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CONTRATO PARA EL FINANCIAMIENTO DE PROYECTO DE INVESTIGACION
CABBIO 2023
En la ciudad de Montevideo, el diaflde setiembre de 2024, comparecen: POR
UNA PARTE, la Direccion Nacional de Innovaciéon, Ciencia y Tecnologia (en
adelante DICYT), del Ministerio de Educacién y Cultura (en adelante MEC), con
sede en esta ciudad y constituyendo domicilio en la calle Reconquista 543,
representada en este acto por Alberto Majo Pifieyria en su calidad de
Director; y POR OTRA PARTE a) la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Republica Oriental del Uruguay (en adelante FQ-UdelaR) con sede en esta
ciudad y constituyendo domicilio en la calle Avda. General Flores 2124,
representada en este acto por Alvaro Mombru en su calidad de Decano, b) la
Fundacidn para el Progreso de la Quimica (en adelante FUNDAQUIM), con
sede en esta ciudad y constituyendo domicilio en la calle Isidoro de Marifa
1616 Piso 5, representada en este acto por Alvaro Mombru en su calidad de
Presidente y Adriana Gambaro en su calidad de integrante del Consejo de
Administraciéon Honorario c) las Dras. Karen Ovsejevi Gandara C.I. 1.665.199-2
y Larissa Gioia Fabre C.l 4.550.627-7 constituyendo domicilio a los efectos del
presente contrato en la calle de esta ciudad, en su calidad de responsables
cientificas, quienes convienen en celebrar un contrato de préstamo no

reembolsable, que se regira por las clausulas que a continuacién se

estipulan: - SRS SRS —————————————————" - —————

PRIMERA: ANTECEDENTES.
Las Dras. Karen Ovsejevi y Larissa Gioia gestionaron el financiamiento ante la
DICYT (Unidad Ejecutora 012 DICYT del Inciso 11 MEC), en el marco de la

Convocatoria 2023 para la presentacion de Proyectos Conjuntos de
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investigacion en el marco del Centro Latinoamericano de Biotecnologia
(CABBIO) del que forma parte Uruguay. Su propuesta, de la cual son
responsables cientificas a nivel nacional, se identifica con el numero
CABBIO/2023/11, y es denominada "Nanobioingenieria para la eliminacion de
contaminantes emergentes en aguas: Inmovilizacién de lacasas flngicas en
materiales mesoporosos para la degradaciéon de estrégenos”, fue aprobada
para financiamiento en el acta de la 6ta. Reunién Ordinaria del Consejo
Directivo de CABBIO realizada los dias 30 de octubre a 1ero. de noviembre de
2023 en formato hibrido (virtual y presencial) organizada por Brasil en la

gilidad de Brasilid. cessssessmmsi e e e e

SEGUNDA: OBJETO.
DICYT se compromete a otorgar a las Dras. Karen Ovsejevi y Larissa Gioia y
estas aceptan, un financiamiento no reembolsable de $ 900.000 (novecientos

mil pesos uruguayos) a fin de ejecutar el proyecto aprobado, que forma parte

integrante de este contrato. ——------=——-s-remmmmmmm e

TERCERA: FORMA DE PAGO.

FUNDAQUIM recibirda los fondos otorgados al proyecto para su
administracién. La ejecucién financiera del proyecto se realizara en base al
presupuesto aprobado, que forma parte del contrato celebrado. Se estipula
un cronograma de pagos en tres partidas: a) la primera al inicio de los
trabajos de ejecucion del proyecto, equivalente al 45% del monto total
aprobado ($ 405.000.-, cuatrocientos cinco mil pesos uruguayos) ; b) la
segunda al finalizar la primera etapa de ejecucién del proyecto, por un monto
equivalente al 45% del monto total aprobado ($ 405.000.- cuatrocientos cinco
mil pesos uruguayos), contra la presentacién de su respectivo “Informe

V@nico de Avance”, asi como de la rendicién de cuentas correspondiente.
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Esta rendicion de cuentas debera justificar una ejecuciéon financiera mayor o
igual al 80% del monto recibido por concepto de primer desembolso; ¢) el
pago final, por el equivalente al 10% del monto total aprobado ($ 90.000
novena mil pesos uruguayos), sera retenido por DICYT hasta la aprobacion
del Informe Técnico Final por parte de DICYT, presentado por parte de la
responsable cientifica y de la segunda rendicién de cuentas. Dicha suma sera
entregada en caracter de reembolso de gastos, a diferencia de los dos

desembolsos previos. ------- e

CUARTA: EJECUCION FINANCIERA.

DICYT entregara a FUNDAQUIM la totalidad del financiamiento de acuerdo a
lo estipulado en la clausula tercera y sujeto a su disponibilidad financiera.
FUNDAQUIM retendra un porcentaje del monto total aprobado, por concepto
de gastos de gestion y administracion. Las partes exoneran de
responsabilidad a DICYT por los dafios y perjuicios que el atraso en los

desembolsos y/o la interrupcion de actividades pudiera producir, --==---=-===es----

QUINTA: MANEJO DE LOS FONDOS.

I) Los desembolsos realizados por DICYT quedaran condicionados al
cumplimiento de los siguientes requerimientos: a) que el avance de las
actividades y la concordancia con los gastos efectuados sean aprobados por
la DICYT; b) que la totalidad de los gastos realizados sean pertinentes y
conformes al proyecto presentado; ¢) que los comprobantes cumplan con las

disposiciones legales vigentes. Il) Ante cualquier irregularidad que se detecte

~con relacién al manejo de los fondos la DICYT pondra el hecho en
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desembolsos acordados del subsidio. Constatada la infraccién y/o en su caso
delito, el contrato quedara rescindido de pleno derecho, sin necesidad de
interpelacion judicial o extrajudicial alguna y se exigira la devolucién de las
cantidades ya desembolsadas. Ill) Si al finalizar el proyecto existieran fondos

desembolsados y no ejecutados, deberan ser devueltos a la DICYT, -

SEXTA: ADQUISICIONES DE BIENES Y SERVICIOS.
Las adquisiciones realizadas con fondos otofgados por DICYT al proyecto
deberan ser debidamente identificadas en la documentacién de respaldo y se

adecuaran a los procedimientos de adquisicién de acuerdo a la normativa

vigente. ---- r e -

SEPTIMA: PERIODO DE EJECUCION

La fecha de inicio de ejecucién del proyecto sera la del primer desembolso,
que estara sujeta a la intervenciéon del gasto por parte del Tribunal de
Cuentas de la Republica. El presente contrato regird hasta su completa
ejecucion con un plazo maximo de treinta y seis (36) meses desde la fecha de

inicio. La parte beneficiaria se obliga a ejecutar el proyecto en el plazo

maximo de treinta y seis (36) meses desde la fecha de inicio. e —————

OCTAVA: PRORROGA.

En caso de que se produzcan demoras y/o suspensiones en las entregas del
financiamiento acordado en el presente contrato, asi como atrasos
debidamente justificados por la responsable cientifica en la ejecucién técnica,
se podra prorrogar el plazo previsto para el proyecto, el cual no podra ser
mayor a un ano. Esta prdrroga se realizara con el acuerdo de las partes

firmantes de este contrato y se procedera a realizar una adenda al mismo

V[que incluya esta modificacion. ------------------- mmmmmm e
)
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NOVENA: OBLIGACIONES.

Las responsables cientificas, Dras. Karen Ovsejevi y Larissa Gioia, se obligan a:
a) cumplir con el objetivo general y los objetivos especificos del proyecto de
acuerdo a la metodologia propuesta y al cronograma de actividades
aprobado; b) entregar a DICYT un Informe Técnico de Avance al culminar la
primera etapa del proyecto; c) entregar a DICYT un Informe Técnico Final con
toda la informacién generada a través del mismo al culminar el proyecto, sin
perjuicio de los datos e informes parciales presentados; d) proporcionar toda
la informacion que DICYT requiera a los efectos del seguimiento técnico y
econdmico financiero del proyecto; e) asumir los incrementos de costos que
pudieran surgir respecto del proyecto originalmente aprobado. DICYT se
obliga a realizar los desembolsos correspondientes, de acuerdo a lo
establecido en la clausula quinta del presente contrato. FUNDAQUIM, se
obliga a: a) presentar rendiciones de cuentas de los gastos del proyecto de
acuerdo a las disposiciones de la Ordenanza No. 77 del Tribunal de Cuentas
de la Republica; b) mantener la documentacion del proyecto a entera
disposiciéon de DICYT para las auditorias que se pudieran realizar y por los
plazos legales vigentes. FQ-UDELAR se obliga a garantizar el acceso a las
instalaciones necesarias para la ejecucion del proyecto. Una vez finalizado el
presente contrato, las partes estaran obligadas a suministrar a la DICYT la

informacién que esta requiera por el término de cinco afios desde la

finalizacién del presente contrato. -------------- --

DECIMA: INCUMPLIMIENTO.

/ —
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En caso de incumplimiento de las obligaciones asumidas en el presente
contrato, DICYT podra proceder a la rescision del mismo de acuerdo a la
reglamentacion vigente. En caso de rescisién, se exigira la devolucién de los

montos ya desembolsados y no ejecutados correspondientes a actividades no

realizadas. - —_—

DECIMO PRIMERA: RESCISION UNILATERAL.
Se pacta expresamente la rescision unilateral a favor de DICYT, previa
resolucion. Aceptada la rescision unilateral se exime a las partes la devolucién

de montos, materiales y/o equipos, salvo lo establecido en la cldusula décimo

SEEUNA. ~=mmm e

DECIMO SEGUNDA: RESPONSABILIDAD SOBRE LOS EQUIPOS.

Los equipos adquiridos en el marco del proyecto seran propiedad de FQ-
UDELAR, que se responsabiliza por los dafios y perjuicios que pudieran sufrir
los equipos financiados por DICYT, no imputables a razones de fuerza mayor
o hecho fortuito, asi como aquéllos derivados de su normal uso
comprometiéndose a mantenerlos en estado de funcionamiento adecuado

durante la ejecucion del proyecto. ------—------—--=wmeeee

DECIMO TERCERA: EXONERACION DE RESPONSABILIDAD.
La parte beneficiaria exonera de toda responsabilidad a DICYT por los dafios y
perjuicios que pudieran sufrir sus dependientes por el manejo de equipos y/o

a consecuencia de la ejecucion del proyecto, declarando asimismo que no

mantienen con DICYT vinculacién laboral alguna. ------- mmmmmmm e

/&lﬂécmo CUARTA: REQUISITOS AMBIENTALES Y DE GENERO.
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La parte beneficiaria declara conocer y aceptar la normativa medioambiental,
de higiene y de seguridad laboral, y que sus actividades estardn en
cumplimiento de la misma. b) La parte beneficiaria se compromete a evaluar
los potenciales aspectos ambientales negativos, resultantes del uso de las
tecnologias a ser desarrolladas. c) Asimismo, se obliga a incluir en el proceso
de desarrollo medidas de mitigacién de los impactos, que el Ministerio de
Ambiente determine a tales efectos. d) La parte beneficiaria se compromete
por el presente contrato a protegerla higiene de los trabajos involucrados en
el uso de nuevas tecnologias por ella desarrolladas. e) La parte beneficiaria
declara que conoce y acepta la legislacion vigente en materia de género,
referida a la igualdad de oportunidades para todas las personas, y que en los
procesos de seleccion, evaluacion, capacitacion y fijacion de remuneraciones
del personal que contrate dara fiel cumplimiento a la misma. f) El no
cumplimiento de los anteriormente expuesto por parte de la parte

beneficiaria aparejara la rescision de pleno derecho del presente contrato. ----

DECIMO QUINTA: DIFUSION Y PROPIEDAD INTELECTUAL.

Toda publicacién, comunicacién o anuncio, cualquiera sea el medio por el que
se efectle en relacion a resultados parciales o totales del proyecto, debera
hacer referencia a que el mismo fue ejecutado con el apoyo financiero de
DICYT en el marco de su Convocatoria 2023 para la presentaciéon de proyectos
conjuntos de investigacion del Centro Latinoamericano de Biotecnologia
(CABBIO) en Uruguay. No obstante, toda opinién o resultado que de la
investigacion se derive no comprometera a DICYT, ni a FUNDAQUIM. Los
temas y politicas relativas a propiedad intelectual, seran los habituales de FQ-

UDELAR. La Udelar - FQ y las Dras. Karen Ovsejevi Gandara y Larissa Gioia

/
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Fabre, en sus calidacies de docentes de FQ, se regiran por lo dispuesto por la
Ordenanza de los Derechos de la Propiedad Intelectual de la Universidad de
la Republica aprobada por el Consejo Directivo Central de Udelar con fecha 8

de marzo de 1994 y demas normas concordantes y complementarias. -----------

DECIMO SEXTA: USO DE IDENTIDAD VISUAL DEL MEC.

El material de difusion y comunicacién vinculado al proyecto debera
evidenciar la participacién del Ministerio de Educacién y Cultura en iguales
condiciones de visibilidad y dimensiones que los demdas contratantes,

mediante uso de logotipos, isotipos y demas, teniéndose en cuenta el

“Manual de Marca del MEC", ------mmmmmmmmmmmm o —mmemeee

DECIMO SEPTIMA: CONFIDENCIALIDAD.
DICYT se obliga a manejar con reserva toda la informacién referida al

proyecto, y exigira las mismas condiciones a los Evaluadores y Consultores

vinculados al mismo. ------====-eeeem- --

DECIMO OCTAVA: MODIFICACIONES AL PROYECTO.

La responsable cientifica debera solicitar autorizacion a DICYT, y ésta sera
quien resolvera al respecto, junto el Comité Asesor CABBIO Uruguay, toda
modificacion en la metodologia y cronograma de actividades de ejecucién.
Una vez autorizada la modificacién, DICYT deberd comunicarla a FUNDAQUIM

y a la responsable cientifica, ------mmsn=mmmmnemmmnneev e

DECIMO NOVENA: MORA.
Queda pactada la mora automética de pleno derecho, sin necesidad de

interpelacion judicial o extrajudicial alguna por un hacer o no hacer algo

_\/cgntrario a lo estipulado. TS —
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VIGESIMA: COMPROMISO ANTICORRUPCION.

Las partes se comprometen a observar y aplicar, de acuerdo a la normativa
vigente, los mas altos niveles éticos y estandares de transparencia en la
ejecucion del presente contrato, obligdndose a obrar de tal manera que no se
incurra en ningun tipo de acto de corrupcién o conjuncién de intereses
publico y privado. Cada una de las partes se obliga a mantener informada a la
otra de cualquier situacion que pueda percibirse o denotar un evento de
corrupcion o cualquier otra actividad que implique violaciéon de la presente
clausula. El compromiso asumido en la presente clausula constituye una

obligacion principal del contrato. -------- e

VIGESIMO PRIMERA: PREVENCION DEL LAVADO DE ACTIVOS Y
FINANCIACION DEL TERRORISMO.

DICYT declara que los fondos que seran transferidos en virtud del objeto del
presente contrato son de caracter publico y/o que los mismos no provienen
de actividades ilicitas; particularmente, de lavado de activos o financiacion del
terrorismo. Asimismo, las partes declaran que los referidos fondos no seran

destinados para realizar o financiar ninguna de las mencionadas actividades

ilicitas. e i e

VIGESIMO SEGUNDA: JURISDICCION Y LEY APLICABLE.
Toda contienda que se suscite con relacién a este contrato que no pueda ser
resuelta por via de negociacion directa, serd sometida a los tribunales de la

ciudad de Montevideo, Republica Oriental del Uruguay, aplicandose la

legislacidn nacional vigente. ----------------n-mmmmmm oo




VIGESIMO TERCERA: COMUNICACIONES.
Todas las comunicaciones entre las partes se efectuaran por escrito a la parte

correspondiente.

VIGESIMO CUARTA: NOTIFICACION Y DOMICILIOS.

A todos los efectos a que diere lugar este Contrato, las partes constituyen
domicilios en los indicados como respectivamente suyos en |la
comparecencia. De manera tal, que no mediando comunicacién formal a la
otra parte de cualquier variacibn que se produzca al respecto, sera
considerada valida toda comunicacién, notificacién, intimacién o similares

que se practiqguen mediante telegrama colacionado u otro medio fehaciente

que se dirija a los sefialados domicilios. —mmmmmmmem e

Y PARA CONSTANCIA se firman cuatro ejemplares del mismo tenor en el

lugar y fecha ut supra indicados. ---

Alberto I\/!ajé
Direqgtor

Facultad de Quimica - UdelaR

ST 4
Adffana Gambaro
integrante del Consejo de
Fundacién para el Progreso de la Administracién Honorario
Quimica - FUNDAQUIM de FUNDAQUIM

‘LarisEa Gioia

Responsable Cientifico Responsable Cientifico
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CABBIO, CENTRO LATINOAMERICANO DE BIOTECNOLOGIA
CONVOCATORIA 2023 PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS CONJUNTOS DE
INVESTIGACION en Uruguay, Argentina y Brasil

CABBIO

CONVOCATORIA 2023

ESPACIO RESERVADO A CABBIO URUGUAY - NO LLENAR

N° CONVOCATORIA ’ ‘I

N° DE SOLICITUD ‘ |

FECHA DE PRESENTACION £ &

RESOLUCION | —l

FECHA DE RESOLUCION | [ - T -] [

DOCUMENTOS QUE DEBEN ACOMPANAR ESTE FORMULARIO (VERSION ELECTRONICA
COMPLETA POR MAIL)

1. Curriculum Vitae de los integrantes del grupo nacional de investigacion (segin formato
tipo en Anexo 1, Cvuy, CvLAC, o similar).

2. Curriculum Vitae del responsable y co-responsable de los grupos extranjeros (segun
formato tipo en Anexo 1, Cvuy, CvLAC, o similar)

3. Carta de aval de la institucién nacional respaldante (segun especificado en las bases del
llamado)

4. Cartas de aval de las instituciones contraparte en el exterior (segln especificado en las
bases del llamado)

NOTA: ORIGINAL IMPRESO CON FIRMAS URUGUAYAS ORIGINALES



CABBIO CONVOCATORIA 2023

1 INFORMACION GENERAL SOBRE EL PROYECTO

1.1 TITULO DEL PROYECTO

Nanobioingenieria para la eliminacién de contaminantes emergentes en aguas: Inmovilizacién de lacasas
fungicas en materiales mesoporosos para la degradacién de estrégenos

1.2 TITULO DEL PROYECTO EN INGLES

Nanobioengineering for the elimination of emerging contaminants in water: Immobilization of fungal
laccases in mesoporcus materials for the degradation of estrogens

1.3 AREA PRIORITARIA SEGUN LA CONVOCATORIA:
(marcar solo una)

BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL
BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA Y
ACUICULTURA

ENERGIA

SALUD HUMANA -
SANIDAD Y PRODUCCION ANIMAL
BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL X
ALIMENTOS ‘

OTROS TEMAS EN BIOTECNOLOGIA

1.4 PALABRAS CLAVE:

Lacasas, materiales mesoporosos, estrogenos
1.5 FECHA DE INICIO: marzo 2024

1.6 INSTITUCION
NACIONAL
RESPALDANTE: Facultad de Quimica, Universidad de la Republica Oriental del Uruguay

1.7 PARTICIPACION DE OTRAS INSTITUCIONES NACIONALES Y EXTRANJERAS EN LA
ACTIVIDAD PROPUESTA (en caso que corresponda)

Formulario_Proy._CABBIOUy_2023_vf
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INSTITUCION PAIS TIPO DE PARTICIPACION
Uno de los grupos postulantes del proyecto.
Centro de Investigacion y Participa en la funcionalizacién de los
Tecnologia Quimica CITeQ-UTN- | Argentina materiales mesoporoses desarrollados por el
CONICET grupo brasilero y en la sintesis de materiales

con inclusion de metales

Uno de los grupos postulantes del proyecto.
Participa en la sintesis de materiales
mesoporosos  y  en  la  caracterizaciéon
Brasil fisicoquimica de los materiales mesoporosos
(virgenes, funcionalizados y/o conteniendo
metales) y de los biocatalizadores insolubles
desarrollados

Universidade Federal do Rio
Grande do Norte

1.8 RESUMEN EN CASTELLANO (maximo 250 palabras o media carilla)

Los contaminantes emergentes son compuestos de origen antropogeénico, cuya regulacién esta siendo
abordada debido al incremento de su presencia en cuerpos de agua. Por su toxicidad, persistencia y
acumulacion pueden generar impactos negativos en la salud humana y el medio ambiente. Muchos de estos
compuestos actuan como disruptores endécrinos, causando dafios irreversibles en los ecosistemas. Por
esta razon, se requieren tecnologias eficientes y ecoldgicas para su eliminacién. Asi, las
biotransformaciones enzimaticas resultan de eleccién, especialmente si emplean enzimas con baja
especificidad como es el caso de las lacasas.

El presente proyecto se plantea a partir de la deteccion de disruptores endocrinos en diversos recursos
hidricos en Argentina, Brasil y Uruguay. La propuesta se centra en la combinacion de Ia ingenieria de
materiales y la biotecnologia para desarrollar biocatalizadores insolubles capaces de reducir la
concentracion de sustancias hormonalmente activas en aguas. Para ello, se realizara la inmovilizacion de
lacasas en materiales mesoporosos conteniendo diferentes grupos reactivos y/o metales. Esto permitira no
solo reutilizar la enzima y disefiar procesos continuos, sino también generar una bateria de derivados
enzimaticos con distintas propiedades y capacidades cataliticas. La inmovilizacién de la enzima se realizara
por adsorcion o mediante enlace covalente reversible al soporte, posibilitandose en este caso, reutilizar el
material cuando la enzima se inactive por su uso continuo. )

De esta forma, este proyecto busca desarrollar una nueva metodologia para el tratamiento de aguas
contaminadas aunando el potencial catalitico de las lacasas y el disefio racional de soportes mesoporosos.

2 ANTECEDENTES DE LOS INTEGRANTES DEL GRUPO POSTULANTE

Completar para cada uno de los integrantes de los grupos nacional y extranjero postulantes, comenzando
por los coordinadores de los mismos y adjuntar CV de cada uno de los integrantes segun formato que se
anexa (Se acepta formato CVUy, CvLAC, Cv Lattes o similar)

Formulario_Proy._CABBIOUy_2023_vf
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2.1 RESPONSABLE TECNICO DE LA ACTIVIDAD (DIRECTOR):

EN URUGUAY

NOMBRES Y APELLIDOS
PATERNO Y MATERNO

Karen Ovsejevi Gandara

Documento de identidad (Tipo,

(Institucion, Facultad)

Quimica.

N°) 1665199-2 Formacion Doctora en Quimica
Nacionalidad Uruguaya Celular + 598 99291082
Fecha Nacimiento 18-3-63 Teléfonos + 598 27116760
Domicilio Particular Roque Graseras 703 Cddigo postal 11300

Ciudad / Depto. / Provincia Montevideo

Correo electronico kovsejev@fq.edu.uy

LUGAR DE TRABAIQ EQB’E&ES;GF?ZJTZM de  |siga FQ-UdelaR

Divisién o Departamento

Biociencias

Cargo dentro de
la Institucion

Profesora Agregada de
Bioguimica en régimen de
dedicacion total

(Institucion, Facultad)

Quimica.

Direccion General Flores 2124 Teléfonos + 598 29241806
Cddigo Postal 11800 Fax + 598 29241906
Ciudad / Departamento Montevideo Péagina web https://bioguimica.fq.edu.uy/
Correo electronico | ===
EN URUGUAY

NOMBRES Y APELLIDOS ; w
PATERNO Y MATERNO Larissa Gioia Fabre
ES)CU”‘E”*U de identidad (Tipo, | 4550607.7 Formacion Doctora
Nacicnalidad Uruguaya Celular + 598 99548726
Fecha Nacimiento 17-4-83 Teléfonos +598 98548726
Domicilio Particular gg‘;"’s Berg 2419Apt0 | 4igo postal 11300
Ciudad / Depto. / Provincia Montevideo
Correo electronico gioiafabre@gmail.com

Universidad de la
LUGAR DE TRABAJO Republica, Facultad de | Sigla FQ-UdelaR

Divisién o Departamento

Biociencias

Cargo dentro de

Asistente de Bioguimica

la Institucion
Direccion General Flores 2124 Teléfonos + 598 29241806
Cadige Postal 11800 Fax + 598 29241906
Ciudad / Departamento Mdeo. Pagina web https://bioguimica.fq.edu.uy/

Correo electrénico
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EN ARGENTINA

NOMBRES, APELLIDOS Gabriel Orlando Ferrero, Rescala

PATERNO Y MATERNO

Documento de identidad .

(Tipo, N°) 2886804 Formacion Doctor

Nacionalidad Argentino Celular + 549 351-3342785
Fecha Nacimiento 04-12-80 Teléfonos

Domicilio Particular

Ferrer Moratel 75

Codigo postal

Ciudad / Depto. / Provincia

Cordoba

Correo electronico

gferrero@fre.utn.edu.ar

LUGAR DE TRABAJO
(Institucién, Facultad)

Centro de Investigacion y
Tecnologia Quimica

Sigla

CITeQ-UTN-CONICET

Divisién o Departamento

Cargo dentro de

Investigador del CONICET/Prof.

la Institucion Adjunto UTN-FRC
Maestro M. Lopez esq. Cruz
Direccién Roja Argentina - Ciudad Teléfonos + 549 351-4690585
Universitaria
Cdadigo Postal 5016 Fax
Ciudad / Provincia Cordoba Pagina web
Correo electrénico citeq@frc.utn.edu.ar
EN BRASIL

NOMBRES, APELLIDOS
PATERNO Y MATERNO

Sibele Berenice Castelld Pergher

Documento de identidad (Tipo

(Institucién, Facultad)

Rio Grande do Norte

v N9) CPF 509426110-04 Formacién Doctora
Nacicnalidad Brasilera Celular +55 84 991541881
Fecha Nacimiento 15-3-68 Teléfonos
Domicilio Particular Caédigo postal
\ - Natal, Provincia Rio
Ciudad / Depto. / Provincia Grarde g6 Norte
Correo electrénico sibele.pergher@ufrn.br
LUGAR DE TRABAJO Universidade Federal do Sigla UFRN

Division o Departamento

Instituto de Quimica - 1Q

Cargo dentro de

Prof. Associada em regime de

Grande do Norte

la Institucién dedicacao exclusiva
Campus Universitario -
Direccion Lagoa Nova. Av. Salgado | Teléfonos +55 84 33422323
Filho 3000
Cddigo Postal 59078-970 Fax
Ciudad / Estado Natal, Provincia Rio Pagina web www, Ufrn.br

Correo electrénico

2.2

CONVOCATORIAS DE COOPERACION (si corresponde)

PARTICIPACION DEL DIRECTOR URUGUAYO EN PROYECTOS APROBADOS EN
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Pais : Rol dentro del Dirgcto_r’e Afio de Afio
Contraparte TitdloideliBroyecto rupo (*) sl on inicio | Finalizacién
P arip Extranjera
(*) Rol: Director; Investigador; Estudiante
2.3 INTEGRANTES DEL GRUPO URUGUAYO:
Nombres, apellidos : ; ROL EN EL .
paterno y materno Maria del Pilar Menéndez PROYECTO (*) Investigador
Documento de Domicilio ; ;
identidad (Tipo y N°) 1500615-4 Particular Ficl de Pereda 1121 bis
Nacicnalidad uruguaya Caédigo postal
Fecha Nacimiento 22-2-58 Ciudad / depto. Montevideo
Formacién Dra. Teléfonos + 598 98617658
Correo electrénico pilimenendez@gmail.com Cargo Profesor Libre
Universidad de la Republica,
Lugar de Trabajo Facultad de Quimica. Depto
(Institucién, Facultad, | Quimica Crganica. Laboratorio Teléfonos + 598 29244543
Depto.) de biocatalisis y
biotransformaciones. LEB
Direccion Gral. Flores 2124 Fax +5982941906
Codigo Postal 11800 Pagina web --
Ciudad / Depto. Mdeo. https://dqo.fg.edu.uy/
Correo electrdnico
Nombres, apellidos T ROL EN EL :
paterno y materno Victoria Giorgi PROYECTO (%) Investigador
Documento de Domicilic ;
identidad (Tipo y N°) 4838205-8 Particular Sarmiento 2462 apto202
Nacionalidad uruguaya Codigo postal 11300
Fecha Nacimiento 30-4-89 Ciudad / depto. Montevideo
Formacion Doctora Teléfonos +58891053211
Correo electronico vgiorgi@fq.edu.uy Cargo Prof. Adjunto
Lugar de Trabajo Universidad de la Republica,
(Institucion, Facultad, | Facultad de Quimica. Depto Teléfonos + 598 29244543
Depto.) Quimica Organica. LBB
Direccién Gral. Flores 2124 Fax +5982941906
Codigo Postal 11800 Pagina web https://dgo.fq.edu.uy/
Ciudad / Depto. Montevideo

Correo electrénico
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Nombres, apellidos . w— ROL EN EL ;
paterno y materno Valeria Scfia Vazquez PROYECTO (%) Estudiante de posgrado
Documento de Domicilio :
identidad (Tipo y N°) Rl Particular e o
Nacionalidad Uruguaya Cédigo postal
Fecha Nacimiento 28-6-96 Ciudad / depto. Montevideo
o Quimica Farmaceutica. .
Formacién Estudiante de posgrado, Teléfonos +59892613876
Correo electrénico valeria.svazguezp@gmail.com Cargo -
ugerdo Travso (LSRR RoRBea,
(El}r;sttléu)cmn, Facultad, Departamento de Biociencias. Teléfonos + 588 29241806
BAs, LBB
Direccion General Flores 2124 Fax + 588 29241906
Coadigo Postal 11800 Pagina web https://bioguimica.fg.edu.uy/
Ciudad / Depto. Mdeo.

Correo electrénico

(*) Rol: Investigador; Estudiante, Consultor
Copiar y pegar de ser necesario segln el nimero de investigadores

3 ANTECEDENTES DEL GRUPO NACIONAL POSTULANTE

3.1  PUBLICACIONES CIENTIFICAS (liltimos 5 afios)

Lignocellulosic residues from bioethanol production: a novel source of biopolymers for laccase

immobilization. Vazquez, V., Giorgi, V., Bonfiglio, F., Menéndez, P., Gioia, L., & Ovsejevi, K. (2023). RSC

Advances, 13 (20), 13463~13471. https://doi.org/10.1039/d3ra01520¢c

Pseudozyma sp. isolation from Eucalyptus leaves and its hydrolytic activity over xylan.

Botto, E.; Gioia Fabre, L.; Ménéndez, P.; Rodriguez, P. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 2019,

21, 1-8. DOI; 10.1016/.bcab.2019.101282

Microbial transformation of cholesterol: reactions and practical aspects—an update

Giorgi,V.; Menéndez, P and Garcia Carnelli C . World Journal of Microbiology and Biotechnology (2019) 35;

131 https://doi.org/10.1007/s11274-019-2708-8

Bioprospecting of whole-cell biocatalysts for cholesterol biotransformation. Giorgi,V.; Chaves,M.;
Menéndez,P. and Garcia Carnelli C. World Journal of Microbiology and Biotechnology (2019) 35:12
https://doi.org/10.1007/s11274-018-2586-5

Biodegradation of acid dyes by an immobilized laccase: an ecotoxicological approach.

Gioia, L.; Ovsejevi, K.; Manta,C. ; Menéndez, P. Environmental Science: water research & technology, 2018,

4(12), 2125 -2135. DOI: 10.103%/C8EW00595H (Arbitrada)

Thiol-Cyclodextrin: A New Agent For Controlling The Catalytic Activity Of Polyphenol Oxidase From Red
Delicious Apple. Peralta-Altier, G.; Manta, C.; Ovsejevi, K. SDRP Journal of Food Science & Technology.

2018, 3 (2),1-11. DOI: 10.25177/JFST.
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3.2 DESARROLLO DE NUEVOS CONOCIMIENTOS Y TECNOLOGIAS (ultimos 5 afos)

. Desarrollo de biocatalizadores insolubles en base a oxido-reductasas. Trabajo basado en el
empleo de lacasas producidas por cepas aisladas en plantaciones de Eucaliptus globulus en Uruguay. Estas
enzimas inmovilizadas en soportes tiol-reactivos presentaron gran capacidad para bio-transformar colorantes
sintéticos utilizados en la industria textil, siendo una valiosa herramienta para el disefio de procesos continuos
para el tratamiento de efluentes industriales y naturales.

. Valorizacion de residuos lignocelulésicos para el disefio de procesos en fase sdlida.

Este trabajo también se focaliza en el desarrollo de biocatalizadores en fase sdlida en base a oxidorreductasas
para la reduccién de la contaminacion en efluentes industriales y naturales. En este caso, se busca generar
variadas aplicaciones de los biopolimeros extraidos de materiales lignocelulosicos (residuos forestales y
residuos generados durante de la sintesis de bioetanol de segunda generacion) con Liquidos lonicos (LI).
Dado que emplear estos materiales tiene varias ventajas: su bajo precio, su amplia distribucién, son un recurso
renovable y biodegradable. La re-estructuracion de los materiales lignoceluldsicos extraidos con LI por
precipitacion en medio acuoso, genera un hidrogel con regiones hidrofilicas e hidrofébicas capaces tanto de
interactuar con biomoléculas (gj. enzimas) como de ser quimicamente modificadas para generar nuevas
estructuras. Esto permitird su uso en diferentes procesos en fase sdlida, como por ejemplo, activarlos,
incorporandoles grupos reactivos en su superficie y utilizarlos como soportes de bajo costo para la
inmovilizacion de enzimas capaces de biotransformar contaminantes recalcitrantes, ¢ su uso directo como
adsorbentes de contaminantes en agua.

. Sintesis y aplicaciones de ciclodextrinas (CDs). En este caso se buscd el control del
“pardeamiento enzimatico”, procese oxidativo que afecta la conservacion de alimentas, mediante el uso de
CDs modificadas (libres o acomplejadas con vitaminas). Se logro producir CDs a partir de almidén y
ciclodextringlicosil-transferasa inmovilizada en forma covalente reversible. Asimismo, se desarrolld en medio
acuoso una CD con grupos tiol (Tiol-CD), lo cual fue un hito, ya que los metodos de sintesis tradicionales se
alejan de la “Quimica verde”. Esta Tiol-CD posee gran capacidad reductora, no es toxica y podria utilizarse
en las areas alimentaria, farmacéutica y cosmeética. En particular, resulta un excelente agente anti-
pardeamiento, tanto libre como acomplejada con Vitaminas.

3.3 DIFUSION DE CONOCIMIENTOS Y TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIAS (ultimos 5 afos)
Describir las actividades de difusiéon de conocimientos generados y de transferencia de tecnologia
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Disertaciones en eventos:

Laccases as a tool for bio-transforming emerging contaminants in water, K. Ovsejevi ( Conferencista invitado).
Webinar: Biorremediation: Revealing power of Nature through cutting-edge scientific and technological
strategies. Fundacion Biociencia, Santiago de Chile, Chile, 1de agosto, 2023.

La inmovilizacion de enzimas como herramienta para potenciar el uso de biocatalizadores en Biotecnologia.
K. Ovsejevi (Conferencista invitado). \V Encuentro & I Workshop de la Red Argentina de Tecnologia
Enzimatica (Red TEz), Rosario, Santa Fe, Argentina, 2023.

Biodegradacion de contaminantes estrogénicos mediante lacasa de Trametes villosa inmovilizada en
biopolimeros lignocelulésicos. Gioia L., Vazquez V., Giorgi V., Bonfiglio F., Menéndez P., Ovsejevi K. IV
Silabyb, Chile, 2022.

Degradacion de colorantes sintéticos con lacasas flingicas obtenidas por fermentacién en estado semi-
solido. Gioia, L.; Ovsejevi, K.; Manta, C.; Menéndez, P. Ill Simposio Latinoamericano de Biocatalisis y
Biotransformaciones (SiLaByB), VIII Encuentro Regional de Biocatalisis y Biotransformaciones (EnReBB),
San Luis, Argentina, 2018.

Presentaciones en eventos

Empleo de residuos lignoceluldsicos como fuente de biopolimeros para la inmovilizacion de lacasa de
Dichostereum sordulentum: una alternativa para biodegradar sustancias hormonalmente activas.
Vazquez, V.; Bonfiglio, F.; Botto,E.; Reina, L.; Gioia,L.; Menendez, P.; Ovsejevi, K. IV Encuentro Nacional
de Quimica, ENAQUI7, 3-5 de noviembre, 2021. Torre de las Comunicaciones, Montevideo, Uruguay.
Congreso nacional, bienal, arbitrado.

Desarrollo de un proceso enzimatico para la remocion del contaminante etinilestradiol
Acufa, S Botto, E.; Menendez, P.; Ovsejevi, K.; Gioia, L. ENAQUIB, 16-18 de octubre, 2019. Torre de las
Comunicaciones, Montevideo, Uruguay. Congreso nacional, bienal, arbitrado. e-Péster.

Evaluacion ecotoxicolégica del tratamiento enzimatico de colorantes azoicos con lacasa inmovilizada.
Gioig, L.; Manta, C.; Ovsejevi, K.; Menendez, P.: Miguez D. Comunicacién oral en

Jornada de presentacion de resultados del Programa Aguas | (2014-2018) y Lanzamiento del Programa
Aguas Il (2018-2021) de Latitud - Fundacién LATU, 2018

Curso posgrado CABBIO .

Biotransformaciones aplicadas a procesos biotecnolégicos (2021)
L. Gioia, P. Rodriguez , V. Giorgi , M.A. Vila. Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones
Facultad de Quimica — UdelaR. Montevideo, Uruguay (modalidad virtual sincrénico). Duracion: 2 semanas

Cursos de grado

- "Degradacion de contaminantes xenobidticos mediante un proceso enzimatico”, Larissa Gioia. Clase
préactica dictada en curso electivo “Laboratorio de Sintesis organica mediante transformaciones
Enzimaticas" (2022), Facultad de Quimica, UdelaR.

- “Valorizacion de residuos y Quimica Verde” Dra. Maria del Pilar Menéndez, Dra. Larissa Gicia, MSc.
Emiliana Botto. Clase tetrica dictada en curso electivo “Quimica Verde" (2020), Facultad de Quimica
UdelaR.

ANTECEDENTES DE COOPERACION PREVIA CON LAS INSTITUCIONES EXTRANJERAS
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Describir, si existen, los antecedentes de cooperacidn previa entre las instituciones participantes.

El proyecto presentado serd desarrollado por tres grupos de investigacion: el Instituto de Quimica de la
Universidad Federal de Rio Grande do Norte (Brasil), liderado por la Dra. Sibele Pergher; la Facultad de
Quimica de la Universidad de la Republica (Uruguay), liderado por la Dra. Karen Ovsejevi y el Centro de
Investigacion en Tecnologia Quimica (CITeQ) de la Facultad Regional Cordoba de la Universidad Tecnologica
Nacional (Argentina), liderado por el Dr. Gabriel Ferrerc. En lo que se refiere a antecedentes de cooperacion
ente los grupos, desde el 2019 el CITeQ mantiene contacto con el Instituto de Quimica de la Universidad
Federal de Rio Grande do Norte. La interaccién institucicnal surgié a partir de la invitacion de la Dra. Monica
Crivello (Directora del CITeQ) al "7th Cycle of Lectures on Molecular Sieves™ en Natal, Brazil por la Dra. Sibele
Pergher. A partir de alli, el Dr. Ferrero, investigador del CITeQ, comenzo a relacionarse con la Dra. Pergher.
Mientras que, el contacto entre el Dr. Ferrero y el grupo liderado por la Dra. Ovsejevi surgi¢ en el congreso
RedTez organizado en Rosario, Santa Fe, Argentina en mayo del 2023 donde ambos asistieron. Alli la Dra.
Ovsejevi brindé una conferencia donde mostraba la inmovilizacién de enzimas utilizando enlaces covalente
reversibles sobre distintos soportes. Esto dio origen a la idea de realizar este tipo de inmovilizaciones sobre
los silanoles de los materiales mesoporosos con los que trabaja el Dr. Ferrero para inmovilizar enzimas.
Para confeccionar este proyecto interdisciplinario hemos realizado reuniones virtuales perioddicas, donde se
expusieron los diferentes puntos de vista, siempre aportando desde la experticia de cada grupo. La buena
predisposicion para el trabajo en equipo junto con la trayectoria de los grupos mencionados, aseguran la
posibilidad de llevar adelante este proyecto con un enfoque multidisciplinario, logrando ademas un
enriquecimiento académico.

Como ocurre en la mayoria de los casos las cooperaciones cientificas comienzan de manera informal, sin un
marco formal donde desarrollarse, por lo tanto consideramos que la convocatoria 2023 del CENTRO
LATINOAMERICANO DE BIOTECNOLOGIA es una excelente oportunidad para afrontar el desafio propuesto
en equipo, afianzar los lazos de cooperacion internacional y enfrentar el problema de los contaminantes
emergentes que afecta a los tres paises involucrados.

El grupo Argentino del Centro de Investigacion en Tecnologia y Quimica (CITeQ-UTN-CONICET) tiene una
vasta experiencia en el desarrollo de materiales mesoporosos de silicio puro o modificados con metales. La
actividad de los materiales ha sido evaluada en diferentes aplicaciones cataliticas tales como produccion de
caprolactama, monomero del nylon 6, oxidacion de distintas olefinas para la obtencion de intermediarios para
la industria farmacéutica, cosmética y fragancias, degradaciéon de colorantes provenientes de industrias
textiles mediante fotocatalisis heterogénea, entre otras [1—4]. En relacion a esta tecnologia, la Dra. Elias y el
Dr. Ochoa-Rodriguez han alcanzado resultados muy prometedores en cuanto al desarrollado de catalizadores
sumamente eficientes para la degradacion de compuestos organicos como colorantes y farmacos [5, 6].

En lo que se refiere a los antecedentes en inmovilizacion enzimatica, el Dr. Ferrero del CITeQ-UTN-CONICET
ha logrado inmovilizar la enzima lipasa de Pseudomonas fluorescens, en la estructura ordenada de los
materiales SBA-15 para obtener los biocatalizadores LPF/Ca/SBA-15 y LPF/Na/SBA-15. Estos materiales
fueron utilizados para la produccién de biodiesel a partir de diversas fuentes de aceites y etanol comercial. La
optimizacién de la actividad del catalizador enzimatico heterogeneo respecto al contenido de enzima por
gramo de material, respecto al contenido de agua y/o acidos grasos libres, los diferentes sustratos y tiempos
de reaccion, junto con la caracterizacion estructural y fisicoguimica, figuran en los siguientes trabajos
publicados:

«G.0. Ferrero, E.M. Sanchez Faba and G.A. Eimer. ChemistrySelect. (2023), doi.org/10.1002/slct.202203962
«C.G. Prucca, S. Fracchia, G.A. Eimer and G.0. Ferrero. Industrial Crops & Products. (2023),
doi.org/10.1016/j.indcrop.2022.115983

«Ferrero G.0., Sanchez Faba E.M., Eimer G.A. Biotechnology for Biofuels. (2021), doi.org/10.1186/513068-
021-01917-x : ‘

«Ferrero G.0., Sanchez Faba E.M. Rickert AA., Eimer G.A. Renewable Energy. (2019),
doi.org/10.1016/j.renene.2018.12.114

sFerrero  G.0., Sanchez-Faba E.M., Eimer G.A. Chemical Engineering Journal. (2018),
doi.org/10.1016/j.cej.2018.05.048

Actualmente, ha sumado dos lineas de investigacion que son los temas de tesis de sus dos doctorandos
(mencionados en los integrantes del proyecto) en formacion: ’
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1- Disefio de una cascada guimio-enzimatica heterogénea impulsada por luz para la oxidacién de materia
organica

2- Sintesis de silicas mesoporosas a partir de glicerol residual para el desarrollo de catalizadores
heterogeneos enzimaticos y su aplicacion en reacciones de esterificacion de interés en guimica fina.

El CITeQ cuenta con una superficie de 400 m?, que incluye 4 laboratorios con el equipamiento basico para la
sintesis de materiales y evaluacion (lineas de N, aire y gases especiales), 1 sala de instrumental, 1 sala de
equipamiento auxiliar (heladeras, muflas, balanzas, destilador, evaporador, centrifuga), 1 taller de vidrio,
mecanica y electrénica, biblioteca/aula/sala de reuniones, 4 oficinas, 1 local de uso comun, 1 Laboratoric de
Servicios y equipamiento de Cémputos.

Entre los equipos mas importantes para aportar al desarrollo de este plan el CITeQ cuenta con:

* Reactores de acero inoxidable a alta presién de 25 y 100 mL Berghof (BR-25, BR-100). con control de
agitacién y de la temperatura.

* Espectréometro UV-visible Jasco 7800 y UV-visible Jasco 650 con esfera integradora ISV-722.

» Espectrometro FT-IR Thermo Scientific Nicolet iS10, lineas de vacio especiales con bombas de alto vacio
y celdas para IR adecuadas para adsorber moléculas sonda para su posterior analisis por FT-IR.

* Equipo Pulse Chemisorb (Micromeritics 2720).

* Equipo Karl Fisher (Metrohm)

+ Ultrasonido de bario (Test Lab)

* Analizador de Carbono Organico Total SHIMADSU TOC-5000/5050.

- Cromatografo Gaseoso Agilent 7820 con 2 detectores FID.

+ Cromatografo Gaseoso Perkin Elmer Modelo Clarus 500 con Detector FID y CD.

« Cromatografo Gaseoso Hewlett-Packard 5890 Serie || PLUS con detectores FID-CT.

= Cromatégrafo Liquido Iénico Thermo Scientific - ICS-1100 Dionex.

+ Cromatografo liquido de alta presién HPLC-Jasco PU-980,

+ Cromatografo liquido de alta presion HPLC-Perkin Elmer.

Consultar http://iwww.investigacion.frc.utn.edu.ar/citeq para mas informacién.

. El Laboratorio de Tamices Moleculares de la Universidade Federal do Rio Grande do Norte de Brasil tiene
como mision ofrecer soluciones de |, D&l en actividades directamente relacionadas con el uso de tamices
moleculares en procesos de separacidn, adsorcién y catdlisis para diversos sectores de actividades
economicas, particularmente para las industrias de Petréleo, Gas, Energia y Medio Ambiente. En el mismo,
el grupo liderado por la Dra. Sibele Pergher desarrolla su investigacion en : sintesis de catalizadores, zeolitas,
arcillas, materiales mesoporosos, materiales laminares, pilarizados y delaminados, procesos de adsorcion y
catalisis. La Dra, Pergher es investigadora 1D del CNPg, posee mas de 180 articulos publicados, 20 patentes
y 500 ponencias en congresos. Actualmente el Laboratorio dispone de una buena infraestructura para la
sintesis y caracterizacién de tamices moleculares, asi como para pruebas cataliticas para reacciones modelo.
El equipo LABPEMOL cuenta con: Bench DRX de Bruker (D2 PHASER), 03 ASAP 2020M plus de
Micromeritcs (dos para N2 § oro para Ar), Porosimetro de Hg de Micromeritics, ASAP 2050 HP (para CO2),
FRX de mesa de Bruker (S2RANGER), UV-Vis, 03 Cromatégrafos de gases (FID y TCD), Analisis Térmico —
TG de Netzch, Liofilizador, Bola Planetaria Cromatagrafo Mill y GC-MS, Microscopio electrénico de barrido
(Mira-Tescan), Microactividad (Micromeritcs), Analizador de particulas PSA 10901 (Anton Paar), Quimisorcién
(Micromeritcs), Nova 800 (Anton Paar) entre otros. Ademas, cuenta con un equipo de 3 profesores, 3
investigadores externos y mas de 30 estudiantes, entre iniciacion cientifica, maestria, doctorado vy
posdoctorado. ’

. Bl grupo Uruguayo, se destaca por sus conocimientos en enzimologia, la expresién, purificacion,
modificaciones quimicas e inmovilizacién de enzimas. Ademas, varios de sus miembros pertenecen al grupo
original (dirigido por el Prof. Francisco Batista-Viera, hoy retirado de Ia academia) que desarrolld el método
de inmovilizacién covalente reversible utilizando matrices hidroxiladas derivatizadas con grupos ticl-reactivos
como soporte de inmovilizacion.
La Dras. Karen Ovsejevi y Larissa Gioia son las responsables del proyecto en Uruguay, ambas pertenecen
al Area Bioguimica del Departamento de Biociencias de la Facultad de Quimica, UdelaR,
La Dra. Ovsejevi desempefia su trabajo en el area de la enzimologia, con vasta experiencia en el aislamiento,
purificacion, inmovilizacion y aplicaciones biotecnoldgicas de las enzimas. Ha co-dirigido y dirigido varios
proyectos de investigacion focalizados en el desarrollo de biocatalizadores insolubles para su uso en la
\gasolucicbn de problemas vinculados a la salud, a la conservacion de alimentos v la polucién ambiental. Para

Formulario_Proy._CABBIOUy_ 2023 vf

Pagina 11 de 41



CABBIO : CONVOCATORIA 2023

estas actividades ha obtenido varias financiaciones y realizado numerosas publicaciones. En particular, fue
co-responsable con la Dra. Pilar Menéndez del proyecto FCE-1_2019_1_156567 "Desarrollo de
biocatalizadores inmovilizados en biopolimeros lignoceluldsicos: una nueva herramienta para reducir la
contaminacion causada por compuestos estrogénicos’, culminado el 30-11-22 (financiado por la Agencia
Nacional de Investigacidon e Innovacién, ANII). En el mismo se estudio6 la inmovilizacion por entrapamiento de
la enzima lacasa en material lignoceluldsico obtenido del tratamiento de corteza de Eucalyptus con liquidos
idnicos y la degradacién del compuesto etinilestradiol.

La Dra. Gioia realizé su Tesis de Doctorado en Quimica "Produccion, caracterizacion e inmovilizacion de
lacasas para uso en Biocatélisis y Biorremediacion” bajo la direccién de las Dras. Karen Ovsejevi, Carmen
Manta y Pilar Menéndez. Durante el desarrollo de la misma adquirio amplia experiencia en técnicas de
produccion, purificacion, caracterizacion e inmovilizacion de lacasas fungicas y en la realizacion de estudios
de degradacion de compuestos recalcitrantes (colorantes sintéticos) y ensayos biolégicos. Ha participado
como integrante del equipo de varios proyectos ya finalizados, en particular en el FCE-1_2019_1_156567
(anteriormente mencicnado). La Dra. Giocia junto a la Dra. Ovsejevi dirigen |a tesis de Maestria de |la estudiante
Valeria Vazquez, también integrante del equipo de la presente propuesta, en el tema: “Desarrollo de
hidrogeles en base a lacasa fungica y biopolimeros lignocelulosicos con potencial actividad para el tratamiento
de residuos estrogenicos”.

La Dra. Pilar Menéndez, pertenece al laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones (.BB) de la Facultad
de Quimica, ha trabajado durante varios afos en el area de las biotransformaciones utilizando diversos
biocatalizadores, enfocandose en la valorizacidn de diferentes residuos industriales. En particular durante la
ejecucion de varios proyectos de los cuales fue responsable, adquirié gran experiencia en la produccion de
lacasas a partir de distintos basidiomicetes aislados en Uruguay. Asimismo, posee vasta experiencia en
técnicas analiticas cromatograficas, fundamentales para el monitoreo del proceso de degradacion de los
compuestos estrogénicos.

La Dra. Victoria Giorgi, ha trabajado activamente en proyectos dirigidos por la Dra. Menendez, especialmente
en el en el FCE-1_2019_1_156567, participando en la produccion e inmovilizacion de lacasa de
Dichostereum sordulentum, el analisis de su capacidad para biotransformar estrogenos y la elucidacion
estructural de los productos obtenidos.

Para desarrollar el plan de trabajo se dispone de la infraestructura e equipamiento de los laboratorios del
Area Bioquimica y del LBB de la Facultad de Quimica. Tres laboratorios de 120.m? con instalaciones de agua,
luz, aire acondicionado, campana de gases y teléfono, area adicional para tareas administrativas de 30 m?.
Estos se complementan y permiten acceder a toda la infraestructura necesaria para su realizacion. En
Bioquimica se cuenta con los materiales necesarios para trabajar con enzimas y particularmente en su
inmovilizacién: columnas, equipe de electroforesis Mini-Protein, espectrofotometro Shimadzu 1800 ( con
sistemas de agitacion y termostatizacion), lector de placas Elisa, sonicador, HPLC Waters-R401,
Espectrofluorimetre TEKAN, AKTA purifier, bafios de agua termostatizadoes, liofilizador LCJ-12, bombas
peristalticas, SPEED VAC SPD1010 Thermo Scientific Modelo Savant. El LBB cuenta con mesada especial
para trabajar con hongos, flujo laminar, autoclave, estufas para incubacidn, agitadores orbitales, medios de
cultivo, rotavapor, liofilizador, HPLC con detector de arreglo de diodos (DAD) y RID, ldmpara UV para analisis
de TLC.

Ambos laboratorios cuentan con centrifugas refrigeradas, agitadores magnéticos, halanzas, refrigeradores,
campana de gases, material de vidrio, destilador de agua, asi como con un espacio destinado a tareas
administrativas.

4 ANTECEDENTES FINANCIEROS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
Explicitar fuentes de financiamiento del proyecto (nacionales, internacionales o de otras instituciones)

FUENTE DE FINANCIAMIENTO Monto N° de Proyecto | Afi0de | Afiode
inicio termino

OBSERVACIONES:
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5 ACTIVIDADES A FINANCIAR
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5.1 ANTECEDENTES DEL PROYECTO

Los medicamentos son considerados contaminantes ambientales "emergentes”, ya que hasta hace poco
tiempo no existian técnicas analiticas para su deteccién y por no contar con una regulacion especifica sobre
su descarte [7].

Los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales son considerados como fuentes principales de
la contaminacion por farmacos, pues al metabolizarse un medicamento un porcentaje de éste se elimina por
la orina o por las heces (como metabolito o en su forma activa). Diferentes estudios demuestran que en
estos efluentes se detecta la presencia de productos farmacéuticos y metabolitos, los cuales reingresan al
medic ambiente, pero bajo la forma de contaminantes [8-12]. Esta contaminacion puede darse en el suelo,
aguas superficiales, aguas subterraneas, sedimentos y biota.

La Comisién Europea selecciono entre los contaminantes farmacéuticos mas peligrosos a los estrégenos
17beta-estradiol (E2) y al 17alfa-etinilestradiol (EE2) [13]. El efecto de las sustancias hormonalmente activas
sobre el medio ambiente y los seres humanos es muy complejo. En los seres humanos pueden ocasionar
reduccion de la fertilidad, cancer de mama, cancer de préstata [14] y en animales acuaticos pueden dar
lugar a la feminizacion de los macheos y el hermafroditismo. Esta feminizacion se ha relacionade con la
presencia de sustancias tales como el estrégeno natural E2 y el estrogeno sintetico EE2. El uso de
estrégenos sintéticos en lugar de estrégenos naturales en los anticonceptivos hormonales, potencia estos
efectos al degradarse mas lentamente que la hormona natural, permaneciendo mas tiempo en el agua [15—
17].

Segun datos suministrados por las Naciones Unidas, en al menos uno de cada cuatro paises se utilizan
anticonceptivos hormonales y se proyecta que cerca de 800 millones de mujeres utilizaran algin metodo de
anticancepcion en el afio 2030 y entre los tres mas demandados estan aquellos que emplean hormonas
[18]. En Argentina, Uruguay y Brasil el principal método de anticoncepcion lo constituye los anticonceptivos
orales [19]. Este alto consumo de hormonas contribuira a generar una mayor contaminacion de las reservas
acuiferas en la region. Actualmente, el problema ya existe y prueba de ello es la presencia de disruptores
endocrinos en recursos acuaticos de Uruguay (Rio Uruguay[20] y en la cuenca del Rio Santa Lucia[21]),
Brasil (en aguas superficiales y en agua potable, en distintos estados como Mato Grosso del sur [22, 23],
San Pablo [24] y Rio de Janeira [25] y Argentina (rios de diferentes Provincias, entre ellas Buenos Aires [26]
, Cérdoba[27], San Luis y también en agua de la canilla [28, 29]).

En resumen, los contaminantes emergentes pueden tener un impacto significativo en la salud, el medio
ambiente y la economia de Brasil, Uruguay y Argentina. L.a magnitud de estos impactos variara segun la
naturaleza y la concentracién de los contaminantes, asi como la capacidad de cada pais para abordar estos
problemas a través de regulaciones y acciones de mitigacion.

Las enzimas son catalizadores eficientes y amigables con el medio ambiente extensamente utilizados en
procesos biotecnolégicos. Entre las enzimas con mayor campo de aplicaciones se destacan las lacasas [30],
dado que su baja especificidad les permite actuar sobre un amplio rango de sustratos, pudiendo incluso
oxidar compuestos complejos empleando mediadores en la transferencia electronica [31-36]. En especial,
las lacasas de origen flingico han demostrado poder degradar disruptores endocrinos, entre ellos,
estrogenos naturales (estrona; 17-beta-estradiol; estriol) y estrégeno sintético (17-alfa-etinilestradiol) [37—
40).

Sin embargo, su aplicacién a nivel industrial, esta limitada por su inestabilidad en forma soluble y su dificil
recuperacion para usos posteriores [41]. La inmovilizacién enzimatica es la estrategia mas utilizada para
superar estas desventajas y por ello, han sido inmovilizadas por muy variados métodos y sobre diferentes
matrices [41, 42, 51-57, 43-50] e incluso aplicadas en forma insoluble para biotransformar estrogenos [58,
59]. :

En el presente proyecto se ha seleccionado el método de inmovilizacion covalente reversible, por formacion
de enlaces disulfuro entre la enzima y el soporte activado con grupos tiol-reactivos (tiolsulfinato 6
tiolsulfonato), que permite no sdlo el reuso de la enzima y el disefio de procesos continuos, sinc también la
recuperacion del soporte (por reduccion del puente disulfuro formado) una vez que el biocatalizador
inmovilizado pierde su actividad [54, 60] (Figura 1). Esto resulta relevante, ya que en muchos casos el costo
del soporte suele ser un impedimento al momento de escalar el proceso de inmovilizacion.
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* Inmovilizacién de tiol-enzimas en soportes activados con grupos tiolsulfinatos

J i
* Elucion de la enzima inactiva. recuperacion del soporte

M —SOH law— SH SH
RSH

~

+ [ 4 + RSSR + H,0

R

—W\— SH

7
b

Figura 1 - Inmovilizacién covalente reversible de enzimas.

Sibien las lacasas han sido inmovilizadas por otros métodos, en muchos casos, el bajo rendimiento obtenido
se puede explicar por el uso de un pH elevado durante la etapa de acoplamiento, asi como por cambios en
la conformacion de la enzima generados por uniones multi-puntuales al soperte, involucrando numerosos
grupos amino superficiales de la proteina. La inmovilizacion covalente suele seleccionarse para aumentar la
estabilidad tanto térmica como operativa. Los principales inconvenientes asociados a la inmovilizacion
covalente irreversible pueden deberse a cambios en la conformacién de la lacasa con pérdida de actividad
y a la imposibilidad de reutilizar el soporte después de que la enzima inmovilizada se vuelva inactiva con el
reuso [61]. Asi, la inmovilizacion covalente reversible de lacasas resulta una alternativa para superar estos
problemas, reduciendo la tensién de la estructura nativa inmovilizada, ya que sélo participan los grupos SH
expuestos (con baja presencia en proteinas nativas), permitiendo ademas, la reutilizacion del soporte.

Como se aprecia en la Figura 1, para que una enzima pueda inmovilizarse en forma covalente reversible a
un soporte tiol-reactivo, se requiere la presencia de grupos SH expuestos, por ello el ntimero de estos grupos
en la proteina es una limitante al momento de inmovilizar. Las enzimas nativas pueden no poseer grupos
tiol ¢ los mismos no estar expuestos, impidiendo la inmovilizacion por puentes disulfuro con el soporte. Tal
es el caso de las lacasas de hongos, las cuales poseen un grupo cisteina en su sitio activo y otros suelen
estar formando disulfuros [62].

Sin embargo, para superar este inconveniente es posible realizar la tiolacion de la enzima, incorporandole
grupos tiol “de novo”. Si bien esta técnica implica utilizar grupos amino de la superficie y transformarlos en
grupos tiol, el grado de tiolacion puede regularse por las condiciones de reaccion, permitiendo asi optimizar
el rendimiento de inmovilizacién. Por lo tanto, una importante ventaja de este método reside en que es
aplicable a cualquier proteina, sin ser imprescindible que presente grupos tiol en su estructura nativa.

Este metodo fue aplicado con éxito por el grupo de investigacion uruguayo a la inmovilizacién covalente
reversible de la lacasa del basidiomicete Trametes villosa (TV) utilizando el soporte tiol-reactivo tiolsulfinato-
agarosa (TSl-agarosa) como soporte, alcanzando un elevado rendimiento de inmovilizacién (95%) [53].
Asimismo, se ha realizado la inmovilizacién por entrapamiento en biopolimeros naturales de lacasa de
Dichostereum sordulentum. Habiéndose demostrado la probada capacidad de ambas lacasas para la
degradacion de estrégenos [59]. Ademas, otra lacasa sera utilizada en el proyecto, la de Pycnoporous
sanguineus, la cual es muy reactiva frente a compuestos recalcitrantes [63].

Si bien por las ventajas ya mencionadas, el método de inmovilizaciéon de preferencia seré el covalente
reversible, en el caso de que esta metodologia no genere biocatalizadores insolubles activos, se tendra
como opcion la de la adsorcion al soporte mesoporoso.

En este proyecto se plantea desarrollar nuevos materiales mesoporosos en base a silicio, modificados (por
inclusion de metales) y/o funcionalizados con grupos tiol-reactivos para obtener un nuevo soporte para la
inmovilizacién de lacasas fungicas [64].
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Los materiales porosos han sido foco de estudios para aplicaciones tecnolégicas y cataliticas. Segun la
IUPAC [65], estos materiales se dividen en tres clases: macroporosos (poros mayores de 50 nm),
mesoporosos (poros entre 2 y 50 nm) y microporosos (poros menores de 2 nm). El término "nanoporoso”
abarca las tres categorias de poros, pero no puede exceder el limite de 100 nm. También pueden incluirse
los ultramicroporos (menores de 0,7 nm). Dentro del grupo de los materiales microporosos, los mas
conocidos son las zeolitas, las cuales poseen una distribucion de poro uniforme y un sistema de poros bien
definido [66). Las ventajas presentadas por las zeolitas para su uso en catalisis acida o redox se vieron
opacadas, debido a su estructura y tamafio de poro. Estas presentan una limitacion cuando moléculas
grandes estan involucradas en la reaccion, especialmente cuando se trata de sistemas en fase liquida. Esto,
dio origen a una importante linea de investigacion en |a sintesis de catalizadores con mesoporos [66-68].
La primera sintesis de materiales mesoporosos descrita en la literatura fue en el afio 1971 [69], Luego, en
1992 cientificos de la Mobil oil Corporation desarrollaron y caracterizaron nuevas silices mesoporosas como
la MCM-41(silice con canales unidimensionales) y la MCM-48 (silice con canales tridimensicnales) abriendo
el camino para la investigacion en este tipo de materiales [70]. En el afio 1998 en la Universidad de Santa
Barbara, California un grupo de investigadores liderados por el investigador Zhao [68], realizaron un nuevo
descubrimiento en la sintesis de materiales porosos con alto diametro de poros al utilizar el polimero no
ionico P123 (PPO-PEOQ), a esos materiales se los denomino SBA (Santa Barbara Amorphous). La Figura 2
ilustra la estructura porosa del material SBA-15 antes y después de la calcinacion. También se puede
observar en la Figura 2 la formacion de micro y mesoporos con el uso del polimero P123 y como queda la
estructura de ese material después de la calcinacion y remocion del compuesto organico.

PPO

Mesoporos

Microporos

Figura 2. llustracion de la estructura de la SBA-15 con el polimero P123 formando los micro y mesoporosos
y la estructura final de poros del material después de la calcinacion [71].

Utilizando el mismo copolimero, Pluronic P123, se puede obtener otro material, denominado KIT-6. Asi como
SBA-15 es un homologo de MCM-41, KIT-6 es un homologo de MCM-48. Obtenido en baja concentracion
de acido y utilizando butanol como codirector de la estructura [72], este material se obtuvo por primera vez
en 2003 [73]. Esta nueva estructura consta de dos redes de poros interconectados, similar a MCM-48, pero
con un tamafo de poro promedio mucho mayor [74], siendo su sintesis méas sencilla. De hecho, la red
tridimensional de poros interconectados y abiertos facilita el acceso directo a las especies soportadas en
KIT-8, legrando una difusion eficiente de los reactivos y productos sin bloquear los poros [75). La Figura 3
presenta las imagenes de difractograma de rayos X y microscopia de transmision, ademas de la imagen
representativa de su estructura la3d con una red de poros interconectados.

i
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Figura 3. Difraccion de rayos X (A) y TEM (B) del material KIT-6 [73]. Figura representativa de la estructura
la3d (C) del material con la red de poros interconectados [74].

Dentro de los solidos nanoestructurados, los tamices moleculares mesoporosos del tipo SBA-15 y KIT-6,
son de los mas populares debido a que presentan resistencia mecanica y quimica, grandes areas (~1000
m?/g) y volumen de poros (~1 cm?®g), comportamiento hidrofébico o hidrofilico, posibilidad de interacciones
electroestaticas y un sistema de poros del orden de 2 a 10 nm que hace posible discriminar moléculas de
acuerdo con su tamafio, permitiendo la difusion de los sustratos y los productos [76—78]. Estos materiales
nanoestructurados ofrecen también la posibilidad de modificar quimicamente su superficie, con diferentes
metales para obtener especies cataliticamente activas [79-81]. En el caso particular de la enzima lacasa
utiliza como cofactor el Cu, por lo tanto, una modificacién en la superficie del material mesoporoso con éxidos
de metales de transicién (Fe o Cu) podrian favorecer la actividad de la metaloenzima. En la bibliografia
consultada, no se ha reportado la inmovilizacién covalente reversible de lacasas en materiales SBA-15 6
KIT-6 modificados con metales buscando un efecto sinérgico enzima-material, Por esta razon, el disefio de
nuevos materiales nanoestructurados funcionalizados que permitan la fijacion y estabilizacion de la enzima
en su superficie (sin liberacion de la misma durante el transcurso de la reaccién), contintia siendo un desafio.
La formacion de recursos humanos de los grupos involucrades en el proyecto constituye un pilar
fundamental, prueba de ello lo constituye las tesis que estan desarrollando el Ing. Viale y el Ing. Carrillo en
Ingenieria Mencion Materiales en la Universidad Tecnolégica Nacional-Facultad Regional Cordoba, bajo la
direccion del Dr. Ferrero. El objetivo de la tesis del Ing, Viale es construir una cascada quimio-enzimatica
inmovilizando en materiales mesoporosos las enzimas superéxido dismutasa y peroxidasa para degradar
materia organica. Mientras que el Ing. Carrillo, esta inmovilizando una lipasa en materiales MEesoporosos
para producir fragancias de interés en quimica fina. Como se puede observar ambos doctorandos estan
adquiriendo experiencia en la sintesis de materiales y la inmovilizacion enzimatica por adsorcién. Por otro
lado, la Dra. Gioia junto a la Dra. Ovsejevi dirigen la tesis de Maestria de la estudiante Valeria Vazquez,
también integrante del equipo de la presente propuesta, en el tema: “Desarrollo de hidrogeles en base a
lacasa fungica y biopolimeros lignocelulésicos con potencial actividad para el tratamiento de residuos
estrogenicos”. Mientras que como integrante del grupo de la Dra. Pergher se encuentra el estudiante de
maestria Francisco Emanuel da Silva quien esta adquiriendo experiencia en la sintesis y caracterizacién de
materiales mesoporosos. Como puede observarse todas las formaciones de recursos humanos que se estan
llevando a cabo en cada grupo en particular tienen puntos en comun con el proyecto, por lo que el workshop
y las misiones programadas resultaran sumamente valiosas para el intercambio experiencias.

L
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5.2 OBJETIVOS DEL PROYECTO.

OBJETIVO GENERAL:

Obtencion de biocatalizadores insolubles en base a lacasa fungica inmovilizada en materiales
mesoporosos para la degradacion de contaminantes estrogénicos en aguas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

OE1-Disefio, preparacion y caracterizacion fisicoguimica de nanomateriales mesoporosos modificados.
Optimizacién de las condiciones de sintesis de estos materiales inorganicos en funcion de las propiedades

requeridas.

OE2- Desarrollo de biocatalizadores insolubles activos de lacasa fungica por inmovilizacion covalente

reversible 6 por adsorcion en soportes mesoporosos.
OE3- Biodegracion de estrégenos empleando los biocatalizadores insolubles obtenidos.

OE4-Divulgar los resultados en congresos y revistas cientificas nacionales e internacionales y/o transferirlos

al medic socio-productivo.
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5.3 METODOLOGIA. PLAN DE TRABAJO. PRINCIPALES REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Para llevar adelante el OE1 se requeriran las siguientes actividades:

i- Sintesis de tamices moleculares mesoporosos del tipo SBA-15 v KIT-6

La sintesis de los soportes mesoestructurados del tipo SBA-15 sera realizada ajustando algunos
parametros segun la publicacién de Zhao y colaboradores [68]. Los reactivos empleados seran silicato de
tetraortoetilo (TEOS) como fuente de silicio, el copolimero triblogue no iénico Pluronic 123 (P123, PM = 5800
g/mol) como agente moldeante y el acido clorhidrico (HCI) 37 %p/p para la hidrdlisis del TEOS y el ajuste
del pH. La composicion molar del gel de sintesis corresponde a las siguientes proporciones: 1 Si02: 0,017
P123: 5,9 HCI: 193 H20.
Para realizar la sintesis, inicialmente se disolvera P123 en una disolucién acuosa de HCI 2M en un bafio a
35°C, durante 2h. A continuacién, se agregara el TEOS vy la solucidn resultante sera agitada durante 20h a
35°C. Posteriormente, la mezcla resultante sera transferida a autoclaves y sometida al procedimiento de un
tratamiento hidrotérmico estatico a temperatura de 100°C durante 48h. Transcurrido ese tiempo, el material
formado sera filtrado y lavado con agua destilada y secado a 100°C durante 12h. Para finalizar, el material
sera calcinado para eliminar el material organico contenido en el mismo, empleando un flujo de aire a una
temperatura de 600°C durante 5h (rampa térmica de 2°C/min).

El material KIT-6 se sintetizara en condiciones acidas, utilizando una mezcla del copolimero Pluronic 123
y n-butanol [72]. En esta sintesis, TEOS, 6g de P123 se disolveran en 217g de agua destilada y 11,8g de
HCI (35 wi%). Tras la disolucion total del copolimero, se afadiran 6g de butanol a la solucién agitada durante
una hora a 35°C. Posteriormente, el gel sera transferido a autoclaves de teflén y colocadas en un invernadero
a 100 °C durante 24h. El sélido resultante sera filtrado, secado y calcinado a 550°C durante 6h.

ii- Incorporacién de metales en los materiales sintetizados

Para incorporar el metal se utilizara el método de modificacién post-sintesis de la matriz silicea mediante
impregnacion humeda [82]. Los metales de transicién a incorporar seran Fe y Cu . El material se mezclara
con soluciones del precursor del metal correspondiente, removiéndose luego el solvente con un evaporador
rotatorio a 70°C. El sdlido resultante se secara a 60 °C y se calcinara a 500°C en mufla durante 8 h. Se
analizaran como variables de sintesis la concentracion del precursor en la solucion, temperatura, tiempo y
pH del medio de impregnacion.

iii- Funcionalizacion de los materiales sintetizados

Los materiales sintetizados seran modificados con grupos tioles mezclando SBA-15 o KIT-6 con HCI 0,1 M
y 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS) para funcionalizar el soporte (SH-SBA-15 0 SH-KIT-6). Después
de agitar durante 7h a temperatura ambiente, a la mezcla se le realizara un tratamiento hidrotérmico por 24h
a 100 °C. El producto sdlido se filtrara y lavara con agua desionizada y etanol, dejandolo secar a 80°C hasta
el otro dia. A partir de este material funcionalizado se prepararan los grupos tiolsufonato o tiolsulfinato para
realizar la inmovilizacion covalente reversible [83].

Preparacion del tiolsulfonato: el material con los grupos tiol (SH-SBA-15 o SH-KIT-6) sera suspendido en
acetato de sodio 0.2 M, pH 5.0 y se afiadira peréxido de hidrédgeno (30%) dejando que la oxidacion de los
tioles a tiolsulfonato ocurra por 30h, El material oxidado se lavara con acido acético 0.1 M hasta que quede
libre de perdxido de hidrogeno [84].

Preparacién del tiolsulfinato: el material con los grupos tiol (SH-SBA-15 o SH-KIT-6) sera suspendido en
fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.0 para luego agregar ferricianuro de potasio 0,1 M. Luego el material sera
lavado con una solucion de NaCl 1 M y acetato de sodio 0.2 M, pH 5.0 y secado. Se suspendera el sdlido
obtenido en una solucién de acetato de sodio 0.2 M, pH 5,0y monoperoxiftalate de magnesio (0.5 moles por
mol de grupos S-5). La suspensién se agitara durante 2h a temperatura ambiente para finalmente lavar
minuciosamente el derivado del material en un filtro de vidrio sinterizado con solucién de acetato de sodio
50 mM, pH 5.0 y acido acético 0.1 M [84].

Los materiales se almacenaran a 4°C con una solucidn de acetato de sodio 0.2 M, pH=5 hasta su uso. Para
la optimizacién de la activacion de los materiales sintetizados se utilizara la Metodologia de la Superficie de
Respuesta (MSR),

iv- Caracterizacion fisicoguimica de los materiales v biocatalizadores insolubles sintetizados

Los soportes inorganicos y los biocatalizadores insolubles (soporte-enzima) se caracterizaran
fisicoquimicamente pre y post utilizacién por: microscopia de trasmisién electronica (TEM), difraccién de
rayos X (DRX) y dispersion de rayos X de angulo reducido (SAXS) para la determinacién de la regularidad
de la estructura de los materiales SBA-15 y KIT-8, Isotermas de Adsorcién - Desorcion de N2 para determinar
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area especifica, volumen y distribucion de tamafio de poros. Absorcion Atomica con plasma acoplado (AA-
ICP) para determinar la composicion de los materiales y la presencia de los metales incorporados en la
estructura. La Espectroscopia Infrarrcja con Transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia UV de sélidos
y la Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X (XPS3) para inferir sobre la presencia, naturaleza y
localizacién de distintas especies quimicas ya sean organicas o inorganicas. En esta actividad se evaluara
el efecto de las variables de sintesis del material y de la inmovilizacion enzimatica sobre la estructura,
presencia, y naturaleza de las potenciales especies activas, buscando lograr un efecto sinérgico enzima-
material con el fin de optimizar la eficiencia global del procesoc. De ser necesario, se reformularan los
materiales sintetizados a la luz de los resultados de la caracterizacion y de la actividad catalitica obtenidos.
Tal eficiencia global sera establecida, no sélo en funcién de la actividad biocatalitica sino también en funcion
de la estabilidad y durabilidad de los biocatalizadores obtenidos.

Para llevar adelante el OE2 se requerirén las siguientes actividades:

i- Ensayo de actividad lacasa [53].

La actividad se determinaréd por oxidacién del sustrato artificial ( dimetoxifenol 6 ABTS (2,2'azinobis-(3-
etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico)).

La unidad de enzima (UE) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol del sustrato
por minuto en las condiciones del ensayo. La actividad se expresa en UE/L.

ii- Determinacién de proteinas

Se empleara el método del Acido bicinconinico (BCA) utilizando como estandar seroalbumina bovina [85].
La proteina inmovilizada se determinara por diferencia entre la proteina aplicada al soporte y la recuperada
en sobrenadante y lavados.

ili-Produccion y purificacién de las lacasas a inmovilizar.

Las lacasas de Basidiomicetes son extracelulares, por lo cual se obtienen en el sobrenadante del medio de
cultivo. Para obtener un mayor rendimiento de inmovilizacion de las enzimas de interés se buscara trabajar
con lacasas purificadas, de esta forma se reduce la competencia con otros componentes del sobrenadante
por los grupos reactivas del soparte. Se trabajara con lacasas de Dichosterum sordulentum 1488, Trametes
villosa 1449 y Pycnoporus sanguineus 5050 pertenecientes a la coleccion del Departamento de Micologia
de Facultad de Ciencias, UdelaR. Las mismas se conservan a 4°C y son sub-cultivadas en Agar Malta (7
dias, 28°C) cada 3 meses. Estas lacasas fueron seleccionadas en base a su capacidad para degradar
estrogenos en solucion [59, 86], comprobada durante la ejecucion del Proyecto FCE_1_2019_1_156567) y
para incrementar la posibilidad de obtener diferentes comportamientos al momento de ser inmovilizadas en
los soportes mesoporosos.

La produccion de lacasa de Dichosterum sordufentum se realizara por fermentacion en fase semisolida
utilizando corteza de Eucalyptus, como soporte y sustrato, con aireacion pasiva y de forma estatica a 28°C.
El medio basal contendra CuS0O4 1.0 mM, KHzPO: (2.0 g/L), MgS0O4-7H:0 (0.5 g/L), CaClz:2H20 (0.1 g/L),
peptona, glucosa en buffer citrato-fosfato 0.1 M pH 5.0, y corteza E. dunnii[59]. Su purificacién se realizara
a partir del sobrenadante del medio de cultivo, mediante una precipitacion con acetona al 60% seguida por
un intercambio iénico en DEAE-sepharose® del precipitado resuspendido.

La produccion y purificacién de la lacasa Trametes villosa se realizara segun lo reportado por Gioia et al,
2014, el cultivo se realizara en extracto malta al 5% en presencia de 1.mM CuSO4. A partir del
sobrenadante del medio de cultivo, la purificacion incluira secuencialmente una precipitacion salina con 80%
sulfato de amonio, una cromatografia hidrofobica en Phenyl sepharose® del precipitado resuspendido,
desalado de las fracciones activas eluidas y finalmente un intercambio iénico en DEAE-Sephadex® con
elucién por gradiente salino.

La produccion y purificacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus se realizara segun lo previamente
reportado [63, 87]. Basicamente, el cultivo se realizara por fermentacion en fase semisolida utilizando
corteza de Eucalyptus, como soporte y sustrato, con aireacién pasiva y de forma estatica a 28°C. El medio
basal contendra: KHzPO4 (2.0 g/L), MgS0a4-7H20 (0.5 g/L.), CaClz-2Hz0 (0.1 g/L), tiamina 0.5 g/L, extracto
de levadura (10 g/L), glucosa (5 g/L) en buffer citrato-fosfato 0.1 M pH 3.0, y corteza E. dunnii. Su purificacion
involucrard una precipitaciéon cuantitativa de las proteinas del sobrenadante del medio de cultivo con
(NH4)2504 al 80 % , seguido de una didlisis contra fosfato de sodio 0.02 M pH 6.0 y finalmente un intercambio
idnico dializado en DEAE-sepharose® con elucion por aumento de fuerza iénica.
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Para todas las lacasas, el grado de pureza alcanzado se monitoreara por electroforesis PAGE/SDS.

iv-Modificacion quimica pre-inmovilizacién de las lacasas.

La experiencia en la inmovilizacion covalente reversible en geles tiol-reactivos de lacasa de Trametes villosa
indica que deben incorporarsele grupos tiol “de novo” para fijarla al soporte tiol-reactivo. Este proceso de
tiolacion se realizara utilizando el reactivo heterobifuncional N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato
(SPDP). Esta metodologia también serd empleada en el caso de que las lacasas de Dichosterumn
sordulentum y Pycnoporus sanguineus no se inmovilicen en su forma nativa. Asimismo, se evaluara otra
posibilidad de incrementar los SH expuestos de estas enzimas, la reduccion de sus puentes disulfuros con
ditiotreitol (DTT). El contenido de grupos tiol incorporados se determinara espectrofotométricamente por
titulacion con 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) [88].

v-Inmovilizacion de |as lacasas en los soportes nanomesoporosos

Una vez seleccionado el (6 los) materiales funcionalizadoscon mayor cantidad de grupos tiol-reactivos/g, se
procedera a la sintetizar los biocatalizadores insolubles. Para la optimizacion del proceso de inmovilizacion
covalente reversible de las lacasas se empleara la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)
empleando el software Desing Expert 10 (disponible en el laboratorio de Bioquimica de FQ) con dos niveles
por factor. El uso de estos modelos permite reducir considerablemente el nimero de experimentos a realizar
y con ello el gasto de reactivos y tiempo de trabajo. Ademas la MSR permite desarrollar modelos
matematicos para evaluar la significancia estadistica de los factores que estan siendo estudiados y la
interaccion entre ellos. Los parametros a analizar seran cantidad de material mesoporoso (soperte), carga
enzimatica, concentracion de NaCl, tiempo de incubacién. En una inmovilizacion tipo, alicuotas de enzima
(nativa y/o tiolada ) se incubaran con una cantidad pesada de soporte seco, equilibrado en el buffer de
inmovilizacién, fosfato de sodio 0.1M pH 7.5 { con 6 sin NaCl). Las mezclas seran agitadas en rototorque
durante 24 h a 4 -C. Los derivados insolubles asi obtenidos seran lavados secuencialmente con el buffer
inmovilizacién; con fosfato de sodio 20 mM, pH 7,5, con y sin NaCl 0,5 M: y finalmente con fosfato de sodio
0,1 M (pH 6,0). Los derivados obtenidos se almacenan a 4°C hasta su uso.

Se analizara un método alternativo no covalente, la adsorcion enzimatica a los tamices, que sera Util en caso
que el método covalente reversible no generara derivados insolubles activos. Para ello, también se empleara
la MRS, evaluandose los mismos factores Para ello se suspendera el soporte Mesoporoso en una soluciéon
enzimatica con buffer fosfato 25 mM, pH 7.5 y se mezclara por 4 h en un rotor [89]. Posteriormente, la
suspension sera lavada con el buffer fosfato dos veces para luego ser secada hasta su uso.

Para llevar adelante el OE3 se requeriran las siguientes actividades

i-Efecto de iones metalicos sobre la actividad v estabilidad de las lacasas.

El efecto de iones metélicos en el microambiente que rodea la enzima es fundamentalmente dependiente
del origen de la lacasa y concentracion del ion. Dado que algunos de los tamices a utilizar como soportes
de inmovilizacion contendran metales de transicion ( Fe, Cu), se estudiara el efecto de estos metales sobre
la capacidad oxidativa y estabilidad de estas oxidorreductasas. Para lo primero se procedera a incluir en el
ensayo de actividad diferentes concentraciones de los iones en estudio, comparando la actividad medida
con la obtenida en el ensayo en ausencia de los metales. La influencia sobre |a estabilidad del biocatalizador
requerira incubar la proteina con el metal a distintas concentraciones y tiempos, luego se removera el metal
(por gelfiltracion & didlisis ) y se cuantificara la actividad residual de la lacasa.

ii- Caracterizacién bioguimica de los biocatalizadores insolubles obtenidos

Para el (6 los) biocatalizadores insolubles mas activos se evaluaran el porcentaje de inmovilizacion (UEsoporte
x 100/U Espiicadas) y la eficiencia de unién (UEsaporte x 100/(UEsobrenadante de inmOV”iZEC%éﬂ“UEIavados). Asimismo,
se estudiara la estabilidad del derivado con la temperatura y el pH, ademas se determinaran sus parametros
cinéticos Kmy Vmax, empleando dimetoxifenol como sustrato.

Se realizaran ensayos de estabilidad operacional de los biocatalizadores insolubles, evaluando la actividad
residual del biocatalizador luego de sucesivos reusos. Esto es importante desde el punto de vista econémico
ya que contribuira a reducir el costo global del proceso donde se utilicen estos biocatalizadores.

iii- Biotransformacién de estrogenos
La oxidacion de los estrogenos se realizara en un sistema en batch, bajo agitacion y temperatura ambiente,

la mezcla de reaccion estara compuesta por alicuotas de enzima libre y/o inmovilizada y solucion de 17-o -
etinilestradiol (EE2, 0.01 mg/mL). La reaccién con enzima en solucién se detendra por alcalinizacién del
medio con soda 2 N y en el caso del biocatalizador insoluble, por remocién del mismo por filtracién. Se
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realizard una extraccién en fase solida de los productos de reaccion empleando columnas SPE
(CHROMABOND C18) y se analizaran por HPLC DAD-UV, empleando un Sistema Shimadzu Prominence
con un detector con rearreglo de diodos operando a 280 nm y una Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). La cuantificacién del etinilestradiol degradado se realizara por
comparacion entre el area del pico EE2 en mezclas reactivas y el area inicial del EE2.

Se emplearan controles para los diferentes soportes incubando los mismos con EE2, determinandose si
existe adsorcidn del compuesto a biotransformar.

Para llevar adelante el OE4 se requeriran las siguientes actividades:
i- Vigilancia tecnoldqica

Se efectuara una actualizacion bibliografica en forma permanente y durante todo el plazo en el que se
extienda el proyecto.

i~ Difusién de los resultados

Los resultados obtenidos seran publicados en congresos y/o revistas nacionales e internacionales en las
areas de biocatalisis, materiales, quimica organica, quimica ambiental, biotecnologia, etc. Se organizara un
workshop con los integrantes del proyecto para exponer los resultados obtenidos. Los conocimientos
generados en las areas de la Biotecnologia, Ingenieria de los Materiales y la Catalisis Enzimatica seran
puestos a disposicion del medio productivo para su evaluacién y escalado.

Plan de trabajo- Distribucidn de las actividades a realizar

Se distribuirdn las tareas teniendo en cuenta los objetivos especificos planteados en el proyecto. Para
agilizar el avance de los objetivos, el proyecto estd pensado para que algunos objetivos comiencen a
desarrollarse al mismo tiempo en los centros involucrados de forma de avanzar segun lo expuesto en el
cronograma de trabajo. En lo que se refiere a las actividades del OE1, la sintesis de los materiales
mesoporosos y las caracterizaciones fisico-quimicas de los materiales mesoporosos puros, modificados con
metales, funcionalizados con grupos tioles o que contengan las enzimas inmovilizadas seran realizados por
el grupo de la Dra. Sibele Pergher en Brasil. Alli la Dra. Marielle Mello sera la responsable de sintetizar los
soportes SBA-15 y KIT-8, durante esta actividad se realizara la Mision 1 (Argentina-Brasil).

Mientras que, las actividades de incorperacion de metales en los materiales sintetizados y Funcionalizacion
de los materiales sintetizados del OE1 seran dirigidas por el Dr. Gabriel Ferrero en Argentina. La
incorporacion de los metales de transicion (Fe, Cu) sera llevada a cabo por la Dra. Verdnica Elias y el
doctorando Fabrizio Viale, mientras que la funcionalizacion de los materiales con los grupos tiol reactivos
estaran a cargo del Dr. Pablo Ochoa Rodriguez y el doctorando German Carrillo. La inmovilizacion por
adsorcién de las lacasas en los materiales modificados con metales, actividad del OE2, sera responsabilidad
del Dr. Ferrero, la Dra. Eimer y los doctorandos mencionados arriba. Los OE2 y OE3 seran abordados por
el grupo que dirigen la Dra. Karen Ovsejevi y la Dra. Larissa Gioia en Uruguay. La Dra. Victoria Giorgi junto
la estudiante de postgrado Valeria Vdzquez se encargaran de la expresion y purificacion de las lacasas
(OE2). Mientras que las Dras. Karen Ovsejevi, Larissa Gioia y el becario a contratar estaran a cargo de la
Inmovilizacion (por enlace covalente reversible) de las lacasas en los soportes mesoporosos (OE2). Durante
el desarrollo de esta actividad se prevé realizar la Mision 2 (Argentina-Uruguay), asi el Dr. Ferrero llevara
los materiales funcionalizados con los grupos tiol para inmovilizar por enlace covalente reversible las
enzimas purificadas. La Misién 3 (Argentina-Brasil) llevara la bateria de materiales mesoporosos sintetizados
para realizar las caracterizaciones fisico-quimicas en Brasil. Esta etapa sera coordinada por las Dras.
Pergher, Mello y el estudiante Fransisco Emanuel da Silva. Con estos resultados se espera poder comparar
los distintos tipos de sintesis evaluando la necesidad de optimizar algun parametro. Ademas, durante la
Mision 3 se comenzara a organizar el Workshop planificado para todo el equipo. Las actividades del OE3,
efecto de los iones metalicos, caracterizacion bioquimica de los biocatalizadores insolubles obtenidos y
biotransformacién de estrégenos seran respensabilidad de las Dras. Ovsejevi, Gioia, Menendez, la
estudiante Vazquez y el becario a contratar. Durante el desarrollo de la actividad “Biotransformacion de
estrogenos” del OE3 se planea realizar la Mision 4 (Argentina-Uruguay), donde el becario Viale adquirira
experiencia en la determinacion de la actividad de las enzimas inmovilizadas en los materiales del OE1 para
degradar estrégenos acuosos. Para las actividades del OE4, publicacién de resultados en congresos,
revistas, etc., participaran todos los miembros del proyecto. Pasados 19 meses de iniciado el proyecto se
propone realizar un Workshop con los integrantes para fomentar la interaccion de los recursos humanos
involucrados, exponer y analizar los resultados y definir los lineamientos finales para el cierre del proyecto.
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La metodologia propuesta, basada en la aplicacion del método cientifico, guiara los grupos de investigacion
de forma que los esfuerzos realizados en la sintesis de los materiales, la inmovilizaciéon enzimatica y la
optimizacion de la actividad de las lacasas inmovilizadas sean aprovechados al maximo para lograr una
degradacion eficiente de los estrégenos en agua. Para evaluar el avance de la investigacion, se llevaran a
cabo reuniones de trabajo mensuales, que incluiran seminarios o reuniones virtuales con los miembros del
equipo del proyecto, con el fin de analizar de manera continua los resultados obtenidos. De esta manera, se
valorara si se alcanzaron las metas planificadas o si es necesario reprogramar las actividades.
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54 RESULTADOS ESPERADOS

Para abordar la problematica expuesta en este proyecto se parte de la siguiente hipotesis:

“es posible inmovilizar enzimas lacasas en materiales mesoporosos a base de silicio para aumentar su
estabilidad, actividad y reusos para degradar contaminantes emergentes en agua (estrégenos) con fines
medioambientales”

De acuerdo con los objetivos especificos planteados, se espera sintetizar exitosamente materiales
mesoporosos nanocestructurados a base de silicio tipo SBA-15 y KIT-6. Este ultimo presenta una red de
canales tridimensionales interconectados respecto a los canales unidimensionales de la SBA-15, esto podria
mejorar el acceso y la estabilidad de las enzimas a inmovilizar y ademas, facilitarian la difusion de los
reactivos y productos de la reaccion. Se espera que la modificacion con metales de transicion en la
estructura del material pueda ejercer un efecto sinérgico con la enzima inmovilizada, ya que esta utiliza como
cofactor el Cu. Mientras gue al funcionalizar los soportes con grupos tiol-reactivos, se presume que las
lacasas inmovilizadas een por enlaces covalentes reversibles presentaran mayores ciclos de uso al reducir
la pérdida de la enzima respecto a la inmovilizacion por adsorcion (materiales no funcionalizados con grupos
tiol-reactivos). Cuando la actividad enzimatica sea nula, se espera poder liberar la enzima inactiva para
reutilizar el material mesoporoso, esto se lograria debido al tipo de enlace covalente reversible utilizado
(enlaces disulfuro, S-S). A partir de las pruebas con los contaminantes emergentes en medios acuosos se
evaluara la performance de la enzima libre comparada a las inmovilizadas por adsorcion o enlace covalente.
La eficiencia del proceso sera establecida, no séle en funcion de la actividad biocatalitica sino también en
funcién de la estabilidad y durabilidad de los biocatalizadores obtenidos. En este punto, las caracterizaciones
fisicoquimicas realizadas a los soportes inorganicos y los biocatalizadores insolubles (soporte-enzima)
serviran para explicar el efecto de las variables de sintesis del material y de la inmovilizacion enzimatica en
la degradacion de estrégenos acuosos determinada, indicando también si es necesario reformular los
materiales sintetizados. Una vez optimizada las condiciones de degradacion de los contaminantes se espera
determinar el nimero de reusos de las enzimas inmovilizadas y el niumero de reusos del material
funcionalizado con los grupos tiol-reactivos para nuevas inmovilizaciones. Los resultados obtenidos seran
sometidos a consideracion para su presentacién en congresos o su publicacion en revistas cientificas
internacionales para lograr su difusion en la comunidad cientifica. Como este proyecto propone un abordaje
interdisciplinario donde se contempla la articulacién de la Ingenieria de los Materiales y la Bictecnologia, se
espera que el Workshop planificado y las misiones de los recursos humanos en los grupos de investigacion
de la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica (Uruguay), el Instituto de Quimica (Brasil) y en
el Centro de Investigacidon en Tecnologia Quimica (Argentina) generen un enriguecimiento técnico y
académico para los centros y sus integrantes, fomentando el trabajo en equipo para el avance cientifico de
la region. )

5.5 DIFUSION DE LOS RESULTADOS
Describir los mecanismos previstos para la difusién de los resultados esperados.
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Al finalizar la investigacion cientifica que se propone realizar en este Proyecto, se utilizaran varios medios
de difusion, con el fin de hacer publicos los hallazgos obtenidos y el

conocimiento alcanzado pasara a ser patrimonio de la comunidad cientifica y del publico en general.

Se realizara una difusion popular de los hechos cientificos, a través de los medios masivos de comunicacion
y la divulgacidn especializada que se realizara por canales

académicos.

En primer lugar, la divulgacion especializada de los resultados de las investigaciones se hara mediante su
publicacién en una revista cientifica arbitrada.

Por otra parte, la presentacion en eventos cientificos (nacionales e internacionales) permitira dar a conocer

los conocimientos alcanzados sobre los temas tratados en la investigacion, lo que contribuye a la
socializacién de los resultados.

5.6 CRONOGRAMA DE LAS ACTIVIDADES
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ACTIVIDADES PROGRAMADAS

ANO 1

ANO 2

ANO 3

T1

T2

T3

T4

T

T2

T3

T4

T1|T2(T3|T4

1. Disefo, preparacion y
caracterizacion fisicoquimica de los
materiales SBA-15 y KIT-6 (Misién 1)

X

X

2. Incorporacién de los metales Fe,
Cu en la superficie de los materiales
SBA-15 y KIT-6.

3. Produccion y purificacion de las
lacasas origen fungico. Efecto de los
metales en la actividad y estabilidad
de las lacasas.

4. Incorporacion, optimizacion y
caracterizacién de grupos tiol-
reactivos en los materiales
mesoporosos sintetizados

5. Inmovilizacién por adsorcion o por
enlace covalente reversible de las
lacasas de origen fungico en los
materiales. Organizacion del
workshop (Misién 2, Argentina-
Uruguay). Determinacion de la
actividad de los biocatalizadores
insolubles sintetizados.

6. Caracterizacion bioquimica de los’
biocatalizadores insolubles

7. Caracterizacion de las propiedades
fisicoquimicas de los materiales
sintetizados (Misién 3, Argentina-
Brasil) y los biocatalizadores hibridos
enzima-soporte obtenidos mediante
diversas técnicas instrumentales,
relacionando estructura, sitios activos
y reactividad. Organizacion del
workshop.

8. Degradacion de estrégenos en
agua utilizando las lacasas
inmovilizadas (Misién 4, Argentina-
Uruguay).

9. Workshop para el analisis de los
resultados obtenidos y redisefo de
los biocatalizadores de ser necesario.

10. Divulgacion de los resultados en
congresos y revistas cientificas
nacionales e internacionales y/o
transferencia al medio socio-
productivo.
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6 IMPACTO ESPERADO DE LA ACTIVIDAD

Describir el impacto esperado del proyecto en la generacion de conocimiento cientifico-tecnologico y
formacién de recursos humanos

6.1 GENERACION DE CONOCIMIENTO CIENTIFICO-TECNOLOGICO
Describir el aporte del proyecto a la generacion de conocimiento cientifico - tecnoldgico

La realizacion de este proyecto permitira el desarrollo de metodologias enmarcadas en los principios de la
“Quimica Verde” para abordar un problema de creciente impacto, como es la presencia de compuestos
estrogénicos en el medio ambiente acuatico. El uso de enzimas para la gestion de aguas contaminadas
permite disefiar procesos alternativos a los métodos convencionales de tratamiento de aguas residuales,
mas eficientes, ecologicos y econémicos. En particular, las lacasas por su gran capacidad para
biotransformar compuestos de muy variada estructura quimica, hace que los biocatalizadores insolubles
obtenidos tengan un gran potencial para otras aplicaciones biocataliticas como por ejemplo, la degradacion
de otros contaminantes emergentes. Asi, se estaria logrando un importante avance hacia el disefio de
nuevos procesos de potabilizacién de aguas y/o reuso de aguas contaminadas para diferentes fines (higiene,
lavados, riego, etc.). Por esto, el hombre y el medio ambiente seran los principales beneficiarios de los
resultados obtenidos.

Por otro lado, el desarrollo de nuevos soportes para la inmovilizacién de enzimas constituye otro aporte
cientifico-tecnolégico, proporcionando materiales mesoporosos de distinta morfologia con la incorporacién
de metales que les otorgan propiedades lnicas. Ademas, la activacién con grupos tiol-reactivos posibilita la
liberacion del biocatalizador cuando se inactive por su uso continuo, permitiendo el reutilizar el soporte.

A nivel de la comunidad cientifica, se considera de gran importancia la formacién de nuevos recursos
humanos y el fortalecimiento de la vinculacién con los distintos investigadores participantes dando lugar a
la consolidacion de un grupo multidisciplinario en una nueva linea de investigacion.

En resumen, los contaminantes emergentes pueden tener un impacto significativo en la salud, el medio
ambiente y la economia de Brasil, Uruguay y Argentina. La magnitud de estos impactos variara segun la
naturaleza y la concentracion de los contaminantes, asi como la capacidad de cada pais para abordar estos
problemas a través de regulaciones y acciones de mitigacion. El monitoreo continuo y la gestion efectiva de
los contaminantes emergentes es crucial para garantizar la sostenibilidad ambiental y socioeconémica en
la region, minimizando estos impactos.

6.2 FORMACION DE RECURSOS HUMANOS Y CREACION DE NUEVOS GRUPOS DE
INVESTIGACION

Describir si el proyecto y la actividad propuesta contribuyen a la formacién de investigadores y técnicos y a
la creacion de nuevos grupos de investigacion
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El presente proyecto busca fortalecer la formacion de estudiantes de grado y posgrado en diferentes
areas:

-Quimica de materiales ( sintesis, inclusién de metales, funcionalizacion y caracterizacion de los materiales
MEesoporosos)

-Bioquimica y Microbiclogia (enzimologia, produccién de enzimas de origen fungico, purificacion de
proteinas, etc)

-Quimica analitica (incluyendo distintas técnicas cromatograficas y procesamiento de muestras)

Asimismo, la creacién de un grupo interdisciplinario a partir del trabajo en conjunto y totalmente
complementario de 3 grupos de investigadores pertenecientes a Argentina, Brasil y Uruguay, sera
relevante para el intercambio de conocimientos y futuras colaboraciones, como pasantias, co-tutorias de
estudiantes, organizacion de eventos cientificos, creacién de cursos, desarrollo de nuevas propuestas de
trabajo, entre otras.

Parte de lo anteriormente mencionado comenzara a cumplirse con las 4 Misiones propuestas por el grupo
argentino a ser desarrolladas durante la ejecucién del presente proyecto: :

Mision 1 (Argentina-Brasil)

Doctorando: German Carrillo

Objetivo: Sintesis y caracterizacion de KIT-6

Lugar: Instituto de Quimica (Brasil). Tiempo: 15 dias

Tareas: Aprovechando la experiencia del laboratorio de la Dra. Pergher, el doctorando Carrillo aprendera la
metodologia para sintetizar el material KIT-6, material que no se sintetiza en el ClITeQ. Este material tiene
como ventaja una red de canales tridimensionales interconectados respecto a los canales unidimensionales
de la SBA-15, favoreciendo el flujo de los reactivos y productos. Para luego en Argentina modificar el material
con metales de transicién o funcionalizarlo con grupos tiol-reactivos.

Mision 2 (Argentina-Uruguay)

Investigador: Dr. Gabriel Ferrero

Objetivo: Inmovilizar las lacasas flingicas en los materiales mesoporosos funcionalizados con grupos tiol-
reactivos

Lugar: Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica (Uruguay). Tiempo: 20 dias

Tareas: Esta mision esta planificada para que el Dr. Ferrero lleve los materiales funcionalizados con los
grupos tiol-reactivos al laboratorio de la Dra. Ovsejevi y alli realizar la inmovilizacidn covalente reversible
con las lacasas que la Dra. Ovsejevi purifico. Ademas, se preve coordinar las actividades a realizar en el
workshop.

Misién 3 (Argentina-Brasil)

Investigador: Dr. Gabriel Ferrero

Objetivo: Determinar las propiedades fisico-quimicas de los biocatalizadores insolubles sintetizados

Lugar: Instituto de Quimica (1Q, Brasil). Tiempo: 15 dias

Tareas: Se participara en la determinacion del tamafio y volumen de poro de los materiales, la estructura el
area ocupada y libre, el contenido de metal, las especies organicas e inorganicas presentes en los
biocatalizadores hibridos desarrollados en el OE3. Para ello se utilizaran técnicas como FT-IR, XPS, ICP,
Isotermas de adsocion/desorcion de N2, etc., que se encuentran disponibles en el IQ. Esta misién sera clave
para correlacionar la actividad de los biocatalizadores hibridos con las técnicas de sintesis e inmovilizacién.
También se aprovechara esta misidn para organizar las actividades del workshop.

Misién 4 (Argentina-Uruguay)

Doctorande: Fabrizio Viale

Objetivo: Evaluar la actividad de las lacasas inmovilizadas por adsorcion en los materiales mesoporosos
Lugar: Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica (Uruguay). Tiempo: 15 dias

Tareas: Durante su estadia, el doctorando Viale trabajara junto con la Dra. Gioia para determinar la
actividad de las lacasas inmovilizadas por adsorcion en los soportes sintetizados para degradar
estrogenos en aguas. La tesis del doctorando Viale en Argentina, se enmarca en la degradacién del fenol
utilizando la enzima peroxidasa de rabano picante, por lo que su estadia en la Facultad de Quimica de la
Universidad de la Republica seria sumamente provechosa para adquirir entrenamiento en nuevas
metodologias, ampliar su conccimiento en técnicas para la eliminacién de compuestos organicos via
enzimatica y poder aportar su experiencia.

Formulario_Proy. CABBIOUy_2023_vf

Pagina 32 de 41




CABBIO

9. PRESUPUESTO

CONVOCATORIA 2023

Rubros

Solicitado a CABBIO
(Pesos Uruguayos)

Otros aportes

PERSONAL.:

1. RESPONSABLE CIENTIFICO .
2. INVESTIGADORES NACIONALES
Actuales
A contratar _ o
3. PERSONAL TECNICO DE APOYO
Actual
A contratar o
4. PERSONAL DEL EXTERIOR
Investigadores visitantes
Consultores extranjeros

O|m

ISERVICIOS TECN. Y CONSULT. NAC.

ADECUACIONES LOCATIVAS

EQUIPOS:

1. ADQUISICION
2. MANTENIMIENTO
3. ARRENDAMIENTO

MATERIAL FUNGIBLE Y NO FUNGIBLE

22.443

-

DOCUMENTACION Y BIBLIOGRAFIA

CAPACITACION:

1. PASANTIAS

2. OTROS

\VIAJES:

1. EN EL PAIS
2. AL EXTERIOR

EVENTOS DE PROMOCION Y DIFUSION

IGASTOS DE VINCUL. A REDES DE INFO,

r|x||—

IMPREVISTOS (max. 5% del total)

OTROS (especifique)

TOTAL

900.000
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10. PRESUPUESTO DETALLADO POR RUBRO (en délares y pesos, segiin corresponda)

A. PERSONAL

En la columna Categoria indicar si corresponde a cat. I, IT 6 III

A.1 RESPONSABLE CIENTIFICO/TECNICO DEL PROYECTO (en pesos)

Hs. dedicadas al

Hs. financiadas

Solicitado A CABBIO

: Carga horaria enla
Hgulel Categoria institucion (hrs./sem) | proyecto (hrs./sem) CABBIO (hrs./sem) Liesks $
A.2.1 INVESTIGADORES NACIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROYECTO (en pesos)
5 Carga horaria en la Hs. dedicadas al Hs. financiadas Solicitado A CABBIO
Hopmbre Catbgpiig institucion (hrs./sem) | proyecto (hrs./sem) CABBIO (hrs./sem) Meses $
TOTAL
A2.2 INVESTIGADORES NACIONALES A CONTRATAR (en pesos)
Nambre B RURe6n o €l pioyecto®. | Cafegons Dedicacién horaria prevista en el Masas Solicitade A CABBIO
proyecto (hrs./sem) $
TOTAL

* En el caso de cargos que se llamaran a concurso, no debe indicarse el nombre de la persona deseada sino la funcion que tendria la persona
seleccionada en el proyecto. En este caso no debe adjuntarse un curriculum vitae en el Anexo 1 sino los términos de referencia del cargo (facultativo). *

El total de horas dedicadas a la institucion, proyectos CABBIO, etc, no podré superar las 60 hs/semana para cada investigador.
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A.3.1 PERSONAL TECNICO DE APOYO ACTUAL (en pesos)

¢ Carga horaria en la Hs. dedicadas al Hs. financiadas por Solicitado a CABBIO
amore Careyaria institucion (hrs./sem) | proyecto (hrs./sem) CABBIO (hrs./sem) e $
TOTAL
A.3.2 PERSONAL TECNICO DE APOYO A CONTRATAR (en pesos)
1z ; Dedicacion horaria prevista en el Solicitado a CABBIO
Nombre o funcién en el proyecto Categoria proyecto (hrs./sem) Meses $
Becario a contratar : Gradol 20 12 339.695
Becario a contratar Grado 1 25 12 497.662
TOTAL 837.357
A.4.1. INVESTIGADORES VISITANTES
Nombre o funcién en el proyecto Institucion de origen Viaticos ($) | Duracion (dias) Total 50I|C|ta§o 0ABELD
TOTAL
*) ,
A.4.2. CONSULTORES DEL EXTERICR
 Nombre funcién en el proyecto Institucion de origen Viaticos ($) D'E'dr?acg()m Total SOHC'ta;D ZEADBID
TOTAL

(*)

(*) Nota: Los viaticos se calcularan con un maximo de U$S 50 (cincuenta dolares americanos) por noche.
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B. SERVICIOS TECNICOS Y CONSULTORIAS NACIONALES

Descripcion

Justificacion en funcion del Proyecto

Solicitado a CABBIO (%)

Otros aportes ($)

Costo total ($)

C. ADECUACIONES LOCATIVAS

TOTAL

Sélo pueden incluirse obras menores para adecuar espacios o instalacion de equipos a los fines del proyecto, cuyo costo total no podra
superar el 25% del financiamiento total solicitado a CABBIO para el proyecto.

Descripcion

Justificacion en funcién del Proyecto

Solicitado a CABBIO ($)

Otros aportes ($)

Costo total ($)

D. ADQUISICION DE EQUIPOS

TOTAL

Precisar el tipo de equipo a adquirir. Debe adjuntarse un presupuesto detallado y actualizado de proveedores.

Los equipos de procedencia extranjera deben presupuestarse en dolares y los nacionales en pesos.

La adquisicién de los equipos, se realizara de acuerdo con el procedimiento establecido a tales efectos en el TOCAF.

Adquisicion,

¢ e Solicitado a CABBIO Otros aportes Costo total
Descripcion mantenimiento o
arrendamiento $ Us$s $U Us$s $uU Uss
TOTAL
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E. MATERIALES E INSUMOS

Los materiales e insumos de procedencia extranjera deben presupuestarse en dolares y los nacionales en pesos.

L Solicitado a CABBIO Otros aportes Costo total
Descripcion
$ Uss $U Uss $U Us$S
Reactivos y consumibles 22.443 561
TOTAL = 22.443

F. DOCUMENTACION Y BIBLIOGRAFIA

La documentacion y/o bibliografia de procedencia extranjera debe presupuestarse en ddlares y la de origen nacional en pesos.

Solicitado a CABBIO Otros aportes Costo total
$ Uss $ Uss $U Ugs

Descripcion

TOTAL

G. CAPACITACION

G.1.1 PASANTIAS EN EL EXTERIOR (presupuestar en dolares)

Nombre del Laboratorio - : ; Duracién | Pasaje |Total Solicitado a
investigador Institucién /ulidad /et (dias) | (U$S) | caeBIO (ugs) | Otros aportes (U$S) | Costo total (U$S)
TOTAL
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G.1.2 PASANTIAS EN EL PAIS (presupuestar en pesos)

CONVOCATORIA 2023

Nombre del = == Duracion | Viaticos* | Total solicitado ' Costo total
investigador Laboratorio Institucion (dias) CABBIO ($) Otros aportes ($) (%)
TOTAL
H. VIAJES
H.1 EN EL PAIS
: = Duracion Pasajes e Total solicitado a | Otros aportes | Costo total
Nombre Justificacion (dias) $ Viaticos ($) CABBIO (%) (%) (%)
TOTAL
Pagina 38
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H.2 VIAJES AL EXTERIOR

CONVOCATORIA 2023

’ - Duracion Pasajes s g Total solicitado a | Otros aportes Costo total
Nombre Justificacion (dias) (U$S) Viaticos ($) CABBIO (U$S) (U$S) (U$S)
Karen Ovsejevi Asistencia a 3 270 9600 510
Workshop asociado
al Proyecto
Larissa Gioia Asistencia a 3 270 9600 510
Workshop asociado
al Proyecto
TOTAL 1020
I. EVENTOS DE PROMOCION Y DIFUSION
Describir el tipo de evento a realizar para la promocion y/o difusion del proyecto.
: = Solicitado a
=iy Justificacion dentro del Otros aportes Costo total
Descripcion CABBIO
proyecto ($) ($) ($)
TOTAL
J. GASTOS DE VINCULACION A REDES DE INFORMACION
Describir el tipo de vinculacion.
: o Solicitado a
= Justificacién dentro del Otros aportes Costo total
Descripcion CABBIO
proyecto (%) ($) ($)
TOTAL
Pagina 39
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D1 Gabrel Ferrero.

!
I St Firma y Aciaiacion del :
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ANEXO 1 - CURRICULUM VITAE de los integrantes del grupo de investigacion
uruguayo y del responsable y co- responsable del grupo argentino y

brasilero.

Nombre

Link a CVuy o Lattes

Karen Ovsejevi (Uruguay)

https://exportcvuy.anii.org.uy/CvEstatico/?urlld=2a854070dc01a65d869e
59d714367cf9d2d02c584802a122e4a26bba7e7452993a3367e4923938d
0655b92f29b0ch0f0852ab4d344daea1{7fab0f3bc86782f1 &formato=pdf&
convocatoria=21

Larissa Gioia (Uruguay)

hitps://fexport.cvuy. uy/cv/?051bf4f223b4e5e9f92f2ab93 5f1bd66dcI1 2dfb
8a501243f7621b1b362af1e9c2c8efb9c8289d3f3e2cbaf53d50e2b7c196e
1c74925f30fab3354272¢72e257

Maria del Pilar Menéndez
(Uruguay)

https://export.cvuy. uy/cv/?3bf53ffc4c851c7713429760a5fa92a15f292ed8
927bdbcbf432dd677082886344f47f5310b02eb7c7207 dc9c05bad 1f266
332eed11ed4a3fc83cec9dcc16f

Victoria Giorgi (Uruguay)

https://fexport.cvuy.uy/cv/?83be5c89fadf76e45c0dd34d5b44e814e3chB5
09b69282e866969a7b7ca93cc0419009894d094chSae0388f4e21e1bc2a
cBacbac2f4b787eeBdd734bd7705dea

Valeria Vazquez (Uruguay)

https://export.cvuy.uy/cv/?880d642197e56f3eae398d27fb253b93

Sibele Pergher (Brasil)

http://lattes.cnpq.br/5249001430287414

Gabriel Ferrero (Argentina)

Se adjunta su CV
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UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

YT

g
OUIMICA

Montevideo, 29 de setiembre de 2023.-
Sres. /as. del Centro Latinoamericano de Biotecnologia - CABBIO

De mi consideracién:

Por la presente guien suscribe, Prof. Dr. Alvaro W. Mombry, en calidad de Decano de la
Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica - Uruguay, declara conocer y aceptar
los términos y condiciones previstas para la ejecucién del proyecto “Nanobioingenieria para la
eliminacién de contaminantes emergentes en aguas: Inmovilizacién de lacasas fungicas en
materiales mesoporosos para la degradacion de estrdgenos” postulado a a "CONVOCATORIA
CABBIO 2023 PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS CONJUNTOS DE INVESTIGACION en Uruguay,
Argentina y Brasil" bor parte de la Dra. Karen Ovsejevi y la Dra. Larissa Gioia como
Responsables Cientificas por Uruguay.

Asimismo, se declara conocer y aceptar los términos y condiciones previstas para la ejecuciéon

del Proyecto, estando conformes con todas aquellas actividades que se prevean realizar con
nuestro aporte y/o recursos establecidos en el mismo. -

Atentamente,

Praf. Dr. Alvaro-W. ™Mombrt
ADecsro

Facultad de Quimica - Udelar




MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
INSTITUTO DE QUIMICA

OFICIO N° 19/ 2023 - IQ-UFRN (12.88)

N? do Protocolo: 23077.140326/2023-85
’ Natal-RN, 28 de setembro de 2023.

Prezados Senhores,

Venho por este meio escrever-lhe para expressar meu apoio ao projeto apresentado pela Dra. Sibele B. C, Pergher a
convocatéria 2023 do CENTRO LATINO-AMERICANO DE BIOTECNOLGGIA, sob o titulo: ?Nanobioengenharia para a
eliminagao de contaminantes emergentes em dguas: Imobilizagdo de lacases flingicas em materiais mesoporosos para a
degradagdo dos estrogénios. A Dra Pergher possui uma sélida experiéncia na area de materiais porosos, incluindo os
materiais mesoporos e com isse participar do projeto e alcangar os objetivos do mesmo. Além da sua capacidade de
-trabalhar em equipe apoiam sua aptidao de realizar este projeto com sucesso. O Dr. Ferrero responsavel pela direcdo do
grupo argentino no Centro de Quimica Pesquisa e Tecnologia (CITeQ-UTN-CONICET), possui uma base sélida em
processos de imobilizagéo enzimética para alcangar a biocatélise heterogénea proposta como objetivo geral e a Dra.
Karen Ovsejevi responsdvel pela direcdo do grupe Uruguaio na Faculdade de Quimica da Universidade da Republica
Oriental do Urugual serd de extrema importancia para resolver o problema dos contaminantes emergentes na agua e
reconheco o impacto positivo que este projeto poderia ter na nossa comunidade e na linha de pesquisa da Dra Sibele
Pergher (LABPEMOL ? LABORATORIO DE PENEIRAS MOLECULARES).

Estamos disponiveis para fornecer qualquer informagdo adicional que seja necessaria.
Enviamos os votos de sucesso continuo no seu importante trabalho.

Atenciosamente,

(Assinado digitalmente em 28/09/2023 19:37 )
ELEDIR VITOR SOBRINHO
DIRETOR - TITULAR
IQ-UFRN (12.88)

Matricula; 2302898

Visualize o documento original em https://sipac.ufrn.br/public/documentes/index.jspnformando seu nimero:
19, ano: 2023, tipo: OFICIO, data de emissdo: 28/09/2023 e o cddigo de verificag@o: 913378386



Centro de Investigacién y Tecnologia

CONICET Y
-

“Prof. Dr. Oscar A. Orio” C 1 T ¢ Q

Quimica

Cordoba, 28 de septiembre de 2023

Ministerio de Ciencia,

Tecnologia e Innovacidn de la Nacién

Direccién Nacional de Promocidn

de la Politica Cientifica — Cooperacién Internacional

Por medio de la presente me dirijo a usted para expresar mi apoyo al proyecto presentado por el Dr.

Gabriel Ferrero al CENTRC LATINOAMERICANO DE BIOTECNOLOGIA convocatoria 2023, bajo el titulo:

“Nanobioingenieria para la eliminacion de contaminantes emergentes en 1 oguas: Inmovilizacidn de lacasas
fungicas en materiales mesoporosos para la degradacion de estrégenos”.

El Dr. Ferrero posee una sélida base en los procesos de inmovilizacidn enzimatica para lograr la
biocatdlisis heterogénea propuesta como objetivo general, esto y su capacidad para trabajar en equipo respalda
su capacidad para llevar a cabo este proyecto con éxito. Considero que la cooperacién con la Dra. Sibele Pergher,
del Instituto de Quimica de la Universidade Federal do Rio Grande do Norte y responsable de la direccién del
grupo de Brasil, como asi también la Dra. Karen Ovsejevi de la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Republica Oriental del Uruguay y responsable de la direccion del grupo de Uruguay, sera de suma importancia
para abordar el problema de los contaminantes emergentes en agua. A su vez, reconozco el impacto positivo que
este proyecto podria tener en nuestra comunidad y en la linea de investigacion del Centro de investigacion y
Tecnologia Quimica (ClITeQ-UTN-CONICET), en la que participa el Dr. Ferrero.

Agradezco sinceramente su atencion y consideracién. Estoy a su disposicién para proporcionar
cualquier informacion adicional que pueda necesitar,

Le envio mis mas cordiales saludos

Dra. Monica E. Crivello
Directora ClTeQ — UTN-CONICET
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