 55°C y 65°C. Este rango fue seleccionado en base a datos
previamente reportados de cursos de reacciones de hidrélisis y de reacciones de isomerizacion de ambas
enzimas. En cada condicidn de operacion propuesta en el disefio de experimentos, se realiz6 la produccion del
jarabe y se determiné la composicién, la productividad especifica por lote, la estabilidad operacional para cada
enzimay las velocidades iniciales de reaccion en cada lote. Los resultados mostraron que en la condicion de pH
7,5 y 55°C se alcanza la mayor productividad 0,078 [gFru/gcombi-cLeas*h]. Ademas, se realizd la produccion del
jarabe a pH 8,0 y a 60°C, condiciones de compromiso a las que se obtienen las mejores velocidades iniciales
para ambas enzimas usando este criterio de seleccion.
A partir de los resultados obtenidos es posible concluir que establecer las condiciones operacionales en base a
la productividad especifica en lugar de la velocidad inicial, permite alcanzar una mayor productividad lo que
permite un uso mas eficiente del catalizador. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran lo importante
del criterio utilizado para la seleccion de las condiciones de operacibn de compromiso en un sistema
multienzimético.
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Bencilfenilcetonas como inhibidores de 5-LOX, estudio in-silico e in-vitro
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Resumen

Los metabolitos del &cido araquidénico, tanto de la via de la ciclooxigenasa como de la lipooxigenasa, tienen una
definida e importante participacion en las diversas etapas del proceso inflamatorio *. Las prostaglandinas (PGs)
y los leucotrienos (LTs) son sintetizados debido a perturbaciones en la membrana, tales como estimulos
inmunologicos y agentes promotores de tumores, que provocan la liberacion de acidos grasos libres, como el
acido araquiddnico (AA),a partir de fuentes de lipidos esterificados 2. Uno de los promotores en la generacion del
AA es la enzima 5-lipooxigenasa (5-LOX), la cual 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 oxidacion del AA en la posicién 5,
produciendo el acido 5-hidroxiperoxieicosatetraenoico (5-hPETE), para que posteriormente 5-LOX convierta a 5-
hPETE al leucotrieno As, el cudl genera la serie 4 de leucotrienos (LTAa), los cuales son LTB4, LTC4, LTDsy LTEa4
(Imagen 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 arométicos que son
planos y rigidos, poseen la capacidad de incluir distintos substituyentes, poseen la presencia de grupos hidréxidos
y/o grupos catecol y poseen la presencia de grupos que actian como aceptores/dadores de puentes de hidrégeno
34, 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 oxidacion del centro metalico (hierro no-hemico).® Esto es
corroborado gracias al estudio in silico en el cual estas moléculas se posicionaban preferentemente en el sitio
activo y generaban puentes de hidrégeno con los residuos dentro del sitio de unién (GIn363 y Asn425). ©
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Imagen 1: Ruta de biosintesis de los leucotrienos.
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Resumen

El brécoli (Brassica oleracea var. italica) es un vegetal perteneciente a la familia Brassicaceae, al igual que la
coliflor, coles de brucela y kale, entre otros. Esta hortaliza posee una gran variedad de nutrientes y fitoquimicos,
destacando el calcio, potasio, vitamina K, vitamina C y betacarotenos, por lo que su consumo posee un alto valor
nutricional [1]. Ademads, gracias a sus metabolitos secundarios, en particular el sulforafano, proveniente de la
glucorafanina, diversos estudios le han atribuido caracteristicas anticancerigenas, antidiabéticas,
antinflamatorias y antioxidantes [2,3]. No obstante, no se consume la totalidad del vegetal, sino que s6lo sus
floretes y brotes correspondientes a entre el 20-40% del vegetal, descartandose tallos y hojas que cominmente
son ocupados como alimento ganadero o simplemente desechados [4].

El objetivo de este trabajo fue optimizar el proceso de hidrdlisis de los glucosinolatos presentes en tallos y hojas
de brocoli, para producir biopesticidas a gran escala, revalorizando asi los descartes y favoreciendo a una
economia circular. Para ello, se cuantificaron los glucosinolatos, la actividad de mirosinasa y productos de
hidrélisis en inflorescencias, hojas y tallos de brdcoli. Luego, se investigaron las condiciones de procesamiento
de hojas y tallos de brdcoli para maximizar el contenido de productos de hidrdlisis de glucosinolatos. Finalmente,
Se propuso una secuencia de operaciones unitarias, mediante diagramas de flujo y balances de masa de una
planta de obtencién de biocida a base de extracto de brécoli.
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Como resultado, la condicién que obtuvo mas variedad y cantidad de productos de hidrélisis en hojas fue pH 3y
0,1 [mM] de sulfato de hierro (cofactor) mientras que el extracto que obtuvo menor variedad y cantidad de
productos de hidrdlisis fue bajo las condiciones de neutralidad y baja concentracion de cofactor (pH 7, 0,01 [mM]
sulfato de hierro), lo cual esta en concordancia con lo reportado por diversos autores, respecto a que a pH acido
y en presencia de iones de hierro la mirosinasa presenta una mayor actividad enzimatica, hidrolizando a los
glucosinolatos y obteniendo asi gran cantidad de productos de hidrélisis [5,6].
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Resumen
El brécoli 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
brécoli, lo cual genera grandes cantidades de desechos agroindustriales, que podrian 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 catalisis 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 brécoli, 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 herbivoros y
patégenos. Se ha descrito que el 3-butanenitrile, formado a partir de la hidrolisis de la sinigrina, actia como
defesa contra el estrés biético causado por el hongo fitopatégeno Botrytis cinerea [2]. Sin embargo, el mecanismo
de los PHGLs sobre el hongo B. cinerea no esta del todo claro. En este estudio se plantea que los PHGLs podrian
interactuar con las enzimas eburicol 14 alfa-desmetilaza (CYP) y glutatién-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 interaccion de los ocho PHGLs encontrados en residuos de brécoli, 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 vy se refinaron por dindmica molecular
de 200 ns. Los ocho ligandos se obtuvieron de la base de datos de Pubchem y la interaccién se realiz6 por
acoplamiento molecular, utilizando el programa Autodock Vina.
La afinidad de unién mas 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 unién 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 unién, entre glutation-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 unién entre la enzimay el glutation,
-6,7 (kcal/mol), que es un ligando de la enzima glutatién-S-transferasa.
Este es el primer estudio de la interaccion entre estos ligandos y las enzimas eburicol 14 alfa-desmetilasa y
glutation-S-transferasa, y los ligandos propuestos podrian contribuir al control de la B. cinerea en la agricultura.
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Resumen
Chile es uno de los principales exportadores de salménidos a nivel internacional, por lo que el control de
enfermedades bacterianas mediante el uso de antibiéticos, como el florfenicol y la oxitetraciclina (OTC), se hace
indispensable!l. Debido a las grandes dosis administradas de estos antibiéticos y su bajo porcentaje de
metabolizacion en las especies, estos generan impactos como resistencia bacteriana, disminucion de la
poblacién natural de bacterias y bioacumulacién en otras especies, suelos y aguas. Para mitigar estos efectos
se han propuesto la degradacion de los excesos de los farmacos en aguas y suelos mediante el uso de enzimas
del tipo lacasas?.
Para el presente estudio, se propone el uso de la lacasa Dlac perteneciente al hongo Cerrena sp. Esta enzima
se caracteriza por ser de facil extraccion y poseer un alto potencial redox3. El estudio de reactividad del complejo
Dlac y OTC permitird comprender las interacciones entre la enzima y el sustrato, con el fin de evaluar su uso
como potencial biorremediador y predecir la capacidad de metabolizacién del antibidtico, para evitar su
propagacién al medio.
Las optimizaciones de geometria fueron llevadas a cabo en Gaussian ‘16, en el marco de la teoria de los
funcionales de la densidad (DFT)4, empleando el funcional hibrido WB97XD y conjunto base 6-31+G (d, p). Se
realizo un estudio de la reactividad mediante el descriptor dual de reactividad®, sobre la base de la teoria de los
orbitales moleculares de frontera (FMOA).
Para predecir las interacciones en el sistema ligando-enzima, se efectu6 docking, utilizando Autodock4. Se
consideraron las moléculas de agua, para simular el medio en donde se metabolizara la OTC, evaluando los
conférmeros més estables del ligando y sus energias de enlace. Finalmente se visualizaron sus interacciones
intermoleculares a través de Discovery Studio 2021.
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Figura 1: Estructuras de oxitetraciclina y epimeros estudiados.
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Resumen
La inflamacién crénica causada por la sobreexpresion 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 relacion en el
desarrollo de diferentes tipos de cancer, enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas. Actualmente,
diversos inhibidores han sido disefiados con el objetivo de interferir con la metabolizacién del sustrato de
ambas enzimas, el acido araquidénico (AA). Asi, Celecoxib ha resaltado como el principal farmaco inhibidor
de COX-2, mientras que, NDGA, Zileutén (Gnico farmaco comercial), ZD-2138 y AKBA son clasificados segun
el mecanismo de desactivacion de la enzima 5-LOX en inhibidores redox, quelantes de hierro, no-redox y
alostéricos, respectivamente. Ademas, inhibidores como la curcumina, han logrado interferir con la
metabolizacién del sustrato AA por ambas vias de la inflamacion.! En relacion a lo anterior, se ha visto que la
inclusion de fragmentos organometalicos en farmacos activos ha mejorado su actividad biolégica, destacando
ferroceno (Fe(n®-CsHs)2) por su alta estabilidad, caracter lipofilico y versatilidad sintética.? A modo de ejemplo,
Ren y col. sintetizaron derivados de ferroceno analogos al farmaco Celecoxib, el cual, ademas de presentar
una actividad inhibitoria similar al farmaco organico (ICsocelecoxib:0,38 M 1Cs0 compuesto Reny col.: 0,28 UM), destaco
por su potente efecto antiproliferativo frente a células HelLa.3
Considerando estos antecedentes, se presenta el disefio, evaluacion in-silico, posterior sintesis y evaluacién
in- vitro de nuevos hibridos moleculares organico y derivado de ferroceno, funcionalizados a través de un
andamio pirazol con los fragmentos farmacoféricos 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 unién de los sistemas propuestos en el sitio alostérico de 5-LOX, mientras
que interesantemente, el derivado de ferroceno presenté un mayor indice de selectividad hacia la isoforma
COX-2en relacion a COX-1 (enzima encargada de procesos vitales en nuestro organismo).
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Figura 1: A) hibridos moleculares evaluados. Gréficas energias de union 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
oxidedonors 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 mas consumidas en la dieta mediterranea,
cosechandose en esta zona hasta un 85% de la produccion mundial. La transformacién industrial de la
alcachofa da lugar a la acumulacién de grandes cantidades de subproductos (bracteas externas, hojas y tallos),
ricos en compuestos bioactivos como las pectinas [1]. Estas son una familia compleja de polisacaridos,
presentes en la pared celular de vegetales y frutas, que se utilizan como ingrediente alimentario funcional por
sus propiedades biolégicas y tecnol6gicas. Los oligosacéaridos pécticos (POS), que han mostrado mdltiples
propiedades como la actividad prebidtica [2], se obtienen por despolimerizacién parcial de la pectina, por
métodos fisicos, quimicos y/o enzimaticos. Mediante la hidrélisis enzimatica pueden obtenerse POS con
estructuras mas especificas. Este estudio se ha centrado en la optimizacion del proceso de obtencion 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 optimizacion se ha realizado mediante
disefios experimentales analizados por superficie de respuesta (RSM) y la funcion 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_3220y 0,5-2 mL/L para Lp_3629) y tiempo de reaccioén (X2, 1,5-6 h). Las variables dependientes fueron la
cantidad de compuestos liberados, POS, di- y trisacaridos, 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 monosacaridos 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 observandose liberacion de acido galacturénico. En cuanto a los di- y tri-POS formados
por ELC fue de 40-77 mg/g, siendo mayor su produccién para ambas enzimas (123-185 mg/g para Lp_3220y
99-224 mg/g para Lp_3629). El andlisis de Mw mostré que con ambas enzimas quedaba entre un 12y 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 optimas
de reaccién fueron ELC 0,102 mL/Ly 4,4 h; Lp_3220 0,116 mL/L y 4,6 hy para Lp_3629 0,231 mL/L y 0,6 h.
Teniendo en cuenta la complejidad del proceso, se obtuvieron unos valores de R2de 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 (R289-61) y la funcion de deseabilidad presenté valores maximos de 0,7. Mediante el
proceso enzimatico optimizado se han obtenido mezclas de POS con estructuras complejas y con posibles

propiedades bioactivas que seran objeto de estudios futuros.

Referencias
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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 erradicacién de la bacteria involucran el uso de un
inhibidor de la bomba de protones o bismuto y dos antibidticos, en terapias triples o cuadruples segun los niveles
de resistencia locales. Sin embargo, la erradicacion de la bacteria no siempre es exitosa debido a la alta
resistencia adquirida a los antibitticos. La Organizacion Mundial de la Salud determiné que H. pylori esta dentro
de los 16 microorganismos que representan las mayores amenazas para la salud humana, generando un alto
impacto en la salud publica, y alent6 la busqueda de tratamientos alternativos para dichos patdégenos. En este
contexto, los compuestos bioactivos de algunos productos naturales podrian ser una opcién terapéutica relevante
contra el patdgeno. En este estudio, investigamos el efecto de una enzima proteolitica de los peciolos y tallos de
la planta sudamericana Asclepias curassavica L., denominada asclepaina cl, sobre H. pylori; para su potencial

uso como agente terapéutico alternativo a los tratamientos convencionales.
Asclepaina cl se aisl6 y purificé a partir del latex de los tallos y los peciolos de A. curassavica después de varios
pasos cromatograficos!. Se trabajé con la cepa patrén H. pylori NCTC 11638 y 12 cepas aisladas de biopsias de
pacientes de San Luis (Argentina). La actividad antibacteriana de asclepaina cl contra H. pylori se evalué por el
método de microdilucion en caldo y se determinaron la concentracion inhibitoria minima (CIM) y concentracion
bactericida minima (CBM), segun las normas estandares del Instituto de Laboratorios Clinicos de EEUU (CLSI)2.
Se estudi6 el efecto de asclepaina cl sobre la viabilidad y la morfologia celular, por recuentos de células viables
y microscopia optica y de fluorescencia de los cultivos de H. pylori en presencia y ausencia de una concentracion
sub inhibitoria (1/2 CIM) de la enzima. Ademas, se evaluaron los cambios en la transcripcion 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 analizo el efecto gastroprotector de asclepaina cl sobre el dafio inducido por la administracién intragastrica de
H. pylori en ratones. Las lesiones en el estdmago se observaron mediante microscopia. Finalmente, se evaluaron
los potenciales efectos hepatotdxicos y nefrotdxicos de asclepaina cl mediante la determinacion 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 pg/mL y CBM de 2 a 4 pg/mL. Los cultivos tratados
con asclepaina cl mostraron una disminucidn significativa en el recuento de células viables con respecto a los
cultivos no tratados (p < 0,05). Ademas, en los cultivos tratados se evidenciaron cambios en la morfologia (formas
cocoides y cocobacilos). Los niveles de transcripcion de los genes ompl8, ureA, y flaA disminuyeron
significativamente en cultivos tratados (p < 0,05). Los ratones tratados con asclepaina cl previamente a la
infeccion con H, pylori, presentaron una disminucion significativa de lesiones con respecto a los ratones sin
tratamiento e infectados con H. pylori (p < 0,05). Los niveles séricos de las enzimas hepaéticas y renales no
mostraron diferencias significativas a las concentraciones estudiadas de asclepaina cl en un modelo animal.
Asclepaina cl podria considerarse una alternativa natural a los antibidticos para tratar la infeccion por H. pylori.
Referencias
1. Liggieri, C., Obregon, 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).
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Resumen

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, helicoidal y microaeroéfila que coloniza la mucosa géstrica
humana, causando infecciones crénicas, gastritis, Ulcera péptica, linfomas asociados con el tejido de la mucosa
linfoide y cancer géstrico. El tratamiento de la infeccion incluye antibiéticos e inhibidores de la bomba de protones,
pero la creciente resistencia a los antibiéticos promueve la investigacion de compuestos antibacterianos
novedosos, mas efectivos y naturales. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del extracto proteolitico
parcialmente purificado (RAP) y la fraccion purificada denominada granulosaina |, de los frutos de Solanum
granuloso-leprosum (Dunal), una planta nativa de América del Sur, contra H. pylori.

El RAP y la fraccion purificada de los frutos de S. granuloso-leprosum se obtuvieron segun el protocolo descripto
por Vallés y col. (2008) (1). Se evalud la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracién bactericida
minima (CBM) del RAP y de granulosaina | contra H. pylori NCTC 11638 (cepa de referencia) y 12 cepas aisladas
de biopsias de pacientes, usando la técnica de microdilucién en placa segin las normas estandares del Instituto
de Laboratorios Clinicos de EEUU (CLSI) (2). Las concentraciones sub inhibitorias (2 CIM) de los extractos
enzimaticos (RAP y granulosaina I) se utilizaron en el estudio de la transcripcion de factores patogénicos (omp18,
ureAy flaA) por RT-PCR. El amplicon ARNr 16S se utilizd como gen constitutivo. Cuatro antibidticos: amoxicilina
(AML, 10 pg), claritromicina (CLA, 15 pg), metronidazol (MTZ, 5 ug) (OxoidTM, Argentina) y levofloxacino (LEV,
5 ug) (Britania, Argentina) fueron evaluados en combinacion con los extractos enzimaticos. Ratones BALB/c
recibieron dosis (CIM) via intragastrica de los extractos enzimaticos para evaluar su potencial hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad mediante la medicion sérica de aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT)
y actividad de creatinina. Todas las cepas bacterianas ensayadas fueron sensibles a granulosaina | con un rango
de CIM entre 156,25y 312,5 yg/mL y CBM de 312,5 a 625 yg/mL; mientras que para el RAP el rango de CIM fue
de 312,5 a 625 pyg/mL y de CBM de 625 a 1.250 pg/mL. Granulosaina | y RAP disminuyeron significativamente
la expresion de genes vinculados a la patogenia de H. pylori: omp18, ureA, y flaA respecto a los controles no
tratados. La combinacién de antibidticos con los extractos mostré 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 toxicos, a las
concentraciones estudiadas en un modelo animal. Finalmente, granulosaina | y RAP podrian ser utilizados como
adyuvantes para terapias convencionales contra H. pylori.
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Resumen

La produccion de biocombustibles, como el biodiesel o el bioetanol, ha aumentado significativamente en los
Ultimos afios. Estos sustitutos de los combustibles fésiles provienen de fuentes renovables, lo que disminuye
significativamente su impacto ambiental en comparacién con sus contrapartes derivadas del petréleo. Para el
caso del biodiesel se proyecta para el afio 2025 una producciéon mundial estimada de unos 41.400 millones de
litros!. Obtenido a partir de la transesterificacion de grasas y aceites con un alcohol que generalmente es metanol,
el biodiesel es acompafiado de glicerol como subproducto de la reaccién. 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 reaccién de sintesis. Los grandes volimenes de produccién, 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 biotransformacion
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 economia de la industria del
biodiesel. Particularmente, las bacterias del género Gluconobacter pueden ser utilizadas como biocatalizadores
para oxidar el glicerol, obteniendo acido glicérico (GA) y dihidroxiacetona (DHA) como productos. Ambos
compuestos resultan de interés debido a su potencial como bloques de construccion para sintesis quimica. El
GA es un compuesto quiral de alto valor, mientras que la DHA es un conocido principio activo utilizado en la
formulacién 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
biotransformacion de glicerol. Considerando que la inmovilizacion bacteriana a menudo permite mejorar la
estabilidad y la capacidad de reutilizacion de los biocatalizadores, se evalu6 la inmovilizacién de Gfr en varias
matrices naturales. Se obtuvieron buenos resultados de conversion utilizando alginato como matriz de
inmovilizacion, aunque se observé 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 siliceos de tamafio
nanomeétrico, como nanoparticulas de Si (SiNps) y la arcilla montmorillonita (MT). Estas preparaciones hibridas
fueron en todos los casos significativamente mas resistentes que su contraparte de alginato después de su
evaluacion por texturometria, lo que ademas pudo ser correlacionado con una estructura mas compacta de los
hibridos observada por SEM. Luego de 170 horas, la conversion de glicerol crudo por los preparados hibridos de
alginato al 4% + SiNps al 4% (A4S4) fue comparable a aquella obtenida por células libres. Adicionalmente, la
reusabilidad de las células inmovilizadas aumenté en comparacion 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 biotransformacion
de glicerol hacia dos productos de mayor valor agregado, sino que presentan una novedosa matriz de
inmovilizacion con gran potencial, que es factible de ser utilizada para la inmovilizacién 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 cisteinicas son los biocatalizadores mas encontrados en ciertos frutos, como por ejemplo la
papaya, el anana, el kiwi o el higo. Recientemente hemos purificado y caracterizado tres proteasas cisteinicas
presentes en los frutos maduros de Bromelia antiacantha, una planta autdctona perteneciente a la familia
Bromelaceae. Al igual que para la mayoria de las proteasas aisladas de la misma familia botanica, su funcion
fisiolégica sigue siendo desconocida. Estas enzimas, a las que denominamos AntA, AntB y AntC, comparten
muchas caracteristicas estructurales y funcionales como: temperatura y pH 6ptimo, masa molecular, secuencia
N-terminal, entre otras. Sin embargo, se diferencian en su punto isoeléctrico y pardmetros cinéticos, dandole una
identidad Unica a cada una de ellas (1, 2) y sugiriendo que podria tratarse de isoenzimas. Estudiar y determinar
las caracteristicas individuales de estas enzimas es un paso fundamental para definir la potencialidad de su uso
en forma aislada o como parte de un extracto enzimatico.
En este trabajo se estudié la accion de AntA, B y C aisladas y del extracto parcialmente purificado
(antiacanthaina) sobre la cadena B de la insulina, para evaluar la contribucion de cada enzima a la especificidad
global de la antiacanthaina. También se evalué la accion de estas enzimas en la hidrélisis de proteinas lacteas
de interés hiotecnolégico. La identificacion de los péptidos generados por la hidrélisis de la cadena beta de la
insulina (reducida y carbamido metilada), se efectu6 por espectrometria de masas. Los procesos de hidrélisis
estudiados se ensayaron durante: 5, 15, 60, y 120 min y 16 h) a 37 °C. La accién de antiacanthaina, por 15
minutos, mostré un alto grado de hidrdlisis de la cadena B (mas de 20 sitios de corte). A tiempos mas largos, se
identificaron muy pocos sitios de corte adicionales, evidenciado una hidrdlisis casi total de la cadena 3 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 mostré el menor nimero de sitios de
corte, casi todos reconocidos también por las otras dos enzimas. En todos los casos, se observé una preferencia
de corte por los sitios donde los residuos aminoacidicos presentan cadenas laterales hidrofébicas en posicion
P2 (a dos residuos del sitio de corte hacia el extremo N-terminal del sustrato), caracteristica de las enzimas
pertenecientes a la familia C1A, de la cual la papaina es la enzima de referencia (Rawlings and Barrett, 2013).
Para evaluar la potencialidad biotecnoldgica de estas enzimas, se analizd la accién hidrolitica sobre proteinas
alimentarias. Se llevaron a cabo reacciones de hidrdlisis de a-lactoalbuminay lactosuero en condiciones definidas
(relacién enzima/sustrato = 1U/mg durante 30 min a 50 °C, y pH 9,2) y se evalué la evolucion del grado de
hidrdlisis con el tiempo de reaccién y el perfil peptidico por Tricine-SDS PAGE. Se pudo apreciar que tanto las
enzimas aisladas como el extracto de antiacanthaina presentan una buena capacidad de hidrélisis mostrando
diferencias en el grado de hidrélisis alcanzado, asi como en los perfiles peptidicos obtenidos, evidenciando
especificidades diferentes para cada una de las enzimas aisladas.
Estos resultados ponen de manifiesto que sutiles variaciones estructurales implican una accion hidrolitica
diferencial sobre un mismo sustrato. Estas diferencias pueden ser de gran impacto en la obtencién productos de
interés biotecnoldgico con mayor valor agregado y mejores propiedades funcionales.
Referencias
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del tipo DyP producida por la bacteria antartica Pseudomonas sp. AU10

, Célica Cagide?, Juan José Marizcurrena?, Diego Vallés?, Beatriz Alvarez?, Susana Castro-
Sowinski®?2
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Resumen

Las peroxidasas del tipo DyP (Dye-decolorizing Peroxidase) son hemoproteinas que catalizan la oxidacion
dependiente de H20: de varios sustratos. También degradan lignina, aunque con baja actividad. En el genoma
de un microorganismo antartico sicrotolerante, identificado como Pseudomonas sp. aislamiento AU10,
identificamos un gen dyp. La proteina recombinante (rDyP-AU10), producto de este gen, se produjo utilizando
Escherichia coli como hospedero, se purific6 mediante cromatografia de afinidad con metales inmovilizados
(IMAC) y cromatografia de exclusién molecular (SEC), y se realiz6 su caracterizacion bioquimica/biotecnolédgica
parcial. rDyP-AU10 se produjo principalmente como un dimero y tiene caracteristicas que se asemejan a las
enzimas sicréfilas como son: alta actividad a baja temperatura (20 °C, usando acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico - ABTS - como sustrato), inestabilidad térmica, bajo contenido de arginina, y un
bolsillo catalitico con una superficie mas grande que las DyP de algunos microorganismos mesofilos y termdfilos.
Determinamos la cinética de flujo detenido, estableciendo que el Compuesto | se forma con una constante de
velocidad de (2,07 £ 0,09) x10® M1 s'1 a pH 5, y que es la especie predominante durante el recambio, mientras
qgue el Compuesto Il 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 podria usarse en biorremediacién, asi
como en las industrias de la pulpa de celulosa y los biocombustibles.
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(Mol.) Molina con efecto gastroprotector
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*Autor correspondiente: soniaebarberis@gmail.com
Resumen

Acacia caven es un arbol caducifolio, perteneciente a la familia Mimosaceae (Leguminosae). Presenta una copa
amplia con estipulas espinosas, una corteza surcada de color castafio oscuro e inflorescencias axilares de pocos
capitulos globosos, de color amarillo dorado y de 1 cm de diametro. Es originaria de las zonas aridas y semiaridas
de América del Sur, y es una especie muy extendida en Argentina, Chile, Bolivia, Uruguay, Paraguay y Brasil.
Sin embargo, no hay informacién bibliografica sobre las proteasas de Acacia caven, mas alla de los estudios que
se llevaron a cabo en nuestro laboratorio, vinculados con la incidencia de polinosis de esta especie en nuestra
regién sudamericanal. Las proteasas representan dos tercios de las enzimas que se comercializan en el mercado
mundial y tienen distintos usos industriales en la produccion de alimentos (tiernizado de carnes, hidrolizados
proteicos), de detergentes de lavanderia, de productos farmacéuticos (ayuda-digestivo, anticancerigeno), 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 proteolitico 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 fraccion proteolitica purificada (acaciaina peptidasa) del polen de A. caven se obtuvieron
segun el protocolo descripto por Barcia y col. (2019)*. Los extractos se caracterizaron desde el punto de vista
funcional y fisico-quimico, y se estudid la estabilidad de los mismos. Los extractos presentaron una temperatura
Optima de 30 a 37 °C y un pH 6ptimo de 7, y mantuvieron su actividad y conformacién estructural cuando fueron
sometidos a procesos de purificacién en FPLC (Akta Prime Plus, General Electric), concentracién y secado bajo
vacio (SpeedVac™ SPD1030/2030 Vacuum Concentrator), y almacenamiento a 4°C; mientras que temperaturas
mayores a 40 °C disminuyeron notablemente la actividad. Para la determinacion 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 aprobacion 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 Ulcera al que se le administr6 1 mL del agente necrosante (etanol absoluto), v.o., y lotes
experimentales a los que se les administré el extracto (16,2, 32,5 y 65 mg/kg), v.o., 60 min. previos al etanol (2).
Los animales fueron eutanizados con CO:2 a los 60 min. de la administracion del agente necrosante, y se evaluo
el grado de erosion de la mucosa utilizando el procesador de imagenes Image J (NIH). El etanol produjo un dafio
gastrico severo visible desde el exterior del estomago como lineas hemorragicas acompafadas de edema y
enrojecimiento. El pretratamiento con extracto en las dosis de 32,5 y 65 mg/kg produjo una disminucion
significativa en la intensidad del dafio de la mucosa géstrica inducida por etanol (p<0.001 vs etanol), como asi
también del nimero y severidad de las Ulceras. Los porcentajes de inhibicién de dafo fueron 61,1% y 82,1%
para las dosis 32,5 y 65 mg/kg, respectivamente. Acaciaina peptidasa, demostré un importante efecto
gastroprotector en el modelo de ulceracion inducida en rata por etanol absoluto. El efecto de acaciaina peptidasa
a nivel gastrico puso en evidencia que es un compuesto natural seguro y promisorio para el desarrollo de
farmacos eficaces para prevenir Ulceras géastricas.
Referencias
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Biossintese de nanoparticulas de ouro pela bactéria endofitica Bacillus
sp. daflor de lavandin e aplicacdo em reacdes de Knoevenagel
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David E. Q. Jimenez*, André L. M. Porto®.
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SInstituto de Quimica de Séao Carlos, Av. Trabalhador Sao-carlense, 400, 13560-970, Sao Carlos, SP, Brasil
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*Autor correspondente: julianagalanviana@hotmail.com

Resumo

O uso da nanotecnologia para o desenvolvimento de materiais empregados em dispositivos épticos e eletrénicos,
na area médica e em catalise é cada vez mais estudado devido as suas vantagens®23, Neste trabalho, foi isolada
a bactéria endofitica Bacillus sp. (LMFLM4) da flor da Lavandin (hibrida de Lavandula officinalis e L. latifolia)
cultivada na Fazenda “O Lavandario” (Cunha-SP). Para a biossintese das nanoparticulas de ouro (NPs-Au) a
bactéria Bacillus sp. (LMFLM4) foi cultivada em meio liquido Nutrient Broth (24 h, 130 rpm, 32 °C). Em seguida
centrifugou-se e ao caldo de cultivo adicionou-se 0 HAuCl4.3H20 (1 mmol, 24 h, 130 rpm, 32 °C). As NPs-Au
obtidas (50-100 nm) foram analisadas por UV-Vis (579 nm), DRX e MET (Figura 1). Posteriormente, foram
realizadas as rea¢8es de Condensacado de Knoevenagel com as NPs-Au variando-se o tempo de rea¢do. Em um
frasco adicionou-se 4-metilbenzaldeido (0,05 mmol L), malononitrila (0,05 mmol L), EtOH (5 mL) e NPs-Au
(0,4 mg) fornecendo 70% do aduto 2-(4-metilbenzilideno-manonitrila) 2 em 30 minutos. Quando a reacao foi
realizada na auséncia 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). Apds a otimizacéo (0,4mg NPs-Au, 30 min)
realizou-se 0 escopo da sintese de Knoevenagel (Esquema 1). Conclui-se que as NPs-Au foram eficientes
nestas reagdes (70-90%), uma vez que na auséncia das nanoparticulas forneceu 40% do aduto 2.
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EtOH (5 mL) N

Ao *+ NCTCN — Ar/\/ c
50°C, 30 min CN
NPs-Au (0,4 mg)

Ar = CgHs (1), p-CH3CgH, (2), p-BrCgH, (3), 1(91%), 2 (70%), 3 (99%),
p-CICgH, (4), p-FCgH, (5), m-NO,CgH, (6) 4 (99%), 5 (95%), 6 (98%),
p-NO,CgHy (7), 3,4,5-trimetoxibenzaldeido (8), 7 (99%), 8 (75%), 9 (97%),
nicotinaldeido (9), furan-2-carbaldeido (10), 10 (98%), 11 (88%)

tiofeno-2-carbaldeido (11)

. P Figura 1. NPs-Au.
Esquema 1. Uso de nanoparticulas de ouro para sintese de adutos de Knoevenagel. 9

Andlises por MET.
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Inmovilizacién de LDH para la fabricacion de un biosensor para el analisis
de farmacos antitumorales
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Resumen

Introduccion: Las células tumorales presentan un metabolismo diferente respecto a las células sanas. En
particular, las células de distintos tipos de tumores realizan una glicélisis aerébica, conocida como Efecto Warbung,
donde el piruvato es convertido preferentemente a lactato incluso en presencia de oxigeno. Esta reaccién es
catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa, en particular por la isoforma LDH-A, que viene sobre expresada
en las células tumorales!. Basado en lo anterior, varias terapias antitumorales se enfocan en inhibir la enzima
LDH-A. El objetivo de esta investigacion es realizar un biocatalizador mediante la inmovilizacion de la enzima LDH-
A en silica mesoporosa, con el fin de crear un biosensor que permita realizar un andlisis confiable, veloz y a bajo
costo de la eficacia de los farmacos 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 enzimatica se midié por espectrofotometria (340 nm)
mediante la variacion de la concentracién del NADH. El efecto del pH (entre 5y 11) y la temperatura (entre 30 y
60 °C) se evalué mediante la adaptacion del procedimiento de medicion de actividad. Los parametros cinéticos se
midieron en presencia de NADH 0.23 mM y piruvato o NAD* 0.67 mM y lactato. La inmovilizacién se realizé segun
procedimiento reportado en la literatura?.

Resultados y discusion: Del estudio cinético se pudo confirmar la selectividad de la LDH-A por el piruvato. A pH
7.5y 35°C, la cinética de conversién del piruvato a lactato sigue el modelo de Michaelis-Menten, sin embargo, la
cinética de conversion de lactato tiene una forma sinusoidal. Para la inmovilizacion se selecciond una silice
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 aldehidos para realizar una inmovilizacién covalente
multipuntual en dos pasos, donde en el primero se fomenta el acercamiento de la proteina al soporte por
interaccién iodnica para luego pasar a formar el enlace covalente al subir el pH del medio de inmovilizacién a pH
10.05. El material se caracteriz6 por absorcion fisica de N2 a 77K y por espectroscopia FT-IR. El rendimiento de
inmovilizacion de proteina fue de 64% y de actividad fue igual al 9 %. La microscopia éptica en fluorescencia
(Figura 1) permite confirmar que la proteina se inmovilizé de forma homogénea en la particula del soporte.
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Figural: Imagen de microscopia o6ptica 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 inmovilizacién para poder levantar los valores de actividad expresada. Los
resultados obtenidos corresponden a un punto de partida para alcanzar la tecnologia propuesta.
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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 oxidacion de su sustrato, que a su
vez esti acoplada a la reduccion de Oz con cuatro electrones para generar agua (Solomon et al., 1996). Las
primeras BODs en ser caracterizadas eran de origen fungico, y mas tarde algunas de origen bacteriano han sido
descritas (Bayineni et al., 2018). Estas enzimas han despertado interés biotecnolégico principalmente por su gran
potencial de aplicaciéon en el area de la salud (en la fabricacién de biosensores de bilirrubina y kits de deteccion
de este mismo metabolito), asi como también en la elaboracion de catodos para celdas de biocombustible donde
funcionan como catalizadores de la reduccion de oxigeno (Mano, 2012).

En este trabajo se presenta la caracterizacion de algunas propiedades bioquimicas 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°Cy 70°C. A las temperaturas que son relevantes para su aplicacion clinica, en la deteccion
de bilirrubina, presenta una excelente estabilidad térmica, resistiendo varios dias de incubacién a 25°C y 37°C sin
pérdida significativa de su actividad. Presenta un maximo 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 mas alcalino que el comUn para las enzimas de este tipo.
Estas caracteristicas la vuelven una buena candidata para su aplicacién en contexto diagnéstico.
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Resumen

Los oligosacaridos de pectina (POS) son compuestos considerados prebidticos emergentes que se obtienen a
partir de la despolimerizacion de subproductos ricos en pectina o desde la pectina purificadal. La capacidad
prebiética de los POS alin se encuentra en etapa de investigacién, pero se ha reportado que ésta se ve
influenciada por su tamafio, composicion, grado de esterificacién, la materia prima a partir de la cual se obtienen
y los métodos de obtencioén 2. El orujo de uva es el principal subproducto de la industria vitivinicola y pisquera, y
presenta un alto contenido de fibra dietaria por lo que podria ser una buena fuente de pectina y por consiguiente
de POS. Por otra parte, los POS pueden ser obtenidos mediante la hidrélisis enzimética de la pectina la cual es
llevada a cabo por carbohidrasas, especialmente pectinasas. El complejo pectinasa estad compuesto por
endopoligalacturonasas (hidrolizan los enlaces a-1,4-glicosidicos de la pectina), pectina metilesterasa (hidroliza
los grupos metiléster de la pectina) y pectina liasa (rompe los enlaces a-1,4-glicosidicos de la pectina).
Dependiendo de donde se realicen los cortes durante el tratamiento enzimatico se pueden obtener POS de
distinto tamafio, composicion, estructura y grado de metoxilacion. Por lo anterior, el presente trabajo de
investigacion trata sobre la optimizacién de la hidrolisis enzimatica para la obtencién de oligosacaridos de pectina
de orujo de uva pisquera, con ciertas caracteristicas fisicoquimicas que favorezcan su capacidad prebiética.

La optimizacion de la hidrolisis enzimatica se realizé en funcién a maximizar el porcentaje de hidrolisis de las
fracciones mayores de 9.8 kDa. En este sentido se observé que se consigue una mayor hidrélisis a una
temperatura cercana a los 45°C y tiempos de hidrdlisis de 7,7 horas. Con las condiciones optimizadas de la
hidrolisis enzimatica 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 composicion de monosacaridos y grado de
esterificacion. En cuanto a la capacidad prebiética, se observd que Lactobacillus casei (cepa probiotica) crecio
en mayor medida con los POS < 3KDa y que también alcanz6 una OD600 igual a la que se alcanzé utilizando
lactulosa (prebidtico establecido) pero en menor tiempo. Por el contrario, Escherichia coli (cepa no probiética)
alcanzé una menor OD600 con POS <3KDa que con las otras fracciones de POS vy lactulosa. Por lo anterior,
POS<3 kDa es un buen candidato como posible compuesto prebiético. Este trabajo muestra que, mediante una
hidrolisis controlada lograda con el tratamiento enzimatico, se pueden obtener oligosacaridos de pectina desde
el orujo de uva pisquera con una posible actividad prebiotica.
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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 produccién de enzimas como la lacasa?, 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 fenélicos?.
El uso de desechos agroindustriales es un aspecto clave para el futuro de la produccion de enzimas a partir de
microorganismos y para el desarrollo global de biorefinerias, siendo los desechos lignocelulésicos de particular
interés para la produccién de lacasa, debido a su contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa, los que pueden
ser utilizados como sustrato®. El tomate es uno de los cultivos mas consumidos a nivel mundial, siendo la industria
de las salsas las de mayor importancia. La tomasa es el mayor desecho de la produccién del fruto, el que esta
compuesto de semillas, piel y una fraccién menor de pulpal. Este subproducto ha llegado a aportar hasta 200,000
toneladas de desechos en Europa®.
La presente investigacién desarrolla un proceso de optimizacion de la produccion 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 utilizacion en el estudio. Se
realiz6 un disefio de experimentos de superficie de respuesta tipo disefio central compuesto, tomando en cuenta
tres factores: el tiempo; la razén de C/N adicionado inicialmente al cultivo en forma de glucosa y peptona; vy el
%p/V de tomasa en el medio de cultivo. Para la fermentacion se cultivo el hongo primero en placas con medio
extracto de malta-agar, y luego de 8 dias se traspasoé el cultivo a matraces de 250 mL con 100 mL de medio
estéril, utilizando diferentes concentraciones de glucosa, peptona y tomasa (de acuerdo al disefio experimental),
agregando 40 pL de sulfato de cobre 1 M. Dichos matraces de agitaron a 50 rpm a 30°C por el tiempo
determinado (de 3 a 21 dias) y cada matraz se filtr6 en papel Whatman, centrifugé y ultrafiltré en celda Amicon
de 50 Kda, realizando los siguientes andlisis: proteina total por método de Bradford; azlcares reductores por el
método de DNS; y medicidn de actividad de la enzima por la determinacién de la velocidad inicial de hidrélisis de
ABTS. Los resultados se analizaron en el programa Stat Graphics Centurién, obteniendo la tabla Anova y
determinando el tiempo como el factor méas significativo. Los mejores resultados de produccién de la enzima se
obtuvieron en el dia 11 de cultivo, con actividades entre 10 y 30 pyL/mIL, valores comparables con aquellos
obtenidos por Spina et al. utilizando salsa de tomate como sustrato!. Estos resultados permiten demostrar que
es factible utilizar desechos agroindustriales para obtener enzimas de alto valor comercial.
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Resumen
El objetivo general del presente trabajo es la produccién de bio-insumos a partir de descartes agroindustriales,
destinados principalmente a la produccién 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 valorizacion 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 mecénico donde se separo el jugo del
bagazo. El jugo se dej6 en reposo un determinado tiempo para dar lugar a la decantacién de la fécula, se eliminé
el sobrenadante y se dej6 secar quedando lista para su posterior hidrolisis por via enzimatica para la obtencién
de un edulcorante de origen natural (ver figura 1). Para esto se utilizaron enzimas comerciales y complejos
enzimaticos 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
reaccion.Luego de la separacion y purificacion, se procedié a la identificacion de los mono y disacaridos
existentes, empleando un equipo HPLC provisto de una columna RPM-Monosaccharide, y utilizando detectores
IRy UV. El bagazo se someti6é a un secado en estufa del cual se obtuvo fibras dietarias. Diferentes fibras dietarias
se utilizaron como aditivo en la produccion de queso cremoso, a los fines de mejorar el rendimiento y obtener un
alimento méas saludable. El queso obtenido cumple con las caracteristicas morfolégicas. Realizando controles
periodicos se detectd la formacion 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 cumplié con los controles realizados y produjo un aumento en el rendimiento quesero. Respecto a la
utilizacion de la fécula como materia prima para el alimento funcional, se obtuvieron buenos resultados faltando
la optimizacion del procedimiento.
Esto es un claro ejemplo de cémo los descartes pueden reintegrarse al sistema productivo para ser utilizados
como recursos, aportando a la economia circular.
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Figura 1: Edulcorante obtenido de origen natural. Figura 2: Formacion de ojos en queso producido.
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Resumen

Actualmente, se estima que en el mundo se utilizan sobre 200.000 toneladas de antibiéticos al afio para consumo
humano y veterinario. En Chile, sélo durante el periodo 2018-2019, se registrd la venta de mas de 3 millones de
cajas de amoxicilina. Este uso indiscriminado de antibiéticos ha llevado a una mayor presencia de estos en el
ambiente, aumentando las probabilidades de desbalances ecologicos y la generacion de bacterias
(multi)resistentes. Distintos tipos de antibioticos se han encontrado en diferentes cursos de agua, incluso en
aguas del mar Antartico, donde se ha detectado la presencia de quinolonas y macroélidos?.

En la basqueda de nuevas herramientas para el tratamiento de aguas contaminadas con antibiéticos de forma
amigable con el medio ambiente, la utilizacion de enzimas lacasas ofrece un potencial método de
descontaminacion. Las lacasas (bencenodiol; oxigeno oxidoreductasa; EC 1.10.3.2), son enzimas multicobre
oxidasas que catalizan la oxidacién de un amplio rango de compuestos fendlicos y no fenélicos. Por su
versatilidad, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, siendo halladas incluso en
microorganismos extremofilos. Estas enzimas presentan caracteristicas interesantes para la biotecnologia,
particularmente en la biorremediacién, debido a que su catélisis requiere solo oxigeno como co-sustrato,
generando agua como Unico producto.
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De un microorganismo termoalcalifilico, se logré aislar y producir de manera heteréloga 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 evalla la capacidad de esta nueva lacasa recombinante en la biodegradacién de 3
familias de antibiéticos: B-lactamicos, tetraciclinas y quinolonas. Las reacciones de degradacion en presencia y
ausencia de dos mediadores quimicos, a distintas temperaturas y pH son analizadas mediante HPLC. Ademas,
se evalla la disminucién de la ecotoxicidad de los antibioticos 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 exposicion a ellos, en presencia de acetosiringona a 20, 30 y
40°C, eliminando el efecto eco-téxico de tetraciclina y demostrando la actividad degradativa de esta lacasa y su
potencial biotecnoldgico.
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Resumen
Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son contaminantes organicos ampliamente dispersos en el
ambiente, producidos por descomposicion organica, biosintesis, erupciones volcanicas e incineracion incompleta
de sustancias organicas. El crecimiento progresivo en la actividad industrial y el desarrollo energético ha
significado un aumento concomitante en la contaminacion por HAPs en el medio ambiente acuético. Los HAPs
son agentes cancerigenos, teratogénicos y mutagénicos, que al ser metabolizados generan especies reactivas
de oxigeno y dafian el ADN, representando un problema para el bienestar de los ecosistemas y la salud humana.

La biorremediacion es un proceso efectivo y amigable con el medio ambiente utilizado para la transformacion de
compuestos organicos nocivos en productos menos toxicos, a través de la actividad metabdlica de
microorganismos y/o sus enzimas. Las lacasas (bencenodiol:oxigeno oxidoreductasa; EC 1.10.3.2), son enzimas
multicobre oxidasas expresadas principalmente en hongos y bacterias, que catalizan la oxidacién de compuestos
fenodlicos, aminas aromaticas, compuestos no fendlicos e inorganicos. Debido a su gran versatilidad catalitica, se
posiciona a estas enzimas como potenciales herramientas para la biorremediacién de matrices acuaticas
contaminadas con HAPs.

En un trabajo previo realizado en Fundacién Biociencia, se purific6 una lacasa a partir de las esporas de una
bacteria termoalcaléfila identificada como Bacillus sp. FNT, aislada de un sitio geotermal chileno, siendo
actualmente obtenida por expresion heterdloga. Esta lacasa recombinante presenta mayor actividad catalitica
gue su versién nativa y mayor termoactividad y estabilidad térmica respecto de otras enzimas. Ademas, se ha
observado la rapida biodecoloracién de colorantes sintéticos tipo antraquinénicos?, con una estructura policiclica
aromatica de gran tamafo, evidenciando el potencial de la actividad catalitica de la enzima frente a los HAPs.
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Se selecciond el HAP antraceno (ANT), ya que se encuentra en la lista de sustancias quimicas prioritarias de la
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (US EPA), es un compuesto altamente recalcitrante y
permite tener un primer acercamiento al estudio de la degradacion de HAPs en agua. Se evalu6 la oxidacion de
ANT segun los parametros de tiempo de reaccién, uso de mediadores, temperatura y pH, cuantificando la
degradacion por HPLC. Resultados preliminares indican que esta enzima es capaz de degradar 34% de ANT (50
ppm) luego de 4 dias de incubacién 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
termofilas y la aplicaciébn de esta enzima como una alternativa de biodegradacion de los HAPs en agua
contaminada.
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dyestuffs.Inter. J. Biol. Macro. 170, 298-306 (2021).

Agradecimientos:
El trabajo fue financiado por CONICYT PCI NSFC190024, CORFO INNOVA N°15IPPID-45682 y Fundacion Cientifica y
Cultural Biociencia.

UNIVERSIDAD /548 ’; : P u W
:. ) 1§ . UNIVERSIDAD , g

DE SANTIAGO gyl ' UNIVERSIDAD
DE CH”_E ‘ .% DE C H I LE paraMpinmAsc!prgdgmcs : DELA SERENA




L3
i
L
P
L]
o d

» y J biocat

s SANTIAGO, CHILE, 2022 Il JORNADA DE BIOCATALISIS

‘
L
r
Q
oy

<
0

o

Pdoster P64

Construccion de electrodos de grafito/grafeno modificados con lacasa
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Resumen

El grafeno (Gr), un alétropo del carbono, es un material con importantes propiedades fisicoquimicas, entre las
gue se puede mencionar su capacidad de transporte de electrones, flexibilidad, impermeabilidad, resistencia
mecanica y excelente conductividad térmica y eléctrical. El grafeno se puede obtener a partir de la reduccion del
oxido de grafeno (OG). Este ultimo es un material muy utilizado principalmente por su alta procesabilidad y
relativa facilidad de obtencién. Tanto el grafeno como el 6xido de grafeno han encontrado aplicaciones en
catalisis, electronica, sistemas relacionados con la produccién de energia y para disefiar electrodos para una
amplia gama de biosensores electroquimicos y de electroanalisis2. En este trabajo se describe la preparacion de
electrodos de grafito/grafeno modificados con lacasa (G/Gr/lacasa) para su aplicacién en biosensores.

El OG se produjo por dos vias. Por un lado, se evalu6é un método electroquimico utilizando acido citrico como
agente oxidante, y por otra parte se evalué también el método de Hummers?! con algunas modificaciones. El OG
obtenido se caracterizé6 mediante espectroscopia FT-IR evaluando la aparicién de las bandas de absorcion
caracteristicas reportadas en la literatura®. Los electrodos de grafito (G) se recubrieron con OG mediante ciclos
de deposicién y secado de los mismos. La lacasa se inmovilizé en los electrodos de grafito recubiertos con éxido
de grafeno mediante una reaccion de entrecruzamiento con carbodiimida (EDC/sulfo-NHS). Posteriormente los
electrodos G/OG/lacasa se sometieron a ciclos de reduccion en un potenciostato para generar el grafeno y
obtener los electrodos G/Gr/lacasa.
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Finalmente, los electrodos se caracterizaron mediante técnicas de voltamperometria ciclica usando ABTS,
siringaldazina y paracetamol como sustratos. Se construyeron cerca de 20 electrodos con sus respectivos
controles. Los voltamperogramas ciclicos 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 caracterizacion de estos para que
puedan ser aplicados en sistemas de biosensores basados en lacasa.
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*Autor correspondiente: pedro.valencia@usm.cl

Resumen

Mundialmente existe una produccién creciente de mas de 100 millones de toneladas de residuos pesqueros al
afo, por lo que constantemente se buscan alternativas para sacar provecho de sus mdltiples propiedades. La
hidrélisis enzimatica de proteinas, una alternativa atractiva para el tratamiento de estos subproductos, es un
proceso que consiste en extraer e hidrolizar las proteinas 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 reaccion involucrada produce H*, se suele controlar el pH para asi evitar salir del rango de eficiencia
catalitica de la proteasa, lo cual también involucra un mayor costo de operacién. Es por esto, que se evalud el
efecto de la raz6n subproducto/agua y el tipo de régimen de pH en el comportamiento de hidrélisis de proteinas
de esqueldn de salmén. Para ello, se utilizé 50, 75 y 100% de subproducto y tres diferentes regimenes 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 esquelén.
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Al trabajar con pH controlado y 50% de subproducto, se obtiene un hidrolizado con mayor grado de hidrélisis
(GH: 14%), extraccién de nitrégeno (EN: 49%) y rendimiento de la reaccion (Ycso: 258 [mmol/kgsequeisn]), que al
trabajar con pH nativo y sin adicion de agua (GH: 10%, EN: 26%, Yceo: 189 [mmol/kgsequeisn]), pero este ultimo
aumenta la concentracion de grupos a-amino libre en un 47%.

A partir de la diferencia en los resultados obtenidos para cada caso se infiere que la proporcion de agua-
subproducto utilizada afecta como se distribuye la proteasa entre las fases soluble (proteinas hidrolizadas y
péptidos) e insoluble (musculo 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 peptidicos 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 investigacion futura tiene como objetivo analizar si la distribucién de la proteasa, y por ende su accién
catalitica, pueden ser controladas a través de las condiciones de operacion.

Con esta investigacion concluimos que es factible realizar la hidrolisis 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 reaccion, lo cual significaria una modificacion en las propiedades de los hidrolizados.
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Comparacion bioquimica entre una lacasa nativa y una recombinante
proveniente de la bacteria antéartica y térmofila Geobacillus sp. ID17
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Resumen

Las lacasas son enzimas pertenecientes a la familia de las multi-cobre oxidasas, que catalizan la oxidacion de un
amplio rango de fenoles, polifenoles y compuestos aromaticos. No necesitan cofactores, y al contrario de otras
oxidasas, el principal subproducto de la reacciéon que catalizan es agua. Esto las vuelve muy deseables como
biocatalizadores con bajo impacto ecoldgico (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 produccién, amplio rango de pH y potencial industrial (Verma y Shirkot 2014).

En este trabajo se han identificado y caracterizado bioquimicamente 2 lacasas desde la bacteria termofila antértica
Geobacillus sp. ID17. Una de ellas fue parcialmente purificada de forma nativa, y utilizando cromatografia de
exclusién molecular se logré estimar que su peso molecular es de aproximadamente 60 kDa. Posteriormente, en
el genoma de esta bacteria se encontré 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 heter6logamente en Escherichia
coli BL21 para obtener una enzima recombinante parcialmente purificada. Ambas proteinas demostraron poseer
actividad lacasa dependiente de cobre.

Sin embargo, al comparar ambas enzimas, se perciben diferencias en sus propiedades bioquimicas. Mientras que
con la enzima nativa se obtuvo un maximo de actividad a 60 °C, la lacasa recombinante presenta su maxima
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
gue la enzima recombinante retiene sobre el 50% de su actividad a pH 6, mientras que la enzima nativa no
presenta actividad a pH 6.
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A pesar de la equivalencia de tamafio molecular y de provenir del mismo microorganismo, es interesante analizar
la posibilidad de que ambas enzimas no sean exactamente idénticas. Se podria conjeturar que podria tratarse de
diferentes isoformas de una misma lacasa, o que al producir la enzima de manera recombinante se presenten
pequefias diferencias de plegamiento que resulten en las diferencias observadas en sus propiedades cataliticas.
Independiente de estas conjeturas, nuestros resultados demuestran que Geobacillus ID17 es una fuente
interesante para la obtencion de lacasas termdfilas, exitosamente producidas de forma heter6loga, propiedad
ventajosa para potenciales aplicaciones biotecnoldgicas en la industria y bioremediacion.
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Recuperacion de aromas y azlUcares desde residuos de laindustria
vitivinicola usando tecnologia enzimatica
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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 solidos descartados durante el proceso. Los residuos sdlidos obtenidos del
prensado de la uva, en el proceso de produccién del vino blanco, estan constituidos principalmente de orujo, y
semillas. El orujo posee una importante cantidad de azUcares y terpenos glicosilados que pueden ser recuperados
permitiendo asi revalorizar estos residuos, lo que se enmarca en el principio de biorrefineria.

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 hidroélisis
enzimatica de estos compuestos, obteniendo asi el terpeno libre. Estos compuestos han demostrado tener
capacidad antimicrobiana, antiinflamatoria y analgésica, entre otras. La hidrélisis enzimatica 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 disacaridos, ya sea por la enzima a-L-arabinofuranosidasa (ARA), a-L-ramnosidasa
(RAM), o B-D-apiosidasa (API), liberando la fraccion monoterpenil B-D-glucosidica y el azlcar correspondiente
(arabinosa, ramnosa, 0 apiosa). En una segunda etapa se libera la porcidn aglicona (monoterpeno) mediante la
accion de la enzima 3-D-glucosidasa (BG),
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Este trabajo tiene por objetivo recuperar azlUcares y terpenos desde los residuos de uva blanca mediante la
utilizaciéon de tecnologia enzimatica, con el fin de revalorizarlos. La metodologia utilizada se divide en dos etapas.
La primera de ellas es la recuperacion de los azlcares y los terpenos glicosilados utilizando la enzima Lafazym
press. En esta etapa se estudiaron las variables: dosificacion de la enzima respecto del orujo, concentracion de
alcohol y el pretratamiento de orujo, evaluando el efecto en la concentracion de azucar y los terpenos obtenidos en
un tiempo definido de reaccién. La segunda etapa consider6 el estudio de la recuperacién de terpenos, para lo cual
se prepard un catalizador coinmovilizado de la enzimas ARA, RAM, (API) y BG, presentes en el preparado comercial
Rapidase®AR2000.
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Soportes hibridos de alginato y nanomateriales para la biotransformacién
de glicerol crudo
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Resumen
La produccion de biocombustibles, como el biodiesel o el bioetanol, ha aumentado significativamente en los
Ultimos afos. Estos sustitutos de los combustibles fdsiles provienen de fuentes renovables, lo que disminuye
significativamente su impacto ambiental en comparacién con sus contrapartes derivadas del petréleo. Para el
caso del biodiesel se proyecta para el afio 2025 una produccion mundial estimada de unos 41.400 millones de
litros!. Obtenido a partir de la transesterificacion de grasas y aceites con un alcohol que generalmente es metanol,
el biodiesel es acompafiado de glicerol como subproducto de la reaccién. 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 reaccién de sintesis. Los grandes volumenes de produccion, 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 biotransformacion 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 economia de la industria del biodiesel. Particularmente, las bacterias
del género Gluconobacter pueden ser utilizadas como biocatalizadores para oxidar el glicerol, obteniendo &cido
glicérico (GA) y dihidroxiacetona (DHA) como productos. Ambos compuestos resultan de interés debido a su
potencial como bloques de construccion para sintesis quimica. El GA es un compuesto quiral de alto valor,
mientras que la DHA es un conocido principio activo utilizado en la formulacién 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
biotransformacién de glicerol. Considerando que la inmovilizacién bacteriana a menudo permite mejorar la
estabilidad y la capacidad de reutilizacion de los biocatalizadores, se evalud la inmovilizacion de Gfr en varias
matrices naturales. Se obtuvieron buenos resultados de conversion utilizando alginato como matriz de
inmovilizacion, aunque se observd 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 siliceos de tamafio
nanomeétrico, como nanoparticulas de Si (SiNps) y la arcilla montmorillonita (MT). Estas preparaciones hibridas
fueron en todos los casos significativamente mas resistentes que su contraparte de alginato después de su
evaluacion por texturometria, lo que ademas pudo ser correlacionado con una estructura mas compacta de los
hibridos observada por SEM. Luego de 170 hs, la conversion de glicerol crudo por los preparados hibridos de
alginato al 4% + SiNps al 4% (A4S4) fue comparable a aquella obtenida con células libres. Adicionalmente, la
reusabilidad de las células inmovilizadas aumenté en comparacion 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 biotransformacion
de glicerol hacia dos productos de mayor valor agregado, sino que presentan una novedosa matriz de
inmovilizacion con gran potencial, que es factible de ser utilizada para la inmovilizacién de otras especies
bacterianas con fines biosintéticos.
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Resumen

De los farmacos antivirales desarrollados o en uso clinico hasta el presente, la gran mayoria pertenece al
grupo de los nucle6sidos modificados, cuya especificidad se debe a la inhibicion selectiva de enzimas
involucradas en el metabolismo viral de nucleésidos y nucledtidos. Aunque se han desarrollado muchos métodos
guimicos, los mismos requieren de un elevado nimero de pasos para su preparacion. La utilizacion de
biocatalizadores se presenta como una solucion a estos problemas?.

En nuestro laboratorio se han desarrollado vias 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 mas estudiadas para llevar a cabo la sintesis
de analogos de nucleésidos implica el uso de nucleésido fosforilasas como biocatalizadores. Estas enzimas
catalizan la fosforolisis reversible de nucledsidos para dar ribosa-1-fosfato y la correspondiente base. Empleando
dos enzimas de esta familia, es posible transferir un residuo azucar desde un nucledsido pirimidinico dador a una
base aceptora, obteniéndose en forma regio y estereoselectiva el correspondiente nucledésido, reaccion conocida
como transglicosidacién?. 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 reaccién, se confeccion6 un cepario de mas de 100 bacterias de distintos géneros y
se desarrollé un método de seleccién a microescala, el cual se ha probado anteriormente para preparar diversos
nucleésidos obteniendo resultados exitososS.

En el presente trabajo se muestran los resultados de llevar a cabo la transglicosidacién, 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 nucleosidos.
De los microorganismos estudiados se obtuvieron 11 posibles candidatos, las muestras fueron procesadas por
HPLC-UV vy la estructura del compuesto determinada por RMN. La versatilidad estructural de estos compuestos
permite que a futuro puedan ser modificados quimicamente en su base, ampliando de esta forma la familia de
compuestos.
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remocion in situ de dihidroxiacetona durante la oxidacion enzimatica de
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Resumen
Una alternativa atractiva para afiadir valor al glicerol es transformarlo en dihidroxiacetona (DHA), un carbohidrato
con una atractiva aplicacién en la industria cosmética y como precursor de farmacos!. La sintesis enzimatica de
DHA mediante glicerol deshidrogenasa (GlyDH) presenta una inhibicién por este producto causando bajos
rendimientos y productividades. Para superar esta limitacion se ha propuesto la implementacién de un sistema de
eliminacién del producto in situ (ISPR). Sin embargo, esto requiere una alta velocidad de adsorcién, por lo que
analizar su implementacion a través de la modelizacion y simulacién, permitiria un disefio racional del sistema
esperando una mejora en la eficiencia de eliminacion.

C DHA en el reactor

100

@
S

60

40 -

Concentracion DHA (mh)

200 ——

\\\_

!

—
20 40 €0 80
Tiempo (min)

Masa de DHA en resina

100

120

100

80

60

40

Concentracion glicerol (mM)

0 20 40 60 80

C én glicerol en el reactor

100 120

Tiempo (min)

Dispersién DHA fase liquida en la columna

El objetivo de este trabajo fue modelar y simular
la adsorcion de DHA durante la oxidacién
enzimética del glicerol en un reactor discontinuo.
Para ello, en primer lugar, se realizé un screening
de seis resinas de intercambio idnico, donde se
evalu6 la capacidad de adsorcion (mg
compuesto/g de resina) de los componentes de la
reaccion (glicerol, DHA y cofactores). Basandose
en los resultados obtenidos se selecciond la
resina de intercambio catibnico Amberlite
50WX2, la que muestra una capacidad de
adsorcién de 30 mg de DHA por gramo de resina

AN 1 y una adsorcion nula de los sustratos. En funcién
?5,'/ h e ® de los resultados prerimentales obtenidos, se
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Figura 1: Simulacion del sistema de remocién in situ de DHA
durante su generacion por via enzimatica.

realizando ensayos a diferentes
concentraciones de DHA.

Una vez definido el modelo de adsorcion, se
simulé la reaccién catalitica. Para esto se
determinaron los valores de los parametros
cinéticos de la enzima soluble, obteniéndose un
modelo de inhibiciébn mixta hacia el producto

flujos vy
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(DHA). La simulacién se implement6 en MatLab R2022 y los resultados de la modelacion del sistema se muestran
en la Figura 1. Como resultado del disefio de la columna de adsorcion, se obtuvo una longitud de columna de 50
cm, para un flujo 0,2 mL/min; de esta forma se permitiria mantener una concentracién de DHA menor a 20 mM,
De esta forma es posible obtener una conversion del 100% del glicerol en menos de 2 horas de reaccion,
recuperando 15 mg de producto por gramo de resina.

La eliminacion selectiva de un producto inhibidor del medio de reaccién por adsorcion en resinas comerciales es
una gran oportunidad para hacer que los sistemas biocataliticos sean mas competitivos que los sistemas
convencionales, debido al aumento de la productividad procesos de purificaciéon de bajo coste.
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Resumen

CO2 es uno de los gases de invernadero mas importantes y su acumulacion en la atmdsfera se asocia al cambio
climatico. La fijacién de este gas por enzimas para la generacion de compuestos organicos de valor agregado
presenta un desafio actual en la biocatalisis. Crotonil-CoA carboxilasa/reductasa (Ccr) es una de las enzimas
mas eficientes en la fijacion de CO: presentando la mayor constante de velocidad catalitica y siendo ademas
insensible a la presencia de oxigeno, a diferencia de RuBisCO que es la enzima responsable de fijar CO: para
la generacion de biomasa. Combinando la caracterizacién cinética de la enzima silvestre y variantes de residuos
especificos en el sitio activo?, diferentes estructuras cristalinas del ciclo catalitico? (Fig. 1) y simulaciones
computacionales de los cambios conformacionales y la reaccidn quimica, se establece un mecanismo para la
fijacion de COz por Ccr. Este mecanismo aborda la union de CO: a las diferentes conformaciones que adopta el
sitio activo del tetramero de la enzima, asi como diferentes caminos de reaccién que pueden tener lugar en el
sitio activo. Se espera que los resultados de esta investigacién ayuden a sentar las bases para usar y manipular
carboxilasas en futuras aplicaciones tales como ciclos sintéticos de fijacion de COa..

Apo form ECReNADPH

NADP’~\1 Acyl-CoA
+CO,
7 e 2 & - _". e .

ECReNADP* ECReNADPHeacyl-CoA

Figura 1: ciclo catalitico en Ccr.
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Resumen

Actualmente, los suministros de fuentes de carbono han disminuido considerablemente; esta situacién obliga a
transitar hacia alternativas renovables para la fabricacion de diferentes productos. En este sentido el 5-
hidroximetilfurfural (HMF) obtenido a partir de residuos lignocelulésicos es una interesante opcion para la
produccion de fungicidas, biocombustibles y bioplasticos. En esta direccion, el objetivo principal de este trabajo
fue la determinacion de la productividad especifica de la (trans) esterificacion de HMF con acetato de etilo en un
reactor continuo de lecho empacado. La reaccion se llevé a cabo en una columna de acero inoxidable de 0,4 cm
de diametro 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 reaccion alcanz6 una productividad especifica de 1
Oprod./(MiN *geiocat.), Mayor a la obtenida en el reactor por lotes (0,07 (grrod/min *gsiocat)). La estabilidad operacional
del biocatalizador, en el sistema continuo y discontinuo (seis ciclos de reaccién) casi no evidencié pérdidas de
actividad (Figural), lo que lo hace un sistema robusto con un potencial de implementacién industrial.

>
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Figural. Transesterificacion enzimatica de HMF y acetato de etilo en un reactor continuo de lecho empacado. 1) Columna
empacada, 2) Bomba peristéltica, 3) Alimentacion, 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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Efecto del largo de la cadena hidrofobica del soporte (Fez0a)
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Resumen

La pureza enantiomerica de un farmaco quiral es un factor clave para asegurar su eficacia y minimizar los efectos
secundarios dentro del organismo. La utilizacion de enzimas como biocatalizadores para la obtencion de este
tipo de compuestos es hoy en dia una de las alternativas mas atractivas para su produccioén, 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 inmovilizacion de enzimas
es una herramienta muy potente para remediar estos inconvenientes, ya que no sélo permite la estabilizacién de
la enzima, sino que ademas permite, a través de una adecuada estrategia de inmovilizacién, mejorar su actividad
y selectividad.

Este trabajo, tiene como objetivo evaluar el efecto del largo de la cadena hidrofébica sobre las propiedades
cataliticas de la lipasa de Candida antarctica (CALB) inmovilizada sobre soportes magnéticos para su uso en la
sintesis del R-monometil-3-fenil glutarato (R-MMFG) importante precursor de una serie de farmacos quirales.
Para alcanzar este objetivo, la lipasa fue inmovilizada sobre particulas magnéticas recubiertas con quitosano
conteniendo dos largos de cadena hidrofébica, una de 4 carbonos (Fes0s4-Q-C4) y otra de 8 carbonos (Fez04-Q-
C8).

Los principales resultados muestran que el biocatalizador Fes0s-Q-C4-CALB, si bien presenta inicialmente un
20% menos de actividad que el biocatalizador Fes04-Q-C8-CALB, resulta ser 45% y 38% mas estable en
presencia de un 25% (v/v) de acetona y dioxano respectivamente. Ademas, en términos de selectividad, el
biocatalizador Fes04-Q-C4-CALB resulto ser 16% mas selectivo que el biocatalizador Fez04-Q-C8-CALB,
obteniendo R-MMFG con una pureza enantiomérica (%ee) del 90%. Estos resultados indican claramente que
una adecuada estrategia de inmovilizacion puede mejorar las propiedades cataliticas de una enzima, y que, en
este caso, es probable que una cadena hidrofébica mas corta favorezca otro tipo de interacciones con los grupos
funcionales que presenta el quitosano, generando una estructura enzimatica mas estable y selectiva.
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Finalmente, el caracter magnético de los biocatalizadores obtenidos facilita las etapas de recuperacion y mejora
la estabilidad mecanica de los biocatalizadores, lo cual se evidencia claramente en la sintesis del R-MMFG en
un reactor de tanque agitado operando en modalidad de lotes repetidos, donde luego de tres lotes, no hubo
perdida fisica de biocatalizador y la selectividad se mantuvo constante lograndose una mejora significativa de la
productividad especifica del proceso.
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Resumen
La histamina es una amina biogénica sintetizada por descarboxilacién enzimatica de su aminoacido precursor,
la histidina. La histamina se puede encontrar en la mayoria de los alimentos, principalmente pescados, mariscos
y alimentos fermentados. Su presencia se asocia a la intoxicacion por escombroides relacionada con el consumo
de productos marinos con altos niveles de histamina que producen hipotensién, dolor de cabeza, nauseas,
sudoracién e irritacion cutanea, efectos neuroldgicos y gastrointestinales. La mayoria de los métodos analiticos
actuales para la deteccion de histamina se basan en el analisis cromatografico de aminas biogénicas. Por lo
tanto, las formas rapidas y sencillas de deteccion 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 detecciéon 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 deteccion. Debido a esto, nuestro grupo
de trabajo modific6 la HDH mediante ingenieria de proteinas para obtener mutantes con mayor preferencia de
sustrato que la enzima parental. Primero se seleccionaron posiciones de aminoacidos relevantes a la interaccién
con el sustrato y se construyeron siete bibliotecas de mutagénesis de saturacion 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 aminoacidos en las posiciones 72 y 110, mostraron una
respuesta y una saturacion de la sefial diferentes frente al aumento de la concentracién de histamina, asi como
un incremento de especificidad por la histamina, en comparacién con otros sustratos de amina.
Para mejorar el desempefio de la enzima y comprender el impacto de mutaciones combinadas en los sitios 72 y
110, se construyd una biblioteca de saturacion de sitio simultdnea (SSSM, ~1900 clones) que se analiz6
considerando la relacién de actividad de histamina a 320 y 1000 uM, la relacién entre actividad contra histamina
y agmatina (1000 uM), y la resistencia térmica ante una incubacién a 60°C durante 20 minutos.
El screening de esta segunda biblioteca llevo a la identificacion de la variante previamente no identificada
F72N110V, la cual muestra un mejor desempefio para los parametros de especificidad de sustrato, aumento se
sefial directamente proporcional a la concentracion de histamina, y actividad residual después de al menos 20
minutos a 60°C.
El estudio de desempefio de esta nueva variante de HDH permitira desarrollar un ensayo enzimatico para la
deteccion 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
aromaticos, catalizando la dihidroxilacién 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 Unicamente mediante biotransformacion. Nuestro grupo cuenta con
amplia experiencia en el trabajo con estos sistemas enzimaticos, y en los Ultimos afios hemos evidenciado
distintas actividades promiscuas basadas en la capacidad del atomo de hierro de coordinar directamente
sustratos organicos en vez de coordinarse con el Oz (como en sus reacciones naturales). Entre ellas, reportamos
por primera vez la biotransformacion del grupo azida 2 al nitrilo 3 (figura 1B), acompafiada de estudios
mecanisticos que llevaron a proponer la formacién de una oxima (4, R=H) y su posterior deshidratacion.! 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 biocataliticos frente a las alternativas
sintéticas.?

El presente trabajo mostrara los resultados obtenidos de un estudio méas 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 oxigeno, y se seleccionaron los tres biocatalizadores
gue mostraron mejores conversiones, para luego estudiar su comportamiento frente a un panel de sustratos con
distintas caracteristicas (4 y 6 figura 1C). Se presentara ademas el seguimiento de la biotransformacién en una
escala de 100 mL acompafada de estudios in silico que brindan informacion relevante sobre el mecanismo
implicado en esta transformacion catalizada por la tolueno dioxigenasa (TDO).
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Figura 1: A. Actividad natural de dioxigenasas tipo Rieske. B. Biotransformacion de bencilazida a benzonitrilo catalizada por
tolueno dioxigenasa. C. Resultados preliminares para la biotransformacion de las benzaldoximas (4) por los tres mejores
biocatalizadores encontrados (TDO_ F366V, NDO: Naftaleno Diox., CBDO: Clorobenceno Diox.)
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