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Resumen: Actividad 1. Se realiz6 una seleccion de microorganismos productores de lacasas
mediante una estrategia de screening jerarquico utilizando un cepario de mas de 200 cepas
bacterianas. Sobre los agrupamientos por género que resultaron positivos para la actividad
buscada, se realiz6 un andlisis a nivel de cepa para identificar las especies productoras. Se
identificaron 6 cepas con la actividad de interés, pertenecientes a los géneros Aeromonas, Bacillus,
Enterococcus, Flavobacterium, Lactobacillus, Proteus y Streptomyces. Dichas cepas presentaron
niveles de actividad comparables y aln superiores a los obtenidos con Escherichia coli.

Actividad 2. Se realizaron estudios in silico de secuencias reportadas en bases de datos
electrénicas, se seleccionaron las secuencias de lacasas bacterianas existentes y se determiné un
patrén de secuencia promedio de las regiones de unién especifica a Cu(ll) L1 y L3, las cuales sélo
se han identificado en lacasas. Con este patron basado en secuencias de 8 microorganismos
relacionados, se disefiaron primers para identificacion molecular mediante PCR.

Actividad 3. Se realizaron cinéticas de crecimiento de los microorganismos productores y se
determinaron los estadios de mayor producciéon enzimatica. En general, los mayores niveles de
actividad especifica se encontraron en la fase de desaceleracién. Por otro lado, se estudi6 el efecto
del agregado de Cu (Il) como inductor de la expresion de lacasas. Los resultados mostraron que la
expresion de la actividad de interés puede inducirse por agregado de Cu(ll) sélo en E. coli y no en
las demés cepas estudiadas y esto puede estar relacionado con las diferentes funciones bioldgicas
propuestas para estas enzimas.

Se determind la localizacion de la enzima en los microorganismos productores encontrandose que
en la mayoria de ellos se expresa intracelularmente. Por ello, se optimizaron protocolos de ruptura
por sonicacién para la obtenciéon de extractos proteicos intracelulares, determinandose potencia,
cantidad y duracion de pulsos del proceso. Ademas, se estudiaron técnicas de recuperacion y
concentracion de proteinas desde el sobrenadante de cultivo. Para ello, se evalué la concentracion
por evaporacion a baja presion, salting-out con sulfato de amonio y precipitacion con acetona. La
precipitacion con solvente organico resultd la de mayor efectividad, dado que se obtuvieron
rendimientos del 90 % y factores de concentracion de 50X.

Actividad 4. Se optimizo6 la reaccion de oxidacion de ABTS para mejorar la sensibilidad y reducir la
presencia de reacciones secundarias de polimerizacién que pueden interferir en la determinacion
espectrofotométrica. Para ello, se analizo el efecto del tipo de buffer (acetato, fosfato, Tris-HCI),
rango de pH (4-9), temperatura (25-60 °C) y agitacion (300 rpm o estético).

Los preparados enzimaticos estudiados se caracterizaron en cuanto a parametros basicos de
estabilidad frente a incubaciones en diferentes pH y temperaturas. Se determind que Bacillus y
Proteus poseen mayor estabilidad frente a temperatura (hasta 60 °C) y pH alcalinos (hasta 9) que

el microorganismo productor de referencia (E. coli).



Actividad 6. Se inmovilizaron preparados enzimaticos de E. coli (intracelular) y Proteus
(extracelular) por atrapamiento en geles de alginato-Cu, por adsorcion a IDA-Cu-agarosa y por
unién covalente a Ec-Ep-agarosa. Los preparados de E.coli presentaron niveles de actividad
aceptables en alginato-Cu e IDA-Cu-agarosa, mientras que los provenientes de Proteus produjeron
derivados inmovilizados con elevada actividad utilizando soportes de unién covalente y adsorcion.
Debido a que las caracteristicas propias de las enzimas en cuestion ejercen un efecto diferencial
en el tipo de inmovilizacioén, se realizaron ensayos de optimizacion para los diferentes sistemas.

En primer lugar se optimizaron parametros de inmovilizacion de preparados de E. coli en alginato-
Cu. Se determiné carga enzimatica, concentraciéon de alginato y Cu(ll) y tiempo de incubacién. El
biocatalizador inmovilizado con mejor actividad se obtuvo con una carga enzimatica de 2
DO280nm/mL de soporte, una concentracion de alginato de 2.5 % p/v y una incubacién en Cu(ll) 5
% p/v de 1 hora. Adicionalmente, para evaluar mejoras en la estabilidad mecanica de estos
derivados, se desarrollaron biocatalizadores con alginato-gelatina-glutaraldehido, que incorpora la
estabilizacion por entrecruzamiento covalente entre la gelatina activada por el glutaraldehido.
Dichos soportes presentaron una actividad especifica similar a los derivados de alginato.

Para la inmovilizacién del preparado enzimatico de Proteus (extracelular) se estudié la adsorcién a
IDA-Cu-agarosa y union covalente a EcEp-agarosa. Se determind carga enzimatica inicial, pH y
tiempo de inmovilizacion. Se calcularon los rendimientos de inmovilizacion mediante la
cuantificacion de proteinas remanentes en el sobrenadante de inmovilizacién y se evalué la
actividad mediante la reaccion estandar de deteccion.

Actividad 7. Sobre los biocatalizadores inmovilizados (alginato-Cu, IDA-Cu, EcEp-agarosa y
alginato-Cu-gelatina-glutaraldehido) obtenidos en las condiciones optimizadas, se evalud la
estabilidad en condiciones de temperatura, pH y fuerza iénica. Se determiné que los derivados de
alginato y alginato-gelatina-glutaraldehido son estables a pH menores a 9 y temperaturas inferiores
a 50 °C, donde pierden estructura fisica. Por otro lado, los derivados obtenidos con soportes
covalentes fueron estables en un rango amplio de condiciones de pH y fuerza iénica pero pierden
actividad a 50 °C. Ademas, se determinaron las condiciones de almacenamiento de derivados de
alginato. Los biocatalizadores retuvieron actividad durante mas de ocho semanas de
almacenamiento a 4 °C.

Para determinar la vida atil de los biocatalizadores inmovilizados se realizaron estudios de
desactivacion en operacién continua en diferentes condiciones de pH, temperatura y fuerza iénica.
Se determiné que tanto a pH menores a 7 como concentraciones salinas de hasta 0.1M en NaCl
los soportes Alginato-Cu, IDA-Cu y EcEp-Cu retienen actividad significativa cerca de 400 horas de

operacion.



