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Losresiduosagroalimentarioscontienenprincipalmentepolisacáridos
como pectina y celulosa,los cualespueden ser hidrolizadosa sus
monómeros,ácidogalacturónico(AGal)y glucosa,respectivamente. El
AGal puede ser oxidado a ácido galactárico (AG), el cual tiene
diferentesaplicaciones,en dondela másimportante esque sepuede
convertir químicamente en monómeros para la producción de
polímeros como el nylon.1 Sin embargo, el desafío es lograr esta
oxidación usando procesoseficientes y sustentables. La oxidación
asistidapor enzimashaaparecidocomounaexcelenteopción,pero es
necesarioencontraruna enzimaoxidasaadecuadapara la obtención
del AG,conaltaselectividady eficiencia.

Laglucosaoxidasa(Gox)(Figura1) esunaoxidorreductasaquesepresentacomounaalternativaparala
conversiónde AGalhaciaAG debido a que la glucosa,sustrato natural del Gox,presentasimilitudes
estructuralescon AGal(Figura2). Por lo que nuestra propuesta es la conversiónenzimáticade AGal
haciaAGutilizandouna mutante mejoradade la enzimaGOx. El objetivo de esta investigaciónes la
producciónde GOxheterólogaen Saccharomycescerevisiae, como paso previo a la construcciónde
bibliotecassemiracionalesde GOxconel objetivodemejorarsuactividadconAGal.

Figura 1. 
Representación 
de la estructura 
de Gox

Figura 2. 
Representación de 
las similitudes 
estructurales 

Actividad de Gox

Plásmido PYES2 PYES2Gox

Tiempo de inducción (h) 15 15

Actividad sobrenadantes extracelular (U mg-1) 0 22,3 ± 3,1

Actividad sobrenadantes intracelular (U mg-1)
9,593,E-05 ± 1,07,E-05 1,107,E-04 ± 1,29,E-05

Figura 3. Digestión de verificación de PYES2-GOX gel de 
agarosa al 0.8%.
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Enla electroforesisde la figura 3 se observa
el plásmidoantes(líneaa)y después(líneab)
de la digestión. Verificandoque la digestión
serealizócorrectamente.
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Figura 4. Transformaciónen E. coli DH5�r, A: transformación con el
plásmidoPYES2GOxen placa de LB con ampicilina; B: control positivo
transformacióncon el plásmidoPYES2 en placade LBcon ampicilina; C:
segundocontrol positivode E. colisinplásmidoen placade LB; D: control
negativodeE. colisinplásmidoen placadeLBconampicilina.

Los resultadosde transformaciónindican que el plásmido
PYES2-Gox ha sido incorporado por la cepa E. coli DH5�r�U
generando células transformadas que son a su vez
resistentesa ampicilina(figura4a). Estatransformaciónfue
comprobadaal observarcoloniasresistentesal medio con
antibiótico. Se incluyeron controles con y sin plásmido,
sembradasen medios de cultivo con y sin antibiótico LB
agar, lo que permite concluir la incorporacióndel plásmido
PYES2-Gox(4bcd).

Debido a que la Gox
requiere glicosilación
estructural para su
actividad, la
transformación en S.
cerevisiaees necesaria. En
estecasola selecciónde las
células transformadas fue
por el crecimiento en
medioYNBconausenciade
uracilo(Figura5).

Sepudo realizar la clonación,y las transformacionesen E. coli y S. cerevisiaepara finalmente obtener
actividadde Goxen el sobrenadanteextracelular,y seobtuvo 22,3 ± 3,1 U mg-1. Seestablecióel cultivo en
placaparacontinuarcon la construcciónde lasbibliotecasde mutantes,paraobtener la enzimamutante
quepuedanreconocerel AGalcomosustratoy oxidarloa AG.

Las unidades de actividad  de glucosa oxidasa se define como la actividad catalítica responsable de la 
transformación de un mmol de glucosa por minuto a 30 °C.

Figura 5. Colonias transformadas
de S. cerevisiaecon el plásmido
PYES2GOx

La cinética de crecimiento en placa de 96 pocillos  para 
S. cerevisiae transformada con el plásmido PYES2GOx 
mostró un comportamiento típico para esta levadura 
(Figura 6), por lo que se la inducción de la actividad se 
hizo a una OD600 de 0,1.

Figura6. Cinéticade crecimientoen placade 96 pocillosde
S. cerevisiaetransformadaconel plásmidoPYES2GOX
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Figura 7. Actividad de Gox con ABTSde los sobrenadantes
obtenidosdel cultivodeS. cerevisiaetransformadadespuésde
inducirla producciónde la enzimaheteróloga.

La actividad glucosa oxidada fue medida
espectrofotométricamentea travésdel método con
ABTS. En la figura 7 se puede observar que el
sobrenadanteextracelular presenta la coloración
típica de el método enzimáticousado,indicandola
producciónde Goxpor la levadura. El lisadocélulas
de S. cerevisiae inducidas no presenta actividad
GOx, descartandola producciónintracelular.

Tabla 1.Actividad obtenida de los  sobrenadante extra e intracelular de S. cerevisiaetransformada con PYES2 como control y 
el sobrenadante extra e intracelular de S. cerevisiaetransformada con PYES2GOx 

AGRADECIMIENTOS

En la tabla 1 se puede observar las actividades
obtenidas del sobrenadante extracelular e
intracelular, donde la mayor actividad se presenta
en el sobrenadanteextracelularde la S. cerevisia
transformadaPYES2-Gox con una actividadde 22,3
± 3,1 U/mg

Los autores agradecen a FONDECYT regular 1190260 y el proyecto DIDULS PTE201113

1. T. Mehtiö, et. al. Productionandapplicationsof carbohydrate-derivedsugaracidsasgenericbiobasedchemicals. JournalCriticalReviewsin Biotechnology. 36, 2016, 904-916.
2. M. Vastano, et. al. Sustainable �'���o�����š���Œ���š���r�����•����Polymers: �D�µ�o�š�]�rEnzymatic Production of �W�����š�]�v�r�����Œ�]�À����Polyesters. Macromolecular Rapid Communications2019,

40(22),1900361
3. S. H. Khatami, et al. Glucoseoxidase: Applications, sources, andrecombinantproduction. BiotechnologyandAppliedBiochemistry. 2021, 1-12.


