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Oscar Valbuena

Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias y Tecnologia, Universidad de Carabobo.
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Introduccion

Durante el siglo XX, el desarrollo de la
bioquimica, microbiologia, biologia
molecular y la biotecnologia, posibilitaron la
caracterizacion, métodos de aislamiento,
preservacion y el uso de enzimas en
procesos industriales factibles de utilidad
para la sociedad (Inram & Bokharia, 2016).
Posteriores avances condujeron a la
inmovilizacién de enzimas (Arroyo, 1998),
lo cual permitio el reciclaje de ellas en
procesos productivos y un ahorro econdémico
apreciable. Finalmente, los avances en
electronica, ingenieria y quimica dieron
origen a la fabricacion de biosensores
(Gonzélez-Rumayor et al., 2005; Serna-
Cock et al., 2009), dispositivos capaces de
determinar cualitativa y cuantitativamente
moléculas y metales importantes para las
industrias farmacéuticas y de alimentos
(Moral et al., 2015, Torres-Ramirez &
Méndez-Albores 2014, Serna-Cock et al.,
2009), agropecuarias (Gonzalez-Rumayor et
al., 2005), de diagnostico clinico (Hamalatha
et al, 2013, Torres-Ramirez & Mendéz-

Albores 2014) y de monitoreo ambiental
(Torres-Ramirez & Méndez-Albores 2014,
Serna-Cock et al., 2009). Actualmente son
muchos los procesos biotecnologicos que
utilizan células o enzimas aisladas de
diferentes origenes, microbianas (bacterias,
hongos), vegetales y animales. Las mayores
contribuciones de organismos en la
produccion de enzimas estdn relacionadas a
hongos con 60%, seguido de bacterias
(24%), levaduras (4%), Streptomices (2%),
animales superiores (6%) 'y plantas
superiores  (4%), (Khan, 2018). La
utilizacion de enzimas es importante en una
amplia variedad de actividades industriales,
enmarcando la fabricacion de farmacos,
herbicidas, insecticidas, detergentes,
biocombustibles, alimentos, bebidas, papel,
telas (Raveendra et al., 2018). Ademas, su
uso es relevante tanto en la diagnosis como
en la terapéutica de enfermedades y en el
monitoreo y remediacion de ambientes
naturales. A nivel mundial la produccion
masiva de enzimas purificadas ésta limitada
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a unas 36 empresas (Arroyo et al., 2014),
mayoritariamente  europeas; siendo los
principales productores Dinamarca (38%),
Japon (23%), Alemania (13,6%), Paises
Bajos (12%), Suiza (9,5%), Estados Unidos,
Canadda y México (3,8%) (Moral et al.
2015); abarcando Dinamarca y Estados
Unidos el 75% de las ventas globales (Moral
et al, 2015). El 40% de las ventas
corresponden a enzimas relacionadas a
alimentos y bebidas, el 30% a detergentes,
12% a textiles y papel y 10% a productos
quimicos, bioldégicos y medicamentos
(Castillo-Rosales &  Rodriguez-Alegria,
2014). El uso de enzimas en la industria
farmacéutica implica la adopcion de
principalmente dos estrategias dependiendo
del destino que se le asigne a la preparacion
enzimatica; si la enzima va a ser utilizada
como un catalizador para sintetizar un
farmaco o para formar parte de un biosensor,
la molécula deberia ser inmovilizada de tal
manera de ser utilizada en varios lotes de
produccion, lo cual ahorrara costos de
produccion. Si la enzima constituye el
farmaco entonces ella debe de suministrarse
en forma liquida (solucion, suspension) o
solida (polvo, granulado), lo cual implica su
produccion  continua en relativamente
grandes unidades de fabricacion requiriendo
usualmente reactores de 100.000 a 500.000
litros de capacidad (Madigan et al., 2004).
En este manuscrito se consideraran las
estrategias basicas empleadas para el uso de
enzimas/microorganismos en la sintesis de
farmacos y su utilidad como agentes
terapéuticos.

No se pretende una revision exhaustiva de
estas areas, el objetivo es enfatizar sobre
pasos criticos catalizados por enzimas en la
produccion de reconocidos medicamentos.

Enzimas en la fabricacion de farmacos
La elaboracion de farmacos enzimaticos a
nivel industrial usualmente se efectua
mediante la sintesis quimioenzimatica o por
biotransformaciones microbioldgicas. En el
caso de las biotransformaciones
microbioldgicas, las enzimas implicadas en
el proceso pueden ser de origen enddgeno
del microorganismo o mediante la
incorporacion de la informacidén genética
proveniente de otros organismos, incluido el
humano, que codifica la enzima a utilizar en
la sintesis del firmaco. Los microorganismos
(bacterias y hongos) son capaces, mediante
la expresion de actividades enzimaticas
endogenas, de transformar moléculas
naturales exogenas y producir compuestos
de importantes actividades fisioldgicas y
farmacéuticas (Bhatti & Khera, 2012).

La sintesis quimioenzimatica se define como
la utilizacion de enzimas como agentes
cataliticos para obtener un producto y en la
industria farmacéutica se emplea en uno o
varios pasos implicados en la sintesis de
farmacos (Espinosa-Kominami, 2015). Este
concepto implica el uso de dos estrategias:
I-utilizacion de moléculas producidas por
sintesis quimica organica o por moléculas
naturales sintetizadas por microorganismos
(Donova & Egorova, 2012), las cuales
posteriormente son utilizadas como sustratos
para adicionar o eliminar grupos quimicos
mediante la intervencién de una enzima y II-
la resolucion de mezclas racémicas mediante
enzimas (Patel, 2000). La ventaja del uso de
enzimas en algunos pasos de la sintesis de un
compuesto radica en su estereoselectividad
(quimio, regio y enantioselectividad) y el
proceso puede realizarse a temperatura
ambiente y presion atmosférica;
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adicionalmente: A: se minimizan reacciones
de isomerizacion, racemizacion,
epimerizacion y rearreglos que usualmente
ocurren en la sintesis organica y que serian
no deseables para la produccion de farmacos
(Patel, 2000), B: la posibilidad de efectuar
cambios quimicos sin necesidad de grupos
protectores como ocurre en la sintesis
organica convencional; C: disminucion de
pasos quimicos para obtener el producto
final; D: mas altos rendimientos; E:
reducciéon en la generacion de productos
secundarios o posibles contaminantes
(Espinosa-Kominami, 2015) y F: ahorro en
costos y tiempos de produccion (Donova &
Egorova, 2012). Entre las enzimas mas
utilizadas estan aquellas que intervienen en
reacciones quimicas donde estan implicados
centros quirales (carbonos asimétricos). La
presencia de un centro quiral da origen a la
produccion de dos isdbmeros enantidémeros, R
(recto) o S (siniestro), con idénticas
propiedades quimicas, diferencidndose en la
disposicion espacial de los 4 diferentes
grupos quimicos unidos al centro quiral, lo
cual se traduce en la propiedad que adquiere
la molécula de desviar el plano de la luz
polarizada a la derecha o a la izquierda. Esta
diferente configuracion en un atomo de
carbono es importante para ejercer la funcién
que se espera de la molécula sintetizada. Asi,
receptores de  membrana, hormonas,
moléculas  reguladoras 'y  enzimaticas
discriminan en su uni6on hacia los
enantiomeros R o S.

Muchas de las enzimas empleadas en la
sintesis quimioenzimatica de farmacos son
enantioselectivas, es decir poseen la
propiedad de generar uno solo de los dos
posibles enantidomeros, el R o el S, y son
capaces de resolver mezclas racémicas

(preparaciones que contienen los dos
enantiomeros). Un ejemplo de la
conveniencia ~de  obtener  firmacos
constituidos por enantiomeros puros, es el
caso de la talidomida, una droga disenada
como un analgésico, que fue administrada a
mujeres con 1-3 meses de embarazo.
Muchas de estas mujeres tuvieron hijos sin
brazos y piernas (condicidon conocida como
amelia), con las manos unidas a los
hombros, estudios posteriores demostraron
que la droga estaba constituida por una
mezcla racémica de los enantidmeros R y S;
el enantiomero R (eutomero) tiene la
propiedad sedante, mientras que el S
(diastomero) posee la actividad teratogénica
(Arroyo et al., 2014). En otros casos,
funciones quimicas son incorporadas a
atomos  especificos, constituyentes de
anillos, de manera preferencial
(regioselectividad), ubicandose en uno solo
de los dos planos que definen el anillo
(Garcia et al., 2015), generando uno de los
dos posibles estereoisomeros, el a o el 3.

El niimero de enzimas usadas en la sintesis
de farmacos es elevado, las penicilin
acilasas, las monooxigenasas (hidroxilasas)
y las lipasas parecieran ser las mas
utilizadas. Estas enzimas catalizan diferentes
reacciones quimicas y comparten la
propiedad de ser altamente selectivas, lo cual
las capacita para producir isomeros Opticos
puros que sirven COmMoO  precursores
moleculares para la sintesis de muchos
compuestos de interés en la industria
farmacéutica (Melo-Carvalho et al., 2015;
Qayed et al., 2015; Jaeger et al., 1994).
Otras  enzimas  utilizadas son las
deshidrogenasas, transaminasas,
cetoreductasas, esterasas, proteasas,
epoxihidrolasas, liasas, transferasas, amino
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oxidasas, amidasas (Espinosa-Kominami,
2015; Albarran-Velo et al., 2017).

Las acilasas (hidrolasas) catalizan tres tipos
de reacciones: adicion de componentes
organicos al nucleo basico de las penicilinas
y cefalosporinas (anillo B lactamico) para
originar diferentes antibiodticos; actividad de
amidasa, originando una amina y un acido
carboxilico 'y actividad de esterasa,
originando un 4cido y un alcohol (Espinosa-
Kominami, 2015).Las monooxigenasas
(oxidorreductasas), también conocidas como
hidroxilasas u oxidasas de funcion mixta,
utilizan O incorporando un atomo de
oxigeno al sustrato para originar un alcohol
y el otro atomo de oxigeno aparece en el
H>O, requiriendo la presencia de un cofactor
reductor, NADH o NADPH. Debido a que
su modo de accion, depende de dos
moléculas enzimdticas y una coenzima
soluble, la sintesis de derivados hidroxilados
ha confrontado dificultades, limitando su uso
en procesos industriales, los cuales son
preferencialmente realizados con cultivos
bacterianos o fungicos (Urlacher & Girhard,
2019).

Para obviar estas dificultades se han
diseiado metodologias que acoplan la
actividad hidroxilante a la reductora, creando
una molécula enzimatica mixta (Urlacher &
Girhard, 2019; Di Nardo & Gilardi, 2020).
Las monooxigenasas son enzimas muy
versatiles que pueden catalizar diferentes
tipos de reacciones (Kumar, 2010):
hidroxilaciones, epoxidaciones N-
dealquilaciones, S-dealquilaciones y
desaminaciones. Un grupo importante de
nonooxigenasas esta constituido por los
citocromos P450, conformado por una
superfamilia de mas de 100 isoenzimas que
efectian reacciones de hidroxilacion y que

se denominan por las siglas CYP seguido de
un numero que designa la familia y se
encuentran en todos los seres vivos desde
bacterias hasta el hombre (Voet ef al., 2008).
Entre sus variadas actividades estas enzimas
efectian la metabolizacion de farmacos y
xenobidticos (inactivos) cuyos productos
presentan actividad antineopldsica (Kumar,
2010) y tienen papel preponderante en la
sintesis de hormonas esteroideas a partir de
colesterol (Nelson & Cox, 2000) y otras
propiedades fisiologica y
farmacologicamente importantes (Garcia et
al., 2015). En procariotes las CYP
intervienen en la sintesis de antibidticos y
esteroles; en plantas y hongos en la sintesis
de fitohormonas e inmunosupresores (Di
Nardo & Girlardi, 2020).

Las lipasas (hidrolasas) catalizan reacciones
en las interfases agua/grasa; su actividad
depende del medio donde se encuentren. En
medios acuosos e intracelulares hidrolizan
las grasas originando 4acidos grasos y
glicerina; si el medio posee una proporcioén
critica de un solvente organico, la reaccién
preponderante es la sintesis de ésteres, lo
cual permite la produccion de moléculas con
componentes especificos. De tal manera las
lipasas pueden catalizar reacciones de
hidrolisis de enlaces éster, esterificaciones,
transesterificaciones, interesterificaciones y
acilacion de glicoles (Ghanam & Aboul-
Enein, 2015; Qayed et al., 2015; Sharma et
al., 2001; Jaeger et al., 1994).

Sintesis de farmacos antimicrobianos f
lactamicos

FARAUTE Ciens. y Tec., 12(2)2017
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(Arroyo et al., 2014; Castillo-Rosales &
Rodriguez-Alegria, 2014; Torres-Bacete,
2005; Espinoza Kominami, 2015).

Las penicilinas y cefalosporinas son los mas
abundantes antibidticos P lactamicos. La
sintesis ~ quimioenzimatica de  estos
antibioticos  usualmente  implica la
produccion de las penicilinas G o V y las
cefalosporinas G o C por microorganismos.
Luego de su aislamiento las penicilinas G, V
y cefalosporina G, en condiciones alcalinas,
se tratan con la enzima penicilin acilasa
para generar las moléculas precursoras
utilizadas para la sintesis de nuevos
antibioticos con propiedades quimicas y
biologicas mejoradas. Las penicilinas
proporcionan el acido 6 amino penicilanico
(6 APA), y la cefalosporina G origina el
acido 7 amino 3 desacetoxicefalosporanico
(7TADCA). La cefalosporina C,
diferentemente debe ser tratada con una D
amino oxidasa y la glutaril amidasa para
generar el acido 7 amino cefalospdranico (7
ACA). Estos tres compuestos (6APA,
7ADCA y 7ACA) son las moléculas
precursoras para la sintesis de los nuevos
antibidticos, presentando todas ellas el
nucleo B lactamico. En presencia de acilasas,
estos precursores y moléculas organicas
diversas (usualmente acidos) obtenidas por
sintesis quimica y en medio 4cido originan
en la reaccion de sintesis los nuevos
antibioticos mediante un enlace tipo amida
en el atomo de N del anillo B lactdmico
precursor. Entre las penicilinas
semisinteticas se dispone de ampicilina,
amoxicilina, carbonicilina, cloxacilina y
clometicilina, entre muchas otras; de las
cefalosporinas se sintetizaron la cefalotina,
cefamet, cefalexina y cefaclor, entre otras.
Los antibidticos [ lactamicos actian al

inhibir la sintesis de la pared celular del
microorganismo, especificamente al inhibir
la transpeptidacion, evento que implica la
formacion del enlace peptidico entre
aminodcidos para formar la capa de
peptidoglicano, estructura que evita la lisis
de la célula microbiana (Madigan et al.,
2004). Otra alternativa para la sintesis de
lactamicos es el uso de la enzima sintasa
ACV, la cual a partir de una mezcla
equimolecular de acido amino adipico, L
cisteina y D valina produce el tripéptido L o
amino L cisteinil D valina (LLDAYV),
precursor lineal del anillo B lactamico, el
cual por accion de la enzima N isopenicilin
N sintasa E1 (conocida como ciclasa)
genera la dimetil penicilina y un derivado de
las cefalosporinas, cefanos (Lancini &
Lorenzetti, 1993). El enlace -N-CO del
anillo B lactamico es imprescindible para la
actividad biologica del antibidtico, su
ruptura por accion de las penicilanasas es la
base para la resistencia bacteriana a este tipo
de antibidticos (Daza-Pérez, 1998; Fahad-
Ullah et al., 2019; Pérez-Cano & Robles-
Contreras, 2014; Raja et al., 2011). Para
proteger la actividad biologica de estos
antibioticos, en algunos medicamentos f3
lactamicos se adiciona acido clavulanico, un
inhibidor de las 3 penicilanasas.

Eicosanoicos (prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos)

Son derivados del 4cido araquidodnico,
constituyendo hormonas paracrinas
implicadas en muchos eventos fisioldgicos
incluyendo funciones reproductivas (Nelson
& Cox, 2000).

Estos compuestos, también
quimioenzimaticamente sintetizados, son
generados a partir de ciclopentano y sus
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derivados en presencia de enzimas, tales
como lipasas de diferentes origenes
(pancreaticas, micdticas y bacterianas),
esterasas y cetoreductasas de levaduras.

Los derivados del ciclopentano utilizados
generalmente constituyen mezclas
racémicas, pues son sintetizados
quimicamente. Estas enzimas adicionan de
manera enantio selectiva agrupaciones
quimicas al nucleo ciclopentano originando
moléculas precursoras para los eicosanoicos;
la molécula 1, 4 diacetato meso ciclopeteno
2 por accion de lipasas de Mucor meihei,
Psedomonas fluorescens y Candida rugosa
producen el (1S 4R) 4 hidroxiciclopenteno 2
acetato (el eutomero), precursor de
diferentes eicosanoicos (Ghorpe et al., 1999;
Kalkote et al., 2000; Melo-Carvalho et al.,
2015 ); otra estrategia usa como molécula
precursora ésteres metilicos de 4cidos grasos
monoinsaturados de longitud de cadena corta
y lipasas de Pseudomonas, Candida,
Aspergillus y pancreas porcino, las cuales
acetilan el enantiomero R (eutdmero),
compuesto intermediario para la sintesis de
una serie de andlogos de prostaglandinas
(Patel, 2000). Derivados del ciclopentano
benzoil lactona aldehido constituyen otros
precursores para la sintesis de andlogos de
las prostaglandinas, lo cual se alcanza
mediante procedimientos quimicos y una
reaccion final catalizada por la lipasa de
Candida rugosa (Shelnut et al., 2015). Entre
las diferentes moléculas analogas de las
prostaglandinas se reporta la sintesis de
bimastoprost y latanoprost, mediante la
molécula precursora lactam  benzoato
(3aR, 4R, 5R, 6aS) y el uso de esterasas,
enoato reductasas y cetoreductasas (Patel,
2000; Contente et al., 2015). La epoxidacion
de 4cido linoleico mediante el uso de la

monooxigenasa CYP 102, origina el
leukotoxin B (12,13 epoxi 9 octadecenoato),
compuesto intermedio en la produccion de
eicosanoicos (Siegfried et al., 1990;
Quitiones et al., 2008) con actividades
antibacterianas, depresor cardiovascular y
vasoactivo.  Adicionalmente los  usos
terapéuticos de las prostaglandinas incluyen
la  prevencion de ulceras gastricas,
mantenimiento del conducto arterial abierto
en recién nacidos, induccién del parto,
expulsion del feto muerto, abortivo, y
mejoramiento de la circulacion y embolia
pulmonar, glaucoma e hipotricésis de
pestafias (Fernandez-Duharte et al., 2015).

Esteroides (hormonas)

(Niwa et al., 2015).

Este tipo de farmacos se sintetizan haciendo
uso de fitoesteroles, moléculas provenientes
de plantas (estigmasterol, Psistosterol,
diosgenina) y de bilis de animales (&cido
desoxicolico, colesterol), (Bhatti & Khera,
2012; Donova & Egorova, 2012). Estos
compuestos naturales poseen como rasgo
estructural fundamental el nucleo del
ciclopentano perhidro fenantreno (CPPHF),
un compuesto de cuatro anillos carbonados,
el cudl seglin su origen, presenta diferentes
sustituyentes quimicos y constituyen las
moléculas precursoras de los farmacos a
producir. En la sintesis de derivados
esteroideos, = mediante  procedimientos
quimicos, enzimaticos 6 microbioldgicos, los
diferentes  sustituyentes quimicos del
precursor son eliminados y el nicleo CPPHF
se somete a la accion de monooxidasas
(hidroxilasas), las cuales introducen
funciones alcohdlicas de manera
regioselectiva en determinadas posiciones y
orientaciones del CPPHF para originar los
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farmacos deseados (Garcia et al., 2015). Las
posiciones y orientaciones mas comunes y
econdmicamente deseables involucran la
hidroxilacion de los carbonos 7a, 90, 1la,
11B, 16a y 170, pero ocurren otras 16
posiciones particularmente en
microorganismos (Ortega de los Rios, 2018);
las notaciones o y P se refieren a la
orientacion del grupo hidroxilo respecto al
plano del nucleo policiclico de CPPHF. La
accion fisiologica de los esteroles depende
de su estructura: tipo, numero, regio y
estereo posicion de los grupos funcionales
atados al nucleo CPPHF: la hidroxilacion
en el Cll es esencial para la actividad
antiinflamatoria, hidroxilacion B en el C17
establece propiedades androgénicas, 3 ceto 5
eno determina actividad corticosteroide y la
aromatizacion del anillo A establece caracter
estrogénico (Garcia et al., 2015; Donova &
Egorova, 2012). Una alta proporcion de los
compuestos esteroideos disponibles en la
industria farmacéutica se obtienen por
métodos microbiolégicos, usando una
amplia variedad de cepas bacterianas y
fungicas (Bhatti & Khera, 2012; Donova &
Egorova, 2012; Garcia et al., 2015,). Del
colesterol (C27) se origina la pregnelonona
(C21) por accion de la hidroxilasa 20,22 y
posterior clivaje de un fragmento de cinco
carbonos (el iso capro aldehido), la cual in
vivo da origen a todas las hormonas
esteroideas (Niwa et al., 2015). En la
industria farmacéutica el estigmasterol se
usa para la sintesis de progesterona (C21); la
diosgenina para la progesterona, androégenos
(C18), estrogenos (C19) y cortisona (C21);
desoxicolato para estrogenos y progesterona;
Bsistosterol para androstenediona (C19) y de
esta se sintetiza testosterona (C18) vy
estradiol (C19). De la progesterona se puede

obtener hidroprogesterona 'y cortisona
(Madigan et al, 2004), mediante
hidroxilaciones enzimaticas.

Otra actividad industrial de las hidroxilasas
es la hidroxilacion de la vitamina D3
(colecalciferol, un compuesto sin actividad,
derivado del colesterol y que se produce en
la piel) la cual es transformada a 1, 25
dihidroxi vitamina D3 (C27), hormona
encargada de regular el metabolismo de Ca 'y
P en hueso, rifién e intestino; in vivo estas
hidroxilaciones ocurren secuencialmente en
el higado y el rifion (Nelson & Cox, 2000;
Szaleniec ef al.,2018).

Un método quimioenzimatico transformé el
4 androsteno 3,17 diona (4AD), por accioén
de una isomerizacion quimica seguida de
una reduccion enzimatica mediada por una
cetoreductasa y una alcohol
deshidrogenasa, a 3 hidroxiandrost 5 en 17
ona y su acetato (DHEA y DHEA acetato),
también conocidos como
dehidroepiandrosterona. = Ambas enzimas
fueron aisladas de Sphingomonas wittichii, y
el 4AD de estigmasterol de soya.

DHEA es precursor de hormonas
estrogénicas y androgénicas y un agente
antineoplasico (Fryszkowska et al., 2016).
La funcion de las hidroxilasas in vivo,
ademas de la sintesis de todas las hormonas
esteroideas, ésta ligada a la detoxificacion de
xenobiodticos  (hidrocarburos y  drogas
sintéticas). La activacion de profarmacos
(drogas inactivas) antineopldsicos necesita
de su hidroxilacion por parte de hidroxilasas
especificas, origindndose drogas alquilantes
que atacan células malignas al reaccionar
con el ADN e inhibir las topoisomerasas I y
IT (Quinones et al., 2008). La funcion de los
esteroides es maultiple, constituyen las
hormonas sexuales masculinas y femeninas
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(testosterona y estrogenos), regulan el ciclo

reproductivo (progesterona), la
gluconeogénesis  (glucocorticoides), el
intercambio de Na por K

(mineralocorticoides), la fijacion de Ca y P
en el hueso (vitamina D) y la emulsificacion
de grasas en el proceso digestivo (sales y
acidos biliares) (Nelson & Cox, 2000). Los
farmacos esteroideos se utilizan en una gama
amplia de condiciones patologicas, son
antiinflamatorios, =~ inmunosupresores Yy
antineoplésicos 'y se administran en
multiples y variadas insuficiencias. (Goémez-
Ordofiez et al., 2007; Bhatti & Khera, 2012;
Vega, 2017). Derivados de la testosterona se
utilizan como anabolizantes para
incrementar la masa muscular (Aguilar et al.,
2013) y la progesterona y derivados de
estrogenos se utilizan para sintetizar
anticonceptivos (Vazquez & Ospino, 2929).
Los medicamentos sintéticos
antiinflamatorio  mas  utilizados  son
beclometasona, betametasona, budesonida,
deflazacort, dexametasona, flumetasona,
metilprednisolona y prednisolona.
Antiinflamatorios no esteroideos
(profenos)

Estas drogas actian mediante la inhibicion
de las ciclooxigenasas 1 y II, enzimas
implicadas en la sintesis de prostaglandinas
(Contente, 2015; Gomez-Ordofiez et al.,
2007) y se caracterizan por poseer un nucleo
quimico denominado profeno (4cido 2 aril
propionico), en algunos casos constituido
por un anillo aromatico sustituido, en uno de
sus carbonos, con un radical de acido éster
metil propionico (Contente et al., 2015) o
por el 4cido propidnico (Ruiz-Martinez,
2018). Usualmente el profeno, sintetizado
por sintesis orgdnica, es una mezcla

racémica, la cual al ser tratada con lipasas
(fungicas o pancredticas) y 1 propanol o 2
propanol, permiten separar los dos isémeros,
siendo el compuesto (S) ibuprofen 1 propil
ester el que posee la actividad bioldgica
(eutdbmero) mientras el compuesto (R)
ibuprofeno es inactivo (diastomero) (Ruiz-
Martinez, 2018). Posteriormente, al ntcleo
profeno (S) modificado se le adicionan
compuestos quimicos (sintetizados por
sintesis organica) para generar los diferentes
farmacos con caracteristicas especificas.
Entre los diferentes derivados del profeno
(S) se encuentran, entre otros, el ibuprofeno,
el naproxeno, el cicloprofeno, el
flubiprofeno y el cetoprofeno (Contente et
al., 2015). Estos farmacos también exhiben
actividad  analgésica. La  actividad
antiinflamatoria también es ejercida por
esteroides.

Antineoplasicos

Algunos de estos farmacos atacan al ADN
mediante  reacciones de  alquilacion
produciendo aductos (bases nitrogenadas
metiladas o etiladas) que inhiben las
topoisomerasas [ y II en la replicacion del
material genético en células cancerosas. Una
de las estrategias para la sintesis de estas
drogas implica la hidroxilacion de prodrogas
(inactivas), tales como la ciclofosfamida
(CPA) e ifosfamida (IFA), por accion de
enzimas de la familia del citocromo P450,
por ejemplo, la hidroxilasa CYP102, la cual
transforma las prodrogas en agentes
alquilantes activos, los cuales son los
verdaderos agentes antineopléasicos (Kumar,
2010; Quinones et al., 2008). Otra droga
anticancerosa es el paclitaxel, su molécula
precursora, un acetato con un sustituyente
aromatico, es obtenida de la corteza del arbol
tejo del Pacifico (Taxus brevifolia) como una
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mezcla racémica de ambos enantidmeros.
Mediante el uso de lipasas, se libera un
grupo acetilo del isdémero diastomero (S),
mientras el isomero (R) queda inalterado y
constituye el eutomero con actividad
biologica (3R cis acetiloxi 4 fenil 2
acetidinona), el cual posteriormente dara
origen al paclitaxel por sintesis organica
(Ruiz-Martinez, 2018; Quifiones et al., 2008;
Melo-Carvalho et al., 2015). El paclitaxel
interfiere con los procesos mitoticos
celulares al estimular el ensamblaje de
microtibulos a partir de dimeros de tubulina
(Ruiz-Martinez, 2018). Otra estrategia usa la
hidroxilacion de limoneno, mediada por la
hidroxilasa P450 CYP153, para generar el
alcohol perilico, el cual presenta actividad
antineoplésica  (Shojaei, 2014). Estos
compuestos son efectivos en el tratamiento
de cancer testicular, leucemias, glaucoma,
retinoblastoma, canceres de mama, ovario,
rifidén y pulmon.

Antihipertensivos (derivados del acido
propanoico)

Algunos de  estos farmacos, son
quimioenzimaticamente sintetizados a partir
de moléculas organicas (mezclas racémicas)
y el uso de lipasas/esterasas fungicas o
bacterianas. Las moléculas precursoras son
derivados del 4cido 3 tio 2 metil propanoico
(Contente et al., 2015). Uno de estos
derivados es el 4cido 3 acetiltio 2 metil
propanoico, que luego de la accion
enzimatica genera el enantidmero (S)
mediante la eliminacion de 4cido acético. En
otro protocolo el acido 3 benzotio 2 metil
propanoico sirve como precursor. Otra
molécula precursora es el ester diacetato
arilico que luego de ser tratado con lipasa
pancreatica porcina produce el monoester

(S), intermediario para la sintesis de
monopril (Contente et al., 2015). Estos
farmacos, captopril 'y monopril, son
inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), la cual cataliza la
transformacion de angiotensina I a
angiotensina II, ésta ultima molécula es la
responsable de elevar la tension arterial, asi
al bloquear su formacion se obtiene el efecto
antihipertensivo (Contente et al., 2015). La
estrategia para la sintesis del
antihipertensivo bufuralol (S) implica el uso
del bromuro de 7 etilbencenofurano 2 yl
etanona como molécula precursora, la cual
es convertida al alcohol respectivo (mezcla
racémica) que posteriormente tratado con
lipasas de levadura  separan  los
enantiomeros (R) y (S) de bufuralol, (Nagy
et al 2014). Este compuesto también exhibe
actividad ansiolitica y antimigrafia y es un
inhibidor de la testosterona 6f hidroxilasa.

Antihipercolesterolemicos (estatinas)
Drogas que reducen la concentracion de
colesterol en sangre al inhibir la actividad de
la hidroximetil glutaril CoA reductasa
(HMGCoA reductasa), enzima que cataliza
la conversion de HMGCoA a acido
mevalonico y CoA, reaccion intermedia en
la sintesis de colesterol.

El nucleo quimico comin de estos
compuestos, denominados estatinas, es el
acido 3(R), 5(R) dihidroxi heptanoico con
diferentes sustituyentes aromaticos en el
carbono 7 (Contente et al., 2015), lo cual
suministra las propiedades especificas de
cada farmaco. Para la sintesis de las
diferentes estatinas se emplean 4 diferentes
enzimas, una cetoreductasa, glucosa
deshidrogenasa, halohidrina dehalogenasa
y alcohol deshidrogenasa (Contente et al.,
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2015). Entre las estatinas disponibles estan:
mesovastatina, lovastatina, simvastatina,
pravastatina, atorvastatina, cerivastatina,
fluvastatina y rosuvastatina (Contente et al.,
2015).

Antiepilépticos

La pregabalina, dcido S3 aminometil 5 metil
hexanoico, un antiepiléptico, es un analogo
de 4cido gamma aminobutirico (GABA, un
derivado del acido hexanoico aminado). La
pregabalina acta al bloquear los canales de
Ca en las neuronas. Se obtiene a partir de
una mezcla racémica del éster metilico del
acido rac 2 carboxietil 3 ciano 5 metil
hexanoico. De esta mezcla racémica se
obtiene, mediante el uso de lipasas, el
enantiomero (S) del 4cido 3 ciano 5 metil
hexanoico etil éster (el eutdbmero) precursor
de la pregabalina. En otros protocolos el uso
de lipasa de Thermomyces lanuginosus y
como moléculas precursoras rac Ynitro
esters y el acido rac 2 carboxietil 3 ciano 5
metil hexanoico etil ester, ha sido reportado.
La droga también tiene actividad
antidepresiva (Ruiz-Martinez, 2018). Otra
estrategia para la sintesis de antiepilépticos
utiliza la reduccion del 4 cloro 3
oxobutanoato de etilo por accion de la
enzima alcohol deshidrogenasa y posterior
sustitucion del Cl por un grupo ciano
mediante el uso de una enzima halohidrina
deshalogenasa (Gotor-Fernandez & Gomez-
Degano, 2017).

Antidiabéticos

La sitagliptina, un agente antidiabético, se
obtiene a partir de la prostagliptina mediante
aminacion reductiva usando isopropil amina
y una enzima transaminasa, lo cual origina
el eutdmero enantiomero (R) de la droga y

acetona. El compuesto inhibe la enzima
dipeptidil peptidasa 4 (DDP4) (Ruiz-
Martinez, 2018). La DDP4 es una enzima
proteolitica que hidroliza las hormonas
incretinas, GLP1 y GIP, (una fraccion de las
hormonas secretinas) sintetizadas por el
duodeno y yeyuno del intestino delgado, las
cuales estimulan la secrecion de insulina por
el pancreas. (Carretaro-Colomer, 2008).

Antiasmaticos (antileucotrienos)

Drogas también conocidas como
antagonistas de leucotrienos 0
antileucotrienos, bloquean los receptores
celulares de los leucotrienos; tienen
actividad antiinflamatoria sobre todo a nivel
de  bronquios, constituyendo  drogas
antiasmaticas, antiinflamatorias. Son
derivados del 4cido araquidénico. Uno de los
mas conocidos es el montelukast, compuesto
que inhibe la enzima 5 LOX. En su sintesis
se utiliza la enzima alcohol deshidrogenasa
para reducir la forma cetonica de su
molécula precursora a un alcohol, originando
el eutdbmero (S) montelukast (Gotor-
Fernandez &  Goémez-Degano, 2017;
Grarafoni et al., 2017). Otro medicamento
antiasmatico usualmente empleado es el
formoterol, una mezcla racémica, esta droga
bloquea receptores adrenérgicos beta 2 en
musculo liso bronquial, produciendo su
relajacion.  Su  preparacion se efectia
mediante el acoplamiento de un epoxido (R)
aromatico y una amina (R) aromatica,
mediante el uso de lipasas fungicas o
bacterianas, que luego de modificaciones
quimicas, origina el enantiomero eutémero
(RR)I (Campos et al., 2000); entre ellos
estin  disponibles el  isoproterenol,
salbutamol, terbutalina.
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Antidepresivos

Son drogas derivadas de aril propano
hidroxilados preparados por accion de
lipasas  bacterianas de  Pseudomonas
fluorescens y Burkholderia cepacia. Una de
las moléculas precursoras es el éster metilico
del 4cido 3 aril 3 hidroxi propiénico que da
origen al enantiomero eutomero (R), entre
estas drogas se encuentra la atomoxetina, la
nisoxetina y la fluoxetina. También muestran
actividad  antiparasitaria, corrigen la
disfunciéon sexual e incontinencia urinaria,
(Borowiecki & Bretner, 2013). Este tipo de
antidepresivos se conocen por las siglas
ISRS, son inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (un
neurotransmisor) y actuan aumentando los
niveles de serotonina en el cerebro (Mayo
clinic, 2020).

Nitrovasodilatadores

Una estrategia muy utilizada para sintetizar
farmacos cardiovasculares activos hace uso
del 3 oxiaril 2 hidroxil nitro propano (mezcla
racémica) 'y lipasas  (Pseudomonas
fluorescens y Burkholderia cepacia) para
resolver el racemato y originar el
enantiomero eutdmero (S); estas drogas
tienen actividad relajante muscular 'y

cardiaca, y se conocen como
nitrovasodilatadores; entre ellos
nitroglicerina,  dinitrato  isosorbide 'y

nicorandil (Pchelka et al., 2001).

Enzimas como agentes terapéuticos
Una vez demostrado in vitro el efecto
deseado de un posible firmaco, este debe
cumplir una serie de propiedades que
garanticen el acceso adecuado al sitio diana
al cual se quiere dirigir; los medicamentos
enzimaticos no escapan a esta premisa. Entre

los aspectos que se deben considerar estan
los siguientes: 1- el farmaco debe ser estable
en el sitio (6rgano) donde ejercerd su accion
(pH, presencia de enzimas proteoliticas u
oxidativas); 2- debe ser estable en su transito
por el tracto digestivo hasta incorporarse al
torrente circulatorio; 3- no debe unirse
fuertemente a estructuras celulares o
moleculares; 4- debe ser estable a la accion
de enzimas, particularmente a las hepaticas
encargadas de la detoxificacion de drogas; 5-
debe permanecer en el organismo el tiempo
necesario para ejercer su accion, es decir
evitar su prematura excrecion renal; 6- debe
de atravesar barreras de capilares y
membranas celulares para incorporarse al
tejido diana o estructuras membranosas
(barrera hematoencefalica) si el farmaco va
dirigido al cerebro; tener la concentracion
suficiente para garantizar una dosis adecuada
(Voet et al., 2008). Una relacion, aunque no
exhaustiva, de enzimas que constituyen
oforman parte de medicamentos,
especificando su uso en determinadas
condiciones fisiologicas y/o patologicas se
detalla a continuacion.

Desoxirribonucleasa: Jones ef al., 2003;
Enriquez et al., 2012. Fibrosis quistica,
bronquitis viral, licuefaccion de moco
(mucolitico).

Bromelina: Lopez-Lugo et al., 1996.
Antiinflamatorio.

Pancreatina (mezcla de proteasas, amilasa
y lipasas): Christiansen, 2019. Digestivo,
pancreatitis,  insuficiencia  pancredtica,
pancreotectomia.

Calpaina 3: Jordan et al., 2000; Lopez de
Munain et al., 1999. Distrofia muscular.
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Aspariginasa: Pérez-Aguilar et al, 2012;
Ballon-Cossio, 2011. Inmunodeficiencias,
anticancerigeno.

Mananasas: Soni & Kango, 2013.
Alimentacion (prebiotico).

Fitasas: Frontela er al., 2008. Alimentacion
(minerales).

Glucocerebrosidasas: Moreno et al., 2019.
Megalocefalias, hiperplasia del bazo.
Adenina deaminasa: Tintos-Hernandez,
2011. Inmunodeficiencias.

Estreptoquinasa: Gutiérrez-Zarraga et al.,
2014. Cirugia cardiovascular, patogenias
oculares, trombosis venosas, hemorroides.
Uroquinasa: Martin-Lorenzo et al., 2005.
Remocién de coagulos en catéteres
permanentes.

Hialuronidasa: Fierro-Arias, 2017;
Vazquez-Flores &  Asz-Sigall, 2011.
Dermatologia, relleno de arrugas.

Esteroid C25 hidroxilasa: Szaleniec et al.,
2018. Deficiencias hepaticas, metabolismo
del Ca y P, transformacion de vitamina D3
en hormona.

CYP 2B6 (hidroxilasa/monooxigenasa):
Kumar, 2010. Glaucoma, gliosarcoma.

Bibliografia
Albarran-Velo J, Gonzalez-Martinez D,

Gotor-Fernandez V. 2017. Stereoselective

biocatalysis: A mature technology for the

asymmetric synthesis of pharmaceutical
building blocks. Biocatalysis and
Biotransformation35(2): 102-130.

Arroyo M, Acebal C, Mata 1. 2014.
Biocatalisis y Biotecnologia. Arbor 190
(768): al56.

Arroyo M. 1998. Inmovilizacion de
enzimas: Fundamentos, Métodos y
Aplicaciones. Ars Pharmaceutica 39(2): 23-
39.

Bhatti HN; Khera Ra. 2012. Biological
transformations of steroid compounds: A
review. Steroids 77:1287-1290.

Ballon-Cossio D. 2014. L Asparaginasa,
un arma de doble filo pero de vital
importancia. Rev bol ped 53(1): 24-28.

Borowiecki P, Bretner M. 2013. Studies on
the chemoenzymatic synthesis of (R) and (S)
methyl 3 aryl 3 hydroxypropionates: the
inffluence of toluene pretreatment of lipase
preparations on enantioselective
transesterifications. Tetrahedron:
Asymmetry 24(15-16): 925-936.

Campos F, Bosch MP, Guerrero A. 2000.
An efficient enantioselective synthesis of
(R,R) formoterol, a potent bronchodilator
using lipases. Tetrahedron: Asymmetry
11(13): 2705-2717.

Carretaro-Colomer M. 2008. Sitagliptina.
Antidiabético Oral. Offarm 27(8):118-119.

Castillo-Rosales E, Rodriguez-Alegria
ME. 2014. Enzimas aplicadas en procesos
industriales. Rev UNAM Mx 15(2): art96.

Christiansen S. 2019. The Health Benefits
of Pancreatin. For Pancreatic Insufficiency
(Such as in Cystic Fibrosis). Holistic Health
> Supplements.

Contente ML, Zambelli P, Galafassi S et
al., 2015. A new chemoenzymatic approach
to the synthesis of Latanoprost y
Bimatoprost. J Mol Catalysis B: Enzymatic
114: 7-12.

Daza-Pérez RM. 1998. Resistencia
bacteriana a antimicrobianos: su importancia
en la toma de decisiones en la practica
diaria. Inf Ter Sist Nac Salud 22(3): 57-67.

Di Nardo G; Gilardi G. 2020. Natural
compounds as pharmaceuticals: the key role
of cytochrome P450 reactivity. Trends in
Biochem Sci 45(6): 511-525.

Donova MV,Egorova OV. 2012. Microbial
steroid transformations: current status and
prospects. Appl Microbiol Biotechnol
04:1423-1447.

14

FARAUTE Ciens. y Tec., 12(2)2017



ENZIMAS EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA: SU USO EN LA SINTESIS MICROBIOLOGICA Y
QUIMIOENZIMATICA DE FARMACOS Y EN TERAPEUTICA MEDICA: UNA REVISION............... Valbuena

Enriquez A, Chu IW, Mellis C, Lin WY.
2012. Nebulized desoxyribonuclease for
viral bronchiolitis in children younger than
24 months. Cochrane Database of
Systematic Reviews, 11: artCD008395.

Espinosa-Kominami P. (2015). Sintesis
quimioenzimatica para la obtencion de
compuestos antiinfecciosos. Universidad
Complutense de Madrid.

Fahad-Ullah M, Bhat SH, Tarig M,
Abuduhier FM. 2019. Clinical Significance
of Enzymes in Disease and Diagnosis.
Biocatalysis 213-231.

Fernandez-Duharte J; Zapata-Blanco E;
Santiesteban-Sanqué X et al. 2015. Uso y
Abuso de las Prostaglandinas. Medisan
19(1): 113-121.

Fierro-Arias L, Campos-Cornejo NG,
Contreras-Ruiz J. 2017. Productos
enzimaticos (hialuronidasa, colagenasa y
lipasa) y su uso en dermatologia. Dermatol
Rev Mex 61(3): 205-219.

Frontela C, Ros G, Martinez C. 2008.
Empleo de fitasas como ingredientes
funcionales en alimentos. Arch Latinoamer
Nutr 58(3): 215-220.

Fryszkowska A, Peterson J, Davies N et al.
2016. Development of a chemoenzymatic
process for hydroepiandrosterone acetate
synthesis. Org Process Res Dev 20:1520-
1528.

Garcia JL, Ramos R, Gomez J, et al.
(2015). Biotransformacion de esteroides con
diferentes microorganismos. Rev mex cienc
farm 46 (1):17-32.

Ghanem A, Aboul-Enein HY. 2005.
Application of lipases in kinetic resolution of
racemates. Chirality 17(1): 1-15.

Ghorpade S, Kharul RK, Joshi RR et el
1999. Desymmatrization of meso
cyclopenten cis 1,4 diol to 4(R)
hydroxycyclopenten 2 en 1(S) acetate by
irreversible transesterification using

Chirazyme. Tetrahedron: Asymmetry 10:
891-899

Goémez-Ordofiez S, Gutiérrez-Alvares AM,
Valenzuela-Plata EL. 2007. Corticoides: 60
aflos después, una asignatura pendiente. Rev
Cienc Salud Bogota (Colombia) 5(3): 58-69.

Gonzalez O, Quishpe S, Pozo R. 2012.
Biosensores. Pp 1-18. Escuela Politécnica
Nacional, Facultad de Ingenieria Eléctrica y
Electronica. Instrumentacion Biomecénica.

Gonzalez-Rumayor V, Garcia-Iglesias E,
Ruiz-Galan D, Gago-Cabezas L. 2005.
Aplicaciones de biosensores en la
agroindustria alimentaria.

Gotor-Fernandez V, Gomez-Degano MJH.
2017. Biocatalisis aplicada. Las enzimas
como herramientas ttiles en sintesis
organica. An Quim 113(1): 27-36.

Grarafoni F, Catanaccio V, Telechea H,
Giachato G. 2017. Montelukast en menores
de 5 afios con sibilancias recurentes ;Cuéles
son sus beneficios? Arch Pediatr Urug
88(3): 168-172.

Gutiérrez-Zarraga J, Mendoza-Gutiérrez E,
Rodriguez- Wong U. 2014.
Estreptoquinasas: usos y aplicaciones
médicas. Rev Hosp Jua Mex 81(3): 161-165.

Hamalatha T, UmaMaheswari T, Krithiga
G et al. 2013. Enzymes in clinical medicine:
An overview. Indian Journal of
Experimental Biology 51, Oct: 778-788.

Inram-Bokhari M, Sarwar-Khan N, Rashid
N. 2016. Industrial biotechnology. Its
applications in food and chemical industries.
Chapter 22, pp518-527. En Applied
Molecular Biotechnology. M Sarwan-Khan,
I Ahmed-Khan, D Barh, editores. CRC
Press.

Jaeger KE, Ransac S, Dijstra BW et al.
1994. Bacterial lipases. FEMS Microbiol
Rev 15: 29-63.

Jones AP, Wallis C, Kearney CE. 2003.
Desoxirribonucleasa humana recombinante

15

FARAUTE Ciens. y Tec., 12(2)2017



ENZIMAS EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA: SU USO EN LA SINTESIS MICROBIOLOGICA Y
QUIMIOENZIMATICA DE FARMACOS Y EN TERAPEUTICA MEDICA: UNA REVISION............... Valbuena

para la fibrosis quistica. Cochrane Database
of Systematic Reviews. 3: artCD001127.

Jordan J, Galindo MF, Cena V, Gonzalez-
Garcia C. 2000. Cistein proteasas y
neurodegeneracion. Rev Neurol 31(4): 333-
340.

Khan NT. 2018. Enzyme Technology-An
Emerging Trend in Biotechnology. Enz Eng
7(1): 1-3.

Kalkote UR; Ghorpade SR, Joshi RR et al.
2000. A practical and scalable process for 4-
(R) hydroxycyclopent-2-en-1-(S)-acetate by
desymmetrization of meso-cyclopent-2-en-
1,4-diacetate catalyzed by Trichosporum
beigelii (NCIM 3326) a cheap biocatalyst.
Tetrahedrom: Asymmetry 11: 2965-2970.

Kumar S. 2010. Engineering cytochrome
P450 biocatalysts for biotechnology,
medicine and biorremediation. Expert Opin
Drug Metab Toxicol 6(2): 115-131.

Lancini G, Lorenzetti R. 1993. Biological
transformations. Chapter 8, pp194-214. En
Biotechnology of Antibodies and other
Bioactive Microbial Metabolites. Springer
Science+Business Media LLC.

Loépez-Lugo I, Diaz-Varela J, Merino de
Céceres F. 1996. La bromelina: una proteasa
de interés comercial. Ciencia y Tecnologia
Alimentaria 1(2): 17-22.

Lopez de Munain A, Urtasun A, et al.
1999. Alteraciones en las proteinas
funcionales. Déficit de calpaina 3. Rev
Neurol 28(161): 158-164.

Madigan MT, Martinko JM, Parker J.
2004. Brock Biologia de los
Microorganismos, 10? edicion. Capitulo 30,
pp 140-142, 164, 165, 961-963, 971. Pearson
Prentice Hall.

Martin-Lorenzo A, Bartolomé-Rapado
MC, Tameron-Nieto A. 2005. La uroquinasa
aplicada de forma precoz, “clave” para la
obstruccion de catéteres permanentes. Rev
Soc Esp Enferm Nefrol 8(2): 98-102.

Mayo Clinic. 2020. Inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina (ISRS).

Melo-Carvalho ACL, Sousa-Fonseca T,
Mattos MC et al. 2015. Recent advances in
lipase mediated preparation of
pharmaceuticals and their intermediates. Int
J Mol Sci 16(12): 29682-29716.

Moral S, Ramirez-Coutifio L, Garcia-
Gomez MJ. 2015. Aspectos relevantes del
uso de enzimas en la industria de alimentos.
Rev Iberoamericana de Ciencias. 2(3): 87-
102.

Moreno B, Kaminski S, Navarro L. 2019.
La glucocerebrosidasa y la enfermedad de
Gaucher. Chem Evol.

Nagy B, Dima N, Paizs Cet al. 2014. New
chemoenzymatic approachs for the synthesis
of (R) and (S) bufuralol. Tetrahedron:
Asymetry 25: 1316-1322.

Nelson DL, Cox MM. 2000. Lehninger
Principles of Biochemistry. 3™ edition.
Worth Publishers.

Pp 378-380, 800, 803, 813.

Niwa T, Murayama N, Imagawa Y,
Yamazaki M. 2015. Regioselective
hydroxylation of steroid hormones by human
P450. Drug Metab Rev 47(2): 89-110.

Patel NR. 2000. XIII Prostaglandin
Synthesis. En Stereoselective Biocatalysis.
Chapter 4, pp121-125. N R Patel editor.
Marcel Dekker, Inc. New York: Basel.

Pchelka BK, Loupy A, Plenkievicz I et al.
2001. Resolution of Racemic 3Aryl 1
Nitropropane?2 ols by Lipase Catalyzed
Enantioselective Acetylation. Tetrahedron:
Asymetry 12: 2109-2119.

Pérez-Aguilar MC, Gonzales L, Bonfante-
Cabarcas R. 2012. Adenosin deaminasa en el
sindrome de inmunodeficiencia combinada
severa. Invest Clin 53(3): 315-329.

Pérez-Cano HT, Robles-Contreras A.
2014. Aspectos basicos de los mecanismos
de resistencia bacteriana. Rev Med MD 4(3):
186-191.

16

FARAUTE Ciens. y Tec., 12(2)2017



ENZIMAS EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA: SU USO EN LA SINTESIS MICROBIOLOGICA Y
QUIMIOENZIMATICA DE FARMACOS Y EN TERAPEUTICA MEDICA: UNA REVISION............... Valbuena

Qayed WS, Aboraia AS, Abdel-Rahman
HM, Youssef AF. 2015. Lipase Catalyzed
Enantioselective Kinetic Resolution of
Alcohols. J Chem Pharm Res 7(5): 311-322.

Quidones L, Rosero M, Roco A et al.
2008. Papel de las enzimas citocromo P450
en el metabolismo de fArmacos
antineoplasicos: situacion actual y
perspectivas terapéuticas. Rev Med Chile
136(10): 1327-1335.

Raja MMM, Raja A, Imran MM et al.
2011. Enzyme application in diagnostic
prospects. Biotechnology 10(1): 51-59.

Raveendran S, Parameswaran B, Beevis S
et al. 2018. Applications of Microbial
Enzymes in Food Industry. Food Technol
Biotechnol 56(1): 16-30.

Ruiz- Martinez L. 2018. Biocatalizadores
como herramientas en el desarrollo
sostenible de farmacos (I). Facultad de
Farmacia. Universidad Complutense de
Madrid.

Serna-Cock L, Zetti-Arenas A, Ayala-
Aponte A. 2009. Use of Enzymatic
Biosensors as Quality Indices. A Synopsis of
Present and Future. Trends in the Food
Industry. Chilean J Agri Res 69(2): 270-280.

Sharma R, Chisti Y, Chad-Banerjee U.
2001. Production, Purification,
Characterization and Applications of
Lipases. Biotechnology Advances 19: 627-
662.ndustry. Food Technol Biotechnol 56(1):
16-30.

Shelnut EL, Nikas SP, Finnegan DF. 2015.
Design and synthesis of novel prostagladin
E> ethanolamide and glycerol ester probes
for the putative prostamide receptor (S).
Tetrahedrom Lett 56(11):1411-1415.

Shojaei S, Kiumarsia A, Rezaei-
Moghadam A. 2014. Perillyl alcohol
(monoterpene alcohol), Limonene. Chapter
2, pp7-32. En Natural Products and Cancer

Signaling: Isoprenoids, Polyphenols and
Flavonoids. F Tamanoi, S Bathaei editores

Soni H, Kango N. 2013. Microbial
mannanases: properties and applications.
Chapter 4, pp41-46. En Advances in Enzyme
Technology. P Shukla, BI Pletschke,
editores. Springer.

Szaleniec M, Wojtkiewicz AM, Bernhardt
R, Borowski T, Donova M. 2018. Bacterial
steroid hydroxylases: enzyme classes, their
functions and comparison of their catalytical
mechanisms. Appl Microbiol Biotechnol
102(19): 8173.

Tintos-Herndndez JA, Davalos-Rodriguez
IP. 2011. Deficiencia de Adenosina
Deaminasa (ADA): aspectos clinicos,
bioquimicos, moleculares y de tratamiento.
Rev Invest Clin 63(1): 75-83.

Torrez-Bacete J. 2005. Clonacion,
separacion y caracterizacion de las
penicilasas de Streptomyces lavandulae y
Actinoplanes utahensis. Facultad de Ciencias
Bioldgicas. Universidad Complutense de
Madrid.

Urlacher VB; Girhard M. 2019.
Cytochrome P450 monooxygenases in
biotechnology and synthesis biology. Trends
in Biotechnology 37(8): 882-897.

Vazquez-Flores H, Asz-Sigall D. 2011.
Hialuronidasa: aplicaciones dermatoldgicas.
Dermatologia CMQ 9(4): 292-294.

Vazquez-Award D, Ospino AM. 2020.
Anticonceptivos Orales Combinados.
Ginecol Obstet Mex 88(supl 1): S13-S31.

Vega DM. 2017. Uso clinico de
glucocorticoides. Uso de esteroides
sistémicos en patologias frecuentes. Salud y
Medicina

Voet D, Voet JG, Pratt CW. 2008.
Fundamentos de Bioquimica. La vida a nivel
Molecular. 2% edicion. Editorial Médica
Panamericana.Pp389-390

17

FARAUTE Ciens. y Tec., 12(2)2017



FARAUTE, Vol. 12, No. 2: 18-24, 2017 Print ISSN 1698-7418
Online ISSN 2542-3061

sraraute

" so
sraraute b,
de Ciencias y Tecnologia % = .-===--:\-'

VARIA’CI(')N DEL CAMPO ELECTRICO ATMOSFERICO DE LA
TROPOSFERA BAJA EN LA CIUDAD DE VALENCIA (VENEZUELA)

Ronald Millan! 2, Oswaldo Guerra!; Nelson Falcon';
"Laboratorio de Fisica de la Atmosfera, Dpto. de Fisica, FACYT Universidad de Carabobo, *Dpto de
Fisica, estudios basicos, Facultad de Ingenieria, Universidad de Carabobo.

Correo electronico: rmillan@uc.edu.ve, ogguerra@gmail.com, nelsonfalconv@gmail.com

Resumen

Estudiar las variaciones locales del campo eléctrico atmosférico (E~100 KV/Km en la
tropdsfera) es importante en los mecanismos microfisicos de aerosoles, disrupcion de gotas de
lluvia, formacion de electrometeoros y descargas nube-tierra. Se presenta detalles de
elaboracion de “Molinos de Campo”, como medidores de desplazamiento eléctrico, siguiendo
la metodologia de Carlson y Wilson, mediante un capacitor variable de placas plano-paralelas,
cuyas placas sensoras son amplificadas por un circuito operacional. La calibracion se efectud
generadores de Van Der Graaff. Los resultados en Valencia a nivel de superficie, arrojaron
valores medios del orden de 101 V/m en condiciones de buen tiempo, y del orden de 700 a
2600 V/m en condiciones de tormenta, y con variabilidad horaria compatible con la curva de
Carnegie del continente. Se concluye que los valores medios y la variabilidad observada es la
caracteristica de regiones tropicales de bajo nivel cerdunico.

Palabras claves:

Palabras clave: Electrometeoros, Campo eléctrico Atmosférico, Curva de Carnegie.

Variation of the atmospheric electric field of the lower troposphere in Valencia
(Venezuela)

Abstract
Studying local variations of the atmospheric electric field (E~100 KV/Km in the troposphere) is
important in the microphysical mechanisms of aerosols, raindrop disruption, electrometeor
formation, and cloud-ground discharges. Details of the elaboration of "Molinos de Campo" are
presented, such as electrical displacement meters, following the Carlson and Wilson
methodology, by means of a variable capacitor of plane-parallel plates, whose sensor plates are
amplified by an operating circuit. The calibration was carried out with Van Der Graaff
generators. The results s in Valencia city at surface level, yielded mean values of the order of
101 V/m in good weather conditions, and of the order of 700 to 2600 V/m in stormy conditions,
and with hourly use compatible with the curve Continental Carnegie. It is concluded that the
average values and the additional observed is the characteristic of the tropical regions of low
ceramic level.
Key words: Electrometeors, Atmospheric Electric Field, Carnegie Curve.
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1. Introduccion

En la atmosfera terrestre existe un
campo eléctrico cuasi estatico que varia con
respecto a la altura. A diferencia del
gradiente de presion y temperatura, la
variacion del campo eléctrico no ha sido
bien descrita, y no se conoce con certeza su
origen; sin embargo se conoce que esta
variacion del campo eléctrico local es el
responsable de la actividad eléctrica
atmosférica (Iribarne y Cho, 1980;
Feynmann et al 1972; Bering et al 1998).
Los electrometeoros (Rayos, relampagos y
“Fuegos de Santelmo”) estan comunmente
presentes en las nubes de tormentas y son
vinculadas a las variaciones del campo
eléctrico terrestre a nivel de superficie
durante las descargas eléctricas (Uman 1984;
Rarkov y Uman 2003).

Diversas hipotesis se han propuesto
para modelar el incremento del campo
eléctrico local en el interior de las nubes de
tormentas, y la formacion subsiguiente de las
corrientes de avalancha que originan los
electrometeoros (rayos y reldmpagos) sin
que haya alcanzado todavia un consenso o
explicacion satisfactoria en los mecanismos
de cargas de las celdas nubosas
(MacGorman y Rust 1998, Rogers 1977,
Falcon et al 2000).

La expresion empirica para la
intensidad del campo eléctrico terrestre
valida para la troposfera inferior en
condiciones de “buen tiempo” y latitudes
bajas esta dada por (Gringel et al 1986):

E(z) = —[93.8e*5277 4 44.4¢703757 4
11.8e%1212]2(KV /Km) (1)

Existiendo ademés una variacion
periddica del campo eléctrico terrestre
respecto al tiempo Universal, denominada
curva de Carnegie (Fullekrug, M. et al
1999); su valor medio superficial varia desde
120 V/m a las 19:00 UT y disminuye hasta
90 V/m a las 04:00 (Figuras 1 y 2).

............................................................. Millan & Col.
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Fig. 1. Curva de Carnegie (Fuente: Fullekrug, M. et
al 1999)
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Fig. 2. Esquema de distribucion global del campo
eléctrico (Fuente: Falcon et al 2000).

2. Materiales y Métodos

Los wvalores instantdneos a nivel
superficial del campo eléctrico terrestre
pueden ser “facilmente” determinados por
medio de electrometros (Cunning, M;
Nicholson, H.; y Porto, D. 1981) o colectores
de carga idnica (Carlson 1999a), que se
fundamentan en condensadores de placas
plano-paralelas o cilindricos especialmente
construidos, ain con materiales de bajo costo
(Carlson, 1999b).

En este trabajo se usard el diseno
propuesto por Carlson (1999), por ser de facil
elaboracion con los materiales en nuestra
Facultad; el mismo consta de 2 partes: (a) un
colector de cargas basado en un condensador
plano paralelo de disco giratorio, elaborado
con una carcasa metalica y (b) un circuito
amplificador como lo indica la figura 3.
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Fig. 3. Colector de cargas (Izq.), Circuito
amplificador diferencial (Der.) (FuentePropia)

El principio de funcionamiento es
descrito a continuacion: Al enfrentarse la
placa pantalla y uno de los sensores se genera
entre estos una capacitancia, la cual, al
disminuir linealmente por la rotacion de
aquella, se producird una disminucion
proporcional de la carga conforme se traslada
de un enfrentamiento total de placas a un
enfrentamiento con capacitancia nula, para
luego realizar el proceso inverso: de nula a
maxima, como se observa en la figura 4.

P

Fig. 4:. Apantallamiento del sensor “A” : 100% (Izci.),
50% (Centro) y 0% (Der.) (Fuente Propia)

Dicho giro del disco encima de los
sensores, genera una variacion de capacitancia
por el efecto de apantallamiento del campo
eléctrico en los sensores, la cual a su vez
genera una variacion de carga (y de corriente),
donde el periodo de oscilacioén de la corriente
corresponde al periodo de oscilacion del motor
que hace girar el disco, tal como se observa en
la figura 5.

» rd

T
i

R

4
5
E

Fig. 5. Corriente inducida, conforme gira el disco, en
funcion del tiempo en los electrodos “A “y “B” (Fuente
Propia).

A la salida del diferencial (Vou) de la
figura 3 (Der.) se obtuvo la sefal libre de
cualquier corriente pardsita y amplificada con
un factor de ganancia de 2,73. Las
resistencias R7 y R8 cumplen la funcion de un
conversor corriente-voltaje ya qué las corrientes
inducidas en la placa sensora (del orden de 10~
A) son muy dificiles de detectar con equipos
comerciales, luego el empleo de valores de
resistencia  elevados permiten un voltaje
mensurable.  Para  determinar  direccion
(polaridad) de la sefial se dispuso del diagrama
esquematico de la siguiente figura 6.

1 g M ol ik M
phaca wmsemn 3 b s del vl

Sadcy

() . X Drecal
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Fig. 6. Diagrama del detector de polaridad del campo
eléctrico. (Fuente Propia).

En la figura 6 se observa que, cuando la
paleta no bloquea la luz del optoacoplador, se
genera una onda cuadrada, hacia por la entrada
EO del switch 1. El funcionamiento del switch
consiste en que, al introducir un nivel DC
positivo por EO, se cierra y a la salida Zn
tendria la sefal de la entrada Yn. En cambio
cuando tenemos un nivel de 0 V en EO, se abre
el switch y no permite que la sefial de Yn salga
por Zn, cerrandose y dejando pasar la seial de
Yn a través de Zn; a la vez que permanece
abierto el transistor TRT, lo que ocasiona que a
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la entrada de EO de switch se tenga un nivel de
0 V y por lo tanto permanezca abierto. Esto
ocasiona que a la entrada del amplificador
diferencial tengamos la misma sefial en ambos
terminales, por lo que a la salida tendriamos
un nivel de 0 V. La sefial que se introduce por
el terminal Yn del switch 1 es la que viene de
la salida del amplificador diferencial de la Fig.
3 (Der.). Para tal fin se us6 un chip HEF4066

Luego, debido al giro constante de la
placa pantalla y de la paleta del sensor optico,
viene el segundo semiciclo de la sefial del
sensor, en el momento en el que la paleta
bloquea la luz de aquel, por lo que se obtiene
un nivel de OV en el terminal EO del switch 1
y un nivel DC positivo en el terminal EO del
switch 2. Por lo tanto, ahora, a la entrada del
amplificador se tendria en el terminal “—“la
componente de la sefial de la entrada Yn , y en
el terminal “+”un nivel de OV. Al restarse
generarian a la salida del amplificador, la
senal de la entrada de Yn, cuyo signo coincide
con la polaridad de la sefal de entrada del
sensor, tal como se observa en la figura 7.

Cormproese 4o wtal obdmmda de
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Fig. 7. Diagrama esquematico del detector de polaridad
cuando el optoacoplador se encuentra bloqueado.
(Fuente propia)

En la figura 8, se aprecia el Molino de Campo
ya terminado. El Display LCD muestra la lectura en V.

Este molino de campo estd disefiado para
medir el campo eléctrico atmosférico, por ello
es necesaria la conexion a tierra de la carcasa
del equipo. Se debe ubicar el molino con los
discos electrodos apuntando en direccion a
tierra (boca abajo), , para medir voltaje entre 2
superficies equipotenciales, lo que implica que
si se ubicara boca arriba se medirian las
multiples equipotenciales ubicadas desde la

posicion del equipo hacia arriba, lo cual
distorsionaria las medidas.

Em—— |

Fig. 8: Dimensiones y partes del prototipo de Molino de
campo. (Fuente Propia)

La calibracion se realizO con un
generador de Van der Graaff, variando las
distancias a 30 y a 15 cm, para la deteccion en
el osciloscopio, luego, usando un capacitor de
placas plano paralelas, de area 50cm x50 cm,
con el dispositivo en su interior, y una fuente
DC de 32 Voltios se procedid a la calibracion
de escalas Voltios Versus V/m.tal como se
muestra en la fig. 9.

oy

|
|
' -
1

e de Salds (V

Fig. 9. Calibraci'(';n de molino de campo

Al realizar un ajuste lineal de la Fig. 9,
se obtuvo la ecuacion de conversion entre el
voltaje de salida del molino de campo (en
voltios) a valores de campo eléctrico (en
unidades de V/m):
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E = 21851Vsalida - 5640 (2)

La tabla 1 resume las caracteristicas del

dispositivo

Rango de operatividad -10°C a 50°C

Retardo en

adquisicion datos I Segundo.
Rango/Resolucion: +25000 V/m

Precision: +10%

Ruido: +20 V/m

Tamafio 15cm x 10cm x 12cm
Peso: 400 gr

Bateria: Bateria de 9 V, 6 horas a

maximo consumo
Tabla 1: Especificaciones técnicas del molino de

Campo.

3. Resultados y Discusion

Las medidas de campo eléctrico
atmosférico  fueron realizadas en el
municipio Naguanagua Valencia, Edo
Carabobo 10°13°35,24” N, 67°58°23,18” W,
a467 m.s.n.m.

Se puede observar en la figura 10 la
intensa variacion del campo eléctrico durante
el desarrollo de una tormenta. Los picos
observados en la grafica corresponden con
descargas eléctricas atmosféricas, notandose la
estrecha relacion entre estas y el campo
eléctrico. Finalizando la tormenta a las 21:30,
observandose después la estabilizacion de los
valores del campo eléctrico local.

Campo Elecyico (Vim)

Tiempo (Hora)
Fig. 10: Variacion local de campo eléctrico para
tormenta del 20-09-2015. Fuente: propia.

Resultados analogo se obtuvieron al dia
siguiente, como muestra la figura 11.

Campo olctnoe

Mora Loca (h

Fig. 11: Variacion de campo eléctrico atmosférico en
funcion del tiempo para tormenta eléctrica ocurrida el 21-
09-2015 Fuente: propia.

No se observa patrdn caracteristico de
variabilidad entre  tormentas. También se
observdo que la medida, no dependia
estrictamente de la precipitacion en si, debido a
que, en la tormenta del dia 20 se realiz6 una
medida a las 9:15 pm, con precipitacion
intensa, es 400 V/m; de la misma forma se
realizd una medida en la tormenta del dia 21,
durante un breve cese de la precipitacion a las
19:10 horas, y el valor del campo eléctrico
medido a ésta hora se ubico en 500 V/m. Se
reporta valor promedio del campo eléctrico de
200 V/m una vez finalizada la tormenta (Fig.
11).

Carmpo slécrico

00 <

................

Fig 12: Campo eléctrico en funcidn del tiempo en
condiciones de tormenta del dia 26-09-2015.
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Se puede observar en la Fig.12 la
intensa variacion del campo eléctrico durante
el desarrollo de la tormenta (Los picos
observados en la grafica corresponden con
descargas eléctricas atmosféricas,
demostrandose con ello la estrecha relacion
entre estas y el campo eléctrico) finalizando
dicha tormenta a las 21:30, observandose
después de dicha hora la estabilizacion de los
valores del campo eléctrico local con
promedio de 170 V/m.

Adicionalmente,  para  descartar
perturbaciones del campo eléctrico por efectos
parasitos locales se procedié a medir un lugar
alejado de  fuentes electromagnéticas
artificiales y bajo condiciones de buen tiempo,
escogiéndose el extremo sureste de la
Peninsula de  Paraguani; coordenadas
geograficas: 11°49'76.9"'N, 70°15"7.30""W
a nivel del mar. Se reportan variaciones
locales del campo eléctrico del orden de los 80
V/m en la region costera de Venezuela en
condiciones de buen tiempo.

AMpO o

Fig 13. Campo eléctrico en la peninsula de
Paraguand en condiciones de buen tiempo.
Tiempo de estudio: 24-08-2015.

4. Conclusiones

Se verifico la efectividad del disefio
del molino de campo, en la configuracion
propuesta por Carlson para elaboracion de
un electrometro que permita medir
variaciones rapidas y leves del campo
eléctrico atmosférico.

Las calibraciones mostraron la
sensibilidad y respuesta lineal, asi como el
bajo ruido electrénico, destacando el uso del
molino de campo como una herramienta para
el estudio de los electrometeoros.

Se observd, a través de la
comparacion de las mediciones del campo
eléctrico realizadas durante las tormentas de
los dias 20 y 21-09-2015 variaciones rapidas
del mismo (del orden de los segundos), las
cuales ocurrieron tanto con precipitacion
intensa  (dia  20-09-2015) como  sin
precipitacion (intervalo de tiempo de 10
minutos el dia 21-09-2015) lo cual parece
indicar que la precipitacién en si misma no
influye de manera determinante en las
variaciones locales del campo eléctrico.

Se concluye que los valores medios y
la variabilidad observada es la caracteristica
de regiones tropicales de bajo nivel
ceraunico, en condiciones de buen tiempo.
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Resumen

Geobacillus stearothermophilus, una cepa bacteriana termofila moderada fue aislada de las aguas
del manantial geotérmico de Las Trincheras. Su crecimiento en medios de cultivo suplementados
con almidén 1% p/v indicd la posible produccion de amilasas. El crecimiento bacteriano y la
actividad amilolitica méximos ocurrieron a las 40h de cultivo en un medio liquido suplementado
con almidon 1% p/v, a 55°C y en aerobiosis. Luego de la preparacion de un sobrenadante libre de
células y de su precipitacion con acetona 50% fria, el precipitado obtenido mostré actividad
amilolitica, alcanzando valores de actividad enzimatica maximos a 60°C y pH 6,0 en el medio
liquido. Los perfiles zimograficos detectaron 3 polipéptidos asociados a la actividad amilolitica
con pesos moleculares aparentes de 60-66 kDa y 1 con 22 kDa.

Palabras claves: G. stearothermophilus, amilasas, termofilos, aguas termales.

Isolation and characterization of amylases from thermophilic bacteria at Centro Termal
Las Trincheras.Venezuela

Abstract

Geobacillus stearothermophilus, a moderate termophilic bacterial strain was isolated from waters
of'a geothermal stream localized at Las Trincheras. Its growth in 1% p/v starch supplemented media
suggested the possible production of amylases.The bacterial growth and the amylolytic activity
achieved maximun values at 40h incubation, 55°C, and aerobiosis in a liquid médium
supplemented with 1%p/v starch. After the preparation of a bacterial cell free supernatant and cold
50%v/v acetone precipitation, the precipitate showed amylolytic activity, which exhibited
maximun activity at 60°C and pH 6.0. The zimography patterns indicated 3 polypeptides associated
to the enzymatic activity, whose apparent molecular weigths were 60-66 kDa and 1 of 22kDa.
Key words: G. stearothermophilus, amylases, thermophiles, hot springs.
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1 Introduccion

Las amilasas (E.C.3.2.1.1), endoglucanasas,
hidrolizan almidon, glucogeno y
polisacaridos relacionados mediante la
hidrolisis de enlaces glucosidicos a-1,4
internos (Shaw et al., 1995; Coronado et
al.,2000; Mielenz, 1983), encontrandose
presentes en una amplia variedad de
bacterias, hongos, plantas y animales. Su
principal funcion es la de suministrar maltosa
y oligosacaridos, generados por su accion
catalitica sobre sus sustratos, para satisfacer
las necesidades metabolicas del organismo.
La degradacion enzimatica de almidon a nivel
industrial por amilasas ha reemplazado
sustancialmente los procesos tradicionales de
hidrolisis por catalisis acida (Pandey et
al.,2000; Underkofler et  al.,1965).
Actualmente las amilasas son utilizadas en
una amplia variedad de actividades
industriales: en procesos de licuefaccion, para
la fabricacion de maltosa y almibares ricos en
fructosa y maltotreosas, en la fabricacion de
pan, en procesos fermentativos para la
produccion de bioetanol, en la eliminacion de
granos de almidon en textiles, en el
tratamiento de aguas residuales conteniendo
almidon, en la fabricacion de detergentes y
como aditivos digestivos en productos para
consumo humano y animales (Aiyer, 2005;
Inram-Bhokari et al.,2016; Gohol et al.,
2013; del Moral et al.,2015; Lukong, 2014-
2015). El uso de enzimas termofilas para
procesos industriales biotecnologicos las
hace particularmente atractivas debido a que
mantienen su actividad catalitica a
temperaturas relativamente altas, necesarias
usualmente para la produccion industrial, lo
cual no es una propiedad de las enzimas

homologas mesofilas (Niehaus et al.,1999;
Malhotra et al., 2000). Se ha reportado la
produccion de amilasas por varios géneros
bacterianos termofilos, tal vez el mas
conocido es Bacillus, y las especies B.
subtilis, B. coagulans, B. stearothermophilus,
B. caldolyticus, B.brevis, B. acidocaldarius y
B. thermoamyloliquefaciens (Ohdan et al.,
1999; Campbell, 1995; Malhortra et al., 2000;
Egelseer et al.,1995; Mielenz,1983).
Srisvastava & Baruah,1986, reportan una
actividad amilolitica expresada por B.
stearothermophilus con actividad maxima a
82°C y pH 6,9. Brown et al, 1990,
caracterizan una amilasa aislada de la
archaebacteria Pyrococcus furiosus con
actividad maxima a 100°C. Shaw et al., 1995,
reportan una amilasa a 70°C y pH 5,5-6,5
aislada de Thermus sp. Igarashi et al.,1998,
reportan una amilasa aislada de B. alcalofilo
trabajando a 55°C y pH 8,0-8,5. Malhotra et
al.,2000, aislan una amilasa de B.
thermooleovorans NP54 con actividad
maxima a 100°C y pH 8,0. Najafi et al., 2005
reportan una amilasa de B. subtilis trabajando
a 55°C y pH 6,0. Dadas estas consideraciones
y considerando que en Venezuela, en la
poblacion de Las Trincheras, estado
Carabobo, existe un manantial geotermal,
considerado uno de los mas calientes del
planeta (Ojeda, 1995), es factible e
importante  estudiar las actividades
enzimaticas termofilas provenientes de la
microbiota presente en este microambiente.
En este manuscrito se describe wuna
metodologia para aislar y caracterizar
bacterias termofilas productoras de amilasas.
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2 Materiales y Métodos seccion de resultados, la cepa fue

1-Aislamiento y seleccion de la cepa
bacteriana.

Muestras de agua termal (55°C y 87°C) se
colectaron en termos previamente
esterilizados y fueron trasladadas al
laboratorio para su posterior
procesamiento. La poblacion bacteriana
total se obtuvo al filtrar 500 mL de agua
termal a través de una membrana (0,45um
tamafo de poro), previamente esterilizada,
la cual fue transferida a 50 mL de caldo
nutritivo (HIMEDIA) e incubadas en un
bafio de agua termostatado a 55°C, con
agitacion (70 rpm) y en aerobiosis; el
crecimiento bacteriano se evidencié por
desarrollo de turbidez en los cultivos.
Alicuotas de 1 mL de estos cultivos,
sembrados en placas de agar-almidon
(AA-Alm), se incubaron por 24h en las
condiciones antes descritas. La actividad
amilolitica se determind cualitativamente
mediante tincidon con lugol, la aparicion de
zonas transparentes sobre un fondo azul
oscuro evidencio la actividad enzimatica.
El cultivo que present6 la mayor actividad
fue el preparado con agua a 55°C,
consecuentemente una colonia de tal
cultivo fue elegida y denominada Sistl A
para efectuar los experimentos descritos a
continuacion.

2-Optimizacion de medio de cultivo
para la produccion de amilasa.

La cepa Sist1 A fue crecida inicialmente en
caldo nutritivo (HIMEDIA) o en un medio
mineral salino, ambos liquidos 'y
suplementados con almidon 1%p/v
(Sigma). Posteriormente y por
consideraciones que se explicaran en la

transferida a fiolas de 500 mL
conteniendo150 mL de un medio liquido
suplementado con almidén 1% (medio
MA) conteniendo: CuSO4 0.00001% p/v,
FeSOs 0,0001% p/v, MgS04.7H20
0,00002% p/v, ZnSO4 0,00005% p/v, NaCl
0,00005% p/v, NHaSO4 0,0001% p/v,
CaCl,.2H,O 0,00005% p/v, extracto de
levadura 0,3% p/v (Difco Laboratories),
triptona 0,3% p/v (Sigma) en tampon
fosfato 0,2M, pH7,0. Las incubaciones se
realizaron a 55°C con agitacion constante
(70 rpm), aerobiosis. El crecimiento
bacteriano se siguidé por absorcion a 540
nm en funcion del tiempo de cultivo.
3-Caracterizacion morfologica e
identificacion taxonémica de la cepa.
La morfologia de las colonias se efectud
visualmente mediante una lupa Konus, por
la tincién de Gram (Beveridge & Graham,
1991) y la identificacion molecular se
realiz6 por amplificacion (PCR) vy
secuenciacion parcial del gen ARN 16S
(Coleccion espaiiola de cultivos tipo).
4-Preparacion del extracto libre de
células y precipitacion de la actividad
amilolitica.

Después de 37h de incubacion a las
condiciones indicadas en el aparte 2,
cultivos idénticos se centrifugaron a 10000
rpm, a 4°C por 15 min en una centrifuga
refrigerada (ALC PK121R), obteniéndose
IL de sobrenadante libre de bacterias
(muestra SN), el cual fue concentrado por
calentamiento a 55°C hasta un volumen
final de 100 mL (muestra SNc). Al extracto
concentrado se adicion6 acetona fria hasta
obtener una concentracion de 50% v/v. La
operacion se efectud a 4°C, obteniéndose
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un precipitado el cual se obtuvo por
centrifugacion a 10000 rpm por 10 min y
se resuspendié en 40 mL de tampon Tris-
HCl 50 mM, pH 7,0 (muestra P1).
Paralelamente, el sobrenadante acetonico
obtenido (muestra SNa) se seco a 55°C y
el residuo se disolvio en 10 mL de agua
desionizada.

5-Determinacion de la actividad
amilolitica.

La actividad de amilasa se determino
cuantitativamente  por el  método
colorimétrico del acido 3,5
dinitrosalicilico (DNSA), (Miller, 1995).
Las lecturas se efectuaron en un
espectrofotometro  (Thermo Spectronic
Genesys 10uv) a 540 nm y la cantidad de
maltosa generada se calculd en base a una
curva de calibracion de maltosa (0,1 a 0,8
mg), de acuerdo a la ecuacion generada
por regresion lineal (y = 1,0059x; R? =
0,9871). Se analizaron alicuotas de 10uL
de cada muestra incubandose por lh a
55°C y pH 7,0. En las experiencias del
efecto de la temperatura, la actividad se
determino a las temperaturas respectivas y
pH 6,0. La unidad de actividad enzimatica
fue definida como la cantidad de enzima
requerida para producir un pmol de
maltosa por minuto bajo las condiciones
del ensayo.

6-Crecimiento de la cepa SistlA y
expresion de la actividad amilolitica en
medio MA.

Alicuotas de cultivos bacterianos crecidos
en medio MA e incubados a 55°C durante
96h y retiradas a diferentes tiempos,
suministraron las herramientas para
determinar su crecimiento y la actividad
amilolitica en dicho medio. La

absorbancia a 540 nm suministr6 el curso
de crecimiento del cultivo y la
determinacion de azlcares reductores
indico la secrecion de amilasa al medio de
cultivo.

7-Efecto de pH y temperatura sobre la
actividad amilolitica.

La actividad enzimatica se determiné en el
intervalo de pH comprendido entre 4,0 y
9,0, a 55°C, en muestras provenientes de
incubaciones con 37h de crecimiento,
utilizando en los medios de ensayo los
siguientes tampones: acetato de sodio 50
mM para los pHs 4, 5 y 6; tris-HC1 50 mM
para los pHs 7, 8 y 9 y glicinato de sodio
50 mM para pH 10.

El efecto de la temperatura se determind al
incubar previamente la muestra enzimatica
durante 1h a las diferentes temperaturas (4,
25, 40, 50, 55, 60, 70 y 80°C) a pH 6,0.
Para ambos ensayos se utilizd el
sobrenadante libre de células sin ningln
tratamiento  (SN), luego de las
incubaciones indicadas, alicuotas de los
medios de reaccion se sometieron a
analisis de azucares reductores (aparte 5).
8-Determinacion de perfiles
polipeptidicos y actividad amilolitica de
las muestras.

Alicuotas apropiadas de las muestras SN,
SNc, P1 y SNa se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamia
10% no desnaturalizante, aplicando un
potencial constante de 100-150 V durante
90 min (Laemmli,1970). Los geles fueron
tefiidos con plata (Deustscher, 1990) y las
masas moleculares de los polipéptidos
separados se calcularon mediante una
mezcla patron de proteinas de pesos
moleculares conocidos (B galactosidasa
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116,25 kDa; fosforilasa 97,4 kDa; suero
albimina 66,2 kDa; ovoalbimina 45,0
kDa; anhidrasa carbonica 31,0 kDa;
inhibidor de tripsina 21,5 kDa; lisozima
144 kDa 'y aprotina 6,5kDa).
Adicionalmente, la actividad amilolitica
de los polipéptidos separados se determind
mediante  zimografia en geles de
poliacrilamida 10% copolimerizados con
almidon 0,1% p/v, en condiciones no
desnaturalizantes. Después de la corrida
electroforética el gel fue lavado con triton
X-100 1% durante 10 min, luego se
practicaron 5-6 lavados con agua destilada
y se incubo por 3h en una solucidn de tris-
HCl 50mM/CaCl; 1mM, pH 7,0.
Finalmente, el gel se tifio con lugol, la
aparicion de zonas blancas sobre un fondo
azul oscuro indic6 actividad amilolitica.

3 Resultados y discusion.

Morfologia bacteriana, actividad

amilolitica e identificacion taxonomica.
Los cultivos iniciales con bacterias
aisladas de aguas a 55 y 87°C (sistemas 1

Fig.1. Morfologia de la cepa SistAl.

A: Placa con indculo y actividad amilolitica
en medio con almidén 1%. Lugol. B: placa sin
inoculo bacteriano y con almidén. Lugol. C:
Colonias deSistAl. D: Tincién de Gram.

y 2 respectivamente)  mostraron
crecimiento  bacteriano y actividad
amilolitica evidente, pero el cultivo a 55°C
superé considerablemente la actividad
mostrada en el cultivo a 87°C,
consecuentemente se decidi6 aislar
colonias bacterianas del cultivo 1. Esta
cepa denominada SistlA, cultivada en
placas AA-Alm, presentdé colonias
redondeadas, color amarillo palido, poco
brillo, bordes lisos y elevacion moderada;
la tincién de Gram la identific6 como un
bacilo Gram+ (figural).

La secuenciacion de un fragmento del gen
ARN 168 la asign6, con una semejanza de
99,7%, a la  especie
stearothermophilus. La presencia de
bacterias con actividad de amilasas en las
aguas termales de Las Trincheras fue
demostrada por Armado, 1997, al
identificar 26 morfotipos bacterianos
capaces de degradar almidon.
Crecimiento bacteriano asociado a la
actividad amilolitica en medio liquido
AM.

Bacillus
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Fig.2. Crecimientobacterianoy actividad amilolitica de
la cepa Sist1Aa 55°C en funcion del tiempo de cultivo
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En la figura 2 se muestra el crecimiento de
la cepa Sistl A y la actividad amilolitica en
funcién del tiempo de incubacidon en
medio MA. El crecimiento, determinado
por absorcion a 540 nm, se inici6 a las 2h
de cultivo incrementando
considerablemente desde las 24h hasta las
40h, alcanzando valores maximos de 0,35
unidades de absorbancia (Uabs), a las 48h
comenzd un ligero descenso que a las 72 y
96h se ubico en 0,11 y 0,05 Uabs, lo cual
indico la fase de muerte del cultivo.

La actividad enzimatica, minima a las 3h,
increment6 paralelamente al crecimiento
bacteriano alcanzando valores maximos de
0,035 y 0,030 umol/min a las 40 y 48h
respectivamente, ¢ iniciar su descenso a
valores cercanos a 0,01 y 0,005 umol/min
a las 72 y 96h de incubacion
respectivamente.

Parece logico la sincronizacion de la
division bacteriana con la actividad
amilolitica. A tiempos iniciales de cultivo,
dextrinas  lineales y  ramificadas,
moléculas no inmediatamente
metabolizables, son los productos
principales provenientes de la degradacion
de almidon por una cantidad reducida de
amilasas, lo cual provoca una baja tasa de
division bacteriana. A tiempos mayores de
incubacion, las dextrinas son convertidas a
maltosa, isomaltosa y glucosa, moléculas
rapidamente  metabolizadas por las
bacterias y adicionalmente es factible el
incremento en la cantidad de amilasas
presentes, ambos factores podrian
sustentar una adecuada velocidad de
duplicacion. Al agotarse los azucares
metabolizables se instaura la fase de

muerte, la cual también podria estar
influenciada por la presencia de proteasas
excretadas por las bacterias en respuesta a
un empobrecimiento de nutrientes en el
medio de cultivo (Armado, 1997).
Efectos del pH y temperatura sobre la
actividad amilolitica.

La figura 3 muestra el comportamiento de
la actividad de amilasas al variar el pH del

0.0150

0010

tyatad amilelitica, U gme

> 00,0050

Fig.4. Efeclo de la temperatura sobre la actividad amilol&ica
expresada por |a cepa SistiA apH 6.0

g 1 13 4 5 6§ 7 8 9 101

e o
Fig.3. Efeclo del pH sobre |a aclividad amilolitica expresada

por |2 cepa Sist1A a 55°C
medio de reaccion. La actividad maxima
(0,014 pmol/min) se detectdé a pH 6,0,
siendo también apreciable a pH 7,0 (0,01
umol/min). Valores de pH acidos (3-5) y
alcalinos  (8-10)  ejercen  efectos
inhibitorios/desnaturalizantes sobre la
actividad enzimdtica, valores que se
ubicaron entre 0,002 y 0,006 pmol/min.
Efectos similares han sido reportados por
Srivastava et al., 1986; Free, (1993); Shaw
et al.,1995; Najafi et al.,2005.
El efecto de la temperatura, mostrado en la
figura 4, indic¢ la actividad maxima (0,04
umol/min) a 60°C, mostrando actividad
apreciable en el intervalo de temperaturas
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de50-55°C; a los 70 y 80°C la actividad
descendi6 a niveles de 0,01-0,02
pmol/min. El aumento de la actividad en el
intervalo de 25 a 60°C se debe al

SNSNc  P1 SNa_PM

"

5 —

i“ &
E1

CANNK

desprotonacion (pHs alcalinos) de grupos
R de los aminoacidos, constituyentes del
sitio activo de las enzimas, induce
desplazamientos de grupos esenciales para

a-A SN SN¢ P1  SNa

66.2KDa

-45,0KDa
-31,0KDa

-21,5KDa

21

Fig.5. Electroforesis y zimografia de muestras con actividad amilolitica.
a-A: amilasa comercial. SN: sobrenadante libre de células. SN¢: sobrenadante
concentrado a 50°C. P1: precipitado obtenido por precipitacién con acetona.

molecular. E1: electroforesis, perfil polipeptidico. Z1: zimografia, zonas

claras indican la hidrélisis de almidén.

incremento de la energia cinética de las
moléculas con el consiguiente aumento del
nimero de choques eficaces entre la
enzima y el sustrato, a temperaturas
mayores comienzan a aparecer los efectos
negativos de la temperatura sobre la
estabilidad de proteinas. Efectos similares
sobre la actividad amilolitica han sido
reportados por Hatman et al,1995;
Igarashi et al., 1998; Najafi et al., 2005,
con enzimas aisladas de B
stearothermophilus, Bacillus sp y B.
subtilis respectivamente.

En ambos caso, pH y temperatura, los
efectos que ejercen estos factores estan
relacionados a las modificaciones que
sufre el sitio activo de la enzima o por la
desnaturalizacion de las mismas. En el
caso del pH, la protonacion (pHs acidos) o

el proceso catalitico o la desnaturalizacion
de la molécula al destruir las estructuras
secundarias y terciaria de las proteinas
(Nelson et al., 2008). Situacioén similar se
produce por el aumento de la temperatura,
en este caso vibraciones, rotaciones Yy
desplazamientos de regiones importantes
para el proceso catalitico o para la
estabilidad de la enzima inducen un
descenso o eliminacién de la capacidad
catalitica.

Perfiles polipeptidicos y amiloliticos
mediante electroforesis y zimografia.
En la figura 5 se muestra el perfil
polipeptidico y la actividad amilolitica de
las 4 muestras descritas en el aparte 4,
adicionalmente se analizd una amilasa
comercial como control positivo. Al
comparar los carriles correspondientes a
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SN y SNc se puede concluir que el
tratamiento de  concentracion  del
sobrenadante libre de células a 55°C fue
efectivo en concentrar las proteinas, lo
cual es evidente por la cantidad de
polipéptidos detectados en el carril SNc
(figura SE1). Adicionalmente, en la figura
5Z1(zimografia) se detectaron sefiales de
actividad amilolitica ubicadas en la zona
de masas moleculares equivalente a 66
kDa correspondientes a SNc y una sefal de
aproximadamente 22 kDa en el carril SN.
Estos resultados constatan el caracter
termofilico de la actividad amilolitica y
que el tratamiento con acetona y posterior
calentamiento no desnaturalizaron, al
menos, los polipéptidos ubicados en las
zonas sefialadas. La muestra P1, al igual
que la SNc¢, mostr6 un perfil polipeptidico
complejo, detectdndose 3 sefiales con
actividad amilolitica en la zona de 60-66
kDa (figura 5Z1). La muestra SNa exhibio
un perfil polipeptidico complejo, pero
ausencia de polipéptidos con masas
moleculares superiores a 45kDa, lo cual la
diferencia de lo observado en la muestra
SNc; en zimografia SNa no mostré sefales
de actividad enzimatica. La presencia del
polipéptido de 22 kDa en la muestra SN,
pero su ausencia en P1 podria indicar una
muy baja resistencia del polipéptido a
55°C y al tiempo de calentamiento. No fue
posible establecer una correspondencia
entre polipéptidos detectados en la
electroforesis y la zimografia, lo que
podria indicar una baja cantidad de
amilasas excretadas al medio de cultico,
pero suficiente para degradar el almidon
ubicado en las zonas correspondientes del
gel. Las masas moleculares reportados por

los 3 polipéptidos detectados son similares
a los sefialados por Shaw et al.,1995, en
Thermus sp; lgarashi et al.,1998, en B.
alcalofilo; Pfueller & Elliot, 1969, en B.
stearothermophilus; Freer, 1993, reporta
una actividad de 70 KDa en Streptococcus
boris.

4 Conclusion

La cepa SistAl asignada a la especie
Geobacillus  stearotermophilus, bacilo
Gram+, aislada de las aguas termales de
Las Trincheras, excreto al medio de cultivo
suplementado con almidéon 1%p/v, una
actividad amilolitica, la cual fue
parcialmente purificada mediante
precipitacion con acetona 50% fria y
calentamiento a 55°C. La actividad
amilolitica mostrd actividad maxima a
60°C y pH 6,0. Mediante zimografia, la
actividad amilolitica estuvo asociada a 3
polipéptidos con masas moleculares en el
intervalo de 60-66 kDa y 1 polipéptido de
22kDa solo detectado en el sobrenadante
libre de células (sin tratamiento previo).
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o Bibliography: Bibliographical references will be listed in alphabetical order. They will
include, for the first author, first surname and initial of the first name. For the rest of the
authors, if there are any, initial of first name followed by first surname. After the authors
names it follows the year of publication in parenthesis. The next information should be the
title of the work referenced. Only the first letter of the first word should be in capital letters.
Examples of possible referenced works are given in the following paragraphs:

e Periodic publications: Author or authors. Year. Title of the article. Abreviated name of the
publication (in italics). Volume (Number): pages.

Baum, L. E., T. Petrie, G. Soules & N. Weiss. (1970). A maximization tecnique occuringin the statistical
analysis of a probabilistic functions of Markov chains. Ann. Math. Stat. 41(1):164—171.

e Books: Author or authors. Year. Title of book. Publishers. City.

Bernardo, J. & A. Smith. (1994). Bayesian theory. Wiley. New York.

e Collaborative books: Author or authors. Year. Title of chapter. In: Title of book (editors), pages.
Publishers. City.

Steyermark, J. (1994). Aspectos morfoldgicos del Parque Nacional Morrocoy. In: Flora del Parque Nacional
Morrocoy (B. Manara, ed.), 66-103. Fundacién Instituto Botanico de Venezuela y Agencia Espafiola de
Cooperacion Internacional. Caracas, Venezuela.

e Proceedings or memoirs: Author or authors. Year. Name of presentation. Name of the Event.
Institution where the event took place. City. Country. Pages.

Toyota, M. (1999). Caracteriza¢do quimica e citologica como subsidios a taxonomia de grupos-problema.
VIII Reunido brasileira de ficologia. Sociedade brasileira de ficologia. Pernambuco. Brasil. 41.

e Thesis or promotion research projects: Author or authors. Year. Title. Type of work. Faculty.
University. City, Country.

Vera, B. (2000). Estudio ficofloristico de la region oriental del litoral central de Venezuela, Edo. Vargas,
Venezuela. Trabajo de ascenso a la categoria de Asistente. Facultad de Ciencias. Universidad Central de
Venezuela. Caracas, Venezuela.



e Document in electronic format: Cite according to indications of the electronic document or follow
the formats indicated the norm ISO 690-2, available in the address:

http://www.ugr.es/~pwlac/G00_Referencias_electronicas.html

e The references must be cited in the article according to:

o One author: Indicate the first surname of the author followed by the year of publication, all
in parenthesis.

..... (Vargas, 1999)....

o Two authors: indicate the first surname of the first author, the symbol & and the surname
of the second author, followed by the year of publication, all in parenthesis.

..... (Vargas & Rodriguez, 2002).....

o  More than two authors: Indicate the last name of the first author, the add “et al.”,
followed by the year of publication, all in parenthesis.

..... (Vegaet al., 2005) .....

o  More than two references: Write each reference according to the previous information,
separated by semi-colons (;). They should be sorted chronologically firstly and them
alphabetically, all in parenthesis.

..... (Vargas, 1999; Vargas & Rodriguez, 2002; Graterol et al., 2005; Vega et al., 2005) .....
e The headings of each section must be written in bold, and should be numbered.

e Figures, photographs and graphics should be indentified “Fig.”. Tables should be called “Table”.
These words should be placed under the figure or table aligned to the left. There should follow a
description, in Times New Roman letters, size 10. The tables and figures must be numbered
correlatively and be cited in the text in the same previous format.

e Figures will be inserted in the body of the article, and a digital copy should be handed in. They shoul
be in JPEG or TIFF, a resolution of 300 dpi, and the file should be name as “Fig”, followed bythe
corresponding number of the article.

e  Units of measure. The values must be expressed in the decimal metric system, according to the
Systeme International d Unités (SI). Most symbols are abbreviated, in common letters, except in
some cases, as those derived from proper names, they do not take a period, and are separated from
the numeric value by a space. Examples: cm (centimeter), h (hour), °C (Celsius).

e Equations must be identified with a number in parenthesis corresponding to the correlative numbers
of the equation. These must be in cursive. For example:



- J3E
IF=IB=— IC=AEIHJ+AIH2+IHD=T;
1 2 (1)

To refer these equation in the manuscript should be identified as “Eq”.

e  Algorithms or codes of program sources must be identified with the word “Algorithms”, followed by
a number corresponding to the correlative number of the algorithms and the title identifies it, all
centered in a placed I the lower part. Each line must be numbered as show below. These must respect
indentation and be in “Courier” size 9. Example:

(1) void * sum(void * arg) {
(2) int * p; p = (int *)arg;
(3) pthread_mutex_lock(&m);

(4) s=s+*p;
(5) pthread_mutex_unlock(&m);
6) }

Algorithm 1. Hilo que efectda la suma.

e Names and geographical coordinates. Geographical names are only written in capital letters when
they are part of a proper name, for example: Peninsula de Paraguana, Rio Cabriales. Coordinates
must be cited using the corresponding abbreviation: Lat. (latitude), Long. (length), N (north), S
(south), E (east), W (west), for example: 10°31°01” Lat. N., 67°06°10” Long. O.

Sending manuscripts for arbitration:

The initial manuscripts must be sent in PDF or MSW electronic format to the following address:

farautecienciauc @ gmail.com

Style pages for articles accepted for publication:

The final art of the article accepted for publication must respecta 1l the previous requirements. Therefore, the
authors are offered the style pages that correspond to each format (LATEX or Microsoft WORD), which can
be obtained at the following electronic address: http://www.facyt.uc.edu.ve/investigacion/faraute

For LATEX style pages: For WORD style pages:
CyT _UC.sty CyT UC.doc
CyT UC.tex

Final notes:

The articles will undergo complete arbitration prior to publication. The arbitrated articles subjected to
modifications, must be corrected in three weeks to be included in the corresponding number. In case they are
not turned in they will be held for a maximum of six months, awaiting for the corrected version. Once that
period expires the article will be subjected to arbitration again upon the author’s request.
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Facultad de Ciencias y Tecnologia of the Univerisdad de Carabobo, which is Non-commercial Open Access
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