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RESUMEN

Las lacasas son enzimas con actividad fenoloxidasa, pertenecientes al grupo de las oxidorreductasas multicobre
caracterizadas por poseer atomos de cobre en su centro activo. Catalizan la oxidacién monoelectrénica de una
gran variedad de sustancias fendlicas y aminas aromaticas con el oxigeno molecular como aceptor final de
electrones. Son enzimas ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido descritas en hongos, plantas,
insectos, bacterias e incluso en arqueas. El interés actual de estas enzimas se debe a su gran potencial para ser
utilizadas con fines biotecnoldgicos y/o medioambientales.

En este trabajo se ha llevado a cabo en primer lugar, la produccién, purificaciéon y caracterizacion fisico-
quimica y cinética de la lacasa recombinante SilA de la cepa Streptomyces ipomoea CECT 3341. Asimismo, se ha
analizado la capacidad oxidativa de la enzima en distintos sistemas lacasa-mediador y del microorganismo
mediante la induccién de radicales hidroxilo a través de ciclos redox de quinonas. Por dltimo, se ha abordado
el estudio de la funcién biolégica de SilA en el microorganismo productor.

La estimacién del potencial redox de la enzima puso de manifiesto que se trata de una lacasa de potencial
redox bajo, al igual que se ha descrito para otras lacasas bacterianas. SilA mostré una moderada estabilidad
frente a los agentes caotropicos ensayados (temperatura y cloruro de guanidinio), demostrandose que el
estado nativo de la enzima es mas estable que el desnaturalizado. El ensayo de la termoestabilidad cinética
permitié determinar la vida media de la enzima que se estimé en 1,3 horas a 95 °C.

Por otro lado, los ensayos conducentes a la elucidacion de la estructura tridimensional de SilA no resultaron
concluyentes por la imposibilidad de cristalizar la proteina debido, probablemente, a la presencia de dominios
hidrofébicos en el extetior de su estructura, lo que causé interferencias con el procedimiento analitico
utilizado. No obstante, mediante comparaciéon de la secuencia de SilA con las secuencias de otras lacasas
bacterianas publicadas en las bases de datos, se pudo obtener un modelo teérico tridimensional de la
estructura de la lacasa, que permitié elucidar la presencia de dos dominios de tipo cupredoxina, al igual que se
ha descrito para otras lacasas de estreptomicetos.

La capacidad oxidativa de SilA se puso de manifiesto en actuacién conjunta con distintos mediadores frente a
tintes textiles de tipo azo y distintos farmacos (fluoroquinolonas y Carbamazepina), obteniéndose los mejores
resultados cuando se utilizaron como mediadores la acetositingona y/o el sitingato de metilo, siendo la
concentraciéon de mediador y la temperatura factores condicionantes para la eficacia del sistema. Asimismo,
se ha demostrado que el micelio de . pomoea es capaz de generar radicales hidroxilo gracias a la presencia de
la lacasa SilA y de actividad quinona reductasa, los cuales a su vez han resultado muy efectivos en la
degradacién de los tintes textiles y de los farmacos mencionados. Es importante destacar que el micelio de .
ipomoea permanecio viable tras 24 horas de induccién de radicales hidroxilo, lo que avala la idoneidad de este
microorganismo para ser utilizado en procesos de biorremediacion.

El andlisis de la toxicidad de los contaminantes de partida y de los productos de degradaciéon obtenidos por
ambos sistemas oxidativos mediados por la actividad lacasa SilA puso de manifiesto que, en algun caso, la
toxicidad de los productos de degradacién obtenidos era superior a la de los contaminantes de partida,
deduciéndose la necesidad de llevar a cabo dichos estudios utilizando distintos sistemas de analisis, para poder
validar los resultados.

Por dltimo, con objeto de elucidar la posible funcién biolégica de la lacasa SilA, se llevé a cabo la obtencién
de un mutante de S. jpomoea no productor de actividad lacasa, mediante disrupcién génica. Ia obtencién de
dicho mutante permitié conocer la implicacién de dicha enzima en la tolerancia al cobre y en la solubilizacién
de la lignina de paja de trigo, funciones que corroboran el interés biotecnolégico de la misma.



SUMMARY

Laccases are enzymes with phenoloxidase activity, included into the multicopper oxidases group,
characterized by the presence of four copper ions in their active site. They catalized the monoelectronic
oxidation of a wide range of phenolic compounds and aromatic amines with the oxygen as the final electron
acceptor. They are enzymes widely distributed in nature and have been described in fungi, plants, insects,
bacteria and even in archaea. The current interest on these enzymes is due to their great potential to be used
for biotechnological and environmental purposes.

In this work, production, purification and physicochemical and kinetic characterization of the recombinant
laccase SilA from the strain S#eptomyces ipomoea CECT 3341 was carried out. Additionally, the studies of the
oxidative potential of the enzyme, either setting-up the laccase-mediator system and of the microorganism,
through the induction of hydroxyl radicals via quinone redox cycling, have been performed. Finally, the last
study deal with the biological function of SilA in the microorganism

The estimation of the redox potential of SilA showed that this enzyme is a low redox potential laccase, just as
other bacterial laccases already described. SilA showed a moderate stability against caotropic agents
(temperature and guanidinium chloride), demonstrating that the native state is more stable than the unfolded
state. The kinetic thermostability assay allowed to determine the half life of the enzyme which was estimated
in 1.3 hours at 95 °C.

The assays adressed to the elucidation of the tridimensional structure of SilA were not conclusive due to the
impossibility to ctystallize the protein due, probably, to the presence of hydrophobic domains at the surface
of the structure which interfere with the analytical method. However, comparing the sequence of SilA with
the sequences from other bacterial laccases published in databases, we established a theoretical three-
dimensional model of the structure of SilA which allow to elucidate the presence of two cupredoxine
domains as occur in other laccases from Streptomyces.

The oxidative potential of SiIA was demonstrated together with diverse mediators against textile azo-dyes and
different drugs (fluoroquinolones and Carbamazepine). The best results were obtained with acetosyringone
and/or methyl syringate as mediators, being the concentration of the mediator and the temperature key
factors for the efficiency of the system. Besides, the mycelium of S. 7pomoea was able to produce hydroxyl
radicals due to the presence of the SilA laccase and quinone reductase activity. These radicals were very
effective in degrading the textile dyes and the drugs above mentioned. It is rematkable that the mycelium of
8. ipomoea remained viable after 24 h of hydroxyl radicals induction, supporting the suitability of this
microorganism to be applied in bioremediation processes.

The toxicity analysis of the original compounds as well as of the degradation products obtained from both
oxidative systems assayed showed that, in some cases, the toxicity of the degradation products were higher
than that of the original pollutants, inferring the need to perform these studies using different analytical
systems in order to validate the results obtained.

Finally, with the aim to elucidate the possible biological function of the laccase SilA, the obtention of a non-
laccase producer mutant of S. zpomoea by gene disruption was carried out. This mutant let to know the
involvement of this enzyme in copper resistance and in lignin solubilisation from wheat straw, functions
which corroborate the biotechnological interest of the enzyme.
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1.1 El género Streptomyces: Caracteristicas
generales y ciclo de desarrollo

1.1.1. Caracteristicas generales

El género Streptomyces (del griego “streptos”=
torcido y “myces”=hongo), pertenece a la clase
Actinobacteria, orden _Actinomycetales y  esta
constituido  por  bacterias  filamentosas
grampositivas, fundamentalmente aerobias,
aunque también se ha descrito su crecimiento
en determinadas condiciones anaerobias (van
Keulen ef al, 2003). Estos microorganismos
presentan un crecimiento ramificado que da
lugar a un entramado de hifas denominado
micelio (Goodfellow y Williams, 1983). El
género Streptomyces, del cual se han identificado
mas de 600 especies, se caracteriza por un alto
contenido en G+C en su ADN, entre un 61 y
80 % (Wright y Bibb, 1992), lo que implica que
la utilizacién de codones esté muy sesgada y los
codones que posecen G o C en la tercera
posicién sean los mas frecuentes (Bibb ¢ a.,
1984).

Poseen un cromosoma lineal con un tamafio
aproximado de 8 Mb (Kieser e al, 1992) y su
replicacién en la especie Streptomyces coelicolor,
cuyo genoma fue el que primero se ha
secuenciado (www.sanger.ac.uk), tiene lugar de
manera bidireccional a partir de un unico origen
de replicacién (072C), finalizando con ayuda de
protefnas terminales que se unen a los extremos
5 del cromosoma (Lin ez al, 1993). En los
extremos del cromosoma, presenta secuencias
cortas repetidas e invertidas (TIRs), capaces de
formar estructuras secundarias. Dentro del
genoma de varios estreptomicetos se halla una
region central o “core” altamente conservada
en la que se encuentran la mayoria de los genes
esenciales implicados en el desarrollo del ciclo
celular, asi como en la replicacién del ADN,
transcripcién,  traduccién y  metabolismo
primario. A su vez, el “core” esta flanqueado
por dos brazos, el izquierdo de 1,5 Mb y el
derecho de 2,3 Mb, que codifican genes no
esenciales del metabolismo secundario y
enzimas hidroliticas (Bentley ez 4/, 2002; Ikeda
et al., 2003). Durante los ultimos afios se han
secuenciado los genomas completos de una
veintena de especies de estreptomicetos. Tal
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como ya se ha comentado, el primer genoma
secuenciado fue el de S. coelicolor (Bentley et al.,
2002) y poco tiempo después se complet6 la
secuencia de S. avermitilis (lkeda et al., 2003),
agente productor de las avermectinas, un grupo
de agentes antiparasitarios. Posteriormente, se
han secuenciado los genomas de . scabies por el
instituto Sanger en 2007 y un afio después el de
S. grisens IFO 13350 (Ohnishi ez al, 2008).
Algunas de las ultimas secuencias obtenidas
han sido las de S. exfoliatus (Martinez et al,
2014) y la de 8. olindensis, productor del
antitumoral Cosmomicina D (Rojas ¢t al,
2014).

Los estreptomicetos son bacterias saprofitas
que se encuentran fundamentalmente en el
suelo, donde aportan el caracteristico olor a
tierra himeda gracias a la produccién de un
compuesto  sesquiterpenoide  denominado
geosmina (Gerber y Lechevalier, 1965). Sin
embargo, también se han descubierto especies
de estreptomicetos aisladas de lagos (Ray 7 a.,
2014), sedimentos marinos (Yan ef al., 2014) o
en simbiosis con plantas, invertebrados marinos
o insectos (Seipke ¢z al., 2012).

El ciclo de vida y la producciéon de metabolitos
secundarios y enzimas hidroliticas estan
estrechamente relacionados. Al ser
microorganismos que habitan en sueclos, la
competencia con otros organismos de este
mismo habitat es constante, por lo que se hace
necesaria una regulacién muy controlada de la
expresion de sus genes. Asi, se ha visto que
Streptomyces responde a los distintos cambios del
medio a través de los sistemas de dos
componentes  (T'CSs) encargados de la
biosintesis ~ de  diferentes ~ metabolitos
secundarios (Rodriguez ¢z al., 2013).

1.1.2. Ciclo de desatrollo

El género Streptomyces posee un ciclo de
desarrollo complejo que implica una comleja
diferenciacién morfologica y fisioldgica. La
diferenciacién morfolégica de estos
microorganismos (Figura 1.1) comienza con la
germinacién de una espora monogenémica que
cuando las condiciones ambientales son
favorables, da lugar a un tubo germinativo que
crece y se ramifica profusamente, formando una
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Figura 1.1. Ciclo de vida de S#eptomyces, donde se muestran las distintas etapas de diferenciacion celular

microorganismo.

amplia red de hifas vegetativas multigenémicas
denominada micelio sustrato (Champness, 2000).
El micelio sustrato invade y coloniza el medio en
que se desarrolla, secretando numerosas enzimas
hidroliticas que facilitan la descomposicion de
restos organicos principalmente vegetales, para la
obtencién de nutrientes (Chater e al, 2010).
Cuando los nutrientes del medio se agotan, el
crecimiento vegetativo se detiene y comienzan a
originarse hifas menos ramificadas que forman el
micelio aéreo, el cual se eleva sobre el micelio
sustrato para facilitar la dispersién. Este desarrollo
se lleva a cabo, principalmente, a expensas de los
nutrientes provenientes de la lisis del micelio
sustrato (Méndez ¢t al., 1985), escapando de un
ambiente himedo o acuoso para crecer en el aire.
Segun estudios realizados, para que las hifas aéreas
puedan alzarse en el aire con una direccién
adecuada, precisan de una presién osmotica en el
interior de las células que podria ser generada
gracias a la solubilizacién de macromoléculas
como el glucégeno (Chater, 1993). El micelio
aéreo es morfolégica, estructural y
fisiolégicamente diferente del micelio sustrato y se
considera una adaptacién al ambiente terrestre, por
lo que otras actinobacterias tipicamente acudticas
no presentan este comportamiento (Locci y
Sharples, 1983). Este proceso esta regulado por el
péptido SapB y las proteinas denominadas
“chaplins” (Bibb ez @/, 2012; Talbot, 2003) que

(-]

Ciclo de vida
Streptomyces

Germinacion
esporas

N

' J Micelio
sustrato

Micelio_aéreo

del

disminuyen la tensién superficial del agua. Como
consecuencia, sus hifas quedan cubiertas por una
capa blanquecina altamente hidrofébica. En la
formacién de estds capas hidrofébicas participan
unas proteinas llamadas “rodlins” que son
producidas por las hifas (van Keulen ez 4/, 2003)
(Figura 1.2). A continuacién, las hifas del micelio
aéreo sufren un proceso de alargamiento vy
tabicacion multiple transformandose en largas
hileras de esporas hidrofébicas unigendémicas
llamadas conidiosporas, que tras sufrir un proceso
de maduracién se dispersan para colonizar nuevos
nichos e iniciar el ciclo biolégico de nuevo. Se ha
descrito que las esporas poseen compuestos para la
iniciacién del metabolismo activo, ya que se ha
comprobado que cuando se sumergen en agua
destilada se activa la proteosintesis y la transicion
de la fase de dormancia al metabolismo activo
(Strakova ez al., 2013). Estos autores sugieren que
la primera fase del programa de desarrollo es
independiente de las condiciones de cultivo y
postulan que esta predeterminado genéticamente o
por las condiciones existentes durante la
esporulaciéon. Sin embargo, a partir de estudios
realizados mediante tincién de viabilidad con
marcadores  bioquimicos  de  crecimiento,
diferenciaciéon y muerte celular junto con técnicas
de microscopia confocal (Manteca ef al., 2005) se
ha descrito un nuevo modelo de ciclo de desarrollo
de Streptomyces mas detallado.
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Figura 1.2. A) Disposicién de las proteinas surfactantes “sapB”, “chaplins” y “rodlins” alrededor de las hifas del micelio
aéreo. B) Fotografia al microscopio electrénico de barrido con falso color de la ultraestructura de la superficie de las esporas
de S. coelicolor tesultado de la interaccién de las proteinas “chaplins” y “rodlins” (Tomado de la Sociedad Americana de

Microbiologia®).

Este modelo describe y diferencia dos tipos de
micelio sustrato, un micelio primario, que se
desarrolla tras la germinacién de la espora dando
hifas formadas por segmentos vivos y muertos
debido a un proceso temprano de muerte celular
programada, y un micelio secundario, formado a
partit de los segmentos viables del micelio
primario (Manteca ¢ al, 2007; Chater et al.,
2010). Este micelio secundario que podtia ser
considerado como el micelio sustrato de los
anteriores ciclos  biolégicos  descritos,
comenzarfa a sintetizar la cubierta proteica
hidrofoébica, desarrollindose asi el micelio aéreo
que culminarfa con la esporulacién. En resumen,
el nuevo modelo descrito diferencia entre dos
fases, una vegetativa, correspondiente al micelio
primario, y otra reproductora, constituida por el
micelio secundario temprano (micelio sustrato) y
tardio (micelio aéreo).

1.1.3. Metabolismo secundario de Streptomyces

La capacidad del género Streptomyces para
colonizar diferentes habitats estda basada en su
versatilidad metabdlica, que les permite utilizar
una gran diversidad de fuentes de carbono y
nitrégeno para su crecimiento. Aunque su pH
de crecimiento 6ptimo se encuentra entre 6,5 y
8, han sido aislados miembros del género
capaces de crecer tanto en medios 4acidos
(Williams y Flowers , 1978; De Risi ¢# al., 1997)
como en medios con pH 9 o superiores
(Chaphalkar y Dey, 1998). Ya hemos
comentado anteriormente que su presencia en
el suelo se ve favorecida por su crecimiento

micelial 'y su capacidad para formar
conidiosporas, las cuales constituyen un sistema
de dispersiéon y una forma de resistencia que
favorece la supervivencia durante largos
periodos de escasez de agua y nutrientes
(Ensign, 1978).

Es conocido el papel que juegan los
estreptomicetos en los ciclos biogeoquimicos de
degradacién, merced a la produccién de un gran
arsenal de enzimas extracelulares que le
permiten degradar polimeros insolubles de
material organico presentes en el suelo
(Mccarthy y Williams, 1992) , lo cual hace que
sean considerados candidatos muy idéneos para
propositos de biorremediacion. Por otro lado, su
gran capacidad productora de metabolitos
secundarios supone la culminacién de su
complejo ciclo de desarrollo y ha conducido a
considerar al género Streptomyces uno de los
microorganismos de mayor interés
biotecnolégico. De hecho, es la principal fuente
natural de metabolitos secundarios bioactivos
entre los que cabe sefalar: antibidticos, agentes
antitumorales, inmunosupresores, antiviricos,
antifingicos, insecticidas, sider6foros,
antiparasitarios,  inhibidores de  enzimas,
pigmentos, inmunomoduladores, estimuladores
del crecimiento de plantas, herbicidas y muchos
otros (Kieser et al, 2000; Weber et al., 2003;
Hopwood, 2007). Entre esta gran diversidad de
biomoléculas podriamos destacar algunas con
capacidad antifungica como la Anfotericina B
producida por S. nodosus (Fjaervik y Zotchev,
2005), antihelminticos como las avermectinas
producidas por S. avermitilis (Yoon et al., 2004),



antitumorales como las bleomicinas o Ia
Holomicina (Grimm e# al., 1994; Webster et al.,
2000), inmunosupresores como el Tacrolimus
(Wallemacq y Reding, 1993) y herbicidas como
la Fosfofinotricina (Schwartz et al., 2005). Sin
embargo, la propiedad mas importante de
Streptomyces es su capacidad para producir
antibiéticos, estimandose que mas de las dos
terceras partes de los antibidticos de origen
natural utilizados en clinica son producidos por
actinobacterias y de ellos, casi el 80 % se deben
exclusivamente a Streptomyces (Grimm ef al., 1994;
Challis y Hopwood, 2003; Berdy, 2005). Se
estima que hasta el momento sélo se ha
descubierto un pequefla parte del potencial de
estas bacterias, estimandose que el género
Streptomyces es capaz de producir mas de 100.000
compuestos con actividad antimicrobiana de los
cuales sélo se conoce un 3 % (Watve ez al.,
2001). Es importante en este contexto hacer
referencia al estudio recientemente realizado por
Pérez et al, (2011) en el que se puso de
manifiesto que dos microorganismos comunes
del suelo, como Strepromyces y Myxococcus pueden
interactuar  cuando  se  cultivan  juntos
estimulando la produccién de antibidticos en el
estreptomiceto, lo cual podria validar la hipétesis
de que las interacciones inespecificas podrian ser
las responsables en su hdbitat natural de muchas
de las rutas presentes en los genomas de
Streptomyces que permanecen silenciadas en las
condiciones de laboratorio.

Por otro lado, y dado que el hédbitat mas
importante del género Streptomyces es el suelo,
este microorganismo produce para poder
subsistir en ambientes muy diversos, una gran
variedad de enzimas capaces de degradar restos
vegetales, compuestos organicos de los
considerados recalcitrantes e incluso pequefios
organismos que le sirven de sustento. Entre
estas enzimas cabe seflalar un importante grupo
de enzimas hidroliticas, entre las que se
destacan: xilanasas (Lépez 1995; Antonopoulos
et al, 2001), proteasas (Rao ez al, 1998),
mananasas (Montiel ¢ a/, 2002), quitinasas
(Kawase e al., 2000), celulasas (Deobald vy
Crawford, 1987) y amilasas (Yin et al, 1997),
entre otras. Algunas de estas enzimas como
xilanasas, celulasas, proteasas y amilasas tienen
una importante aplicaciéon en la industria
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alimentaria, especialmente en el sector dedicado
a la alimentacién animal, asi como en las
industrias de panificacién y de produccién de
pastas de celulosa y papel. No obstante, hay que
tener en cuenta que los niveles de produccion
de enzimas por las cepas silvestres son escasos
para su explotacién industrial, requiriéndose
por tanto, la aplicacién de técnicas moleculares
y la bisqueda de las condiciones del medio de
cultivo mas adecuadas para optimizar su
produccién. Cabe asimismo mencionar la
importancia que esta adquiriendo en los dltimos
afios la explotacion del caricter oxidativo de
algunas enzimas producidas pot
microorganismos ligninoliticos, como es el caso
de las peroxidasas y las lacasas, cuyo potencial
en procesos de biorremediacion es indudable.

Como son precisamente las lacasas el objetivo
mas importante de estudio de esta Tesis
doctoral, dedicaremos a este grupo de enzimas
una especial atencién en capitulos posteriores.

1.2. Enzimas oxidativas: las lacasas

Las lacasas (benzenodiol:dioxigeno
oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) son miembros de
la familia de las enzimas oxidorreductasas
multicobre (MCOs) que se caractetizan por
poseer atomos de cobre en su centro activo
(Reinhammar y Malmstrém, 1981). Son enzimas
con actividad fenoloxidasa capaces de actuar
sobre gran variedad de sustancias fendlicas y
aminas aromaticas, utilizando el oxigeno
molecular como aceptor final de electrones con
la consiguiente reducciéon a dos moléculas de
agua (Solomon et al, 1996; Thurston, 1994) a
través de un mecanismo de transferencia de
cuatro electrones del sustrato correspondiente y
sin la formacién de intermediarios téxicos.
Ademas de la lacasa, el grupo de las oxidasas
multicobre engloba a otras enzimas, como la
ascorbato oxidasa, la ceruloplasmina
(Messerschmidt y Huber, 1990; Messerschmidt
et al., 2001) la fenoxacinona sintasa, la enzima
CucO, la proteina Fet3 de Saccharomyces cerevisiae
(Askwith ef al., 1994), la bilirrubina oxidasa o la
hefaestina (Vulpe ¢ al, 1999). Las MCOs estan
implicadas en  diversas  reacciones  del
metabolismo celular como la fosforilacién
oxidativa, el catabolismo de nutrientes vy



compuestos  téxicos, la fotosintesis o la
homeostasis de iones metalicos (Kosman, 2010).

1.2.1. Estructura y evolucién de las lacasas

Las lacasas son glicoproteinas diméricas o
tetraméricas con 4 atomos de cobre por
mondémero, necesarios para la  actividad
catalitica de la enzima. Estos atomos de cobre
se agrupan en tres sitios de 6xido-reduccion,
denominados centros de cobre de tipo T1, T2 y
T3, que se diferencian en funcién de sus
propiedades espectroscdpicas y paramagnéticas
(Solomon et al., 1996).

. Centro de Cobre Tipo 1 (I'1)

También denominado cobre azul, presenta una
intensa absorcion electrénica a 600 nm lo que
confiere el color azul caracteristico a estas
lacasas en estado oxidado. Este atomo de cobre
es igualmente detectable por Resonancia
Paramagnética Electronica (EPR) y el maximo
de absorcién que presenta es debido a la unién
covalente del atomo de cobre con el azufre de
una cisteina que lo coordina. Numerosos
estudios han determinado los potenciales del
centro de cobre T1 de distintas lacasas
mediante estudios potenciométricos. Asi, se han
clasificado las lacasas en tres grupos: de bajo
potencial redox con valores inferiores a 470
mV, entre las que se encuentran las lacasas de
plantas y bacterias, de medio potencial redox
(entre 470 y 710 mV), entre las que se
encuentran lacasas producidas por ascomicetos
y basidiomicetos, y de alto potencial redox, la
mayoria de las cuales son producidas por
basidiomicetos, con valores supetiores a 710
mV, frente al electrodo normal de hidrégeno
(NHE) (Klonowska ef al, 2002; Shleev ef al.,
2004).

. Centro de Cobre tipo 2 (12)

Este atomo de cobre presenta una ligera
absorcion en la region del visible aunque
también puede ser detectado por EPR. Este
centro de cobre esta coordinado con dos
histidinas y una molécula de agua y muestra
afinidad por aniones como F, N- y CN-, que
actian como inhibidores de la enzima.
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. Centro de Cobre tipo 3 (13)

Se trata de un centro binuclear formado por
dos 4atomos de cobre acoplados anti-
ferromagnéticamente.  Cada  atomo  esta
coordinado por tres histidinas y un puente
hidroxilo. Presenta un maximo de absorcion a
330 nm. El centro de cobre T2 se encuentra
estratégicamente localizado cerca del centro de
cobre tipo 3, formando un centro trinuclear
T2/T3 donde tiene lugar la reduccién
molecular del oxigeno a agua (Solomon ez al,
1992; Thurston, 1994; Yaropolov e al., 1994).
Gracias a numerosos estudios estructurales se
ha podido identificar los canales de entrada de
oxigeno (préximo al centro T3) y de salida del
agua (cercano al centro T2) (Figura 1.3).
Estudios realizados en lacasas de bajo potencial
redox como Rhus vernicifera (Reinhammar, 1972)
o Trametes hirsuta (Shleev et afl, 2005) han
determinado valores de potencial redox para el
centro T2 de unos 400 mV. Asimismo, para
lacasas de bajo y alto potencial redox, los
valores de potencial de oxidorreduccion del par
de cobres de sus centros T3 se estimaron en
480 y 780 mV, respectivamente (Reinhammar,
1972).

Figura 1.3. Estructura tridimensional de la lacasa CotA
de Bacillus subtilis, en la que los centros del cobre se
representan como esferas amarillas. El recorrido del
oxigeno desde la parte supetior hasta su reduccion a agua
y salida por la parte inferior de la molécula se muestra
como esferas rojas (tomado de Bento e# al., 2005).

Se han descrito otras lacasas atipicas carentes
del cobre 1 (Cul) y denominadas lacasas
amarillas o lacasas blancas (Giardina et al,
2010). Algunos autores han sugerido que las
lacasas amarillas son el resultado de la unién de
compuestos aromaticos de la degradacién de la



lignina a las lacasas azules  durante el
crecimiento fungico. La consecuencia es una
reduccién de los cobres T1 y T2 del centro
activo y por tanto, la desaparicién del color azul
tipico (Leontievsky ef al., 1997a). Varias lacasas
amarillas han sido aisladas de ascomicetos y
basidiomicetos, como es el caso de las de Panus
tigrinus (Leontievsky ez al., 1997a), Phlebia radiata
0 Pleurotus ostreatus. Las lacasas de estos dos
ultimos microorganismos han mostrado su
capacidad incluso para oxidar compuestos
aromaticos no fendlicos en ausencia de
mediadores  (Leontievsky e al, 1997b;
Pozdnyakova ez al., 20006). Las lacasas blancas
poseen un atomo de cobre en lugar de los 4 de
las lacasas azules, dos atomos de zinc y uno de
hierro por cada molécula proteica. Han sido
purificadas de microorganismos como Pleurotus
ostreatus  (Palmieri et al, 1997), Pyenoporus
sanguinens (Litthauer ez al., 2007) o Trametes
hirsuta (Haibo et al., 2009).

Las oxidasas multicobre y la mayorfa de las
lacasas, comparten una organizacion general
basada en tres dominios de tipo cupredoxina.
Estos dominios presentan un alto grado de
homologfa entre ellos y con la familia de
protefnas monoméricas de tipo cupredoxina
como la azurina o plastocianina, sugiriendo la
existencia de wun gen ancestral comun.
(Nakamura y Go, 2005). Cada uno de estos
dominios presenta una arquitectura tipo barril-3
con topologia tipo clave griega y se encuentran
estabilizados por varios puentes disulfuro. El
dominio 3 posee una cavidad hidrofébica con
carga negativa donde se encuentra localizado el
centro T1. En sus proximidades se une el
sustrato reductor que podria estabilizar el
radical catidnico que se produce tras su
oxidacion. El centro trinuclear T2/T3 se
encuentra embebido entre los dominios 1 y 3, a
13 A de distancia del sitio T1, y el dominio 2
contiene residuos implicados en la unién del
sustrato.

En los dltimos afios se han descrito enzimas
con actividad lacasa como la denominada SLAC
de Strepromyces coelicolor (Figura 1.4) (Skalova et
al., 2009), la oxidasa multicobre de Nitrosomonas
europaca (Lawton et al., 2009), la lacasa Ssll de
S. svicens (Gunne y Urlacher, 2012) o mas
recientemente la lacasa de S. violaceusniger (Lu et
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al., 2014), que presentan sélo dos dominios de
tipo cupredoxina.

Figura 1.4. Estructura tridimensional de la lacasa de S.
coelicolor. Los dominios cupredoxina aparecen agrupados
en forma de tres dimeros, los centros del cobre se
representan como esferas naranjas (tomado de Skalova ez

al,, 2009).

El origen de las oxidasas multicobre y las
proteinas monoméricas de tipo cupredoxina ha
sido tema de debate durante varios afios. El
proceso evolutivo seguido por estas familias de
enzimas del cobre parece haberse iniciado con
la duplicacién de un dominio cupredoxina
inicial, dando lugar a una protefna de dos
dominios (Figura 1.5). Algunos estudios
sugieren dos posibles caminos para llegar a
constituirse esta enzima de dos dominios: dos
duplicaciones mas dando lugar a una proteina
de seis dominios como la ceruloplasmina, o la
adiciéon de un tercer dominio cupredoxina
constituyendo las proteinas de tres dominios,
como la ascorbato oxidasa o la lacasa (Ryden y
Hunt, 1993). Por otro lado, se ha postulado que
el origen de la ceruloplasmina podria derivar de
la duplicacién de una proteina tipo lacasa de
tres dominios. O al contrario, que la aparicion
de las lacasas podria derivar de la pérdida de
tres dominios de wuna proteina de tipo
ceruloplasmina (Murphy ez @/, 1997). La teoria
mas reciente plantea una serie de etapas
intermedias que suffrirfan las proteinas de dos
dominios, que tras duplicaciones y ganancia o
pérdida de centros del cobre, darfan lugar a
proteinas del cobre como la nitrito reductasa y a
las distintas oxidasas multicobre conocidas
(Nakamura ez a/., 2003). Nakamura y Go (2005)
hacen distincién entre tres tipos de oxidasas
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Figura 1.5. Representacién esquematica del proceso evolutivo y organizacién en dominios de las oxidasas multicobre. Los
6valos representan los dominios cupredoxina que conforman las proteinas; el color azul o rosa hace distincién entre las dos
grandes clases de dominios tipo cupredoxina descubiertos en las oxidasas multicobre (Murphy e# al., 1997). Los circulos
azules, rojos y verdes representan los centros del cobre tipo 1, 2 y 3 respectivamente. Entre corchetes se indican las
proteinas hipotéticas de los pasos evolutivos intermedios, tres de ellos [X], [Y]y [A] poseen centros del cobre en ambos
dominios, [B] y [C] disponen de un dnico centro del cobre en el dominio 1 y 2, respectivamente. [A], [B] y [C] poseen
centros interdominios trinucleares mientras que los de [Y] son mononucleares. Figura tomada y modificada de Nakamura y

Go (2005).

multicobre de dos dominios en funcién de la
localizacion del cobre T1: A, B y C. El tipo A
serfa la proteina mds antigua y ancestro comun
de los tipos B y C. Posee un cobre T1 en cada
uno de los dominios. El tipo B contiene un
unico cobre T1 en el dominio 2. Serfa un
ancestro comun de las proteinas de tres
dominios como las lacasas y la ascorbato
oxidasa y de las de seis dominios como la
ceruloplasmina. El tipo C, al igual que el tipo B,
posee un tnico cobre T1 pero en el domino 1.
Este dltimo tipo de oxidasa se corresponderia
con el ancestro de las dos enzimas nitrito
reductasa triméricas de dominios (Nakamura y
Go, 2005; Skalova et al, 2011). Este
planteamiento se vié reforzado gracias a la
identificacién de distintas oxidasas multicobre
de dos dominios, las cuales no podrian formar
loscentros interdominio T2/T3 en su forma
monomérica, pero si formando homotrimeros.

1.2.1.1. Mecanismo catalitico de las lacasas.

En la reaccién catalizada por las lacasas, los
distintos centros del cobre de la enzima
conducen los electrones desde un sustrato
reductor al oxigeno molecular, sin la
produccién de intermediarios téxicos como el

radical superdxido o el peréxido de hidrégeno
(Palmer ez al., 2001). Esto se consigue mediante
cuatro  oxidaciones monoelectrénicas  del
sustrato catalizadas por el cobre T1.

Figura 1.6. Representacién esquemitica de la reduccién
de oxigeno por accién catalitica de la lacasa (tomado de

Sosna et al., 2010).

Los electrones son posteriormente transferidos
al centro trinuclear, mediante una tuta formada
por los aminoacidos His-Cys-His (Ivnitski y
Atanassov, 2007) a lo largo de los 12 A que
separan el centro T1 del atomo de cobre T3
(Matera et al, 2008). Tras recibir cuatro
electrones procedentes del sustrato, junto con
dos protones del medio, la enzima queda
completamente reducida. En este estado la
enzima reacciona con el oxigeno mediante dos



pasos secuenciales de transferencia de dos
electrones, teniendo lugar la reduccién del
oxigeno molecular y la liberacién de agua como
se muestra en la Figura 1.6.

A continuacién  se  detallan  aspectos
fundamentales de como tiene lugar la oxidacién
de los sustratos por las lacasas. En primer
término, se produce la unién del sustrato
reductor al cobre T1, siendo por tanto el cobre
T1 el primer aceptor de electrones procedentes
del sustrato. El cobre del centro T1 esta
coordinado por dos nitrégenos procedentes de
dos histidinas (His395 y 458), un azufre
aportado por una cisteina (Cys453) y un cuarto
ligando no coordinante variable en las lacasas,
que puede ser metionina en lacasas bacterianas
como CotA, o leucina o fenilalanina en lacasas
fangicas (Claus, 2004). El anillo de la histidina
458 (His458) esta altamente conservado en
todas las oxidasas multicobre, lo que sugiere
que sea la entrada de electrones durante su
transferencia al sitio T1 (Figura 1.7) (Giardina ez
al., 2010).

D206 @
-
_—
H395
, o
H458 Cul g c453

F463

Figura 1.7. Coordinacién del cobre del sitio T1 por las
dos histidinas 395 y 458 y la cisteina 453. Se muestra
también las cadenas laterales de los aminoacidos no
coordinantes fenilalanina 463 y aspartico 206 (tomado de
Bertrand ez al., 2002).

La reduccién del cobre del centro T1 es un
paso crucial y limitante en la capacidad catalitica
de la enzima. La diferencia entre el potencial del
sitio T1 y el de los sustratos reducidos
determina la tasa de transferencia de electrones.
La posicion del cuarto ligando axial variable del
sitio T1 ha sido tema de estudio durante los
ultimos afios debido a su gran influencia en el
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potencial de oxido-reduccién de la enzima. Ia
presencia de una fenilalanina o leucina como
ligando axial en las lacasas fingicas, contribuye,
en cierto modo, al elevado potencial de las
mismas. De hecho, algunos estudios han
demostrado el aumento del potencial redox de
una lacasa bacteriana al reemplazar la metionina
del cuarto ligando axial por leucina o
fenilalanina (Durao e# al., 2000).

Otros autores sugieren que la modulacién del
potencial de reduccién del cobre T1 es funcion
de la reducciéon de la densidad electronica
alrededor del mismo, merced a variaciones en la
distancia entre el sitio T1 y una de las histidinas
que lo coordinan (Piontek e¢r af, 2002). Sin
embargo, las diferencias observadas
experimentalmente en el potencial del Cu del
centro T1 no justifican las diferencias de
potencial entre las lacasas existentes. Otros
factores, como la formacién de puentes de
hidrégeno, la accesibilidad del sustrato, la
anisotropfa dieléctrica alrededor del sitio o
distintas interacciones electrostaticas entre la
proteina e iones metalicos, deben influir
posiblemente en el potencial redox (Xu e a/,
1999; Li et al., 2004; Giardina ez al., 2010).

La funcién del cobre del centro T1 como
aceptor primario de electrones se ve favorecida
al ocupar una depresién situada a 7 A por
debajo de la superficie de la enzima. En esta
cavidad pueden acoplarse una gran variedad de
sustratos (Gilardina ez a/., 2010) y gracias a ello y
al elevado potencial redox del sitio T1 es ahi
donde tiene lugar la oxidacién de los mismos.
Estudios recientes han demostrado la relevancia
de los residuos de histidina y aspartico para la
interaccion del grupo amino de un sustrato con
la enzima. Este residuo aspartico (Asp200) estd
muy conservado entre las lacasas fungicas
pertenecientes al grupo de los Basidiomicetos y
se le relaciona con la dependencia de la
actividad lacasa en funcién del pH (Xu, 1997;
Xu ¢t al., 1998).

No obstante, el elemento clave en la reduccién
del oxigeno molecular es el complejo trinuclear
formado por los centros del cobre T2 y T3.
Este centro esta coordinado por ocho histidinas
dispuestas en un patrén muy conservado de
cuatro motivos H-X-H (Messerschmidt vy



Huber, 1990). En uno de estos motivos el
grupo X es la cistefna que coordina el cobre T1
y las dos histidinas laterales participan en la
uniéon de los atomos de cobre del centro T3
(Figura 1.8). En la enzima reducida, tras captar
los cuatro electrones del sustrato, no hay
conexién entre el cobre T2 y los dos cobres del
centro T3. En este estado, la enzima reacciona
con el oxigeno suministrandole dos electrones
de los cuatro localizados en el centro T1 y
dando lugar al intermediario peréxido que sera
el encargado de coordinar los cobres de los
centros T2 y T3. En un segundo paso, con la
transferencia del siguiente par de electrones, el
peréxido intermedio se reduce dando lugar al
intermediario nativo con dos conformaciones
posibles, oxo o hidroxo, que es riapidamente
reducido debido a la presencia del sustrato en la
reaccion catalitica.

HOH
Figura 1.8. Representacién esquematica de los centros
del cobre, los aminoacidos coordinantes y las distancias
interatémicas (A) de la lacasa de Bacillus subtilis (tomado
de Enguita ef al., 2003).

Ante la ausencia de sustrato, el intermediario
nativo pasarfa lentamente al estado de reposo
oxidado donde los atomos de oxigeno se
encuentran en forma de hidroxilo unidos al
cobre T2. Este estado de reposo puede
revertirse y ser completamente reducido por el
sustrato (Solomon e¢f a/., 2001). Este mecanismo
ha sido elucidado durante los ultimos afios
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mediante el empleo de enzimas con el cobre del
centro T1 intercambiado por otro i6én que
resulta inactivo para la reaccién como es el
mercurio (T1Hg). Asi, se ha podido detectar el
intermediario perdxido (Shin ef al., 1996) y se ha
descubierto que el complejo trinuclear juega un
papel esencial, siendo la unidad estructural
minima requerida para la reduccién del O,.
Segun parece, las cargas anidnicas que rodean el
agrupamiento trinuclear en la forma reducida de
la enzima, contribuyen a la estabilizacién de la
alta carga positiva facilitando la reactividad con
el oxigeno (Quintanar ef al., 2005).

Los estudios llevados a cabo con la lacasa CotA
de B. subtilis han conducido a la formulacién de
una nueva hipotesis sobre el mecanismo de
reducciéon del oxigeno (Bento ef a/., 2005) cuya
posible representacién esquematica se muestra
en la Figura 1.9. En un primer paso, el O, se
desplazaria hacia el complejo trinuclear a través
de un canal bien definido. A continuacion, se
formarfa el peréxido intermedio al recibir dos
electrones cedidos del Cul a través de una de
las histidinas y posteriormente su transmision
de esos electrones a través de la cisteina hacia
las histidinas que coordinan Cu2 y Cu3. La
adquisicién de otro par de electrones genera la
rotura del peréxido en dos grupos hidroxilo,
uno de los cuales permanece como puente
entre los cobres del sitio T3 y otro migra hacia
el sitio T2 (Messerschmidt, 1992; Bento e al.,
2005) provocando un movimiento rotacional
del Cu4 sobre una de sus histidinas vy
permitiendo asi que pueda unir el hidroxilo y
desplazatlo después hacia la parte exterior del
canal de salida donde se adicionara un protén
para dar lugar a la primera de las dos moléculas
de agua resultantes.

1.2.2. Reactividad de las lacasas

Los fenoles son los sustratos tipicos de las
lacasas debido a su potencial redox, que es lo
suficientemente bajo como para permitir la
extraccién de electrones por el cobre del centro
T1. Los centros activos de las oxidasas
multicobre son cavidades extensas tanto en
superficie como en volumen y proximas al
cobre T1, lo que facilita el acceso de diversidad
de moléculas (Enguita ¢ a/., 2003). La baja
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Figura 1.9. Representacion esquemitica de la reduccién del Oz por la accion de las lacasas, basado en el modelo de

Bento ez al., 2005.

especificidad de sustrato caracteristica de estas
enzimas permite que un amplio rango de
compuestos sean susceptibles de ser oxidados,
tales como metoxifenoles, aminas aromaticas,
mono- y polifenoles, iones inorganicos, etc
(Thutston, 1994; Larrondo ef al., 2003; Baldrian,
20006; Giardina ez afl, 2010). También pueden
llevar a cabo desmetilaciones (Kirk y Farrell,
1987) y deshalogenaciones. La disposicién de
los sustituyentes en una molécula fendlica en las
posiciones meta-, orto- y para- es un factor
determinante de la capacidad de la lacasa para
oxidar dicho compuesto, siendo la sustitucién
meta- la menos favorecida para la oxidacién del
compuesto. En la oxidacién de un sustrato
también  es determinante la presencia de
determinados grupos en la molécula; asi,
mientras que los grupos -OH y -NH, mejoran
la susceptibilidad del compuesto a ser oxidado
por la lacasa, los grupos -Cl y -NO,, al ser
secuestradores de electrones, perjudican la
accion catalitica de la enzima.

La accién de las lacasas frente a compuestos
fendlicos es dependiente del pH, ya que el
potencial redox de estos compuestos disminuye
al aumentar el pH (Xu, 1997). Se demostré la
existencia de enzimas bacterianas capaces de
actuar a valores de pH muy alcalinos, como es
el caso de las lacasas de Strepromyces ipomoea
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(Molina-Guijarro et al., 2009), S. svicens (Gunne
y Urlacher, 2012) y S. coelicolor (Machczynski ez
al., 2004), entre otras.

Se ha descrito que iones inorganicos como
cloruros y compuestos organicos como la
cisteina o la azida sédica resultan inhibidores de
la actividad lacasa (Morozova e al., 2007a). No
obstante, algunas de las lacasas bacterianas
caracterizadas hasta la fecha presentan una alta
resistencia a la presencia de determinados
compuestos. Tal es el caso de la lacasa
recombinante SilA producida por S. ipomoea
cuya actividad permanece estable en presencia
de concentraciones 1M de cloruro de sodio o
10 mM de azida sédica (Molina-Guijarro e al.,
2009). Otros compuestos descritos capaces de
inhibir la accién de las lacasas son metales
pesados como el Hg®" o quelantes como el

EDTA (Lotenzo et al., 2005; Baldrian, 2000).

Las lacasas se diferencian de otras enzimas
como las tirosinasas (EC 1.14.18.1) o las
catecol oxidasas (EC 1.10.3.1) en que no oxidan
la tirosina y no son inhibidas por monéxido de
catbono. Como ya se ha mencionado con
anterioridad, las lacasas actian extrayendo
electrones del sustrato fendlico convirtiéndolos
en radicales fenoxilo los cuales pueden
polimerizar espontineamente o reorganizarse
dando  lugar a  quinonas  mediante



desprotonacién (Giardina ez al, 2010). Ia
reaccion se produce segun el siguiente patron:

4RH + O, > 4R- + 2,0

El hecho de que un compuesto sea susceptible
de ser oxidado por una lacasa estd determinado
tanto por su estructura tridimensional como
por su potencial redox (Tadesse ez a/., 2008).

1.2.3. Caracterizacién molecular de las lacasas

A partir de la primera publicaciéon de la
secuencia  genética de  una  lacasa,
correspondiente  al  hongo  ascomiceto
Neurospora crassa (Germann y Lerch, 1980), el
numero de secuencias genéticas de otras lacasas
ha ido creciendo casi exponencialmente. La
mayoria de estas secuencias se corresponden
con lacasas fungicas y de plantas. No obstante,
la mayoria de los genes de cuya informacién se
dispone, no son mas que secuencias parciales o
genes putativos de lacasas. Estos organismos
suelen presentar familias de lacasas multigénicas
mas extensas en plantas donde se han
identificado hasta 25 genes distintos en el
césped inglés (Lolium perenne) (Gavnholt ez al.,
2002). En hongos se han identificado 3 6 5
genes en Pleurotus sajor-caju y Trametes sanguinea,
respectivamente (Hoshida ez 4/, 2001; Soden y
Dobson, 2001).

La informacién genética disponible sobre estas
enzimas, ha permitido su sobreexpresién en
otros microorganismos con el propésito final
de mejorar la produccién enzimatica para su
posterior aplicacién a nivel industrial. Algunos
de los microorganismos utilizados normalmente
para la expresion heteréloga de lacasas fungicas
son, entre Otros, Saccharomyces  cerevisiae,
Aspergillus nidulas y Pichia pastoris, mientras que
para la expresion de lacasas bacterianas se
utiliza principalmente Escherichia coli
(Kunamneni ez a/., 2008). Sin embargo, factores
como el grado de glicosilacion o el plegamiento
de la proteina son determinantes para el buen
funcionamiento de la enzima y suelen variar en
funciéon del hospedador utilizado. Por estas
razones, se estin buscando nuevas formas de
mejorar las propiedades e incrementar los
niveles de produccién de estas  enzimas,
mediante procesos de mutagénesis o evolucion
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dirigida que permitan, entre otros objetivos,
ampliar su especificidad de sustrato o aumentar
su estabilidad estructural mediante cambios
precisos en la secuencia de aminodacidos (Iffland
et al., 2000; Madzak e al., 2005). Mediante estas
técnicas también se pueden potenciar otras
propiedades importantes de estas enzimas con
vistas a su aplicacién industrial, tales como, la
actividad enzimatica, la estabilidad frente a
temperatura o pH (Mordukhova ¢z a/., 2008) o
aumentar la  expresion génica de una
determinada protefna en el hospedador (Bulter
et al., 2003).

Se ha observado que la presencia de
determinados compuestos en el medio tales
como iones metdlicos, entre los que cabe
mencionar principalmente, el cobre, la plata y
el manganeso (Palmieri ez a/, 2000; Soden y
Dobson, 2001), conlleva un aumento en la
actividad de lacasas fingicas. Esto se debe a
que estos iones actian como inductores de
ciertos genes implicados en la homeostasis o
destoxificaciéon de metales (Kagi y Schaffer,
1988). De igual modo, la presencia de
compuestos aromaticos como el acido fertlico
o el 4cido veratrico e incluso de colorantes
industriales, induce la expresién de genes de
respuesta a xenobidticos (Soden y Dobson,
2001; Faraco et al, 2003). Ademas, se ha
observado la dependencia de la actividad lacasa
de ciertos nutrientes, como es el caso del
nitrégeno en Trametes versicolor (Thurston, 1994)
o de la glucosa, que se ha demostrado que a
concentraciones elevadas es capaz de inhibir la
actividad lacasa de algunas especies de Trametes
(Galhaup e# a/., 2002; Xiao e al., 2000).

1.2.4. Distribucién y funcién biolégica de las
lacasas.

Las lacasas son enzimas estudiadas desde
finales del siglo XIX. ILa primera lacasa
conocida se descubri6 en el arbol japonés de la
laca Toxicodendron verniciffunm (Y oshida, 1883)
anteriormente denominado Rhus vernicifera, del
que tomé nombre la enzima. A partir de ese
momento se puso de manifiesto la amplia
distribucién de estas enzima, descubriéndose
posteriormente en hongos (Bertrand, 1896),
siendo los basidiomicetos los mayores



productores de lacasa (Gianfreda ez a/, 1999).
En bacterias se ha descrito un numero mas
limitado de estas enzimas, entre las que cabe
mencionar las producidas por _Azospirilium
lipofernm (Givaudan et al., 1993), Marinomonas
mediterranea , Bacillus sphaericus,  Bacillus subtilis
(Claus, 2003) y Streptomyces (Berrocal et al,
1997). También se han descrito en  insectos
(Dittmer ez al., 2004), arqueas (Uthandi ez a/,
2010) y mas recientemente en algas como
Tetracystis aeria (Otto y Schlosser, 2014). Se ha
llegado a describir la presencia de lacasa en
liquenes, aunque sin embargo, la enzima parece
ser producida principalmente por el hongo y no
por el alga simbionte (Lisov ez al., 2012). Se ha
descrito la implicaciéon de las lacasas en una
gran parte de procesos biolégicos diferentes,
pero en la mayor parte de los casos la funcién
especifica que realizan es desconocida.

1.2.4.1. Lacasas de plantas

Las lacasas de plantas son glicoproteinas que se
caracterizan por presentar un grado de
glicosilacién comprendido entre el 22 y el 45
%, siendo todas ellas enzimas extracelulares
monoméricas (Solomon ef al, 1996). La lacasa
del arbol de la laca japonés ha sido
extensamente estudiada desde su
descubrimiento en 1883 y es la enzima de la que
posee un mayor conocimiento. Otras lacasas
fueron descubiertas posteriormente tanto en
monocotiledéneas, como la lacasa del césped
inglés (Lolium perenne), que se ha clonado y
caracterizado ampliamente, (LaFayette ¢ al,
1999) o las del arroz y el maiz (Caparrds-Ruiz ef
al., 2006), como en dicotiledoneas, tales como
la del tabaco (Richardson y McDougall, 1997) o
el algodon (Wang ez al., 2004).

Dentro de una misma especie de planta es
posible encontrar wvarias isoformas de esta
enzima, puesto que en general, las lacasas de
plantas pertenecen a familias multigénicas
(Dwivedi ef al, 2011). Asi, hasta cinco lacasas
distintas se han detectado en el xilema de
Populns trichocarpa (Ranocha et al., 1999) y hasta
ocho lacasas fueron descritas en Pinus taeda
(Sato et al., 2001).

Las lacasas de plantas se han relacionado con la
biosintesis de la lignina, al haberse demostrado
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la capacidad de la lacasa para polimerizar
monoémeros de lignina (Freudenberg, 1959)
mediante  procesos de deshidrogenacion
(Sterjiades et al, 1992). La hipétesis de la
implicacién de estas lacasas en la sintesis de
lignina ha fluctuado durante bastantes afios.
Algunos estudios corroboraban la hipoétesis al
demostrar la participacién de las lacasas en la
polimerizacién de monolignoles (Sterjiades ez
al., 1992) y la deposicién de lignina en paredes
celulares del xilema (Bao ef al, 1993; Dean y
Eriksson, 1994). Por el contrario, otros estudios
genéticos demostraron que las variaciones en el

contenido de lignina eran practicamente
imperceptibles  (Ranocha ez a4/, 1999).
Asimismo,  las lacasas vegetales se han

implicado en la respuesta frente a heridas
(Mccaig e al., 2005), en la oxidacién del Fe*" a
" (Hoopes y Dean, 2004) o en la
polimerizacién de flavonoides para la
pigmentacion de semillas (Pourcel ef al., 2005).
Sin embargo, a pesar de la amplia distribucién
de estas enzimas, su purificaciéon a partir de
extractos crudos de plantas resulta un proceso
complejo y es por ello que no han sido

caracterizadas ni estudiadas en extension
(Strong y Claus, 2011).

1.2.4.2. Lacasas de insectos

Las enzimas de tipo fenoloxidasas han sido

relacionadas desde hace afios con procesos de
esclerotizaciéon de la cuticula de insectos. De
hecho, entre 1970 y 1980 se han aislado varias
lacasas de dicha cuticula (Andersen ef al., 1996).
Posteriormente, las lacasas del gusano del
tabaco  (Manduca  sexta) 'y del mosquito
transmisor de la malaria (Angpheles gambiae)
(Dittmer ¢t al, 2004) fueron clonadas vy
caracterizadas. También se ha relacionado a
estas enzimas con procesos de pigmentacion de
la cuticula en el escarabajo rojo Tribolium castenn
(Arakane ez al, 2005) y en el gusano de seda
Bombix mori (Yatsu y Asano, 2009). Algunas de
las nuevas funciones que se les atribuye a las
lacasas de insectos son la destoxificacion de
compuestos fendlicos procedentes de las
plantas que ingieren y la gelificacién de la saliva,
debido a la presencia de estas enzimas en las
glandulas  salivales de Nephotettix  cincticeps
(Hattori ef al., 2010).



1.2.4.3. Lacasas de hongos

La presencia de actividad lacasa en hongos es
bien conocida desde hace afios. Estas enzimas
estan ampliamente distribuidas en ascomicetos,
deuteromicetos y basidiomicetos, aunque no se
han encontrado evidencias de lacasas en
algunos grupos taxonémicos como Zizgomycetes.
Se han aislado mas de cien lacasas de estos
grupos y al ser muy extenso el conocimiento
sobre ellas, se consideran las mejor
caracterizadas.

Todas las lacasas fungicas son mondémeros u
homodimeros, excepto la  isoenzima I
homotetramera de Podospora anserina (Solomon
et al., 1996). Al igual que las lacasas de plantas,
son proteinas glicosiladas aunque en menor
grado (10-25 %). Poseen un punto isoeléctrico
en torno a pH 4 y una masa molecular de unos
60 a 70 kDa (Baldrian, 2000).

Algunas de las lacasas de hongos mejor
estudiadas son las producidas por Trametes
versicolor, T. villosa, T. hirsuta, T. ochracea, Cerrena
maxima, Phlebia radiata, Coriolopsis  polizona y
Pleurotus eryngii, entre otros. También hay lacasas
caracterizadas de hongos ectomicorrizégenos
como Cantharellus cibarins, Lactarius piperatus o
Russula delica, de ascomicetos saprofiticos como
Aspergillus 'y Penicillinm, o incluso de hongos
saprofiticos y formadores de ectomicorrizas
como son, Marasmins, Agaricns o Tricholoma
(Dwivedi et al., 2011).

La mayorfa de las fangicas
extracelulares, aunque  algunas  especies
concretas producen isoenzimas tanto intra-
como extracelulares (Solomon e al, 1990).
Algunas de las funciones biolégicas atribuidas a
las lacasas fungicas estan relacionadas con
procesos de morfogénesis, formacién de
pigmentos, como se ha demostrado que ocurre
en Aspergillus nidulans, cuyos mutantes carentes
de actividad lacasa presentaban esporas
amarillas en lugar del color verde caracteristico
de la cepa silvestre (Clutterbuck, 1972; Law y
Timberlake, 1980). También se han relacionado
con el desarrollo de rizomorfos en Amuillaria
mellea (Worrall et al., 1986) o la formacién de
cuerpos  fructificantes en  especies de
Schizophyllum (Nties et al, 1986) y en Volvariella
volyacea (Chen et al., 2004). Por otro lado, se ha

lacasas son
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demostrado el papel de las lacasas como
factores de virulencia y patogenicidad en
enfermedades de plantas causadas por los
hongos Botrytis cinerea (Vitetbo et al., 1994),
Opbhiostoma — novo-ulmi, — Fusarum  proliferatum
(Regalado ¢t al., 1999) o Magnaporthe grisea (Iyer y
Chattoo, 2003) al degradar depésitos de lignina
que la planta produce como respuesta al ataque
fungico (Litvintseva y Henson, 2002). Un
hecho que corrobora el papel de las lacasas en
las infecciones fungicas hace referencia a la
infeccion producida en humanos por la
levadura Cryptococcus neoformans. En este caso, la
lacasa localizada en la pared celular del hongo
actua como factor de virulencia, convirtiendo
las catecolaminas del hospedador en melanina,
con el consiguiente bloqueo de la producciéon
de radical hidroxilo que forma parte de la
defensa de los macréfagos frente al agresor, lo
que conlleva la produccién de dafio en el
hospedador (Salas et al., 1996; Liu et al., 1999;
Zhu et al., 2001).

Sin embargo, uno de los papeles mas conocidos
y caracterfsticos de las lacasas fingicas es su
implicacién en la degradacion de la lignina. Los
basidiomicetos productores de actividad lacasa
se han implicado en la despolimerizacion y
degradacion de la lignina, funcién que ejercen
junto con otras enzimas degradativas como la
lignina peroxidasa, la manganeso peroxidasa o
la glucosa oxidasa (Dwivedi ez 4/, 2011). Aun
asi, algunos estudios ponen en duda dicha
funcién, al comprobarse que se produce
degradacion de la lignina tras la inhibicién de la
actividad lacasa (Haars y Huttermann, 1980;
Evans, 1985). Sin embargo, otros estudios
respaldan el papel de la lacasa en la degradacién
de este biopolimero al comprobar que mutantes
no productores de esta enzima del hongo de la
podredumbre blanca Sporotrichun pulvernlentun:
no fueron capaces de degradar lignina (Ander y
Eriksson, 1976) al igual que ocurria en el caso
del hongo Pyenoporus cinnabarinus productor de
lacasa y carente de otras enzimas relacionadas
con la degradacién del polimero, como la
lignina peroxidasa o la manganeso peroxidasa
(Eggert et al., 1996a).

Algunos trabajos sugieren la presencia de
lacasas en hongos de la podredumbre parda,



que degradan fundamentalmente la celulosa y la
hemicelulosa de los materiales lignoceluldsicos
(Ander y Eriksson, 1976; Dsouza et al., 1996;
Lee ¢t al., 2004), generando una acumulacién de
lignina oxidada que aporta color pardo a la
madera (Wei ef al., 2010).

1.2.4.4. Lacasas de arqueas

En contraste con el gran numero de lacasas
descritas en eucariotas, el nimero de lacasas
identificadas en arqueas es muy limitado. A
pesar de que hace varios aflos ya aparecieron
las  primeras descripciones de la posible
existencia de lacasas en este grupo de
microorganismos (Claus, 2003), no ha sido
hasta fechas recientes cuando se ha
corroborado hecho. ILas primeras
descripciones hacen referencia a un estudio
realizado “in silico” en el que se revelaba la
posibilidad de que distintas arqueas podtian ser
fuente de lacasas, como por ecjemplo, las
especies Haloarcula marismortni ATCC 43049,
Pyrobaculum  aerophilum 1IM2 o  Natronomonas
pharaonis DSM2160 (Sharma y Kuhad, 2009).
Sin  embargo, posteriormente se  ha
comprobado que la mayorfa de las arqueas,
cuyos genomas han sido secuenciados, son
anaerobias, lo que dificulta la posibilidad de que
estos microorganismos presenten oxidasas
multicobre. A pesar de ello, una lacasa (Lcca)
producida por la especie Haloferax voleanii se ha
purificado y  caracterizado  recientemente
(Uthandi ez al, 2010). Se trata de una lacasa
termoestable con un pH éptimo alcalino y con
una elevada tolerancia a altas concentraciones
de sales y disolventes organicos.

este

1.2.4.5. Lacasas bacterianas

Aunque se conoce desde hace varios afios la
amplia distribucién de lacasas en bacterias, su
conocimiento es relativamente reciente. La
primera lacasa bacteriana se descubrié en
Agzospirillum lipoferum (Givaudan ez al., 1993) y se
relacion6 con la sintesis de melanina. Un
estimulo importante para el estudio de lacasas
en bacterias fue el resultado del trabajo “in
silico” realizado por Alexandre y Zhulin (2000),
en el que exploré un gran nimero de genomas
bacterianos publicados en las bases de datos.
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Los resultados pusieron de manifiesto la
existencia de secuencias tipicas de lacasa en
numerosos grupos bacterianos, en las que se
detectaron entre otros, los genes codificantes de
los centros de unién al cobre.

Las bacterias, al ser microorganismos ubicuos,
capaces de colonizar habitats muy diversos,
presentan una gran versatilidad metabdlica, lo
que las convierte en candidatos muy idéneos
para la busqueda de enzimas que resistan
condiciones extremas, que son las que
normalmente se requieren en la industria
biotecnoldgica. El interés por el descubrimiento
de lacasas bacterianas condujo a la descripcion
de una serie de ellas en bacterias aisladas de
distintos ambientes. En este sentido, cabe
sefialar, la oxidasa multicobre producida por la
bacteria marina melanogénica  Marinomonas
mediterranea (Sanchez-Amat y Solano, 1997), que
produce dos fenoloxidasas diferentes, una de
las cuales presenta actividad tirosinasa 7y es
capaz asimismo de oxidar los sustratos tipicos
de las lacasas (Sanchez-Amat ef al., 2001). Esta
enzima presenta ademas una elevada tolerancia
a la presencia de sales y un alto potencial redox
(900 mV) (Lucas-Elio et al, 2002).
Posteriormente, se han descrito dos proteinas
con actividad lacasa en Pseudomonas syringae
(Mellano y Cooksey, 1988) y en Escherichia coli
(Brown e al, 1995), denominadas CopA vy
PcoA respectivamente. Estas enzimas son
estructuralmente homologas a las oxidasas
multicobre con respecto a los sitios de unién al
cobre, y se ha demostrado su importancia en la
resistencia al cobre de estas bacterias.

Una de las lacasas bacterianas que han recibido
mayor atencion es la lacasa CotA, presente en la
superficie de la espora de Bacillus subtilis (Hullo
et al., 2001). Se trata de una lacasa termoestable
(Martins ez al, 2002) que participa en la
formacién de un pigmento pardo tipo melanina
en la superficie de la espora de este
microorganismo (Driks, 2004), que le protege
frente a la radiacién UV y el perdxido de
hidrégeno. Cabe destacar, que se trata de la
primera lacasa bacteriana cristalizada, en la que
se detectaron motivos Unicos no observados en
eucariotas (Enguita ¢z 4/, 2003). Otras lacasas
descritas posteriormente, algunas de las cuales
han sido purificadas y caracterizadas, son



producidas por las especies B. sphaericus, (Claus
y Filip, 1997) B. bhalodurans (Ruijssenaars y
Hartmans, 2004), B. licheniformes (Koschorreck ez
al., 2008) y B. pumillus Reiss et al., 2011).

Entre las lacasas bacterianas, cabe sefialar las
producidas por distintas especies del género
Streptomyces, que presentan un gran interés
biotecnolégico, al  ofrecer diferencias
estructurales incluso entre distintas especies del
mismo género, y una gran versatilidad para
actuar en condiciones extremas de pH y
temperatura. Entre estas lacasas, cabe
mencionar, la enzima EpoA producida por
Streptomyces grisens  que ha sido caracterizada
bioquimica y fisicoquimicamente (Endo ez a/.,
2003), habiéndose expresado como enzima
recombinante en E. cof. Se trata de un
homotrimero que presenta una especificidad de
sustrato relativamente reducida y parece tener
un papel en la  morfogénesis  del
microorganismo. Otra de las lacasas
bacterianas mejor estudiadas, es la lacasa SLAC
producida por Strepromyces coelicolor Machczynski
et al., 2004), que se caracteriza por presentar
unicamente dos dominios de tipo cupredoxina,
en contraste con los tres que se han descrito
para el resto de las lacasas. Su cristalizacién
(Skalova et al, 2009) ha permitido revelar su
naturaleza trimérica y no dimérica como se
habfa sugerido en principio (Machczynski ef al.,
2004).

Otras de las lacasas que se han descubierto
dentro de este género corresponden a las
especies, S. lavendulae, que muestra estabilidad a
70 °C (Suzuki ef al., 2003), S. psammoticus, que se
muestra estable a pH alcalino y es altamente
tolerante a sales (Niladevi ez a/., 2008), S. svicens
(Gunne y Urlacher, 2012), S. 7pomoea (Molina-
Guijarro ez al., 2009) que también presenta alta
tolerancia a condiciones alcalinas y a elevadas
concentraciones de cloruro sédico, y que al
igual que la lacasa SLAC solamente posee dos
dominios cupredoxina, S. ¢yanens (Moya et al.,
2010) con una gran estabilidad a un amplio
rango de pH y temperatura y mas
recientemente Streptomyces sp. SBO86 (Fernandes
et al, 2014) que produce wuna lacasa
termoestable.
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Es importante mencionar que las lacasas
producidas por algunas de las especies
bacterianas sefialadas son extracelulares, como
es el caso de la lacasa producida por S. jpomoea
que ha sido aislada y caracterizada en nuestro
laboratorio, lo cual oftrece una ventaja
importante sobre la mayor parte de las lacasas

bacterianas intracelulares, a efectos de su
utilizacion industrial.
En cuanto a las funciones bioldgicas

desempefiadas por las lacasas bacterianas en los
microorganismos productores, existe bastante
controversia, habiéndose relacionado con
procesos de morfogénesis, resistencia a metales,
degradacién de lignina, produccién de
pigmentos, etc. En la Tabla 1.1 se muestra un
resumen de las posibles funciones que se han
atribuido a las principales oxidasas multicobre
con actividad lacasa descritas en bacterias. Hay
que tener en cuenta que algunas de estas
funciones se han atribuido tras deducir su
identidad como lacasas a partir de las secuencias
publicadas en las bases de datos para las
oxidasas multicobre, careciendo actualmente de
evidencias que corroboren su identidad a nivel
bioquimico.

1.3. Potencial oxidativo de las lacasas: los
sistemas lacasa-mediador y la produccion
de radicales hidroxilo

La capacidad de las lacasas para oxidar un
amplio rango de compuestos de naturaleza
fendlica, utilizando el oxigeno molecular
facilmente disponible como aceptor final de
electrones, avalan la utilidad de estas enzimas
para ser utilizadas en distintas aplicaciones
biotecnoldgicas. Sin embargo, a pesar del gran
potencial de oxido-reducciéon que muestran
algunas lacasas, como es el caso de las lacasas
de hongos, éste suele ser inferior al de las
peroxidasas ligninoliticas (mayor de 1 V),
limitando el rango de accién a compuestos
aromaticos de bajo potencial redox, como
corresponde a las unidades fendlicas de la
lignina (Kawai e# al., 1987). No obstante, se ha
demostrado la posibilidad de aumentar la
capacidad oxidativa de estas enzimas en la
degradacion de compuestos fendlicos, asi como
ampliar su rango de accién a sustratos de
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Tabla 1.1. Posible funcién biolégica de las principales oxidasas multicobre de tipo lacasa descritas en procariotas

(Modificado de Sharma ¢z al., 2007).
Especie (gen)
Leptothrix discophora SS1

Pseudomonas maltophila
Pseudomonas syringae pv. tomato (copA)
Agzospirillum lipofernm

Streptomyces antibioticus

Xanthomonas campestres (cop.A)
Bacillus sp. (mnxG)

Bacillus sphaericus

Marinomonas mediterranea (ppoA)

Pseudomonas fluorescens GB-1

Agquifex aelicus (sufl)
Psendomonas putida GB1 (cumA)
Pseudomonas sp. (CumA)
a-proteobacteria SD 21
Bacillus subtilis (cotA)

Escherichia coli (yacK)

Pyrobaculum aerophilum (pael888)

Escherichia coli (pcoA)
Oceanobacillus ibeyensis (cotA)
Streptomyces griseus (epo.A)
y-proteobacteria JB
Streptomyces cyanens CECT 3335

Streptomyces lavendulae
Bacillus hatodurans C-125 (lbh 2082)
Streptomyces colelicolor

Thernmus thermophilus HB27
Ralstonia solanacearnm

Snorhizobinm mebloti
Staphylococens anrens

Bactéria melanogénica del suelo

Rhodobacter capsulatus (cutO)
Streptomyces psammoticus
Bacillus licheniformis (cotA)
Streptomyces ipomoea

Bacillus endospores

Bacillus subtilis WID23
Aeromonas hydrophila W1.-11
Bacillus amyloliquefaciens 1.CO2
Bacillus pumilus (cotA)

Geobacillus thermocatenulatus MS5

Posible funciéon
Destoxificacion de Mn2+
Eliminacién especies toxicas O2
Actividad nucledsido oxidasa
Resistencia al Cu2+
Pgimentacién y oxidacion de
compuestos fendlicos
Sintesis de fenoxacinona

Resistencia al Cu?*
Esporulacién y oxidaciéon Mn?*
Esporulacion, pigmentacion
Pigmentacion

Oxidacién de Mn?*+
Eliminacién especies toxicas del O3
Implicada en divisién celular
Oxidacién de Mn2*
Oxidacién de Mn?*+
Oxidacién de Mn2*+
Proteccion UV y H2Oo.
Pigmentacién de esporas
Flujo de Cu?*, oxidacién de
fenolatos-sideréforos. Actividad
ferroxidasa
Desconocida

Resistencia al Cu?*
Esporulacion
Pigmentacién, morfogénesis
Oxidacién compuestos téxicos
Degradacion de lignina
Degradacion contaminantes
Desconocida
Resistencia al Cu2*
Desconocida

Desconocida
Resistencia a compuestos fenolicos

Desconocida

Homeostasis del cobre
Respuesta a estrés oxidativo
Proteccion UV y contra oxidantes

Resistencia al Cu?*
Desconocida
Dimerizacion de acidos fendlicos
Desconocida
Degradaciéon de fenoles
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Pigmentacién de esporas
Resistencia UV y H2O»
Desconocida
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naturaleza no fendlica, mediante la utilizacién
de compuestos que actien como puentes de
oxidacién entre la enzima y el sustrato. Estos
compuestos intermediarios se les denominé
mediadores siendo el primero descubierto el
2,2’-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS), compuesto sintético capaz
de oxidar dimeros no-fendlicos considerados
modelos de la lignina (Bourbonnais y Paice,
1990). La actuacién de estos compuestos
mediadores de bajo peso molecular junto con
las lacasas reforzé la implicacion de estas
enzimas en la degradacion de lignina al
extenderse su accién oxidativa a compuestos
aromaticos no fenoélicos, que no son sustrato
habitual de las lacasas.

La lignina es un polimero tridimensional de
naturaleza fenilpropanoide compuesta por tres
monolignoles que se unen entres si por mas de
diez tipos de enlaces diferentes de tipo éter y
carbono-carbono, con distinto grado de
metoxilaciéon  (Adler, 1977; Karhunen et al.,
1995). Estos monolignoles son tres alcoholes

cinamilicos (3-fenil-2-propen-1-ol)
denominados alcohol cumarilico 4-
hidroxicinamilico), alcohol coniferilico (4-

hidroxi-3-metoxicinamilico) y alcohol sinapilico
(4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamilico) los cuales a
su vez son los precursores de las unidades 4-
hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S)
de la lignina (Figura 1.10). Estos alcoholes se
sintetizan a partir de de los aminoacidos
aromaticos L-fenilalanina y L-tirosina durante el
metabolismo primario de plantas. La lignina,
junto con la celulosa y hemicelulosa forman
parte de la lignocelulosa, componente
mayoritario de la pared celular vegetal, donde
tiene funciones cementantes entre las células de
la pared aportando asi rigidez, e hidrofébicas,
evitando la penetraciéon del agua. El polimero
de lignina presenta una alta variabilidad
estructural en funcién de las proporciones de
unidades H, G y S que contenga. Esa
variabilidad dependera no sélo de la especie y
tejido sino también del tipo de planta. Asi las
unidades de tipo G predominan en la lignina de
gimnospermas, mientras que angiospermas
presentan cantidades equivalentes de unidades
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G y S. De igual modo el contenido en lignina
varfa de unas plantas a otras como en el caso de
coniferas donde su contenido en lignina es
superior al de arboles de hoja caduca (Faravelli
et al., 2010). Las distintas unidades de la lignina
se unen por distintos tipos de enlaces, siendo
los mds abundantes los de tipo aril-éter como el
B-O-4 (Nimz, 1974), presente hasta en un 60
% en la molécula (Balakshin ez 4/, 2009). Otros
enlaces son de tipo B-1, - §°, 4-O-5, a-O-4 y 5-
5. La gran presencia de enlaces de tipo éter
permite la unién de unidades no fendlicas que
junto con el resto de enlaces intermonoméricos
proporcionan una elevada resistencia a la
lignina frente a procesos de biodegradacion.

No obstante, el descubrimiento de compuestos
de bajo peso molecular capaces de penetrar en
la molécula de la lignina actuando sobre
unidades no fendlicas y por tanto, haciendo a la
lignina mas susceptible de ser degradada, fue un
paso determinante para la busqueda de
mecanismos de oxidacién indirectos por las
enzimas ligninoliticas, basados en la produccion
de los anteriormente citados agentes oxidantes.

Entre estos compuestos se encuentran radicales
de metabolitos fuingicos como el alcohol
veratrilico (Harvey ef al., 1986), iones metalicos
oxidados (Martinez, 2002) y radicales libres de
oxigeno, tales como, superdxido, hidroxilo y
radicales peroxilo y alcoxilo (Hammel ¢ al,
2002). Como consecuencia de la catalizacién de
la oxidacién de las tres unidades de la lignina
por parte de las lacasas, se generan estos
agentes degradativos en forma de radicales
libres. Estos radicales, debido a su inestabilidad,
desencadenaran una serie de reacciones
sucesivas dando lugar a nuevos radicales
intermediarios como los derivados del oxigeno
que provocarin la rotura de enlaces vy
despolimerizaciéon de la lignina (Schoemaker,
1990). También pueden darse oxidaciones o
reducciones de  los productos de
despolimerizacion de la lignina generando otros
radicales, los cuales potenciaran la accién de las
lacasas si actian como radicales oxidantes
(Baiocco ¢t al., 2003).
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Figura 1.10. Alcoholes precursores de la hgnina y modelo estructural del polimero, basado en el propuesto por Adler

(1977).

Los productos resultantes del proceso de
despolimerizacién de la lignina son acidos y
aldehidos aromaticos y quinonas, asi como sus
productos de reaccién (hidroquinonas 'y
alcoholes  aromaticos). HEste método de
oxidacién indirecto en el que los mediadores
actuian como puentes de oxidaciéon entre la
enzima y el sustrato, expandiendo la actividad
catalitica de la misma hacia la degradacion de
moléculas mds complejas y  compuestos
recalcitrantes, es lo que se conoce como sistema
enzima-mediador (Figura 1.11). Entre las
cualidades que un mediador ideal deberfa
poseer setrfan su bajo coste para que asi resulte
econdémica su utilizacién, que no resulte téxico,
tener un tamafio relativamente pequeflo,
generar radicales estables en su forma oxidada
que no inactiven a la enzima y cuya reactividad
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permita su reciclado sin ser degradado
(Morozova et al., 2007b; Cafias y Camarero,
2010).

Lacasa Mediadorx Sustrato

; ; Lacasa, E zMedi::ldor ; ;Sustratoox

Figura 1.11. Representacién esquematica de la actividad
catalitica de la lacasa para la oxidaciéon indirecta de
compuestos no fendlicos en presencia de compuestos
mediadores (Bourbonnais y Paice, 1990).

1.3.1. Los sistemas lacasa-mediador

Desde el descubtimiento en 1990 del ABTS,
primer compuesto susceptible de actuar como



mediador para la oxidacién de compuestos no
fendlicos, el rango de compuestos sustratos de
la lacasa capaces de actuar como puentes de
clectrones entre la enzima y sustratos mas
complejos o de naturaleza no fendlica, ha
aumentado considerablemente en los dltimos
afios. Asi se descubtieron otros compuestos
como el 1-hidroxibenzotriazol (HBT), el acido
violurico (VLA) o el radical de tipo nitroxilo,
2,2’,6,6’-tetrametilpiperidina-N-oxil (TEMPO),
altamente eficientes en la degradacién de
compuestos aromaticos recalcitrantes (Call y
Mucke, 1997; Stebotnik y Hammel, 2000; Xu e#
al., 2000; Fabbrini e al, 2001; Cafias y
Camarero, 2010). Mas recientemente se han
sumado las fenilpirazolonas como mediadores
en la oxidacion de xenobidticos (Shleev ef al.,
2004). Estos mediadores han demostrado su
gran utilidad en aplicaciones como bioblanqueo
de pastas de papel (Garcia er al, 2003),
degradacién de lignina (Stebotnik y Hammel,
2000) o decoloraciéon de colorantes textiles
(Claus et al., 2002). Asimismo, se ha descrito la
capacidad de iones metdlicos tales como el
Mn®" o de polioxometalatos de actuar como
mediadores en la degradacién de lignina (Shleev
et al., 2004; Gamelas ¢z al., 2007)

Sin embargo, a pesar de la probada eficiencia de
estos sistemas lacasa-mediador, la utilizacion de
estos compuestos artificiales presenta ciertas
desventajas. Entre ellas cabe destacar, el
elevado coste de dichos compuestos asi como
su toxicidad y produccién de especies toxicas.
Por este motivo, se hace necesaria la busqueda
de nuevos compuestos mediadores econémicos
y que no resulten toxicos para el
medioambiente.

En este sentido, se descubri6 que ciertos
metabolitos de hongos podian ser utilizados
como mediadores naturales. Asi, en el hongo
Pyenoporus cinnabarinus se describi6 la produccion
del acido 3-hidroxiantranilico capaz de mediar
en la oxidacién de sustratos no fendlicos y
despolimerizacién de lignina sintética (Eggert ef
al., 1996b). Otros mediadores provenientes de
metabolitos fungicos como el 4cido 4-
hidroxibenzoico y el acohol 4-hidroxibencilico
han puesto de manifiesto su capacidad para
participar junto con la lacasa en la oxidacién de
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hidrocarburos aromaticos policiclicos (Johannes
y Majcherczyk, 2000). Otros compuestos
derivados de la degradaciéon de la lignina, como
son la acetosiringona, el siringaldehido o el
siringato  de metilo han demostrado su
eficiencia en la degradacién de distintos
colorantes textiles y tintas junto con lacasas
bacterianas y fingicas (Camarero et al, 2005;
Moya et al., 2010; Mendes ¢z al., 2011; Fillat ez
al., 2012).

Otras aplicaciones en las cuales los mediadores
naturales han demostrado su utilidad han sido
en el bioblanqueo de pastas de papel (Arias ef
al., 2003; Camarero et al., 2007; Aracti et al.,
2009; Eugenio et al, 2011), degradacién de
fungicidas (Maruyama ez al., 2007), insecticidas
(Tran ef al, 2013) y contaminantes emergentes
(Marco-Utrea e al, 2010a), tales como,
disruptores endocrinos (Majeau ¢f a/., 2010; Bibi
et al., 2011), farmacos y productos de cuidado
personal (Hata ez al., 2010; Yang ef al., 2013).

1.3.2. Especies reducidas de oxigeno y ciclos
redox de quinonas

La accién oxidativa de las lacasas sobre un
compuesto genera un radical libre, que cuando
se comporta como agente reductor, puede
desencadenar una transferencia seriada de
electrones al oxigeno que actda como aceptor
electrénico, pudiendo quedar éste en forma
libre generando los radicales superdxido (O,-),
hidroperoxilo (HO,') e hidroxilo ((OH) o unido
a un compuesto organico formando en este
caso los radicales peroxilo (RO,) y alcoxilo
(RO7). Todos estos radicales son los
denominados Radicales Libres del Oxigeno
(RLO) (Figura 1.12). El O, es el producto de
reduccién monovalente del O,. El producto de
reduccion divalente del O, es el H,O, el cual
puede ser generado a partir del O,- mediante
dismutacién. Como resultado de la reduccion
del O, por tres electrones se genera el radical
hidroxilo, el mas reactivo de los RLO con un
potencial redox de 2,8 V.

Asimismo, este radical puede ser generado a
partir de la reduccion del H,O, por el O,- por
un proceso catalizado por metales quelantes
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como el Fe’" en la que se conoce COmMo
reaccion de Haber-Weiss:
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Figura 1.12. Especies reactivas del oxigeno generadas
durante su reduccién seriada por un electrén hasta agua

(Adaptado de Halliwell y Gutteridge, 1999).

Uno de los mecanismos de produccién de
radical hidroxilo ampliamente distribuido entre
los seres vivos es mediante la reduccion de
H,0, por el Fe*', proceso conocido como
reaccion de Fenton. El radical hidroxilo es un
agente lignocelulolitico como asi se ha
demostrado en distintos estudios (Joseleau ez a/.,
1994). Los radicales superdxido e hidroperoxilo
pueden participar en la degradacion de
lignocelulosa generando agentes ligninoliticos
de bajo peso molecular ((OH y Mn’"), los cuales
actuaran oxidando o reduciendo
respectivamente  estructuras  difendlicas y
quindnicas. Asimismo, pueden cooperar con
enzimas ligninoliticas suministrandoles
sustratos o reaccionando con sus productos
directos de oxidacién (radicales fenoxilo y
catién aromatico).

La producciéon de dichas especies reactivas del
oxigeno ha sido demostrada en numerosos
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estudios iz witro mediante la utilizacién de
enzimas ligninoliticas de microorganismos
implicados en la degradacién de lignina (Tanaka
et al., 1999a; Tanaka ef al., 1999b). La generacién
de los radicales libres de oxigeno puede ser
llevada a cabo por practicamente la totalidad de
las enzimas implicadas con la degradacion de
lignina, junto con productos de degradacién de
la. misma, iones metalicos presentes 'y
metabolitos del microorganismo.

Las enzimas ligninoliticas mas importantes son
la lignina peroxidasa, la manganeso peroxidasa,
la peroxidasa versatii y la  celobiosa
deshidrogenasa, ademas de las lacasas
incorporadas en ultimo lugar a este grupo
(Schoemaker, 1990; Mason ¢f al., 2002; Brown y
Chang, 2014).

El conjunto de tecnologias y procesos fisico-
quimicos que se basan en la produccién de
radicales altamente reactivos se conocen como
“Procesos de oxidacién avanzada” (POA)
(Glaze et al., 1987). Entre ellos estan el reactivo
de Fenton, Fotofenton, la fotocatilisis
heterogénea, la fotocatilisis homogénea, la
utilizacion de ozono (O,), la combinacion
O,/UV y O;-H,0,, oxidaciéon anddica, etc
(Andreozzi et al, 1999; Kraft et al, 2003,
Gogate y Pandit, 2004; Pignatello ¢z a/., 20006).
Los POA han sido aplicados en el tratamiento
de aguas residuales y efluentes de papeleras, en
la degradacién de farmacos, colorantes vy
disruptores endocrinos, entre otros (Andreozzi
et al., 1999; Kos y Perkowski, 2000; Balcioglu e#
al., 2003; Suty et al., 2004; Bokhari ez al., 2013;
Shah et al, 2013; Rasalingam et al., 2014,
Thomas et al., 2014).

Para la produccién de radicales hidroxilo
mediante las enzimas ligninoliticas se han
descrito dos mecanismos. Uno de ellos, puesto
de manifiesto con la lignina peroxidasa del
hongo Phanerochacete chrysosporinm, requiere un
suministro de H,O, para la actuacién de la
enzima y una oxidacién secuencial de dos
metabolitos fungicos para la generaciéon del
radical O, - (Barr ef al., 1992). A continuacion,
este radical superéxido interviene en una
reaccién de Fenton donde catalizara el paso de
Fe* a Fe’* y cuyo producto final seri la
generacion de radicales hidroxilo. Por el



contrario, el segundo mecanismo descrito en
Plenrotus eryngii presenta cierta ventaja al tratarse
de un proceso mucho mas sencillo ya que solo
requiere la presencia de una hidroquinona y
Fe’* convenientemente quelado (Guillén e al,
20002). En esta reaccion, las semiquinonas
producidas por la lacasa actian como radicales
primarios que reducen al O,, desencadenando
asi la generaciéon de radicales secundarios, como
el ‘OH, capaces de oxidar la lignina y otros
compuestos aromaticos. Se consigue de este
modo, la produccién extracelular de -OH
mediante un ciclo redox de quinonas catalizado
por reductasas intracelulares y  enzimas
ligninoliticas (Guillén e af, 1997, Goémez-
Toribio e al., 2009a). Las etapas que conforman
este ciclo de quinona tal como se muestran en
la Figura 1.13 serfan las siguientes:

1. Reduccién de quinona (QQ) a hidroquinona
(QH,) por una quinona reductasa (QR)
intracelular.

2. Oxidacién de la QH, a semiquinona (Q--)
por la lacasa.

3. Conversion de la Q- en Q mediante una
autooxidacion, con la consiguiente reduccion
del O, a O,-.

4. Reduccién de Fe'* a Fe®* por la Q- (4a) y
O,- (4b).

5. Producciéon de  H,0,
dismutacion del O, .-

mediante  la

Fe2*
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6. Producciéon de -OH a través de la reaccién
de Fenton.

El ciclo redox de quinonas ha sido demostrado
utilizando las quinonas mas representativas de
las unidades de la lignina como son, la 1,4-
benzoquinona BQ), 2-metoxi-1,4-
benzoquinona (MBQ) vy 2,6-dimetoxi-1,4-
benzoquinona (DBQ). El ciclo redox de
quinonas se ha demostrado también en otras
especies de hongos, tales como, Pycnoporus
cinnabarinus, Phlebia radiata, Trametes versicolor
(Gémez-Totibio et al., 2009b) y Coryolopsis rigida,
todos ellos hongos de podredumbre blanca
productores de enzimas ligninoliticas y
Gloeophyllum trabeum de podredumbre parda.

Los mayores niveles de produccién de radical
hidroxilo se obtuvieron en aquellos hongos
productores de lacasas.

La produccion de radicales hidroxilo mediante
ciclos redox de quinonas se ha utilizado para la
degradacién de contaminantes de distinta
naturaleza, entre los que cabe mencionar, el
colorante textil Reactive Black 5 por Pleurotus
eryngii - (Goémez-Toribio et al, 2009a),
hidrocarburos clorados (Marco-Utrrea ¢ al.,
2009; Vilaplana ef al., 2012), BTEX (Aranda e#
al., 2010) y farmacos (Marco-Utrea ef al., 2010b;
Marco-Utrea ¢t al., 2010c), entre otros.

Fe3+ Fe2* Fe3+

[4b]
[6]
(o

OH

Y

0,
R R
f O_
[2]
Hzo Fe3+ [4a]
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R R Fe2+
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R
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Micelio W

Figura 1.13. Generacion de radicales hidroxilo mediante el ciclo redox de quinonas (adaptado de Gémez-Totibio ef al.,

2009a).



1.4. Aplicaciones biotecnologicas de las
lacasas

Aunque existen en el mercado distintas
preparaciones de lacasas disponibles para su
aplicaciéon en distintas areas biotecnoldgicas,
continua la busqueda de otras nuevas que
respondan a la demanda cada vez mas amplia
de biocatalizadores que resistan condiciones
extremas y que cumplan con los canones de
regulacién medioambiental.

Hasta el momento, las lacasas han demostrado
su  aplicabilidad en  distintos  campos
industriales, tales como, la industria papelera, la
industria textil, la industria alimentaria, en
biorremediacién, en sintesis organica y mas
recientemente en nanobiotecnologia
(Rodriguez-Couto y Herrera, 2006; Kunamneni
et al, 2008). lLas lacasas son consideradas
enzimas “ahorradoras de energia” que junto
con su biodegradabilidad las convierten en
biocatalizadores idéneos para ser utilizados en
industrias altamente eficientes, sostenibles y
respetuosas con el medio ambiente. Sin
embargo, a pesar de las ventajas que ofrecen
estas enzimas, aun hay que vencer ciertos
impedimentos para su aplicacion, siendo uno de
los mas importantes su coste de produccion. La
produccién de grandes cantidades de lacasa se

hace necesaria en ciertas  aplicaciones
industriales como la biorremediacién. Para
solventar este problema se plantea la

posibilidad de utilizar residuos agticolas y/o
alimentarios, o efluentes industriales como
sustrato para los microorganismos productores
de estas enzimas y as{ disminuir su coste de
produccién. Asimismo, es importante tener en
cuenta el proceso de optimizacién de la
produccién de estas enzimas, generalmente
desarrollado a escala de laboratorio, con vistas a
su posterior aplicacion a nivel industrial.

1.4.1. Industria papelera

La produccién de papel es un proceso complejo
con alta demanda de energfa y en el que se
generan grandes volimenes de contaminantes
(Pokhrel y Viraraghavan, 2004). Uno de los
problemas a los que atn se enfrenta esta
industria es la eliminacién de la lignina presente
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en la materia prima de partida, polimero
recalcitrante que rodea al entramado formado
por la celulosa y la hemicelulosa, dificultando el
acceso a esta ultima.

Una de las etapas fundamentales en la
fabricaciéon del papel es el pasteado de la
madera o residuo lignocelulésico, para la
degradacién y/o eliminaciéon de la lignina,
proceso que habitualmente se lleva a cabo en la
industria mediante métodos fisicos o quimicos.
El pasteo fisico, basado en fragmentaciones
mecanicas de los tejidos, supone un
considerable gasto energético, mientras que los
procesos  quimicos,  basados en la
despolimerizacién parcial y solubilizaciéon de la
lignina, utilizan tradicionalmente oxidantes
artificiales que resultan en muchos casos
contaminantes  para el  medioambiente
(Weinstock ez al, 1996). Tras el proceso de
pasteo es necesaria la aplicacién de una setie de
secuencias de blanqueo con el fin de eliminar la
lignina residual que aporta un color pardo o
amarillento a la pasta de celulosa y conseguir
asi un aumento en la blancura de la misma. Tras
este proceso de blanqueo, se liberan grandes
cantidades de lignina en los efluentes
industriales, cuyo tratamiento y eliminacién
supone un alto coste (Zhang et al., 2002). Es
precisamente en el proceso de blanqueo de las
pastas 'y en el tratamiento de efluentes
derivados de estas industrias, donde las lacasas
y los sistemas lacasa-mediador presentan
ventajas como una alternativa a los procesos
fisicos (pasteado mecanico) y quimicos antes
mencionados. De hecho, se ha comprobado
que los sistemas lacasa-mediador (LMS)
presentan una especificidad sobre las fracciones
fendlicas y no fendlicas de la lignina mayor que
el de otras enzimas utilizadas en el proceso de
bioblanqueo de pastas de celulosa, como las
xilanasas (Bajpai ez a/., 2000).

Hasta el momento, las lacasas fingicas han sido
objeto de numerosos estudios debido a su alto
potencial redox y elevada actividad enzimatica
(Cho et al., 2004). Sin embargo, la mayor parte
de las lacasas fungicas presentan ciertas
limitaciones en cuanto a su estabilidad en
condiciones extremas y su dificultad de
manipulacién  genética dado el
eucariota de sus productores, lo cual supone un

caracter



estimulo para continuar la bisqueda de nuevas
enzimas en microorganismos procariotas. En
este sentido, las lacasas bacterianas se muestran
como una alternativa interesante a las lacasas
fungicas, aunque son menos  activas
(Kunamneni e# al., 2008). No obstante, en los
ultimos aflos se han conseguido en nuestro
grupo de investigaciéon resultados positivos en
la etapa de bioblanqueo de pastas kraft con las
lacasas producidas por algunas cepas de
actinobacterias junto con mediadores de
oxidacién, como es el caso de S. ¢yanens (Arias ef
al., 2003) y S. ipomoea (Eugenio et al., 2011)
poniéndose de manifiesto la alteracién de la
estructura de la lignina por accién de estos
sistemas. Estos resultados son comparables a
los obtenidos con lacasas fungicas utilizadas en
conjuncién con mediadores  sintéticos o

naturales (Camarero ef al, 2004; Ibarra et al.,
2006; Moldes et al., 2008; Fillat e al., 2010).

Cabe destacar la existencia de empresas que ya
comercializan productos basados en el sistema
LMS para su aplicacién a la industria papelera,
como es el caso de Lignozym ® (Call y Mucke,
1997) o MetZyme® de la empresa finlandesa
MetGen, entre otras, mostradas en la Tabla 1.2.
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Otras aplicaciones en las que se ha comprobado
la utilidad de las lacasas y de los sistemas LMS
han sido en el reciclado de papel (Schmid y
Utlacher, 2007), o modificacién de la lignina
para mejorar sus propiedades fisicas y quimicas
(Lund y Ragauskas, 2001) o en el tratamiento de
efluentes de la industria papelera (Widsten y
Kandelbauer, 2008).

1.4.2. Industria textil

La industria textil es una de las mas importantes
a nivel mundial, pero se debe tener en cuenta
que la cantidad de sustancias quimicas que se
utilizan en el proceso de tincion y lavado de las
fibras hace que los efluentes de estas fabricas
viertan una  cantidad  considerable de
compuestos  petjudiciales para el medio
ambiente. Los tintes usados antiguamente en la
industria textil posefan un origen natural como
la hematita o el ocre. Sin embargo, gracias al
descubrimiento en 1865 de la estructura
molecular del benceno, la produccién de
colorantes sintéticos experimenté un gran
avance y desde entonces, han sido sintetizados
mas de 100.000 tintes en el mundo. Muchos de
los tintes utilizados en la industria textil son
toxicos y/o mutagénicos para los seres vivos
(dos Santos et al, 2007). Sin tratamientos

Tabla 1.2. Preparados comerciales de lacasas disponibles para su uso industrial.

Aplicacion Nombre comercial Empresa
Elaboracion de cerveza Flavourstar Advanced Enzyme d'rechnologles Led.
Industria (India)
alimentaria Mejora del color (té) LACCASE Y120 Amano Enzyme USA Co. Ltd.
Modificacion del corcho Suberase Novozymes (Denmark)
Bioblanqueo Lignozym-process Lignozym GmbH (Germany)
Industria Deslignificacién de pasta de papel Novozym 51003 Novozymes (Denmark)
PAPEIER® P eslignificacion de pasta de papel
cstigniticacion de pasta de papel. MetZyme MetGen (Finland)
Biopasteo. ’
Desgastado tela vaquera Bleach Cut 3-S Season Chemicals (China)
Tratamiento tela vaquera Cololacc BB Colotex B1otechnf> logy Co. Led.
(Hong Kong)
Desgastado tela vaquera Denilite Novozymes (Denmark)
Tratamiento tela vaquera Ecostone LC10 AB Enzymes GmbH
Indusfna Tratamiento tela vaquera IndiStar (Germany)
textil
Tratamiento tela v Novoprime Genencor Inc.
ratamiento tefa vaquera Base 268 (Rochester, USA)
Desoastado tela vaquera Primagreen Ecofade Genencor Inc.
£ vaqu LT100 (Rochester, USA)
Desgastado tela vaquera ZyLite Zytex Pvt. Ltd. (India)
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adecuados, pueden permanecer estables en los
ecosistemas durante largos periodos de tiempo,
como es el caso del Reactive Blue 19 con una
vida media de 46 afios a una temperatura de 25
°C y un pH de 7. De ahi la necesidad de
desarrollar tratamientos eficaces capaces de
eliminar los distintos tintes utilizados y evitar de
ese modo su persistencia en el medio ambiente.
Otro problema anadido es la cantidad de agua,
muchas veces potable, requerida por este tipo
de industrias. Por tanto, la reutilizacién de las
mismas serfa un requisito indispensable que
deberfa ser solventado.

Los tintes industriales poseen una estructura
molecular formada por grupos cromoéforos
responsables del color y grupos de atomos
ionizables llamados auxocromos capaces de
modificar la intensidad del cromoéforo. Hay
varios tipos de croméforos como grupos vinilo
(-C=C-), carbonilo (-C=0-), ciano (-CH=N-),
azo (-N=N-), nitrito (-NO,) y estructuras de
tipo  quinona. Los  auxocromos  mas
caracteristicos son los radicales carboxilo (-
COOH), hidroxilo (-OH), sulfonato (-SO;H) y
amonio (-NH;)(Figura 1.14). Los colorantes o
tintes usados en la industria textil pueden ser
clasificados en funciéon de su origen,
propiedades quimicas o fisicas o su estructura
quimica, entre otros. Atendiendo sélo a su
estructura quimica podemos establecer entre
20-30 tipos de tintes entre los que destacan los
de tipo azo, indigo, antraquinona, triarilmetano
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y heterociclo. Estos compuestos tienen una
gran afinidad por las fibras textiles sobre las
cuales se adhieren mediante uniones covalentes
e interacciones electrostaticas. Pueden formar
grupos reactivos en un ambiente alcalino, como
el vinil sulfénico, que enlazan con las fibras. Sin
embargo, estos grupos reactivos pueden
hidrolizarse y perder su afinidad por las fibras
ante la presencia de agua, siendo asi liberados
en los efluentes industriales. Por tanto, los
colorantes utilizados en las industrias textiles
suponen un potcentaje significativo (10-20%)
de los contaminantes presentes en las aguas
residuales. Como ya se ha comentado, la
degradacion de estos contaminantes exige la
puesta a punto de tratamientos complejos,
debido a su caridcter recalcitrante y a su
heterogeneidad estructural.

Ademas, otro problema afladido a la
eliminacién de estos contaminantes, es el hecho
que en las condiciones anaerobias inherentes a
los tratamientos de depuracién convencional de
aguas, los colorantes de tipo azo van a dar lugar
a la formacién de aminas aromaticas por la
reducciéon del enlace azo caracteristico. La
presencia en las aguas de muchas de estas
aminas aromaticas, como la ¢-toluidina y la de
tipo aminobifenil esta prohibida ya en algunos
paises como Alemania, por tratarse de
sustancias altamente toxicas y considerarse
potencialmente carcindégenas (Tauber ¢ al,
2005). Para evitar la formaciéon de estas aminas
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Figura 1.14. Estructura quimica basica de los colorantes textiles mas comunes.

26



aromaticas, se hace imprescindible la busqueda
de nuevos métodos de degradaciéon de tipo
oxidativo que resulten eficaces para la
climinacién de los colorantes de tipo azo
presentes en los efluentes industriales, y cuyo
efecto sea extensible a la degradacién de otros
tintes de distinta naturaleza.

Aunque existen técnicas para el tratamiento de
aguas residuales que contengan tintes textiles,
no resultan ventajosas debido a su baja
efectividad y alto coste. Las lacasas
nuevamente han  demostrado ser una
alternativa prometedora en la decoloracion de
efluentes industriales y el blanqueo de textiles.
Su baja especificidad de sustrato favorece su
rango de acciéon sobre colorantes de distinta
naturaleza y estructura ya sea de manera directa
o indirecta mediante sistemas LMS. Mucho se
ha profundizado en este tema y varios son los
estudios sobre degradacién de tintes textiles
con microorganismos (Rodriguez e# al., 1999;
Abadulla e af., 2000; Nerud et al., 2004), sus
enzimas  oxidativas, ya sean lacasas,
peroxidasas, etc  (Ben Younes y Sayadi, 2013;
Guan ¢ al, 2014) o una combinacion de
tratamiento biolégico con distintas técnicas
fisico-quimicas.

1.4.3. Biorremediaciéon

Debido a 1la

muchos

semejanza estructural entre
compuestos contaminantes y el
polimero de lignina las lacasas y los sistemas
LMS pueden ser aplicados también en la
degradacién de wuna gran variedad de
contaminantes recalcitrantes derivados de las
actividades industriales y persistentes en el
medio ambiente. Entre ellos encontramos
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAH),
BTEX (Benceno, Tolueno, Etilbenceno y
Xileno),  bifenilos  policlorados  (PCB)
conocidos por tener efectos carcinégenos y
mutagénicos.

Como resultado de la actividad industrial
grandes cantidades de energfa y material se
liberan en forma de emisiones y efluentes al
medioambiente. El progreso de la poblacién
junto con la diversificaciéon de los procesos
industriales, hace que un elevado nimero de
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compuestos contaminantes y material organico
sean liberados a la atmoésfera, ecosistemas y
cursos de agua.

En los ultimos afios, gracias al desarrollo de
técnicas mas sensibles y precisas se ha revelado
la  presencia de nuevos fiarmacos vy
contaminantes en suelos y aguas potables
(Rigol ¢t al., 2002), anteriormente indetectables
por las técnicas tradicionales debido a su baja
concentracién (de 1 ng L. a unos pocos pg 1.7)
(Larsson et al., 2007). Cabe destacar, que a
pesar de la baja concentracién de estos
contaminantes ~ emergentes  tales  como
antibiéticos,  disruptores  endocrinos o
analgésicos (Kasprzyk-Hordern ez a/., 2009), no
sélo suponen un impacto para los ecosistemas
acuaticos y el medio ambiente, sino también un
peligro para la salud de la poblacién con
incidencia en la génesis de enfermedades
mentales, estetilidad o aumentos de la
incidencia de cancer (Takahashi y Hashimoto,
2001; Kolpin et al, 2002). Incluso, se ha
descrito el efecto de estos farmacos sobre la
induccion fagica (Ingrey ef al., 2003). Asi, se ha
demostrado recientemente que la presencia de
farmacos tales como las fluoroquinolonas en
aguas, es capaz de inducir procesos de
conversién fagica, causando la transformacion
de la microflora habitual de las aguas residuales
en patogenos peligrosos (Goerke e al., 2000).
El anti-epiléptico Carbamazepina no produce
efectos toxicos en la microbiota de las aguas
epicontinentales; sin embargo, en presencia de
otros compuestos ~contaminantes podtia
suponer un peligro para la vida acuatica (Joss ez

al,, 2003).

Actualmente, varios métodos son empleados
en la descontaminacién de este tipo de
compuestos contaminantes. Varias de las
técnicas utilizadas son fisico-quimicas tales
como adsorcién de fangos, fotodegradacion u
ozonizacion. Otras tecnologias entre las que
destacan la humificaciéon (Bollag, 1992) para la
descontaminacién de suelos 'y  técnicas
biolégicas como floculacién, coagulacion o
filtracion para la biorremediaciéon en aguas
residuales, mostraron no ser lo suficientemente
efectivas en la  eliminacién de los
contaminantes principalmente farmacos. No
obstante, fisico-quimicas

estas  técnicas



presentan la  desventaja de  necesitar
considerables  cantidades de energia e
inversion. Por lo tanto, se hace necesaria la
busqueda de nuevas y efectivas estrategias de
descontaminacién de aguas residuales. Entre
ellas, aquellas que implican microorganismos
ligninoliticos han cobrado un gran interés.
Asimismo, con la aplicaciéon de los
anteriormente citados procesos de oxidacion
avanzada, se han obtenido elevados niveles de
eliminacién de contaminantes organicos (Fink
et al, 2012). Algunos de los compuestos
contaminantes y xenobidticos pueden ser
degradados o inmovilizados con otras
sustancias no toxicas como los acidos humicos
por las lacasas y los sistemas LMS (Duran y
Esposito, 2000). La capacidad degradativa de
estas enzimas se extiende sobre hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Béhmer ez al, 1998;
Bressler et al., 2000; Johannes y Majcherczyk,
2000; Pointing, 2001; Torres et al, 2003),
disruptores endocrinos (Raghukumar, 2000,
Tanaka ez al., 2001), clorofenoles (Bollag ¢f al.,
2003) y tarmacos (Lloret et al, 2010; Marco-
Urrea et al., 2010a; Marco-Utrrea et al., 2010b)
que a pesar de la baja biodegradabilidad que
presentan algunos de ellos como las
fluoroquinolonas, algunos microorganismos
como hongos han demostrado su capacidad
para degradarlas (Martens ez a/l., 1996) como es
el caso de Trametes versicolor tanto el
microorganismo en si como su lacasa en
presencia de mediadores (Prieto ef af., 2011).

1.4.4. Industria alimentaria

La aplicacion de las lacasas en el sector
alimentario estda cobrando cada vez mas
importancia. La presencia en los alimentos de
carbohidratos, 4cidos grasos insaturados,
fenoles o proteinas con grupos tiol y su
modificacién  por estas enzimas puede
conllevar a una mejora de los alimentos
aportando una nueva funcionalidad o
reduciendo los costes de produccién (Minussi
et al., 2002).

Entre las aplicaciones en las que puede tomar
parte la lacasa destaca la mejora en la calidad
del sabor de vegetales eliminando el oxigeno
disuelto y evitando asi posibles oxidaciones
(Kunamneni ¢z a/., 2008), eliminacién de olores
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o la mejora o modificacion del color en ciertos
alimentos y bebidas. Dentro de las bebidas, las
lacasas han sido utilizadas en procesos de
clarificaciéon del vino eliminando los fenoles y
evitando la aparicion de turbidez y alteraciones
en el sabor y aroma (Servili e¢f a/., 2000), en el
estabilizado de zumos de frutas (Alper y Acar,
2004) o en la mejora de la vida media de la
cerveza (Minussi e al, 2002) al oxidar
polifenoles presentes en la misma y eliminar el
oxigeno residual tras el proceso de produccion.
En cuanto a los alimentos, se ha descrito que la
adicion de lacasas a la masa favorece las
propiedades organolépticas del pan mejorando
la textura y esponjosidad (Renzetti ez a/., 2010).
También estas enzimas oxidativas han
contribuido a una mejora en el aroma y sabor
del cacao y productos derivados (Osma ¢ 4/,
2010).

Asimismo, las lacasas han demostrado su
utilidad no solo en el procesado de alimentos y
bebidas sino también en el tratamiento de
materiales relacionados con el almacenamiento
de los mismos, como en el proceso de
producciéon del corcho de embotellado donde
estas enzimas disminuyen la astringencia y
contaminaciéon de los mismos (Xu, 2005),
evitando de este modo la  posterior
contaminacién de los vinos, asi como el
tratamiento de los efluentes generados por esta
industria  (Chiacchierini ez al, 2004). Los
efluentes  generados por las industrias
cerveceras contienen grandes cantidades de
polifenoles. Yagiie ¢ a/ (2000) pusieron de
manifiesto la capacidad de la lacasa de
Corigpolsis  gallica  para  degradar  estos
polifenoles. Otras lacasas fungicas también han
demostrado su utilidad en la descontaminacién
de efluentes generados tras la molienda de la
oliva o en la produccién de etanol a partir de la
cafla de azucar (Brijwani ef al., 2010).

1.4.5. Sintesis quimica

Las lacasas no solo estin implicadas en
reacciones de oxidacion sino también en
sintesis y polimerizaciéon. Asi, a partir de
sustratos fendlicos y aminas las lacasas pueden
formar dimeros, oligbmeros o polimeros
mediante acoplamiento de los intermediarios



radicalicos (Riva, 20006). Se han descrito en la
sintesis de compuestos de interés clinico como
antibiéticos y antiinflamatorios (Agematu ¢f 4/,
1993a; Agematu et al, 1993b; Nicotra ef al.,
2004; Riva, 2006); en la produccién 7 situ de
yodo utilizado como desinfectante (Xu, 2005);
en la inhibicién de la retrotranscriptasa inversa
del virus HIV-1 (Wang y Ng, 2004). También
dentro de la industria cosmética estas enzimas
han encontrado utilidad en la fabricacién de
tintes para el cabello que son menos irritantes
(Xu, 2005) y en la produccién de cremas
aclaradoras de la piel (Rodriguez-Couto y
Herrera, 20006).

Otra de las aplicaciones de las lacasas esta
relacionada con la sintesis de ligninas sintéticas
(Moya et al., 2011), de compuestos organicos
(Uyama vy Kobayashi, 2002), colorantes
(Mustafa et al., 2005) o péptidos (Semenov e#

al., 1993). La aplicacion de estas enzimas
oxidativas en la quimica de polimeros
contribuird en la mejora de industrias al

aumentar la disponibilidad de materias primas
renovables  disminuyendo el uso de
combustibles fosiles, reduciendo los niveles de
energia requeridos para estos procesos y
posibilitando la creacién de nuevos procesos
de sintesis de compuestos imposibles de
generas con las  tecnologias  quimicas
convencionales (Nyanhongo e# al., 2012).

1.4.6. Nanotecnologia

El avance de la nanotecnologia en distintos
campos como medioambiente, medicina,
industria, hace de esta tecnologia una de las
mas importantes actualmente a nivel global. La
nanotecnologia  ofrece una novedosa y
prometedora  herramienta en  distintas
aplicaciones como el tratamiento de aguas
naturales superficiales, subterraneas y de
industriales  contaminados  con
metales toxicos, materia organica e inorganica
y microorganismos; creaciéon de biosensores o
produccion de células de biocombustible.

efluentes

Un Dbiosensor es una sonda con un
componente biolégico incorporado que a
través de un transductor electronico es capaz
de convertir una sefial bioquimica en una
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respuesta eléctrica cuantificable aportando
informacién sobre cambios bioquimicos o
fisiolégicos (Kunamneni e af, 2008). lLa
utilidad de las lacasas en este sector se ve
favorecida gracias a su habilidad para catalizar
reacciones de transferencia sin necesidad de
cofactores y a la capacidad de actuacién sobre
un amplio rango de compuestos fendlicos.
Estas caracteristicas hacen de las lacasas
perfectos biosensores capaces de detectar gran
variedad de compuestos como catecoles en té
(Palmore y Kim, 1999; Guo e al, 2014),
compuestos fendlicos en vino o ligninas y
fenoles en efluentes industriales (Giovanelli y
Ravasini, 1993), oxigeno (Gardiol e al., 1996)
opiaceos (Bauer ez al., 1999; Jarosz-Wilkolazka
et al., 2005). De igual modo, las lacasas pueden
formar parte de biosensores junto con otras
enzimas lo que permite ampliar el rango de
deteccién de  sustratos aumentando
sensibilidad (Freire e a/., 2002).

su

La capacidad de las lacasas para usar el oxigeno
como sustrato y reducirlo hasta agua resulta
provechosa para su uso en las células de
biocombustibles. Estas enzimas inmovilizadas
en el catodo de las células de biocombustibles
proporcionan una energfa limpia especialmente
a pequefia escala lo que resulta interesante
desde el punto de vista medioambiental.
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Figura 1.15. Representacién esquematica de un ejemplo
de una célula de biofuel (tomado de Kunamneni ¢f 4/,
2008).

Una célula de este tipo esta formada por dos
electrodos: un anodo que obtiene electrones de
un sustrato reducido (azucar o alcohol) y un
catodo que transfiere los electrones a un
sustrato  oxidado como el O, Ambos



electrodos contienen enzimas como la glucosa
oxidasa o la lacasa, inmovilizadas en
nanoestructuras (Figura 1.15). Las reacciones
conjuntas de oxidaciéon del sustrato de la
glucosa oxidasa (azicar o alcohol) y reduccién
oxigeno por la lacasa genera una fuente de
energfa. Las células de combustible basadas en
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la wutilizacién de enzimas como la lacasa
resultan  particularmente  interesantes en
medicina para la monitorizacién de pacientes
ya que podria controlarse enfermedades como
la diabetes (Heller, 2004) o para el suministro
de medicamentos (Ivanov e al., 2010).
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2. Planteamiento del trabajo y objetivos

Esta tesis se enmarca dentro de la linea
prioritaria del grupo de investigacion dirigido
por la Dra. M* Enriqueta Arias Fernandez, en
el area de Microbiologia de la Universidad de
Alcala, que desde hace varios afios trata de
contribuir a la elucidacién de los mecanismos
enzimaticos y del papel que desempefian los
radicales toxicos del oxigeno en la degradacion
de lignocelulosa por actinobacterias, con vistas

a su aplicacion  biotecnolégica  y/o
medioambiental. Maias recientemente, el
potencial degradativo de estos

microorganismos y/o de sus enzimas se estd
dirigiendo a la eliminacién de contaminantes
ambientales.

El descubrimiento por nuestro grupo de la
primera lacasa descrita en Strepromyces (Berrocal
et al., 1997; Arias et al., 2003), condujo a su
caracterizacion y al escrutinio de sus
aplicaciones biotecnolégicas. En este sentido,
se demostr6 la  capacidad de este
microorganismo para solubilizar y mineralizar
lignocelulosa (Berrocal ez al, 1997), asi como
para llevar a cabo la degradacién parcial de la
lignina de paja de trigo (Berrocal ez al., 2000).
Posteriormente, se puso de manifiesto la
capacidad de la lacasa producida por este
microorganismo para el bioblanqueo de pastas
kraft de eucalipto (Arias et a/l., 2003; Arenas,
2004), asi como para la degradaciéon de tintes

textiles mediante sistemas lacasa-mediador
(Moya e al., 2010).
Paralelamente, se ha llevado a cabo 1la

caracterizacion fisico-quimica y molecular de la
lacasa nativa producida por la cepa Streptomyces
ipomoea CECT 3341 (Molina-Guijarro ez al.,
2009), cuyo potencial biotecnolégico ha sido
demostrado en el bioblanqueo de pastas de
papel (BEugenio ¢ al, 2011). Entre las
caracteristicas fisico-quimicas de esta enzima
cabe destacar su amplia especificidad de
sustrato en funcion del pH, de tal forma que a
pH 4cido es capaz de oxidar ABTS y
ferrocianuro mientras que a pH alcalino oxida
preferentemente  compuestos  fendlicos y
animas  aromaticas.  Asimismo,  resulta
interesante su gran estabilidad a pH alcalino,
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asi como su amplia tolerancia a elevadas
concentraciones de cloruro sédico (hasta 1 M)
y a compuestos considerados inhibidores de
lacasas como la azida sédica (10 mM) y EDTA
(100 mM). Estas caracteristicas abren
perspectivas  para su aplicacién en las
condiciones extremas que con frecuencia se
dan en los procesos industriales y/o en
distintos ~ ambientes  contaminados  con
compuestos de dificil erradicacion.

El interés de esta enzima nos ha conducido a
plantear el trabajo que se presenta, cuyos
objetivos se detallan a continuacion:

1. Produccién y caracterizacion fisico-quimica
y cinética de la lacasa recombinante SilA de
Streptomyces ipomoea.

2. Optimizaciéon de sistemas SilA-mediador
para la degradacion de contaminantes
industriales y emergentes.

3. Demostrar la capacidad de S. jpomoea para
producir radicales hidroxilo mediante ciclos
redox de quinonas.

4, Validar la utilidad del ciclo redox de

quinonas establecido en S. jpomoea para
degradar contaminantes industriales

y
emergentes.

5. Evaluar la toxicidad de los contaminantes
de partida y de los productos de
degradaciéon obtenidos por ambos sistemas
oxidativos.

6. Elucidar la funcién biolégica de SilA
mediante la comparaciéon de la cepa silvestre
con un mutante no productor de la enzima.
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3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Microorganismos utilizados
3.1.1.1. Streptomyces

Para la realizacién de este trabajo se utilizé
la cepa de Strepromyces ipomoea aislada en
nuestro laboratorio a partir de residuos
agricolas (Centenera, 1997). Esta cepa se
encuentra depositada en la  Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con el
nimero de acceso 3341.

3.1.1.2. Escherichia coli

Las distintas cepas utilizadas de este
microorganismo, su genotipo y aplicacién, se
muestran en la Tabla 3.1.

3.1.2. Mantenimiento y conservacién de los
microorganismos

La cepa Streptomyces ipomoea CECT 3341 se
mantuvo en cultivo puro en placas de medio
GAE mediante resiembras periddicas. Las
placas inoculadas se incubaron a 28 °C hasta
alcanzar un adecuado grado de desarrollo y la
esporulaciéon del micelio (5-7 dfas). Para su
conservacién durante largos periodos de
tiempo, se obtuvieron suspensiones de
esporas con glicerol al 20 % (v/v) a partir de
cultivos bien esporulados. Las esporas se
mantuvieron congeladas a -20 °C. Para el
mantenimiento de las distintas cepas de
Escherichia coli a corto plazo, se utilizaron
placas de medio LB (suplementado con
antibiéticos en los casos que fuera necesario),
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que se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Para su conservaciéon durante largos periodos
de tiempo, se utilizaron suspensiones de las
cepas en glicerol al 20 % (v/v) que se
guardaron congeladas a -80 °C.

3.1.3. Medios de cultivo

3.1.3.1. Medios para Streptomyces

e Agar Bennet (Locci ¢z al., 1969).

Utilizado para el mantenimiento, estudios de
pigmentaciéon y morfogénesis. Composicion
gL

Glucosa, 10; peptona, 1; extracto de levadura,
1; triptona, 2; agar, 20. Se esteriliza a 115 °C
durante 30 minutos.

®  GAE (Glucosa — Asparagina - Extracto de
levadura) (Hernandez ef al, 1994).

Utllizado  para el mantenimiento vy

recuperacion de Streptomyces ipomoea, asi como

para los estudios de viabilidad, pigmentacién y

morfogénesis. Composicion:

- Solucién A (g L"): glucosa, 10; asparagina 1;

extracto de levadura, 0,5; agar, 20.

- Solucién B (g LY): K,HPO,, 0,5.

-Solucién C (g L): MgSO, 7H,O, 0,99;

FeSO, ‘7TH,0, 0,021.

El pH de la soluciéon A se ajusta a 7,2. Las

soluciones se esterilizan por separado a 115

°C durante 30 minutos.

e MBS (Medio Basal Salino) (Crawford,
1978) moditicado.

Empleado como medio base para la

produccién  del micelio utilizado en los

Tabla 3.1. Cepas de E. /i utilizadas en este trabajo

Cepa Aplicacion

DH10B Preparaciones de plasmidos y
(Invitrogen) clonacioén de fragmentos de ADN
BL21 (DE3) Sobreexpresion  de  proteinas
(Invitrogen) recombinantes

DH5o™-T1R Clonacién de productos de
(Invitrogen) amplificacién obtenidos por PCR
Top10 Clonacién de productos de
(Invitrogen) amplificacién obtenidos por PCR

ET12567 (pUB307)
(Flett ez al., 1997)

utilizada en experimentos
conjugacion interespecifica

Cepa deficiente en Dam metilasa

de
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F-®80/acZAM15  A(lacZY A-argF)U169
hsdR17 (1, mu™) phoA supEA4 thi-1 gyrA96 relAl tonA

F— merA A(mrr-hsdRMS-merBC) O80/lacZAM15 AlacXT74
recAl araD139 A(ara len) 7697 galU galK rpsl. (StrR)
endA1 nupG

F— dam-13::T09 dem-6 hsdM hsdR recdF143, 25-201:Tn10
2a/K2 ga/T22 aral4 lacY1, xyl5 lenB6 thil tonA31 rpsl.

Genotipo

F= merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ©80/acZAM15 AlacXT74
recAl endAl araD139 A(ara len) 7697 galU galK rpsL
nupG A~

F-ompT hsdSB(tB-, mB-) gal dem (DE3)

recA1  endAl

136 hisG4 tsx78, mtl, ginN44 Kmr



experimentos de ciclo redox de
quinonas.Composicion (g L."):
KH,PO,, 1; NaHPO,, 1,6; NaCl, 0,2;

CaCl, 2H,0, 0,05, MgSO,7H,O, 0,2. Al
medio se le afiadi6 ademas 1 mL L de una
solucién de oligoelementos cuya composicion
en g L es la siguiente: CuSO, 2H,0, 0,64;
FeSO, 7H,0, 0,11; MnCl, 4H,0, 0,79,
ZnS0O, 7TH,0O, 0,15. Esterilizar a 121 °C
durante 20 minutos.

Para la produccién de actividad lacasa, este
medio fue ademas suplementado con
asparagina (2 g L"), manano (10 g L") y
sulfato de cobre 100 pM.

® SM (Soja-Manitol) (Hobbs ez a/., 1989).
Utllizado  para el  mantenimiento vy
recuperacion de Streptomyces ijpomoea para la
produccién de la lacasa nativa y para los
estudios de pigmentacion.

Composicién (g L™

Harina de soja, 20; manitol, 20; agar (medio
solido), 20. Esterilizar a 115 °C durante 30
minutos.

e YEME (Extracto de levadura — Extracto
de Malta) (Kieser ez a/., 2000).

Medio para la obtencién de biomasa destinada
a la extraccion de ADN de Streptomyees.
Composicién (g L)

Extracto de levadura, 3; extracto de malta, 5;
bactopeptona, 3; glucosa, 10; sacarosa, 340;
suplemento de glicina, 5. Esterilizar a 121 °C
durante 20 minutos. Después de esterilizar se
afiade un pequefio volumen de una solucién
estéril de MgCl,, de forma
concentracion final sea de 5 mM.

que la

3.1.3.2. Medios para E.coli

e LB (Caldo de lisogénesis) (Bernati, 1951).
Medio utllizado para el mantenimiento y
propagaciéon rutinarios de E. cofj, tanto en el
caso de las cepas portadoras de plasmidos
como para la expresion de la lacasa
recombinante. Composicién (g L):

Triptona, 10; extracto de levadura, 5; NaCl,
10; agar (medio sélido), 15. El pH se ajusta a
7,2 con NaOH. Esterilizar a 121 °C durante
20 minutos.
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e SOC (Caldo super 6ptimo con represion
catabélica) (Hanahan, 1983).

Medio utilizado para aumentar la eficacia de
transformacién de células  competentes.
Composicién (g L7

Triptona, 20; extracto de levadura, 5; NaCl,
0,5; KCl, 0,18; glucosa, 3,6. Esterilizar a 115
°C durante 30 minutos. Después de esterilizar
se aflade un pequefio volumen de una
solucion estéril de MgCl,, de forma que la
concentracion final sea de 10 mM.

3.1.3.3. Medios para E. coli'y S. ipomoea

o MA (Medio A) (Sanchez y Brafia, 1990).
Medio utilizado para la recuperaciéon de
transconjugantes  tras  la  conjugacién
interespecifica entre E. o/ ET12567 y S.
ipomoea CECT 3341. Composicion (g L)
MOPS, 21; glucosa, 5; extracto de levadura,
0,5; extracto de carne, 0,5; casaminoacidos, 1;
agar, 20. Ajustar el pH a 7 con KOH.
Esterilizar a 115 °C durante 30 minutos.
Después de esterilizar se afiaden 10 mL 1" de
una solucién 1 M de MgCl,.

3.1.3.4. Componentes de los
medios de cultivo

especificos

e Kanamicina

Antibiético utilizado para seleccionar bacterias
portadoras de plasmidos que confieren
resistencia a este antibidtico, como es el caso
de pET28a utilizado para la sobreexpresion de
la lacasa, asi como para el crecimiento de la
cepa ET12567 resistente a este antibidtico. Se
afladi6 en el caso de E. /i a una
concentracién final de 25 pg mL' y para
Streptomyces a 10 pg mL".

* Ampicilina

Antibiético utilizado para la seleccion de
bacterias portadoras de plasmidos que
contienen el gen de la [-lactamasa, que
confiere resistencia a este antibidtico. Se
afiadié al medio a una concentraciéon final de
50 pg mL".

® Apramicina
Antibiético utilizado para seleccionar bacterias

portadoras de plasmidos que confieren



resistencia a este antibidtico, como es el
pOJ260 utilizado en los experimentos de
obtencion del mutante. Se afiadié a una
concentracion final de 100 ug mL" para E. coli
y de 25 pug mL." para Streptomyces.

® (Cloranfenicol

Antibiético utilizado para seleccionar la cepa
de E. coli ET12567. Se afiadié al medio a una
concentracién final de 25 pg mL'. Como
disolvente se utilizé etanol absoluto.

e X-Gal

Este compuesto es degradado por la B-
galactosidasa  originandose un  producto
azulado. En el proceso de transformacion,
numerosos plasmidos contienen el gen
codificante de esta enzima en el sitio de
clonacion multiple caracteristica que se utiliza
para distinguir aquellas bacterias que han
incorporado un  plasmido con inserto
(colonias blancas) frente a las que no tienen el
inserto (colonias azules).

La solucién stock de X-Gal se prepara en
dimetilformamida y se afiade al medio a una
concentracion final de 40 pg mI.".

¢ Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido IPTG)
Compuesto utilizado para inducir la expresion
de los genes clonados en pET28a. Se afiade al
medio para alcanzar una concentraciéon final
de 1 mM.

3.1.4. Tampones y soluciones
3.1.4.1. Tampones generales

o Tampédn acetato: acetato sdédico 200 mM;
acido acético 200 mM. Mezclar volimenes
adecuados de ambos componentes para
alcanzar un pH de 4,5. Empleado para el
ensayo de actividad lacasa.

o Tampén fosfato I: acido fosférico 10
mM. Ajustar con NaOH hasta alcanzar el pH
deseado. Empleado en la mayorfa de métodos
que requieren un pH neutro o ligeramente
alcalino.

o Tampén fosfato 11 8x. Na,HPO,-2H,O
138 mM; NaH,PO,H,0 22 mM; NaCl 4M.
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Ajustar con NaOH hasta un pH de 74.
Empleado en la purificaciéon de la lacasa
recombinante.

o Tampén TE (Sambrook y Russell, 2001):
Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 1 mM pH 8.

o Tampén PBS: Na,HPO, 10 mM;
KH,PO, 2 mM; NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM.
Ajustar el pH a 7,4 con HClL. Empleado en la
obtenciéon de proteinas totales durante los
experimentos de sobreexpresion.

3.1.42. Tampones utilizados
electroforesis de proteinas

para la

o Tampén de carrera 1x: Tris 25 mM;
Glicina 192 mM; SDS al 0,1 % (p/v).

o Tampén de carga: Tris-HCI 62 mM pH
6,8; SDS al 2 % (p/v); glicerol al 25 % (p/v);
azul de bromofenol al 0,01 % (p/v). El
tampon se mezclé con las muestras en una
proporcion 1:1.

o Soluciones para la tinciéon lenta de
proteinas:

1. Solucién I: isopropanol al 25 % (v/v);
dcido acético al 10 % (v/v); Azul
Coomasie R-250 al 0,003 % (p/v).

2. Soluciéon 1II: isopropanol al 10 %
(v/v); acido acético al 10 % (v/v);
Azul Coomasie R-250 al 0,003 %
(p/v).

3. Solucién III: acido acético al 10 %
(v/v); Azul Coomasie R-250 al 0,003

% (p/v).
4. Soluciéon IV: acido acético al 10
% (v/V).
3.1.43. Tampones utilizados para la

electroforesis de ADN

o TAE 1Ix (Sambrook y Russell, 2001): Tris
40 mM; acido acetico 20 mM; EDTA pH 8 1
mM. El pH final de la solucién es 8,5
aproximadamente. Para su uso rutinario se
prepard un stock 50x.

o TBE 0.5X (Sambrook y Russell, 2001):
Tris 45 mM; acido bérico 45 mM; EDTA 1



mM pH 8. Para su uso rutinario se prepara un
stock 5 veces concentrado.

o Tampén de carga 5x: EDTA pH 8 100
mM; azul de bromofenol 0,25 % (p/v); xileno
cianol 0,25 % (p/v); glicerol 30 % (v/v).

3.1.4.4. Tampones utilizados
preparacion de células competentes

para la

o RF1: RbCl 100 mM; MnCl, 4H,0 50
mM; acetato potasico 30 mM; CaCl, 2H,0O 10
mM; glicerol al 15 %. Ajustar el pH a 5,8 con
acido acético 0,2 M y esterilizar por filtracion.

o RF2: MOPS 10 mM; RbCl 10 mM;
CaCl, 2H,0 75 mM; glicerol al 15 %. Ajustar
el pH a 6,8 con NaOH vy esterilizar por
filtracion.

3.1.4.5. Tampones utilizados para la
purificacién de la lacasa recombinante

o Tampén de unién: Na,HPO,2H,O 10
mM; NaH,PO,-H,0 10 mM; NaCl 500 mM;
Imidazol 20 mM. Ajustar con HCI a un pH
final de 7 4.

o Tampédn de unién 2x: Na,HPO,-2H,0 20
mM; NaH,PO,H,O 20 mM; NaCl 1 M;
Imidazol 40 mM. Ajustar con HCIl a un pH
final de 7,4.

o Tampén de eluciéon: Na,HPO,-2H,O 10
mM; NaH,PO,-H,O 10 mM; NaCl 500 mM;
Imidazol 250 mM. Ajustar con HCl a un pH
final de 7,4.

3.1.5. Determinaciones analiticas
3.1.5.1. pH

Para realizar medidas de pH se utilizé un pH-
metro digital Thermo Orion modelo 720 A+
con un electrodo 8103sc.

3.1.5.2. Cuantificacién de proteinas

La cantidad de proteinas presente en una
muestra se determindé por el método de

Bradford (Bradford, 1976) utilizando el

reactivo y el procedimiento de microensayo
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especificado por la casa comercial Bio-Rad
(Bio Rad Protein Assay). Este ensayo se basa
en el cambio de absorbancia de 465 a 595 nm
que experimenta el colorante Coomasie
Brilliant Blue G-250 tras reaccionar con las
proteinas. Los datos de absorbancia obtenidos
fueron referidos a una curva patrén realizada
con albimina sérica bovina en un intervalo de
concentraciones de 0 a 25 ug mL".

3.1.5.3. Valoracion de la actividad lacasa
3.1.5.3.1. En medio liquido

La wvaloracion de la actividad lacasa
extracelular se realizd segin el método
estandar de Werner ¢z /. (1970), basado en la
oxidacion de  ABTS  (2,2"-azinobis[3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico]). La oxidacion
del ABTS se monitorizé por el aumento de
absorbancia a 436 nm en una mezcla de
reacciéon que contenfa ABTS 5 mM en
tampén acetato 50 mM pH 4,5 Las
valoraciones se realizaron a temperatura
ambiente en un espectrofotémetro Hitachi
modelo U-2001. Una unidad de actividad
enzimatica (U) se define como la cantidad de
enzima necesaria para oxidar 1 umol de ABTS
por minuto. El coeficiente de extincién molar
para el ABTS a 436 nm es de 29.300 M cm™.

3.1.5.3.2. Asociada a micelio

Para determinar la actividad lacasa asociada al
micelio de S. zpomoea, el micelio lavado se
resuspendié en matraces de 100 ml con 20 ml
de tampén acetato 50 mM pH 4,5 con ABTS
5 mM. La actividad se calculé6 como se ha
descrito en el apartado anterior. Para ello, se
tomaron alicuotas de 1 ml cada minuto,
durante un tiempo total de 5 minutos y se
determiné la absorbancia a 436 nm. Esta
actividad se expresé con respecto al peso seco
del micelio.

3.1.5.4. Valoraciéon de la actividad quinona
reductasa asociada a micelio

Para  determinar la  actividad quinona
reductasa asociada a micelio, éste se lavo y
resuspendié en matraces de 100 ml que



contenfan 20 ml de tampén fosfato 20 mM
pH 5 y benzoquinona 500 pM. Para medir la
actividad se tomaron alicuotas de 1 mlL cada
minuto, durante un tiempo total de 5 minutos
y se determiné la absorbancia a 247 nm. Para
calcular la concentracion de la benzoquinona,
se utilizo el coeficiente de extinciéon molar de
la misma a 247 nm (247=21.028 M"' cm™).
Esta actividad se expresé con respecto al peso
seco del micelio.

3.1.5.5. Valoracion de la producciéon de
radicales hidroxilo

LLa valoracién de los radicales hidroxilo (*OH)
se realiz6 mediante un procedimiento basado
en la produccién de sustancias reactivas con el
acido tiobarbitdrico (TBARS) a partir de 2-
desoxirribosa (Halliwell, 1981). Los radicales
hidroxilo al reaccionar con la 2-desoxirribosa
dan lugar a rupturas de enlaces que conducen
principalmente a la produccién de aldehidos
que reaccionan con el acido tiobarbitarico.
Para la determinacion del ‘OH, a 500 pL de
muestra (en algunos casos fue necesario la
dilucién de la misma) se afladieron 250 pL. de
acido tricloroacético (preparado al 2,8 % (p/v)
en agua) y 250 pl de 4cido tiobarbitarico
(preparado al 1 % en NaOH (p/v) 50 mM).
Esta mezcla se incub6 durante 10 minutos a
100 °C vy, una vez enfriada, se midi6é la
absorbancia a 532 nm.

3.2. Produccion y purificacion de la lacasa
recombinante de Streptomyces ipomoea
CECT 3341

La produccioén de la lacasa recombinante de S.
ipomoea, asi como su posterior purificacion, se
realiz6  segin el  protocolo  descrito
previamente  por  nuestro  grupo de
investigacién (Molina-Guijarro ef al., 2009).

3.2.1. Produccién de la enzima recombinante

La produccién de la enzima comenzé con la
transformaciéon de células competentes de
E.coli BL21 (DE3) con el plasmido pET28a
que contenia el gen de la lacasa (ATC). A

continuacion, las células transformadas se
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sembraron en placas de LB suplementadas
con Kanamicina (25 ug mL™") y se incubaron a
37 °C durante 24 horas. Al dfa siguiente se
inocul6 un matraz con 40 ml de LB
suplementado con Kanamicina (25 pug mL™")
con 4 o 5 colonias de las placas de
transformaciéon y se incubé a 37 °C con
agitacioén hasta alcanzar la fase exponencial de
crecimiento (DO, 0.5-1), sirviendo este
cultivo como preinéculo. La produccién de la
enzima se llevé a cabo en matraces de 1 L con
250 mL del medio LB con Kanamicina (25 pg
mL") que se inocularon con 4 mL del
preindculo anterior y se cultivaron a 37 °C y
200 rpm. Cuando el cultivo alcanzé la fase
exponencial de crecimiento se cambié su
temperatura de incubacién a 28 °C, se afiadié
IPTG a una concentracion final de 1 mM y se
incub6 a esta temperatura durante 2 horas.
Transcurridas las 2 horas, las células se
recogieron por centrifugaciéon a 12000 ga 4 °C
durante 10 minutos. El sedimento obtenido se
lavé con PBS y se volvié a centrifugar en las
mismas condiciones. Las células recogidas se
guardaron congeladas a -20 °C hasta su
procesamiento.

Para obtener la proteina recombinante de la
fraccion citoplasmatica soluble, las células se
resuspendieron en 50 ul. de tampon fosfato 1
10 mM pH 7, previamente enfriado a 4 °C,
por cada ml inicial de cultivo. A
continuacién, las células se rompieron
utilizando una prensa French® (Sim-Aminco)
tras tres pases a 1500 PSIG, enfriando
previamente el cilindro y recogiendo el lisado
celular en un tubo inmerso en hielo.
Finalmente, se centrifugé el lisado a 15000 g a
4 °C durante 10 minutos, separando el
sobrenandante que contenia la enzima soluble
de los restos celulares precipitados.

3.2.2. Obtencion de la forma activa de la
enzima recombinante

Al extracto crudo obtenido tras la ruptura de
las células de E. co/i inducidas, se le anadi
sulfato de cobre hasta una concentracion de 1
mM, con el fin de que la proteina captase el
cobre necesario para completar su centro
activo y con ello conseguir que la enzima



recombinante tuviese actividad. El extracto
obtenido se incubd con el cobre durante 3
horas en hielo y transcurrido el tiempo se
introdujo en una bolsa de dialisis y se dializ6 a
4 °C frente a 5 L de tampén fosfato I 10 mM,
pH 7, durante una noche, con el fin de
eliminar el exceso de cobre que no se hubiese
unido a la protefna. La muestra dializada y
tamponada se guardé congelada a -20 °C
hasta su purificacion.

3.2.3. Purificacion de la enzima recombinante
por cromatografia de afinidad

Para la purificacion de la lacasa recombinante
se utilizaron columnas His GraviTrap (GE
Healthcare). Son columnas de gravedad que
poseen una matriz cargada con iones Ni*" que
se unen selectivamente a las histidinas
presentes en la superficie de las proteinas; las
proteinas recombinantes obtenidas con el
vector pET28a presentan una cola de 6
histidinas en el extremo N-terminal, lo que
incrementa notablemente la afinidad por el
niquel haciendo que las proteinas se retengan
con mayor intensidad que el resto de las
contenidas en el extracto de E. co/i. Esto
permite purificar rapidamente la proteina
recombinante en pocos pasos. La elucién de
las protefnas de la columna se consigui6
empleando una fase mévil con una cantidad
apropiada de imidazol, molécula que compite
y desplaza las proteinas de la matriz adheridas,
al tratarse de una molécula idéntica a la cadena
lateral del aminoacido histidina. El imidazol
también se aflade, a una baja concentracién, a
la propia muestra que se va a cargar en la
columna, con el fin de minimizar la unién de
protefnas no deseadas que presenten cierta
afinidad con la matriz.

La fase movil utilizada para la purificacién de
la proteina recombinante fue tampdn fosfato
II 1x pH 7,4 suplementado con imidazol 10
mM. La muestra que se pretendia purificar fue
diluida en proporcidon 1:1 con el tampdn
anterior doblemente concentrado, con el fin
de dejar la muestra en la misma fase moévil
utilizada. Las proteinas se separaron utilizando
un tampon fosfato II 1x suplementado con
imidazol 750 mM.
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3.2.4. Concentracion y didlisis de las
fracciones cromatograficas

Una vez purificada la proteina recombinante,
el volumen eluido de las columnas de niquel
se dializ6 empleando una columna “PD-10
Desalting column” (GE Healthcare), con el
fin de eliminar el exceso de imidazol del
tampon de elucion. Para ello se utilizé tampon
fosfato 111. Cuando fue preciso concentrar las
muestras se utilizaron los sistemas de
ultrafiltracién Amicon 15K (Milipore).

3.3. Técnicas electroforéticas aplicadas a
las proteinas

3.3.1. Electroforesis analitica en geles de
poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

La electroforesis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes, SDS-PAGE, se realizé
siguiendo el método tradicional (Laemmli,
1970) para geles bifasicos de acrilamida-
bisacrilamida, empleando el sistema “Mini
Protean II” (Bio Rad) con geles de 0,75 mm
de espesor.

Tabla 3.2. Composicién de un gel SDS-PAGE

Componente Volumen
Gel concentrador

Agua desionizada 6,24 ml
Tris-HCI 1 M pH 6,8 2,5 ml
Actrilamida-Bisacrilamida 30 % (p/v) 1 ml
SDS 10 % (p/v) 200 wl
Persulfato amoénico 10 % (p/v) 50 wl
TEMED 10 wl
Gel separador

Agua desionizada 3.91 ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2.5ml
Acrilamida-Bisacrilamida 30 % (p/v) 3,33 ml
SDS 10 % (p/v) 200 wl
Persulfato aménico 10 % (p/v) 50 wl
TEMED 10 wl

Los geles se prepararon a partir de una mezcla
en polvo de acrilamida-bisacrilamida (en una
proporciéon 37,5:1), disuelta en agua destilada
hasta tener una solucién al 30 % (p/v). La
composiciéon completa de la mezcla para la
formacién de los geles (para 10 ml de mezcla)
se muestra en la Tabla 3.2. Las muestras se



mezclaron con el tampén de carga en una
proporcién 1:1 para ser aplicadas a los geles.
Cuando se quisieron desnaturalizar las
proteinas por completo se le afnadi6 a la
mezcla B-mercaptoetanol al 5 % (v/v) y se
hirvié durante 10 minutos.

3.3.2. Revelado de los geles de poliacrilamida
3.3.2.1. Tincién de proteinas

Para la deteccién de proteinas en los geles de
poliacrilamida se utilizé el método de tincion
con Azul de Coomasie R-250 de dos modos
distintos:

®  Tincion rdpida: empleada para verificar la
presencia de una proteina de manera
rapida. Para ello, los geles se sumergieron
durante 30 minutos en una solucién de
metanol, agua y acido acético (45:45:10)
con un 0,01 % (p/v) de Azul de Coomasie
R-250. A continuacién, el gel se decoloré
con una solucién formada por los mismos
componentes anteriores en proporcion
30:60:10, dejandolo en agitacién suave
hasta que las bandas del gel se visualizaran
claramente.

®  Tincion lenta: utilizada para obtener una
mayor sensibilidad y mejor definicién de
las bandas de proteina. Se emplearon
cuatro  soluciones  distintas  (cuya
composicion se describe en el apartado
3.1.4.2) con el fin de decolorar de manera
progresiva el gel aumentando asi la
resolucion. El gel permanecié unas 16
horas en la Solucion 1, 8 en la I, 16 en la
III, y en la Solucién 1V el tiempo
necesario para que las bandas quedaran
claramente definidas.

3.3.2.2. Zimogramas
3.3.2.2.1. Ensayo de actividad lacasa.

Para la deteccién de actividad lacasa en los
geles de poliacrilamida una vez realizada la
electroforesis, el gel se aclaré dos veces con
agua destilada durante tres minutos para
climinar restos de sales y a continuacién, se
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sumergié en una solucién de ABTS a una
concentracion de 5 mM, preparado en
tampon acetato 200 mM pH 4,5. Se mantuvo
en la solucién hasta la aparicién de bandas de
color verde correspondientes a las bandas de
proteina con actividad lacasa.

3.3.2.2.2. Ensayo de actividad mananasa.

La deteccién de actividad B-mananasa en los
geles de poliacrilamida fue realizada siguiendo
el método descrito por Béguin (1983). Tras
haber  realizado la  electroforesis  en
condiciones nativas se superpuso una lamina
de agarosa al 1,5 % (p/v) de 1 mm de espesor
que contenfa manano (LBG) 0.1 % (p/v) en
tampon fosfato a pH 8. Ambos geles se
incubaron a 45 °C durante 15-30 minutos.
Transcurrido el tiempo, el gel de agarosa se
retir6 y se tiid con una solucién de Rojo
Congo (0.5 mg mL") y posteriormente se lavé
con NaCl 1 M (Teather y Wood, 1982). El
Rojo Congo es un colorante especifico de
polisacaridos. Cuando éstos son hidrolizados,
el Rojo Congo no se fija a ellos y por tanto,
tras lavar con la solucién salina, aparecen
bandas de hidrdlisis facilmente identificables
al estar destefidas.

3.4. Caracterizacion de 1la lacasa

recombinante SilA
3.4.1. Determinacién del potencial redox

Para la determinacién del potencial de éxido-
reduccion de SilA se llevd a cabo una
potenciometria o titulacién redox. Para ello,
en una cubeta de cuarzo de 1 cm de longitud
con un agitador magnético en el fondo se
colocé una mezcla compuesta por la enzima
SiIA en tampdn fosfato 10 mM pH 8 y
diferentes mediadores con potenciales redox
conocidos, segun se muestra en la Tabla 3.3

Los ensayos se realizaron con un electrodo de
plata/cloruro de plata, calibrado con una
solucién saturada de quinhidrona 1 M a pH 7.
La potenciometria se realizé a 25 °C y pH 7
bajo una atmoésfera de argén. Como
compuesto oxidante se utilizé



hexacloroiridato de potasio y como agente
reductor ditionito de sodio. SilA  fue
monitorizada mediante espectrofotometria en

el rango del visible (300-700 nm).

Tabla 3.3. Mediadores usados en la titulacion redox.

. Potencial
Mediadores (mV)
Dimetil-p-fenilendiamina +340
Ferrocianuro de sodio +433
Acido ferroceno monocarboxilico +530
1,1’-4cido ferroceno dicarboxilico +644
Fe (II/III) Ttis-1,10-fenantrolina +1070

3.4.2. Termoestabilidad cinética.

Para estimar la termoestabilidad cinética de
SilA, preparaciones de la enzima purificada se
incubaron a distintas temperaturas (70, 80 y
95 °C) durante 24 h, monitorizando a distintos
tiempos de incubacién y en cada una de las
temperaturas ensayadas, la estabilidad de la
actividad enzimitica, asi como de Ia
conformacién nativa de la proteina mediante
el grado de precipitacién de la misma.

3.4.3. Estabilidad térmica y quimica

La estabilidad térmica y quimica de SilA se
determiné  mediante  espectroscopia  de
fluorescencia. Para ello, se sometié la enzima
a dos agentes caotrépicos, como son, la
temperatura y cloruro de guanidinio. Para la
realizaciéon de estos ensayos, la estabilidad
termodinamica  fue analizada mediante
fluorescencia de estado estacionario con un
espectrofotometro  de  fluorescencia ISA
Horiba acoplado a un peltier LF1-3751
(Wavelength Electronic), usando longitudes
de onda de excitacién de 280 y 296 nm y de
emision de 340 nm.

La estabilidad térmica de una proteina viene
determinada por la energia libre de
estabilizaciéon (energia de Gibbs), la cual
refleja diferencias entre las energfas libres del
estado nativo y desnaturalizado. Asimismo, la
estabilidad térmica de la proteina viene
determinada por su temperatura de
desdoblamiento (Tm). Para conocer los
cambios conformacionales de SilA frente a los
agentes caotrépicos utilizados, se calcularon
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los valores de entalpia (AH.,) y entropia
(AS;,) vy a partir de estos valores se pudo
calcular la energia libre de Gibbs (AGy,)
mediante la ecuacién de Van’t Hoff, donde T
es la temperatura en ° Kelvin.

AG,, = AH ., — TAS,,

Para llevar a cabo el ensayo de
desnaturalizaciéon térmica, preparaciones de
SilA (Absy,=0.1) en tampoén fostato 10 mM
pH 8 se sometieron a un aumento progresivo
de la temperatura de 20 a 100 °C con
incrementos de 1 °C min"'. A partir de estos
ensayos  se intentaba  determinar la
temperatura de desdoblamiento (Tm) de la

enzima.

En el ensayo de desnaturalizacién proteica por
agentes quimicos la determinacién de la
estabilidad de la enzima se estimé de modo
indirecto a partir del valor de la energfa libre
de Gibbs en ausencia de agente
desnaturalizante, esto es determinando Ia
energia libre de Gibbs del disolvente (AG,,..,),
cuyo valor aumenta a mayor estabilidad de la
proteina. Este valor se obtuvo mediante la
siguiente ecuacion donde 7 es una constante
de proporcionalidad relacionada con el area
apolar de la enzima que queda expuesta al
disolvente una vez que se inicia la
desnaturalizacion y  [GndHCI] es la
concentraciéon de cloruro de guanidinio.

AG’= AG ..+ 7|GndHC]]|

water

El estudio de la estabilidad quimica de la
enzima frente a cloruro de guanidinio se

realiz6 sometiendo a la  enzima a
concentraciones crecientes de cloruro de
guanidinio (GndHCl) a wuna temperatura

constante de 25 °C. Representando la energia
libre de Gibbs (AG") frente a la concentracién
del agente desnaturalizante, se obtiene una
recta cuya ordenada en el origen expresa la
energfa libre de Gibbs en ausencia de agente
desnaturalizante (AG,,.), patdmetro que
indica el grado de estabilidad proteica (Pace,
1990; Sanchez, 2009).



El andlisis de la estabilidad térmica y quimica
de SilA se realizé utilizando las ecuaciones
descritas por Durdo ez a/ (2000).

3.5. Ensayos conducentes a la
cristalizacion de SilA

Previamente a la cristalizacion de la enzima, es
necesario del
tampon adecuado en el cual la enzima
presenta un alto porcentaje de solubilizacién
mediante el procedimiento denominado
“Thermal shift assay”. Se trata de un ensayo
de termodesnaturalizacién para monitorizar la
estabilidad térmica de las proteinas a
investigar y los factores que afectan a dicha
estabilidad. El principio se basa en usar un
colorante fluorescente como Spyro Orange, el
cual en medios acuosos normales no emite
fluorescencia. Con el aumento progresivo de
la temperatura, la enzima en solucién
comienza a desnaturalizarse exponiendo
susregiones hidrofébicas. Es en este momento
cuando el colorante Spyro comienza a unirse a
estas regiones emitiendo fluorescencia. En
una placa especial de 96 pocillos se
prepararon series de distintos tampones con
distintas concentraciones de sales o aditivos.
Los diferentes tampones utilizados que
abarcaban un rango de pH de 4.5 a 9 se
muestran en la Tabla 3.5 y los aditivos
afladidos a los distintos tampones se muestran
en la Tabla 3.4.

conocer las caracteristicas

Tabla 3.4. Tampones utilizados en la técnica “Thermal
shift assay”
Tampo6n (100 mM)
Acetato de sodio
Citrato de sodio
Fosfato potasico
Fosfato de sodio
Mes
Cacodilato de sodio
Hepes
Acetato amonico
Tris
Imidazol
Bicina

A cada pocillo de la placa se afiadié una
alicuota de una mezcla de 2 ug de la enzima
SHA con Spyro Orange 50 x en tampdn
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fosfato 10 mM pH 8. A continuacién, se selld
la placa con una lamina de sellado de PCR
(Bio-Rad) y se introdujo en un sistema de
deteccion iCycler 1Q5 de PCR a tiempo real
(Bio- Rad), en el cual se produce un aumento
progresivo de la temperatura desde 20 hasta
100 °C con incrementos de 1 °C min". El
cambio en la intensidad de fluorescencia se
monitorizé a través de una camara CCD con
longitudes de onda de excitaciéon a 490 y de
emisién a 575 nm.

3.6. Optimizacion del sistema lacasa-
mediador

3.6.1. Evaluacion de posibles mediadores

Para la optimizaciéon del sistema lacasa-
mediador se llevé a cabo un estudio con
distintos compuestos naturales relacionados
con la estructura de la lignina que podrian ser
susceptibles de actuar como mediadores en la
accion oxidativa de la enzima. Los
compuestos ensayados fueron alcohol 4-
hidroxibencilico, 4cido 4-hidroxibenzoico,
alcohol  vainillilico  (alcohol  4-hidroxi-3-
metoxibenzil), vainillina (2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido), acido vainillico (acido 4-
hidroxi-3-metoxibenzoico),  acetovainillona
(4-hidroxi-3'-metoxiacetofenona), acido
fertlico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico),
alcohol siringilico (alcohol 3,5-dimetoxi-4-

hidroxibenzilico), siringaldehido (3,5-
dimetoxi-4-hidroxibenzaldehido), acido
siringico (acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxibenzoico),  acetosiringona  (3',5'-

dimetoxi-4"-hidroxiacetofenona), siringato de
metilo (metil 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato)
y 4-hidroxiacetofenona. Asi, se prepararon
distintas mezclas de reaccién en tampdn
fosfato 50 mM pH 8 con los distintos
compuestos a una concentraciéon final de 0,5
mM y en presencia de 0,4 U de SilA, tomando
muestras a distintos tiempos (0, 2, 4 y 24 h).
Los  productos de reaccién  fueron
posteriormente analizados por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) para valorar la
idoneidad de los diferentes compuestos para
ser buenos sustratos de la lacasa mediante la
formacién de sus correspondientes quinonas.
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Tabla 3.5. Aditivos utilizados en la técnica “Thermal shift assay”

Aditivo Concentracion (mM)
FAD 2.5
NAD 5
NADH 5
NADP 5
NADPH 10
FeCl, 15
ZnCl, 10
MgAc 15
MnCl, 15
CuCl, 15
CoCl, 15
NiCl, 15
CaAc 15
Galactosa 10

3.6.1.1. Analisis de los productos de oxidacién

por cromatografia liquida de alta eficacia
asociada a detector de diodos (HPLC-DAD)

El analisis cromatografico de los productos
resultantes del tratamiento de oxidacién de los
posibles mediadores con SilA se llevé a cabo
en un HPLC 1260 Infinity Binary (Agilent)
equipado con una columna ACE C18-PFP (2.1
x 50 mm, ACE) acoplado a un detector de
diodos (DAD). Como fase mévil se utiliz
acido férmico al 1 %. Los distintos analitos se
cluyeron con un gradiente lineal de 0 a 100 %
de acetonitrilo con un flujo de 1 mL min™ y
con una temperatura de columna de 30 °C.
Alicuotas de 2 upl. de cada muestra fueron
inyectadas a través de un auto-inyector Agilent
1200 Infinity. Los perfiles cromatograficos de
clucién se obtuvieron mediante la realizacién
de espectros en intervalos de 1 s entre 800 y
200 nm. Para la cuantificacion de los
compuestos, se realizaron curvas patrén
mediante la integracion del 4area del pico
cromatografico correspondiente a
concentraciones conocidas de los distintos
mediadores y sus correspondientes quinonas.
Para este fin, se utilizaron los cromatogramas
correspondientes a cada una de las longitudes
de onda caracteristicas de cada compuesto.

3.6.2. Seleccion de la concentracién éptima de
mediador y de la temperatura de ensayo

Con objeto de aumentar la capacidad oxidativa
del sistema lacasa-mediador se realizaron
distintos ensayos de degradacién de algunos

Aditivo Concentracion (mM)
Fructosa 5
Glucosa 5
Manosa 5
GDP 5
ATP 5
UTP 5
Glicerol 10 %
Lisina 5
Glicina 10
Fenilalanina 10
Prolina 5
Acido vainillico 10
Protoporfirina 10
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colorantes con concentraciones diferentes del
mediador o mediadores seleccionados (0.1, 0.3
y 0.5 mM). Asimismo, se valord la posibilidad
de mejorar los rendimientos del sistema
incubando la mezcla de degradaciéon a tres
temperaturas diferentes (35, 60 y 95 °C).

3.7. Establecimiento de ciclos redox de
quinonas

3.7.1. Determinacién de las actividades
quinona reductasa y lacasa asociadas al micelio
de S. dpomoea y produccion de radicales
hidroxilo

Para producir radicales hidroxilo mediante el
ciclo redox de quinonas, es necesaria la
presencia de actividades quinona reductasa y
lacasa asociadas al micelio. Para determinar el
optimo de producciéon de ambas enzimas
asociadas al micelio, se utilizaron matraces de
100 mL con 40 mL de MBS suplementado con
6 g L' de extracto de levadura. Los matraces se
inocularon con 40 pL. de una suspensiéon de
esporas que contenfa 10° ufc mI.". Los cultivos
se incubaron en agitaciéon a 150 rpm a 28 °C.
Diariamente se sacaron 3 matraces y de cada
uno de ellos se filtrd el micelio, se lavo con dos
volimenes de agua destilada y se resuspendié
en matraces de 100 ml con 20 ml tampén
fosfato 10 mM pH 8. La medida de las
actividades quinona reductasa y lacasa se llevo
a cabo segun lo descrito en los apartados
3.1.5.3.2 y 3.1.5.4, respectivamente.



Paralelamente y para comprobar si el micelio
de S. zpomoea en presencia de quinona puede
promover la produccién de radical hidroxilo, el
micelio lavado se resuspendié en matraces de
100 ml con 20 ml de tampoén fosfato 10 mM
pH 7 y se le afladieron los componentes
necesatios para que se produjese el ciclo redox
de quinonas. Asi, se afiadié Fe’" quelado con
EDTA en proporciéon 100:110 uM y la 2,6-
DBQ 1,2 mM. Asimismo, se afadi6 la 2-
desoxirribosa (2,8 mM) como sonda para
detectar el radical hidroxilo (ver apartado
3.1.5.5). Finalmente, una vez determinadas las
actividades  enzimaticas y  valorada la
produccién de radical hidroxilo, se determiné
el peso seco del micelio correspondiente a cada
uno de los matraces utilizados en este
experimento.

3.7.2. Efecto de los radicales hidroxilo sobre la
viabilidad del microorganismo

Con objeto de comprobar el efecto de los
radicales hidroxilo sobre el micelio de
Streptomyces ipomoea, se llevo a cabo un estudio
de viabilidad del microorganismo sometido a
ciclos redox de quinona valorando su
capacidad de crecimiento posterior en placas
que contenfan los medios de cultivo SM y
GAE. Para ello, se llev6 a cabo un recuento de
microorganismos viables a distintos tiempos de
incubacién, tanto en ausencia (control
positivo) como en presencia de quinona y Fe’',
inoculando diferentes porciones de micelio en
el medio SM. Asimismo, se realizé también un
control negativo con el microorganismo
inactivado por calor sometido a ciclos redox de
quinonas completos. Transcurrido el tiempo
de incubacién adecuado, se realizé un recuento
de viables teniendo en cuenta el numero de
porciones que fueron capaces de esporular y
formar micelio vegetativo. El factor de
viabilidad se establecié por comparacién con
los viables aislados de incubaciones control en
medios de cultivo carentes de quinona y Fe’”.

3.8. Evaluacion del potencial degradativo
del sistema lacasa-mediador
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Una vez producida y purificada la enzima
segun el apartado 3.2, se evalué su capacidad
tanto en ausencia como en presencia de
compuestos  mediadores, para  degradar
distintos ~ contaminantes ambientales de
naturaleza recalcitrante, como los tintes textiles
y de los considerados emergentes, como los
farmacos.

3.8.1. Decoloracion de tintes textiles

En primer lugar se llevé a cabo un ensayo de la
capacidad de SilA y del sistema SilA-mediador
para decolorar colorantes textiles de distinta
naturaleza tales como: antraquinona, azo,
diazo, heterociclo 'y triarilmetano. Las
reacciones se llevaron a cabo utilizando 400
mU mL." de enzima en tampén fosfato 50 mM
pH 8 y con el colorante a una concentracién
final de 50 uM. Como mediadores se utilizaron
3 compuestos fendlicos relacionados con la
estructura de la lignina: siringaldehido,
acetosiringona y siringato de metilo. La mezcla
de todos los componentes se incubd a 35 °C
durante 24 horas midiendo la absorbancia a los
siguientes tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 4 y 24 h. Todos
los ensayos se realizaron por duplicado y como
control se prepararon mezclas de reaccién con
la enzima inactivada por calor. La capacidad de
la lacasa para decolorar estos colorantes
textiles se analiz6 mediante la monitorizacién
del descenso de la absorbancia a la longitud de
onda caracteristica de cada uno de ellos a lo
largo del tiempo. Para determinar el maximo
de absorcién en el visible de cada uno de los
colorantes se realizé un espectro de absorcion
entre 400 y 800 nm en un espectrofotémetro
Hitachi modelo U-2001. Los resultados se
expresaron en concentracion (uWM) a partir de
los coeficientes de extincién molar calculados.
Posteriormente, los productos de degradacion
fueron analizados mediante HPLC, con el fin
de estudiar en mayor detalle el rendimiento del
tratamiento enzimatico.

3.8.2. Degradacién de farmacos

Por otro lado, se realizaron ensayos de
degradacion de distintos farmacos:
Carbamazepina y dos fluoroquinolonas,
Ciprofloxacina y Norfloxacina. Las reacciones



se llevaron a cabo en tampoén fosfato 50 mM
pH 8 utilizando 400 mU mL' de enzima y
afiadiendo el farmaco a una concentracién final
de 400 uM. Como mediadores se utilizaron
siringaldehido, acetosiringona y siringato de
metilo. La mezcla de todos los componentes se
incub6 a 35 °C durante 24 horas midiendo la
absorbancia a los siguientes tiempos: 0, 0.5, 1,
2,4y 24 h. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado y como control se prepararon
mezclas de reacciéon con la enzima inactivada
por calor. La capacidad de la lacasa para
degradar estos compuestos se analizé mediante
HPLC.

3.8.3. Analisis de los controles y d elos
productos de oxidacién por cromatografia

liquida de alta eficacia asociada a detector de
diodos (HPLC-DAD)

El analisis cromatografico de los productos de
degradacién de los distintos contaminantes se
llevé a cabo en un HPLC 1260 Infinity Binary
(Agilent) equipado con una columna Zorbaz
Eclipse XDB-C18 (4.6 x 50 mm, 1.8-Micron,
600 bar, Scharlau) acoplado a un detector de
diodos (DAD). Los productos se eluyeron con
un flujo isocritico de wuna fase mévil
compuesta por 40 % metanol y 60 % acido
acético 10 mM. Los analisis se realizaron a un
flujo de 1 mL. min" con una temperatura de
columna de 30 °C. Alicuotas de 2 ul. de cada
muestra fueron inyectadas a través de un auto-
inyector Agilent 1200 Infinity. Los perfiles
cromatograficos de elucién se obtuvieron
mediante la realizacién de espectros en
intervalos de 1 s entre 800 y 200 nm. Para la
cuantificacién de los productos, se realizaron
curvas patron mediante la integracion del area
del pico cromatogrifico correspondiente a
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concentraciones conocidas de los distintos
colorantes, farmacos y mediadores (controles).
Para este fin, se utilizaron los cromatogramas
correspondientes a cada una de las longitudes
de onda caracteristicas de cada compuesto.

3.9. Evaluacion del potencial degradativo
de los radicales ‘OH

3.9.1. Optimizacién de la producciéon de
radicales hidroxilo mediante ciclos redox de
quinonas

Matraces de 500 mL con 100 mL de MBS
suplementado con 6 g L' de extracto de
levadura se inocularon con 0,5 ml de una
suspension estandarizada de esporas de S.
ipomoea mantenidas en glicerol al 20 % (v/v).
Estos matraces se incubaron a 28 °C en
agitacion durante 72 horas. Transcurrido este
tiempo, el micelio de cada uno de los matraces
se filtr6 y lavé con dos volimenes de agua
destilada. A continuacién, el micelio filtrado y
lavado se dividi6 a razén de 1 L de medio de
cultivo para 15 reacciones de “redox cycling”
de 30 mL cada una. Para determinar los
factores que promueven la produccion de
radical hidroxilo, se incubd el micelio del
microorganismo en tampoén fosfato 100 mM
pH7 en presencia de DBQ y Fe’" quelado con
EDTA. En todos los casos se introdujo en la
mezcla de reaccién 2-desoxirribosa como
sonda para determinar las sustancias reactivas
con el acido tiobarbitdrico (TBARS) y a partir
de ellas, poder estimar la cantidad de *OH. Las
soluciones de cloruro férrico, se prepararon
justo antes de ser utilizadas. En la Tabla 3.0, se
detalla la mezcla de reaccién en mL para cada
una de las condiciones estudiadas.

Tabla 3.6. Composicion de las mezclas control y problema utilizadas para la induccién de radicales -OH

Componente Volumen (mL) Concentracion final
Control Problema

Tampoén fosfato 100 mM pH 7 6 6 20 mM

2,6-DBQ 1,2 mM 15 500 uM

EDTA 22 mM-FeCl3 20 mM 0.3 110 pM-100 uM

2-desoxitribosa 140 mM 0.6 0.6 2.8 mM

Agua miliQ 234 8.1

Micelio (mg)
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3.9.2. Ensayos de degradacion de tintes textiles y
farmacos

Una vez optimizado el proceso de produccién
de ‘OH mediante ciclo redox de quinonas, se
evalué la eficacia de este sistema para la
degradacién de distintos colorantes textiles y
farmacos. Para ello, se prepararon las mezclas de
reaccion para el ensayo degradativo de los tintes
(Tabla 3.7) y de los farmacos (Tabla 3.8)

Tabla 3.7. Mezcla de reaccién para la degradacién de
colorantes textiles mediante ciclos redox de quinonas.

Componente Volumen (mL)
Control  Problema

Tampodn fosfato 500mM pH 7 1.2 1.2

2,6:DBQ 1,2 mM 15

EDTA 22 mM-FeCl3 20 mM 0.3

Colorante 1 mM 1.5 1.5

Agua miliQ 27.3 12

Micelio (mg)

Las concentraciones finales de los colorantes y
de los farmacos fueron de 50 uM. Los matraces
control y problema se incubaron en agitacion a
28 °C en oscuridad. Se recogieron muestras de 1
mL a los siguientes tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 4 y 24
horas. Los productos de reaccién fueron
analizados por HPLC.

Tabla 3.8. Mezcla de reaccién para la degradacién de
farmacos mediante ciclos redox de quinonas.

Componente Volumen (mL)
Control  Problema
Tamp6n fosfato 500 mM pH 7 1.2 1.2

2,6-DBQ 1,2 mM 15

EDTA 22 mM-FeCl3 20 mM 0.3
Farmaco 1 mM 12 12
Agua miliQ 4.8 1.5

Micelio (mg)

Asimismo, los productos resultantes de los
ensayos de decoloraciéon fueron analizados
mediante espectrofotometria. Los resultados se
expresaron en concentracion (M) a partir de los
coeficientes de extinciéon molar calculados.

3.10. Analisis de toxicidad

El analisis de la toxicidad tanto de los
compuestos de partida utilizados (colorantes y
farmacos) como de los productos de
degradacion tras su tratamiento con el sistema
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lacasa-mediador o con los radicales hidroxilo, se
analiz6 mediante dos métodos distintos. Por un
lado, el grado de toxicidad fue determinado
mediante el  sistema  Microtox”  (Azur
Environmental) de acuerdo a la norma ISO/TC
147/SC 5. Este sistema esta basado en la
disminucién de la bioluminiscencia natural de la
bacteria marina [7brio fischeri por acciéon de
sustancias toxicas. Todos los ensayos se llevaron
a cabo a un pH entre 6.0 y 80 y a una
temperatura de 15 °C. La concentracién de la

muestra que inhibe el 50 % de Ia
bioluminiscencia emitida tras 5 o 15 minutos de
periodo de exposicién (ECs) fue

automiticamente calculada mediante el software
MicrotoxOmni suministrado con el sistema
Microtox. El grado de toxicidad se expreso
como (1/ECs)*100.

El segundo analisis toxicologico realizado se
llevd a cabo mediante el empleo del alga
Psendokirchneriella  subcapitata de acuerdo a la
directriz OCED n° 201 (OECD, 1984), usando
el sistema Algaltoxkit FTM (Microbiotests, BE).
El stock de algas se incub6é a 24 = 1 °C en
condiciones uniformes de iluminacién (10000
lux para una iluminacién lateral o 3000-4000 lux
minimo para una iluminacién basal) hasta que se
alcanz6 una densidad de algas de 10° células ml.
', suficiente para preparar el inéculo. A
continuacion, se hicieron diluciones seriadas de
cada compuesto a analizar desde 50 a 5 p mL"
en el caso de las quinolonas y desde 50 a 5 mM
para los colorantes, tanto de los controles como
de los productos de reacciéon tras 24 h de
tratamiento enzimatico. Cada dilucién se inoculd
con una suspensién de algas suficiente para
obtener 10* células mL'. Tas muestras se
incubaron en las mismas condiciones de
iluminacién y temperatura de indicadas
anteriormente, durante 72 h. Diariamente se
determiné el crecimiento las algas mediante
absorbancia a 670 nm extrapolando a una curva
patrén suministrada por Microbiotets BE. Los
valotes de EC,, se calcularon de acuerdo a la
directriz 201 (ISO 8692) para la estimacién de
tasas de crecimiento. Todos los analisis de
toxicidad fueron realizados por triplicado. El

grado de toxicidad se estimé como
(1/EC4,)*100.
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Tabla 3.9. Oligonucle6tidos usados en este trabajo.

Oligonucleétido
Mut58-5’

Mut58-3’

Secuencia 5’-3’

GAATTCCTGATCGAGCTGAACGAGGGC

GAATTCGGTGATCTTGTTGTCGATTAC

Aplicacion
Obtencion de sonda y del
mutante S. pomoea SilA-
Obtencion de sonda y del
mutante S. pormoea SilA-

Simbolos: A = adenina, T = timina, G = guanina, C = citosina

3.11. Técnicas de

aplicadas

Biologia Molecular

3.11.1. Plasmidos y oligonucle6tidos

Los oligonucleétidos utilizados en este trabajo
se muestran en la Tabla 3.9, indicando el
nombre con el que fueron denominados, su
secuencia en sentido 5-3’, subrayando los
sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion, y su aplicacion.

Los plasmidos utilizados en este trabajo, asi
como su tamafio, hospedador y algunas de sus
caracteristicas principales se muestran en la

Tabla 3.10.

3.11.2. Preparacion de células

clectrocompetentes de E. coli

Para preparar células electrocompetentes a
partir de la cepa de E. co/i ET12567 (pUB307),
se parti6 de un cultivo liquido (500 mL) en
medio LB que contenfa Cloranfenicol y
Kanamicina a una concentracion final de 25 pg
ml." y con una DO, entre 0,5 y 1. El caldo de
cultivo se repartié en dos tubos de centrifuga
de 250 ml que se centrifugaron a 9.000 g
durante 10 minutos a 4 °C. Tras decantar el
sobrenadante, cada uno de los sedimentos se
resuspendié en 50 ml de agua destilada
previamente enfriada y se centrifugaron de
nuevo a 3.500 g durante 10 minutos. En el
siguiente paso, el sedimento se resuspendi6 en
25 mL de agua destilada y se centrifugd de
igual modo. Seguidamente, las células se
resuspendieron en 8 ml. de glicerol al 10 %
(v/v) enfriado previamente y se recogieron por
centrifugacién en las mismas condiciones.
Finalmente, las células se resuspendieron en 3-
5 mL de glicerol al 10 % (v/v), dependiendo
del tamafio del sedimento obtenido, y se
repartieron en alicuotas de 60 pL que se
conservaron a -80 °C hasta su utilizacion.
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3.11.3. Manipulacién de las muestras de ADN

3.11.3.1. Extraccién de ADN cromosomico de
Streptomyces

Se partié de un cultivo de la cepa en 20 mL de
medio YEME, previamente inoculado con una
suspension de esporas e incubado durante 48
horas a 28 °C y en agitacién a 180 rpm. El
micelio se recogi6 por centrifugacion a 4.000 g
durante 10 minutos y a continuacién se
resuspendié en una solucién que contenfa
EDTA 10 mM pH 8 y sacarosa al 10 % (p/v),
centrifugando  después en las mismas
condiciones y volviendo a lavar con la misma
soluciéon. El micelio asi obtenido se puede
guardar congelado a -20 °C hasta su posterior
utilizacion.

Para continuar el proceso, el micelio se
resuspendi6é en 1 mL de tampoén Tris-HCI 50
mM pH 8 y sacarosa al 25 % (p/v). A esta
muestra se le afladieron 200 pLL de lisozima (20
mg mL' en Tris-HCl 50 mM pH 8) y se
incubé6 a 37 °C durante al menos 30
minutos. Tras este tiempo, se adicionaron 400
uL de EDTA 250 mM pH 8 en agitacién y se
incub6 durante 5 minutos a temperatura
ambiente, afiadiendo a continuaciéon 160 pL de
SDS al 10 % (p/v) con agitacién vigorosa. El
siguiente paso consistié en afiadir 20 pl. de
pronasa (10 mg mL" en Tris-HCI 25 mM pH
8, incubada previamente a 37 °C durante 60
minutos) e incubar la muestra a 37 °C durante
30 minutos con agitacién suave. Seguidamente,
se afladieron 2 ml. de Tris-HCl 50 mM pH 8, y
se llevd a cabo una extraccion con 4 mL de
fenol saturado con tampén TE, agitando
suavemente por inversiéon unas 30 veces y
centrifugando a 4.000 g durante 10 minutos. El
sobrenadante acuoso se transfirié a un nuevo
tubo y se repitié la extraccién. El nuevo
sobrenadante fue sometido a un proceso de
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Tabla 3.10. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido Tamafio  Huésped
pET28a(+) 53 Kb E. coli
. E. coli
*
P0j260 (ermE*p) 3.8 Kb 5. ibomoea
pCR®2.1-TOPO 3.9 Kb E. coli
extraccién con una mezcla de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) en las
mismas  condiciones de  agitaciéon y

centrifugacién. A la fase acuosa obtenida, se le
adicionaron 0,1 volumenes de etanol absoluto
enfriado a -20 °C y se mantuvo a temperatura
ambiente durante un periodo de 10 a 20
minutos. El cromosoma precipitado se
transfirié a un nuevo tubo con ayuda de una
micropipeta y se dejo secar brevemente antes
de disolverlo en 2 ml de tampén TE. A
continuacién se afladieron 50 pL de
ribonucleasa A (10 mg mL" en Tris-HCI 10
mM pH 7,5, NaCl 15 mM) y la mezcla se
incub6 a 30 °C durante 60 minutos con
agitacién suave. Tras este tiempo, se afiadieron
10 pL. de pronasa y se incubd otra hora a 37
°C. Se afladieron 2 ml de fenol:cloroformo
(1:1), se mezclé bien por inversién y se
centrifugé de nuevo a 4.000 g durante 10
minutos. Esta extraccion se repitié y a la fase
acuosa obtenida se afiadieron 0,1 volumenes
de acetato sédico 3 M pH 7,5 y 2 volumenes
de etanol absoluto enfriado a -20 °C, dejando
la mezcla en reposo 20 minutos para que
precipite el ADN. Finalmente, el cromosoma
obtenido fue transferido a un tubo estéril
donde se dejé secar y a continuacién se
disolvié en 1 mL de tampoén TE y se guardd
congelado a una temperatura de -20 °C.

3.11.3.2. Amplificaciones de ADN mediante
PCR

La reaccién de amplificacién de fragmentos de
ADN mediante la técnica de la reacciéon en
cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction, PCR) se llevé a cabo con
FideliTagTM PCR Master Mix (2x) (usb). La
mezcla de reaccién se prepard rutinariamente
en un volumen de 100 uL afiadiendo los
componentes a las concentraciones indicadas

por los fabricantes. En el caso de
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Fuente
Novagen

Descripcion
KanR, expresién de proteinas

ApraR, ermE*p, ori T Este estudio

AmpR, KanR, lacZa, flori Invitrogen
“FideliTagTM PCR Master Mix”, a la mezcla
(50 unidades mL' de FideliTaq DNA
Polymerase, MgCl, 3 mM, KClI 100 mM,
dNTPs 0,4 mM) diluida a la mitad, se le
afiadieron el resto de componentes, cuyas
concentraciones finales fueron:
dimetilsulféxido (DMSO) al 10 % (v/v),
oligonucleétidos 1 uM y wuna cantidad
apropiada de ADN molde. Las condiciones
generales de la PCR fueron: un ciclo de
desnaturalizacion a 94 °C durante 10 minutos;
30 ciclos en los que se repiti6 la siguiente
secuencia: desnaturalizaciéon a 94 °C durante 1
minuto, anillamiento de los cebadotres a la
temperatura adecuada durante 1 minuto,
polimerizacién a 72 °C durante 2 minutos; y
por ultimo la reaccién se concluyé con una
polimerizacién a 72 °C durante 12 minutos.

Los productos de amplificaciéon se purificaron
mediante el kit “High Pure PCR Product
Purification Kit” de Roche.

3.11.3.3. Electroforesis de fragmentos los de
ADN

La separaciéon de fragmentos de ADN en
funcién de su masa molecular se llevé a cabo
mediante electroforesis en geles de agarosa.
Para ello, se prepararon geles al 0,8 % (p/v) en
tampon  TAE  1x,  desarrollando  la
electroforesis en horizontal en el mismo
tampon. Las muestras se mezclaron con
tampo6n de carga (5x) y el tamafio de los
fragmentos analizados se comparé con
patrones de ADN de masa molecular conocida
(“Molecular Weight Marker II”, Roche vy
“Lambda DNA/ Pstl Marker”, Fermentas).
Para la tincion de los geles se emple6 una
solucién de bromuro de etidio (0,5 pg mL" en
TAE 1x) que tras unos 15 minutos permitié la
visualizacion de las bandas en un
transiluminador de luz UV. Cuando se requiri6



recuperar un fragmento especifico de ADN a
partir de los geles se utiliz6 el kit “GIFX-PCR
DNA and Gel Band Purification Kit” (GE
Healthcare).

3.11.3.4. Digestiéon enzimatica de las muestras
de ADN

La digestion de las muestras de ADN con
enzimas de restriccion se realizé siguiendo las
instrucciones de la casa comercial Roche.
Cuando la digestién se llevé a cabo con dos
enzimas, se utilizé6 el tampén maés eficiente
para ambas. En el caso de no existit un
tampon compatible, la digestién se realizé en
dos pasos con una precipitacién entre ambos.
En todos los casos, las enzimas se diluyeron al
menos 20 veces.

3.11.3.5. Ligacién de los fragmentos de ADN

La unién de fragmentos de ADN a vectores
plasmidicos fue llevada a cabo usando la
enzima ADN  ligasa  procedente  del
bacteriéfago T4 (“T4 DNA Ligase”, Roche).
La mezcla de reaccién se preparé en 20 ul,
afiadiendo el vector, previamente digerido, y el
inserto en una proporciéon 1:2 (habitualmente
se emplearon 20 y 40 ng respectivamente). Se
adicion6 también una unidad de ligasa junto
con el tampén comercial y se incub6 la
reaccion a 16 °C durante una noche.

3.11.3.6. Desfosforilacion de extremos 5° de
ADN

Con el fin de evitar que los vectores religaran
una vez digeridos con la  enzima
correspondiente, se eliminé el grupo fosfato
del extremo 5’ de la cadena de ADN. Para ello
se llevo a cabo una reaccién catalizada por una
unidad de enzima fosfatasa alcalina de
intestino de ternera (CIAP, Roche), en su
tampon correspondiente (Tris-HCL 50 mM pH
8, Na,EDTA 0,1 mM) mediante incubacién a
37 °C durante 1 hora.

3.11.4. Transformacién de E. co/i con ADN
plasmidico

3.11.4.1. Transformacién por choque térmico
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La transformacién de células competentes de
E. wli DHI10B con un ADN plasmidico
exégeno, se realiz6 mediante el método del
choque térmico (Hanahan, 1983). A wuna
alicuota de células descongelada y mantenida
en hielo, se le afiadieron de 1 a 10 ng del
plasmido. La preparacién obtenida se mantuvo
en hielo durante 30 minutos. A continuacion,
las células se sometieron a un choque térmico
consistente en introducir el tubo eppendorf
durante 1 minuto en un bafio a 42 °C. Tras la
transformacion, las células se recuperaron
afiadiendo 1 mlL de medio liquido SOC sin
antibidtico e incubandolas durante 1 hora a 37
°C y 150 rpm para permitir el reinicio de la
actividad metabélica y la expresion del caracter
de resistencia al antibiético. Finalmente, las
células se sembraron en placas de medio LB
suplementado con el antibiético adecuado.

3.11.4.2. Transformacion por electroporacion

Esta técnica se utiliz6 para transformar la cepa
de E. w/k FET12567 utilizada en los
experimentos de conjugacién. Para ello se
mezclaron 60 ul de células
electrocompetentes con 1 pg de ADN
plasmidico. L.a mezcla obtenida se transfiri6 a
una cubeta de electroporacién de 2 mm de
ancho, previamente enfriada en hielo y la
electroporacién se llevé a cabo en un
electroporador Micropulser™ de Biorad. Tras
el choque eléctrico, las células fueron
recuperadas rapidamente en 1 mL de LB sin
antibiético e incubadas durante 1 hora a 37 °C
y 200 rpm. Finalmente, las células fueron
sembradas en placas de medio LB
suplementado con el antibiético adecuado.

3.11.5. Conjugacioén intergenérica

El proceso de conjugacién intergenérica
llevado a cabo entre E. cli y S. ipomoea fue
esencialmente el descrito por Mazodier e al.
(1989). Para que el proceso de conjugacion
tenga lugar es necesario disponer de plasmidos
bifuncionales que sean transferidos desde E.
coli a Streptomyces. Tras la seleccidbn con el
antibiético adecuado y con 4cido nalidixico
(que permite seleccionar los transconjugantes,
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E.coli ET12567 (pUB307)

oriT  Electroporacién con el
N vector bifuncional
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Figura 3.1. Representacién esquematica del proceso de conjugacion intergenérica entre S. ipomoea y E. coli ET12567

(PUB307).

al impedir la sintesis de ADN en E. col) se
obtienen colonias de Streptomyces portadoras del
plasmido.El proceso de conjugaciéon utilizado
(Figura 3.1) presenta algunas modificaciones ya
que se utilizaron como células donadoras E.
coli ET12567 (pUB307) (Bennett et al, 1977,
Flett et al, 1997) y el vector utilizado fue el
plasmido bifuncional pOJ260 que contiene un
or/T' v al que se ha afiadido el promotor de la
eritromicina (ermE*p). Una vez transformadas
las  células ET12567 (pUB307) mediante
electroporacion con el plasmido bifuncional
con el fragmento clonado, se seleccionaron
colonias aisladas que fueron incubadas durante
una noche en 5 ml. de medio LLB. Este medio
fue  suplementado  con  Cloranfenicol
(antibiético  utilizado para mantener la
seleccion del transposén Tn9 insertado en el
gen dam-), Kanamicina (para mantener la
seleccion del vector pUB307, que porta los
genes de transferencia #7a para la formacion del
puente de conjugacién) y el antibidtico para el
que confiere resistencia el plasmido del or/T. A
continuacion, se tom6 1 ml de cultivo y las
células recogidas por centrifugacién se lavaron
dos veces con medio LB sin antibiético para
finalmente ser resuspendidas en 100 upL de
medio LB. Por otro lado, 50 pL de una
suspension de esporas de 8. jpomoea
conteniendo 10° ufc mL" se sometieron a un
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choque térmico a 50 °C durante 10 minutos
con el fin de estimular la germinacion.
Finalmente, la suspensiéon de esporas de S.
ipomoea se anadié a las células de E. /i y la
mezcla se sembrd en placas de medio A, las
cuales fueron incubadas a 28 °C durante 16
horas. Transcurrido este tiempo, cada placa fue
recubierta con 4cido nalidixico (500 pg mL") y
el antibiético de selecciéon del vector. Las
placas se incubaron durante al menos 5 dias
hasta la aparicién de los transconjugantes.

3.12. Estrategias para el estudio de la
funcion de la lacasa SilA

3.12.1. Obtencién de un mutante no productor
de lacasa de S. ipomoea

Para la obtencién de un mutante de S. 7pomoea
no productor de lacasa se decidié optar por la
estrategia de mutagénesis por disrupcion
génica. Para poner en practica esta técnica, era
necesario en primer lugar, amplificar una
porcién interna del gen de aproximadamente
500 pb, para lo que se utilizaron los mismos
cebadores empleados en la clonaciéon de 7.4
(ver Tabla 3.7). El producto de amplificacién
obtenido (Sipo500), se cloné mediante el kit
“Topo TA Cloning kit” (Invitrogen) con el fin



de disponer del producto amplificado en
cantidad suficiente. Asi, para obtener dicho
fragmento se digiri6 pCR2.1-Sipo500 con la
enzima de restriccion EwRI. Por otro lado, el
plasmido pOJ260, se digiri6 de igual modo con
EcwRI y a continuacién se traté con la enzima
CIAP. Por dltimo, el producto de
amplificaciéon del gen se ligd en pOJ260 de
manera que se obtuvo la construccién pOJ260-
Sipo500. Una  vez realizadas las
comprobaciones necesarias para conocer la
otrientacién del inserto, pOJ260-Sipo500 se
utiliz6 para transformar por electroporacién la
cepa de E.wi ET12567 (UB307). A
continuacion se llevé a cabo la conjugacién de
una de las colonias electroporadas con esporas
de S. 7pomoea, seleccionandose aquellas esporas
portadoras de la mutacién gracias a su
resistencia a Apramicina, conferida por el

plasmido pOJ260.

3.12.1.1. Ensayos para la comprobaciéon del
mutante S. zpomoea (SilA")

3.12.1.1.1. Ensayo a nivel molecular

Para la comprobacién del mutante S. 7pomoea
SilA” a nivel molecular se llevé a cabo una PCR
utilizando como  cebadores los  primers
universales M13. Estos primers hibridan con el
plasmido pOJ260, pero no asi con el genoma
de Streptomyces.

3.12.1.1.2. Ensayo a nivel bioquimico

Para comprobar la ausencia de actividad lacasa
en la cepa mutante S. jpomoea SilA™ se llevd a
cabo un ensayo de deteccién de dicha
actividad, en comparacion con la cepa silvestre,
en medio MBS tanto sélido como liquido.

Para la deteccién en medio liquido, se utilizé
una suspensién de esporas estandarizada de
ambas cepas para inocular en una proporcion
del 2 % matraces de 500 mL con 100 mL de
medio liquido MBS, que se incubaron en
agitacién (150 rpm) y a 28 °C durante 7 dfas.
Cada dia se tomaron muestras de 1 ml de cada
uno de los matraces, se centrifugaron y se
valor6 la actividad en el sobrenadante segun lo
descrito en apartado 3.1.5.3.2.
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Para la deteccién en medio sélido, la misma
suspension de esporas se utilizé para realizar
siembras en spot en el medio sélido MBS,
suplementado con 1 g L." de ABTS, en el que
se podria detectar la actividad tras 4 dias de
incubacién, mediante la aparicién de un halo
verde alrededor de la colonia.

3.12.2.  Implicacién procesos  de
morfogénesis, esporulacién y pigmentacion de
las esporas

en

Con objeto de comprobar la posible
implicacion de la lacasa de S. zpomoea en los
procesos de morfogénesis, esporulacion y
pigmentacién de las esporas que tienen lugar
durante el ciclo de diferenciacién celular del
microorganismo, se realizaron observaciones al
microscopio 6ptico y electrénico de barrido
con las cepas silvestre y mutante (SilA) de S.
ipomoea.

3.12.2.1. Microscopia 6ptica

Para el estudio fenotipico de las cepas silvestre
y mutante de . 7pomoea mediante microscopia
optica, se inocularon suspensiones de esporas
estandarizadas (107 ufc mL.") de ambas cepas
sobre cubreobjetos estériles introducidos de
forma inclinada en placas de medio SM,
suplementado con 25 pl mL" de Apramicina
en el caso de la cepa S. jpomoea SiIA. Las placas
se inocularon con un asa de siembra en el
punto de contacto entre el agar y el
cubreobjetos y se incubaron a 28 °C durante 2,
4 y 6 dias para observar las distintas fases del
ciclo de diferenciaciéon celular de los
microorganismos. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacién, los cubreobjetos se
extrajeron del medio, se fijaron a la llama y se
pegaron  sobre un  portaobjetos. A
continuacién, las preparaciones se tifieron
segun la tincién de Gram y se observaron en
un microscopio éptico  Axiolabs  (Zeiss)
conectado a una camara digital “Nikon Digital
Sight DS-Fil”.

3.12.2.2. Microscopia electrénica de barrido

Para el estudio fenotipico de las cepas silvestre
y mutante de . 7pomoea mediante microscopia



de barrido,
prepararon realizando cultivos de las cepas
sobre cubreobjetos mediante el mismo
procedimiento descrito en el apartado anterior.
Transcurridos 2 y 5 dias tras la siembra de los
microorganismos,  los  cubreobjetos  se
extrajeron del medio de cultivo, se
introdujeron en capsulas de papel Whatman n°®
1 de unos 6 mm de diametro y se fijaron con
glutaraldehido al 5% (v/v) en tampon
cacodilato sédico 200 mM pH 7,2 durante 1
hora a temperatura ambiente. A continuacion,
las muestras se lavaron 2 veces durante 10
minutos en tampdn cacodilato sédico 200 mM
pH 7,2 y seguidamente, se deshidrataron
gradualmente en concentraciones crecientes de
etanol-acetona (Merck) segun el siguiente
protocolo: 10 minutos en etanol absoluto al 25
%; 10 minutos en etanol absoluto al 50 %; 10
minutos en etanol absoluto al 70 %; 10
minutos en etanol absoluto al 90 %; 10
minutos en etanol absoluto al 100 % (repetit
dos veces); 10 minutos en acetona al 100 %
(repetir dos veces); y al menos una noche en
acetona anhidra al 100 %.

electrénica las muestras se

Una vez fijadas las muestras, se realizé el
punto critico de secado en un secador Polaron
E300. Por ultimo, las muestras se colocaron en
portaobjetos circulares de aluminio de 2,5 cm
de diametro, se metalizaron con oro-paladio en
un metalizador Polaron 5400 y se observaron
en un microscopio electrénico de barrido
digital Zeiss DMS-950.

Para comprobar la posible implicacién de la
lacasa de S. pomoea en procesos de
pigmentaciéon de las esporas se realizaron
siembras de las cepas silvestre y mutante en
tres medios de cultivo sélidos: GAE, SM y
Bennet. Las placas se inocularon con una
suspension de esporas estandarizada (10° ufc
ml.") de ambas cepas mediante las técnicas de
siembra por agotamiento y en masa.
Transcurridos 5-6 dias de incubacién a 28 °C,
momento en el que se produjo la esporulacién
y aparicién de la pigmentacién, se tomaron
fotografias de las placas, tanto del césped
microbiano en el caso de la siembra en masa,
como de colonias aisladas en el caso de la
siembra en estrfa por agotamiento. Para
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conseguir un mayor aumento se utilizé6 una
lupa binocular Nikon.

3.12.3. Implicacién en procesos de resistencia
al cobre

Para comprobar la posible implicacién de la
lacasa de §. ipomoea en procesos de resistencia
al cobre, se llevdé a cabo un estudio de la
tolerancia a este metal durante el crecimiento
de las cepas silvestre y mutante. Dicho estudio
se realizd en dos condiciones diferentes: una,
en la que las células fueron crecidas en medio
sélido SM en ausencia de cobre externo
(cultivos no inducidos) y otra, en la que las
células fueron crecidas en medio SM sélido
suplementado cobre, previamente a
realizar el estudio de tolerancia (cultivos
inducidos).

con

3.12.3.1. Cultivos no inducidos

A partir de una suspension de esporas
estandarizada (10° ufc mL") de ambas cepas
crecidas en medio sélido SM, se inocularon
matraces de 100 ml con 30 ml de MBS
suplementado con extracto de levadura al 0,6
% (p/v) y una solucién de sulfato de cobre 10
mM  para  obtener  las siguientes
concentraciones finales de cobre: 50, 200 y 500
uM. El medio utilizado para el cultivo de la
cepa mutante se suplement6 ademas con 25 pg
ml' de Apramicina. lLos matraces se
incubaron en agitaciéon (150 rpm) durante 7
dias a 28 °C. Cada dia se tomaron dos matraces
de los cultivos pertenecientes a cada cepa, se
filtraron y se estim6 el peso seco del micelio.
Como control se utiliz6 el mismo medio sin
sulfato de cobre.

3.12.3.2. Cultivos inducidos

Tanto S. spomoea como S. ipomoea SIIA™ tueron
sembrados en medio sélido SM suplementado
con sulfato de cobre a una concentracion final
de 400 puM. Transcurridos 5 a 6 dias de
incubacién a 28 °C se obtuvo una suspension
de esporas estandarizada de cada cepa, que se
utiliz6 para inocular matraces de 100 ml con 30
ml de MBS suplementado con extracto de
levadura al 0,6 % (p/v) y una solucién de



sulfato de cobre 10 mM, para obtener las
siguientes concentraciones finales de cobre:
300, 600 y 1000 uM. El medio utilizado para el
cultivo de la cepa mutante se suplementd
ademis con 25 pug mL"' de Apramicina. Los
matraces se incubaron en agitacion (150 rpm) a
28 °C durante 6 dias. Cada dia se tomaron dos
matraces de los cultivos pertenecientes a cada
microorganismo, se filtraron y se estimé el
peso seco del micelio. Como control se utilizé
el mismo medio sin sulfato de cobre.

3.12.4. Implicacion en la degradacion del
polimero de lignina

Para poner de manifiesto la posible
implicacion de la lacasa de S. ipomoea en la
degradaciéon de lignina, se llevaron a cabo
estudios de fermentacién en estado soélido
sobre paja de trigo, con las cepas silvestre y
mutante de este microorganismo.
3.12.4.1.  Sustrato y  condiciones de
fermentacién en estado sélido

El sustrato de fermentacién utilizado fue paja
de trigo (Triticum aestivum var. maestro) molida
en un molino de aspas (Janke & Kunkel) con el
fin de obtener un tamafio de particula de 40
mesh. Una vez desecado a 50 °C, el sustrato se
esteriliz6 a 120 °C durante 20 minutos en
matraces de 1 L que contenian 5 gramos
(Hernandez-Coronado et al., 1997).

Para la obtencién de los preindculos con los
que fueron inoculados los  matraces,
suspensiones estandarizadas de esporas se
incubaron a 28 °C durante 36 horas en
agitacion en MBS que contenfa extracto de
levadura al 0,6 % (p/v), sacarosa 1 M vy
Apramacina (25 pg mL") en el caso de la cepa
mutante.  Transcurrido el  tilempo de
incubacién, el micelio de ambas cepas se
recogi6 por centrifugaciéon a 10.000 g durante
15 minutos y se lavé con agua destilada. El
micelio se resuspendié en el volumen de MBS
suplementado con NaCl al 3,5 % (p/v),
extracto de levadura al 0,1 % (p/v) vy
Apramicina (25 ug mL") en el caso de la cepa
mutante, necesario para conseguir una
humedad relativa del sustrato del 85 %. A
continuacion, los matraces se incubaron a 28
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°C durante 7 6 14 dias en estatico. Como
control se utilizaron matraces que contenfan
paja de trigo pretratada sin inocular.

3.12.4.2. Obtenciéon de lignina
extraccién alcalina de la paja de trigo

mediante

Para la obtencién de la alcali-lignina, se siguid
el método de extraccién mediante NaOH 0,1
N, descrito por Hernandez-Coronado ez 4l
(1997). Para ello, tras el periodo de incubacion,
se afladieron 200 mL de NaOH 0,1 N por cada
5 gramos de paja de trigo y a continuacion, las
muestras se sometieron en el autoclave a 100
°C durante 1 hora. Posteriormente, el
contenido de cada matraz se filtré a través de
papel Whatman N° 54 y se lavé de nuevo con
200 ml de NaOH 0,1 N. El sobrenadante
resultante se acidific6 con HCI concentrado,
hasta un valor de pH entre 1,5-2. La lignina
precipitada se recogié por centrifugaciéon a
12.000 g durante 10 minutos y se lavé dos
veces con agua destilada. Finalmente, se
liofiliz6 en un liofilizador Cryodos-50 (Telstar)
y se estimé gravimétricamente el peso seco de
la alcali-lignina solubilizada.
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4.1. Produccion y purificacion de la lacasa
recombinante SilA

La produccién de la enzima recombinante se
llevé a cabo segun las condiciones éptimas
establecidas en el apartado 3.2. Una vez
obtenida la forma activa de la enzima, se
procedi6 a su purificacion ~ mediante la
utilizacién de columnas de gravedad His
Gravitrap. El  exceso de sales que
acompafiaban a la enzima purificada, debido a
los  tampones  utilizados  durante el
procedimiento, fue eliminado mediante
cromatografia  de  exclusion  molecular
utilizando las columnas PD-10. Sin embargo,
se observaba que tras este procedimiento la
enzima presentaba una escasa estabilidad,
precipitando al poco tiempo. Por ello, se
decidi6 cambiar el método de eliminacién de
sales, y asi en lugar de cromatogratia se utilizé
la centrifugaciéon mediante el uso de las
columnas Amicon® Ultra-15.

El grado de purificacién de la enzima se
verific6 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida. En la Figura 4.1 se muestran los
resultados de la electroforesis llevada a cabo en
presencia de SDS, donde se puede observar
una unica banda correspondiente a la lacasa
(A). Asimismo, en el gel de la derecha (B) se
aprecian los resultados del zimograma
realizado donde se observa la misma banda
correspondiente a dicha actividad sobre ABTS.

A Patrones (kDa) B

Figura 4.1. SDS-PAGE de la lacasa recombinante SilA.
Gel tefiido con azul Coomassie (A) y zimograma

obtenido con ABTS (B)

Cabe sefialar que tras el proceso de
purificacién se obtuvo un rendimiento muy
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elevado de actividad lacasa, con wvalores en
torno a 15-30 U mL".

4.2. Determinaciéon del potencial redox y
de la estabilidad térmica, quimica vy
termocinética de SilA

4.2.1. Potencial redox

Una caracteristica fundamental de las lacasas es
la relacién que existe entre su potencial redox
(E") y la energia requerida para abstraer un
electron de un sustrato reducido. Aquellas
lacasas que presentan elevados potenciales
redox y son, por tanto, capaces de oxidar mas
facilmente determinados sustratos, resultan de
especial interés en procesos biotecnoldgicos.
Con el propodsito de conocer la capacidad
oxidativa de SilA, as{ como comprender el
proceso de transferencia electrénica de la
enzima, se llevd a cabo una titulacién redox
que permitié determinar su potencial de oxido-
reduccién. El potencial de 6xido-reduccion
(E") de la enzima se ha definido como aquel en
el cual la concentracién de lacasa oxidada es
igual a la concentracién de lacasa reducida.

En estudios similares llevados a cabo por otros
autores se han obtenido los potenciales redox
de diferentes lacasas determinados mediante
voltametria ciclica o titulaciones redox (Rivera-
Hoyos et al, 2013). Teniendo en cuenta el
potencial de éxido-reducciéon de las lacasas se
han clasificado en: lacasas de bajo potencial
redox (<500 mV), de potencial medio (500-
700 mV) y de alto potencial redox (>790 mV)
(Morozova et al., 2007b). A lo largo de la escala
biolégica nos encontramos con lacasas de
plantas y bacterias que presentan potenciales
redox de 400 mV y con lacasas fungicas cuyo
potencial redox llega hasta 800 mV.

Para la determinacién del potencial redox de la
lacasa SilA  se parti6 de la enzima
completamente oxidada con hexacloroiridato
de potasio, y en condiciones andxicas, se fue
adicionando lentamente una solucién de
ditionito de sodio para ir reduciendo la enzima.
La titulacion se continué hasta que la muestra
estuvo reducida al miaximo. La curva de



titulacion obtenida (Figura 4.2) se ajust6 a la
ecuaciéon de Nernst, estimandose el potencial
de 6xido-reduccién del centro del cobre T1 de
SilA en 337 mV, lo que pone de manifiesto
que se trata de una enzima con un potencial
redox bajo, en comparaciéon con otras lacasas.
En base a este resultado, SilA podria
clasificarse en el grupo de las lacasas de bajo
potencial redox, al igual que ocurre con la
lacasa de la planta Rhus vernicifera (Reinhammar
y Vanngard, 1971), la de Streptomyces sviceus
(Gunne ef al., 2014), las lacasas LAC2 y LAC3
producidas por un Basidiomiceto (Klonowska
et al., 2002) o la lacasa de la arquea Haloferax
voleanii (Uthandi ef al., 2010).
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Figura 4.2. Titulacién redox de la enzima recombinante
SilA. La linea representa el mejor ajuste a la ecuacion de
Nernst para una reacciéon de 4 electrones.

La diferencia de potencial entre el cobre T1 de
la enzima y el potencial del compuesto a
degradar es un factor clave a tener en cuenta,
ya que condiciona la capacidad de la enzima
para oxidar el compuesto, asi como la
velocidad de reaccion (Xu, 1996). Por tanto, el
potencial redox de los compuestos a degradar
es un factor importante a considerar para
conocer la especificidad de sustrato de una
lacasa. Asimismo, resulta de especial interés
conocer una serie de factores que pueden
afectar al cobre del centro T1, tales como las
interacciones electrostaticas intramoleculares o
el proceso de plegamiento de la enzima que
pueden interferir y modular los valores de
potencial redox de las lacasas (Li ef af., 2004).
Otro factor que puede influir en el potencial
redox del centro del cobre T1 tiene que ver
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con el medio hidrofébico que se genera en el
centro T1 por influencia del nucleo
hidrofébico del dominio 2. Un medio
hidrofébico favorece la estabilidad de los iones
Cu" frente al Cu™, lo que se traduce en un
aumento del potencial redox del centro T1
(Walter e# al., 1996). Cabe destacar el alto grado
de  conservacion = que  presentan  los
aminoacidos coordinantes del cobre de este
centro (Piontek, 2002). El cobre del centro T1
esta coordinado por aminoacidos altamente
conservados como son dos histidinas y una
cisteina. Hay un cuarto ligando que varia de
unas lacasas a otras. En la mayorfa de las
lacasas, este cuarto ligando axial es una
metionina; sin embargo, en las lacasas de
origen fungico este ligando suele ser una
fenilalanina o una leucina no coordinantes, lo
que contribuye en parte al alto potencial redox
que presentan estas enzimas fungicas. Analisis
estructurales llevados a cabo en Trametes
versicolor, asi como estudios sobre mutagénesis
dirigida realizados en especies de Bacillus,
revelaron el papel del ligando axial del cobre
T1 en la modulacién del potencial redox. La
presencia de una fenilalanina en lugar de una
metionina como ligando axial en la lacasa de T.
versicolor, determina en parte el elevado
potencial redox de la enzima (780 mV)
(Piontek et al., 2002).

Mutaciones realizadas en las lacasas CotA de
Bacillus subtilis o en la de S. svicens, donde la
metionina fue sustituida por aminoacidos mas
hidrofébicos como la leucina o la fenilalanina,
permitieron aumentos del potencial redox
entre 20 y 100 mV, comparado con sus
respectivas lacasas sin modificar (Durdo ez al,
2006; Gunne et al., 2014). Otros estudios sobre
mutagénesis dirigida han demostrado una
disminucién del potencial de oxidorreduccién
en 100-150 mV al sustituir la fenilalanina o la
leucina por una metionina (Osipov ez al., 2014,
Xu ¢t al., 1999).

Las lacasas bacterianas se caracterizan por
presentar potenciales redox medios y/o bajos,
reduciendo su capacidad catalitica a un grupo
limitado de compuestos. No obstante, resultan
de especial interés en la industria debido a su
alta estabilidad térmica y su capacidad de
actuar en un rango amplio de pH. Algunas



lacasas de medio potencial redox han puesto
de manifiesto su utilidad en ciertas aplicaciones
como la lacasa del hongo de podredumbre
blanca Ganoderma, que ha demostrado su
capacidad para mejorar y facilitar la digestion
de los alimentos en rumiantes monogastricos
(Sharma ef al., 2013). Otra ventaja de las lacasas
de medio y bajo potencial redox reside en su
facilidad para ser sobreexpresadas de forma
heteréloga en un hospedador, mientras que la
dificultad en la sobreexpresion de lacasas de
alto potencial redox limita su posterior
comercializaciéon a gran escala (Fillat er a/,
2012).

Por otro lado, en los ultimos afios se ha
establecido la posibilidad de mejorar el
potencial redox de las lacasas de medio y bajo
potencial mediante evolucion dirigida. Hay que
seflalar, que a pesar de la gran capacidad
catalitica que presentan las lacasas de alto
potencial redox, generalmente de origen
fungico, su posterior aplicabilidad en procesos
biotecnolégicos industriales se ve limitada
debido a la falta de sistemas de expresion
adecuados para su mejora mediante evolucién
dirigida (Mate ez al, 2010). Sin embargo, las
lacasas bacterianas han resultado utiles en
procesos de evolucion dirigida gracias a su
mayor facilidad de manipulacién genética. La
primera lacasa sometida a un proceso de
evolucién dirigida fue la lacasa MtL de bajo-
medio  potencial redox producida por
Myceliophthora  thermophila. Otros estudios de
evolucién dirigida han sido llevados a cabo con
la lacasa bacteriana CotA mejorando su
expresion y su especificidad de sustrato, entre
otras caracteristicas (Brissos ¢# al., 2014; Gupta
et al., 2010; Koschotreck ez al., 2008).

estudios
lacasas

El éxito  conseguido los

anteriormente  mencionados

en
con
bacterianas modificadas mediante evolucién
dirigida, abre la posibilidad de considerar a la
lacasa SilA como una buena candidata para
aplicar dicho procedimiento, lo que permitira
en un futuro conseguir un aumento de su
potencial redox que junto con la estabilidad de
esta enzima a altas temperaturas y pH alcalinos
asi como su amplia tolerancia a sales e
inhibidores de lacasas (Molina-Guijarro ef al.,
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2009), harfan de SilA una prometedora enzima
para  su  utilizacién aplicaciones
biotecnolégicas.

en

4.2.2. Estabilidad termodinamica y quimica

La estabilidad termodinamica de SilA se
determiné sometiendo a la enzima a un
aumento progresivo de temperatura en un
intervalo de 20 a 100 °C. Asimismo, se
determiné la estabilidad quimica de la enzima
frente al agente quimico cloruro de guanidinio.
Ambos ensayos se monitorizaron mediante
espectrofotometria  de  fluorescencia. Este
estudio permitié establecer asimismo la
temperatura de desdoblamiento (Tm) y el
proceso de desnaturalizacion de la enzima. Es
sabido que cuando una enzima se desnaturaliza
y por tanto despliega su conformacién nativa
ordenada, expone sus residuos internos de
triptéfano, lo cual se traduce en un incremento
de la intensidad de fluorescencia.
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Figura 4.4. Fracciéon desnaturalizada (fUnf) de SilA
durante el aumento de temperatura y monitorizada
mediante emisiéon de fluorescencia. La linea se ajusta a la
ecuacién fy=e(-AG®/ RT)/(1+e (-AG® / RT)),

De este modo, las longitudes de onda
correspondientes a la maxima emision de estos
residuos reflejan claramente la exposicion de
los residuos de triptéfano. Esto se traduce en
un desplazamiento de su espectro de emision
de 330 a 360 nm aproximadamente o en una
disminucién de la intensidad de fluorescencia
monitorizada a 336 nm. Asi, las longitudes de
onda en la maxima emisién de estos residuos
reflejan claramente la exposicion de los
residuos  de  triptéfano  durante la



desnaturalizacién de la proteina, los cuales
presentan mayor apolaridad que la superficie
de la misma (Lakowicz e al., 1999).

Los resultados de estos estudios pusieron de
manifiesto una moderada estabilidad térmica
de SilA, que presentd una temperatura media
de desdoblamiento (T,) (a la cual el 50 % de

las  moléculas de la  enzima  estan

desnaturalizadas) de 60 £ 6°C (Figura 4.4), una
energfa de entalpfa AH,,, de 44 £ 4 kcal/mol y
una entropia AS de 0.13 + 0.01 kcal/mol K.

En los ensayos de desnaturalizaciéon inducida
por agentes quimicos no esta claro atn el
mecanismo mediante el cual estos agentes
desnaturalizan las enzimas, aunque parece que
podrian debilitar la cohesién entre los grupos
apolares de la proteina responsables del efecto
hidrofébico que permite su plegamiento. En
los ensayos de desnaturalizacién de SilA
mediante el agente quimico cloruro de
guanidinio se observé que era necesaria una
concentraciéon de 2,2 M de dicho agente para
desestabilizar la estructura terciaria de la
enzima, demostrandose a su vez que el estado
nativo es mas estable que el desnaturalizado
pues el valor de la energia de Gibbs del
disolvente (AG,,.) 2 25 °C se estimé en 2.8
kcal/mol, valor muy similar al obtenido con la
oxidasa multicobre (McoA) de Aguifex: aeolicus
pero algo inferior al obtenido por otras lacasas
(Durdao et al, 2006; Tavares, 2011). Las
diferencias de energfa entre el estado nativo y
el desnaturalizado se deben, a nivel molecular,
a la conformaciéon de enlaces y a la exclusion
de moléculas de agua por efectos hidrofébicos
con relevancia en la entropia del sistema.

Asimismo, se pudo observar el desplazamiento
de la emisién del triptéfano hacia 360 nm
(Figura 4.5).

La desnaturalizacién térmica o quimica
registrada a través de las medidas de emision
de fluorescencia, indicaron que la proteina se
desnaturalizé siguiendo un modelo simple e
irreversible de dos etapas, en el que sélo se
pueden apreciar dos fracciones, la nativa y la
desnaturalizada. La desnaturalizaciéon suele ser
un proceso complejo, si bien la mayoria de las
protefnas siguen este modelo simplificado de
dos etapas (Brissos ef al, 2014). En este
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modelo, en un primer paso se ve afectada la
cadena polipeptidica de la proteina y a
continuacién, la proteina desnaturalizada se
puede renaturalizar de nuevo o continuar el
proceso de desnaturalizaciéon hasta un estado
irreversible que conllevarfa agregaciéon vy
precipitacion de la misma y cambios
covalentes, tales como desaminaciones u
oxidaciones de los residuos cisteina y
metionina (Volkin y Klibanov, 1989). En el
caso de la lacasa SilA se observé que una vez
desnaturalizada  precipita, impidiendo la
renaturalizacion de la misma.

f Unf

0 1 2 3 4 5 6
[GdnHCI] (M)

Figura 4.5. Fraccién desnaturalizada (fUnf) de SilA con
concentraciones crecientes de cloruro de guanidinio y
monitorizada mediante emisién de fluorescencia. La
linea se ajusta a la ecuacién fy=e(AG" / RD)/(I+e (ZAG® /
RT),

4.2.3. Efecto de la temperatura sobre la
actividad lacasa a largo plazo (estabilidad
termocinética)

El conocimiento de los procesos de
plegamiento y desnaturalizacion de las
proteinas recombinantes resulta fundamental
con vistas a su aplicacién en la industria
biotecnolégica. Con cierta frecuencia, dichas
protefnas se inactivan debido a problemas en
su plegamiento estructural (Gummadi, 2003),
lo cual supone un estimulo para tratar de
profundizar en el conocimiento de dichas
causas (Brissos ¢ al, 2014). Estos estudios
también resultan imprescindibles para conocer
la funcién biolégica que desempefian dichas
enzimas en los microorganismos productores,
asi como para aplicar técnicas de evolucién
molecular a la mejora de las mismas.



Estudios anteriores llevados a cabo con SilA,
pusieron de manifiesto la elevada tolerancia de
la enzima a la temperatura, observandose que
tras 24 h de incubacion a 50 y 60 °C la enzima
mantenfa mas del 50 % de actividad enzimatica
(Molina-Guijarro, 2000). No obstante, con
objeto de conocer la estabilidad de la actividad
enzimatica de SilA frente a temperaturas
superiores a las anteriormente ensayadas,
durante 24 horas de incubacién, se someti6 la
enzima a distintas temperaturas (70, 80 y 95
°C), monitorizando a diferentes intervalos de
tiempo la actividad enzimatica y la
conformaciéon nativa de la enzima, mediante
observaciéon del grado de precipitacién de la
misma.

En las dos primeras temperaturas ensayadas
(70 y 80 °C) se observé cierta estabilidad de la
actividad enzimaitica, ya que ésta no sélo no
disminufa durante las primeras 6 horas de
incubacién, sino que experimentaba
incremento a determinados tiempos. En el
ensayo realizado a 95°C, se observé tanto una
disminucién  progresiva de la  actividad
enzimatica, como un aumento en el grado de
precipitacion de la misma. Finalmente, se
estim6 una vida media de SilA a 95 °C de 1.3
horas mediante la ecuacion t, ,=In2/k,, (Figura
4.3). Si se compara la vida media de SilA con la
de otras lacasas de Streptomyces, se observa que
hay variaciones en cuanto a la estabilidad de
estas enzimas a la temperatura. Asi, la lacasa de
8. sviceus presenta una temperatura media de
desdoblamiento (Tm) de 88 min a 60 °C
(Gunne y Urlacher, 2012), la de . Javendulae de
20 min a 70 °C (Suzuki ¢# a/., 2003), habiéndose
logrado  mas  recientemente  mediante
mutagénesis dirigida aumentar la estabilidad
térmica de la lacasa SLAC de S. coelicolor de
forma muy significativa, alcanzando wuna
temperatura media de desdoblamiento de 10 h
a2 80 °C,de 7ha90°Cydelhal00°C
(Sherif ef al., 2013).

De los resultados obtenidos en nuestro estudio
se puede destacar que la lacasa SilA no
presenta una estabilidad térmica tan elevada
como la lacasa SLAC modificada, pero su
estabilidad es comparable, e incluso mejor, que
la de otras lacasas nativas producidas por
estreptomicetos.

un
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Figura 4.3. Estabilidad cinética de SilA a 95 °C. La

desactivacion de la enzima obedece a una cinética de
primer orden (In actividad=In actividad=0) — kat, donde
ks es la constante de desactivacién). En la grafica
insertada se puede calcular la vida media de SilA como
t1/2=1n2/kq, donde kd se cortesponde con la pendiente.

4.3. Ensayos conducentes a la

cristalizacion de SilA

Los estudios cristalograficos son especialmente
utiles  para  determinar la  estructura
tridimensional de las proteinas. El hecho de
que una proteina pueda formar estructuras

cristalinas adecuadas puede aportar
informacién util sobre la solubilidad vy
estabilidad de la misma, entre otras

propiedades (Ericsson ez al., 2000).

Para la obtencion de cristales de la enzima
SilA, se hizo necesario en primer lugar
seleccionar el tampén en el cual la enzima
presentara un alto grado de solubilidad y
estabilidad, y se minimizaran los problemas de
agregacion y precipitacién de la proteina. Para
ello, se realizé el ensayo denominado “Thermal
Shift Assay”, utilizando el compuesto Spyro
Orange, un colorante que al encontrarse en un
entorno  hidrofébico comienza a  emitir
fluorescencia. A partir de este estudio se podria
determinar la temperatura de desdoblamiento
(Tm) de SilA en cada uno de los tampones
ensayados. Los resultados que cabrtia esperar
frente a los obtenidos tras el ensayo se
muestran en la Figura 46 A y 4.6 B,
respectivamente.

El valor que se corresponde con el punto de
inflexién de cada curva de la Figura 4.6 A serfa
la temperatura transicional de desdoblamiento
de la enzima (Tm) que como se observa, serfa
diferente para cada tampon, eligiéndose como



el mas idéneo aquel para el que la temperatura
de desdoblamiento fuera mas alta.
A
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Figura 4.6. Curvas de fluorescencia tedricas (A) y
obtenidas (B) durante la cinética de desnaturalizacién de
SilA en presencia de distintos tampones. Los tampones
y aditivos utilizados se detallan en el apartado 3.5 de
materiales y métodos.

A pesar de nuestro interés, no se pudo
determinar la temperatura transicional de
desdoblamiento de la enzima, al no obtenerse
variaciones significativas en la intensidad de
fluorescencia en los distintos tampones
ensayados. De hecho, los resultados mostraron
intensidades de fluorescencia iniciales muy
clevadas, que no variaban practicamente con el
tiempo ni con la temperatura (Figura 4.6 B). Se
ha descrito que una intensidad de fluorescencia
inicial elevada podria ser indicativo de la
presencia de regiones altamente hidrofébicas
en la estructura de la enzima o debido a que la

enzima se encuentra parcialmente
desnaturalizada en los tampones ensayados
exponiendo parte de sus aminoacidos

hidrofébicos internos, lo que no permitirfa
observar la cinética de desnaturalizacion de la
misma mediante  espectrofotometria  de
fluorescencia, al haberse unido el colorante
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Spyro Orange a dichas regiones desde un
comienzo (Ericsson ez al., 2000).

Una posible solucién a este problema setia
tratar de bloquear las regiones hidrofébicas
exteriores de la enzima con detergentes no
ibnicos, Tween 20, polietilenglicol (PEG) o
alcohol polivinilico (PVA). Es importante
tener en cuenta que el compuesto utilizado
para saturar las regiones hidrofébicas no tiene
que interferir en la medida de la intensidad de
fluorescencia que emita Spyro Orange.

Los problemas surgidos con la aplicacién de la
técnica “Thermal shift assay”, impidieron
proceder a la cristalizacién de SilA, al no haber
encontrado un tampén adecuado en el que la
enzima mostrase un alto grado de solubilidad y
estabilidad. Aun asi, mediante el uso de
herramientas informaticas a través de paginas
web como Phyre2, Swiss-Model o 3Dligandsite
y gracias a la reciente publicaciéon de la
estructura cristalina de la lacasa de Strepromyces
coelicolor ~ (Skalova et al, 2009), hemos
comprobado mediante comparacién  de
secuencias que SilA presenta un alto grado de
semejanza (92-95%) con la lacasa de esta
bacteria y de otras cercanas como Streptomyces
viridosporns, con la que presenta un 88% de
semejanza. Hste hecho nos ha permitido
obtener un modelo tedrico tridimensional de
la estructura de SilA (Figura 4.7) a través de su
secuencia utilizando el programa informatico
Phyre2. (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/).

Figura 4.7. Modelo tridimensional de la lacasa
recombinante SilA elucidada mediante analisis de
secuencias con el programa Phyre2.
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Centro trinuclear de cobre

Figura
Herramienta Phyre2.

En la Figura 4.8 se puede apreciar ademas la
posible zona intermedia o de unién entre los
dos dominios 1 y 3 que posee esta enzima, las
regiones mas conservadas y el centro trinuclear
del cobre de SilA. La lacasa SilA de S. jpomoea
al igual que las lacasas de S. coelicolor, S. grisens y
S. viridosporns, presenta solo los dos dominios
cupredoxina 1 y 3, careciendo del segundo
dominio. El dominio 2 esta implicado en la
formacién del sitio de unién al sustrato y en la
correcta posicion de los dominios 1y 3, lo que
facilita la formacion del centro trinuclear.

Figura 4.9. Prediccién de la posible estructura de la
lacasa  SilA  mediante Swiss Model, con una
conformacion en homottimero basindose en la
secuencia de la lacasa de S. coelicolor. En amarillo se
representan los atomos de cobre.

Las lacasas de dos dominios carecen del
dominio 2 lo que conllevaria cambios en la
estructura de la enzima que podrian afectar a la
formacién del centro trinuclear (Morozova ef

4.8. Anilisis de la posible estructura de SilA
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mediante su modelo tridimensional a través de la

al., 2007a; Piontek, 2002; Skalova ez al., 2009).
Se ha sugerido la presencia necesaria de estos
dos dominios por triplicado para la formacién
adecuada del centro del cobre trinuclear, dando
lugar a protefnas triméricas como se muestra
en la Figura 4.9 Murphy e al, 1997,
Nakamura ez a/., 2003). Sin embargo, en el caso
de SilA y la lacasa de S. coelicolor SLAC, se ha
observado que bastarfa una estructura dimérica
(cuatro dominios) para que estas enzimas
presenten actividad  enzimatica  (Molina-
Guijarro, ¢t al., 2009; Skalova ef al., 2009).

4.4. Optimizaciéon del sistema lacasa-
mediador

4.4.1. Evaluacién de distintos
naturales como mediadores

Cornpuestos

La demostracién de la eficacia de distintos
compuestos mediadores de bajo peso
molecular para mejorar y aumentar el potencial
oxidativo de las lacasas, ha permitido el
desarrollo de distintos sistemas lacasa-
mediador para su aplicacién en la degradacion
de compuestos fendlicos de alto potencial
redox (Call y Mucke, 1997). La utilizacién de
compuestos  mediadores  sintéticos  ha
incrementado notablemente la  capacidad
degradativa de las lacasas, extendiendo su
efectividad a contaminantes de naturaleza
recalcitrante, como son los tintes industriales y
los farmacos (Camarero e al, 2005). No
obstante, a pesar de su probada eficiencia, la
utilizacién de estos compuestos artificiales
presenta ciertos inconvenientes, tales como,
su elevado coste y su toxicidad. Por esta razén



se hace necesaria la bisqueda de nuevos
compuestos mediadores de facil obtencién y
de bajo coste, que no resulten perjudiciales
para el medioambiente.

En trabajos previos se descubrié que
determinados metabolitos de hongos, como el
acido  3-hidroxiantranilico producido por
Pycnoporus — cinnabarinus, el acido  4-
hidroxibenzoico, el alcohol 4-hidroxibencilico,
la acetosiringona, el siringato de metilo o el
siringaldehido, eran capaces de mediar en la
oxidacién de sustratos no fendlicos (Camarero
et al., 2005; Eggert et al., 1996b; Fillat et al.,
2012; Johannes y Majcherczyk, 2000; Mendes
et al., 2011; Moya et al., 2010). La importancia
de estos compuestos de origen natural para ser
utilizados como mediadores de oxidacién de
las lacasas, se potencia asimismo por el hecho
de que no inhiben a la enzima una vez que han
sido oxidados por la misma, como se ha
demostrado para el caso de la acetosiringona.
Se  puede considerar  este  hecho
significativamente relevante, si se compara con
lo que ocurre con algunos radicales de
mediadores sintéticos como el HBT, que se ha
demostrado que pueden inactivar a la enzima
(Li et al, 1998). Estos compuestos naturales
pueden ser facilmente obtenidos en el curso de
la degradacion microbiana de la lignocelulosa.
Asf, por ejemplo, en estudios anteriores
llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacién, se puso de manifiesto que
durante la degradacién de paja de trigo bajo
condiciones de fermentacién en estado sélido
con distintas cepas de S#eptomyces, se produce
una gran diversidad de compuestos fendlicos
de bajo peso molecular derivados de la
estructura de la lignina (Hernandez-Coronado
et al., 1998). Resultados similares se obtuvieron
durante el tratamiento de efluentes alcalinos
derivados del proceso de cocciéon de paja de
trigo para la obtencién de pasta de papel, por
cepas seleccionadas de St#repromyces (Hernandez
e al, 1997). En trabajos posteriores se
demostré la capacidad de la acetosiringona
para actuar de mediador junto con la lacasa
producida por  Streptomyces  cyanens en la
degradacién de tintes textiles de tipo azo
(Moya e# al., 2010). Asimismo, este compuesto
también  ha  resultado utl para la
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deslignificacién de pastas de papel (Camarero
et al., 2007).

Todos estos resultados obtenidos con la
acetosiringona (AS), uno de los principales
productos derivados de la despolimerizacion
biolégica y quimica de ligninas ricas en
unidades siringilo, nos han conducido a
considerar el sistema SilA-AS como una
prometedora estrategia para la degradacién de
contaminantes ambientales. En  estudios
anteriores se ha descrito que la accién de estos
compuestos fendlicos como mediadores en la
oxidacion de compuestos no fendlicos por la
lacasa, suele ser mas dependiente de la
estructura del compuesto fendlico en si que de
la enzima utilizada (Rosado e al, 2012). La
presencia de una carga negativa cerca del sitio
activo de la enzima, parece tener un papel
relevante tanto en la formacién del radical
fenoxilo a partir del compuesto fendlico, como
para la estabilidad del mismo durante la
reaccién catalitica. Sin embargo, no todas las
lacasas presentan dicha carga, con lo cual la
formacién y estabilidad de los radicales
fenoxilo recae mayoritariamente en el
equilibrio del estado protonado-desprotonado
de estos compuestos fendlicos (d'Acunzo y
Galli, 2003; Pereira et al., 2009). Asi, a valores
de pH basicos, compuestos fendlicos, tales
como,  acetosiringona, siringaldehido y
siringato de  metilo  se  encuentran
desprotonados y por tanto son mas facilmente
oxidables por la lacasa (Rosado ez 4/, 2012).

Los resultados obtenidos tras el analisis por
HPLC-DAD de la capacidad oxidativa de SilA
sobre los distintos mediadores ensayados,
mostraron  que la  acetosiringona, el
siringaldehido, el alcohol siringilico, el acido
sirfngico y el siringato de metilo resultaron ser
los mejores compuestos para actuar como
mediadores. Para corroborar estos resultados,
dichos compuestos se utilizaron junto con SilA
en un ensayo de decoloraciéon de diferentes
tintes textiles. Los resultados obtenidos,
mostraron  que la  acetosiringona, el
siringaldehido y el siringato de metilo fueron
los mediadores que proporcionaron las
mayores tasas de decoloracién (datos no
mostrados). Por tanto, estos tres compuestos



se utilizaron posteriormente como mediadores
en los ensayos de degradacion llevados a cabo

por SilA.

4.4.2. Efecto de la concentracién del mediador
y de la temperatura de reaccién sobre la
capacidad oxidativa del sistema lacasa-
mediador

Una vez seleccionados la acetosiringona (AS),
el siringaldehido (SA) y el siringato de metilo
(MeS) como los mediadores mas efectivos, se
llevé a cabo un estudio sobre el efecto de la
concentraciéon del mediador y la temperatura
sobre la efectividad del sistema lacasa-
mediador para degradar los tintes textiles Acid
Orange y Tartrazine.

Los resultados obtenidos de los ensayos de
decoloracién de Acid Orange 63 y Tartrazine
con el sistema lacasa-mediador (AS, SA y MeS)
con dos concentraciones distintas de mediador
(0.1 y 0.5 mM), pusieron de manifiesto un
aumento en los rendimientos del proceso al
incrementar la concentracién del compuesto
mediador a 0.5 mM en el caso del colorante
Acid Orange 63 (Tabla 4.1), pero no en el caso
del colorante Tartrazine (Tabla 4.2).

Tabla 4.1. Porcentajes de decoloracién del Acid
Orange 63 tras 24 h de tratamiento con el sistema SilA-
mediador en presencia de los mediadores acetosiringona,

siringaldehido  y  siringato  de metilo, a dos
concentraciones diferentes.
Concentracion  SilA-AS  SilA-SA  SilA-MeS
0.1 mM 3.8 0 13.95
0.5 mM 78.89 72.52 80.85

Concentraciones de mediador superiores a 100
uM  suponian a veces, principalmente a
temperaturas elevadas, la precipitacién de la
mezcla de reaccion. Por tanto, se establecio
para el caso de los tintes, que la concentracién
idénea de mediador era de 100 uM, donde el
total de la decoloraciéon podria ser atribuido a
la capacidad oxidativa del sistema lacasa-
mediador y no debido a procesos indeseados
como la precipitacién del colorante.

HEstos mismos resultados se obtuvieron en la
degradaciéon de tintes textiles por el sistema
lacasa-mediador con la lacasa de Strepromyces
¢yanens, donde con una concentraciéon de
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mediador superior a 0.1 mM se daban
procesos de precipitacién, probablemente
debido a reacciones de polimerizacién (Moya ez
al., 2010). Esta concentracién de mediador es
inferior a la utilizada en otros trabajos con
mediadores sintéticos como el HBT, donde se
necesitaban concentraciones entre 1 y 11 mM
para obtener tasas de decoloracién en torno al
90 %, similares a las obtenidas en este trabajo
con los tintes Reactive Black 5, Orange II o
Indigo Carmine (Nyanhongo e al, 2002;
Soares et al., 2001; Daassi ¢ al., 2013) pero con
menor concentracion de mediador, lo cual
resulta interesante desde el punto de vista
econémico. Asimismo, cabe destacar, que el
sistema SilA-siringato de metilo resulté mas
efectivo que el resto de los sistemas lacasa-
mediador ensayados.

Tabla 4.2. Porcentajes de decoloracién de Tartrazine
tras 24 h de tratamiento con el sistema SilA-mediador en

presencia de los  mediadores  acetosiringona,
siringaldehido  y  siringato  de metilo, a dos
concentraciones diferentes.
Concentracion  SilA-AS  SilA-SA  SilA-MeS
0.1 mM 19.2 10.4 20.97
0.5 mM 6.4 14.18 19

Debido a la dureza de las condiciones de los
procesos industriales, tales como, altas
temperaturas y/o presiones, variabilidad en el
rango de pH, gran concentracion de sales, etc.
se precisa de enzimas cada vez mas resistentes
y estables. En estudios anteriores se habia

demostrado que SilA es wuna enzima
moderadamente  termoestable, pero  se
desconocia en qué medida la capacidad

oxidativa de la lacasa esta condicionada por la
temperatura. Por ello, se llevd a cabo un
estudio sobre el efecto de la temperatura en la
capacidad oxidativa de SilA y del sistema
lacasa-mediador. Los ensayos de degradacion
con el sistema lacasa-mediador se llevan a cabo
normalmente a 35 °C. Sin embargo, la
temperatura 6ptima de SilA es de 60 °C y
debido a esto y a su alta estabilidad a la
temperatura (hasta 95 °C) se optd por realizar
los ensayos de degradacién a estas tres
temperaturas (35, 60 y 95 °C). Los resultados
de decoloracién con los tintes industriales Acid
Orange 63 y Tartrazine (Tablas 4.3 y 4.4)



mostraron un aumento de los porcentajes de
decoloraciéon al incrementar la temperatura de
tratamiento a 60 °C. Por tanto, cabria esperar
la misma dindmica para ambos tintes al
aumentar la temperatura a 95 °C, como asi
ocurri6 en el caso del Acid Orange 63, para el
que se observo que los mayores porcentajes de
decoloracién  se  alcanzaron a  dicha
temperatura.

Tabla 4.3. Porcentajes de decoloracion del Acid Orange
63 tras 24 h de tratamiento con el sistema SilA en
presencia de 0.1 mM de acetosiringona, siringaldehido y
siringato de metilo, a tres temperaturas diferentes.

Temperatura (°C) SilA-AS  SilA-SA  SilA-MeS
35 3.8 0 13.95
60 16.49 13.8 20.82
95 81.82 79.13 84.81

Sin embargo, en el caso del Tartrazine, los
porcentajes de decoloracién obtenidos a 95 °C
fueron infetiores a los obtenidos a 60 °C. No
obstante, cabe sefialar que aunque los
porcentajes de decoloraciéon a 95 °C no fueron
elevados para Tartrazine, la velocidad de
actuacion de SilA frente a ambos colorantes a
esta temperatura se acortaba
considerablemente. Asi, mientras que a 35 y 60
°C las tasas maximas de decoloracién se
obtenian tras 4 h de tratamiento, a 95 °C estas
tasas se alcanzaban en tan solo 15 minutos.

Tabla 4.4. Porcentajes de decoloracién del Tartrazine
tras 24 h de tratamiento con el sistema SilA en presencia
de 0.1 mM de acetosiringona, siringaldehido y siringato
de metilo, a tres temperaturas diferentes.

Temperatura (°C) SilA-AS  SilA-SA  SilA-MeS
35 19.2 10.4 20.97
60 61.17 59.35 74.6
95 33.98 45.19 20.62

A pesar de los elevados niveles de degradacion
del Acid Orange 63 a 95 °C no se optd por
utilizar esta temperatura en posteriores ensayos
puesto que acortaba de igual manera el tiempo
de estabilidad de la enzima SilA. En otros
estudios se obtuvieron resultados similates; asi,
la capacidad oxidativa de la lacasa de Trametes
modesta frente a los colorantes Acid blue 74 y
Reactive blue 221, a temperaturas de 60 y 70
°C se interrumpfa tras 30—60 minutos de
incubacién, obteniéndose porcentajes de
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degradacién de ambos tintes inferiores a los
obtenidos a temperaturas de reaccién mads
bajas (Nyanhongo ¢ a/., 2002). Como ya se ha
mencionado antes, la temperatura 6ptima de
SilA es de 60 °C, donde conserva mas del 50 %
de su actividad enzimatica tras 24 h de
incubacion a pH 7. Incrementando la
temperatura por encima de 60 °C, la estabilidad
de SilA  decrece considerablemente. No
obstante, se habifa comprobado que a 35 °C
dicha lacasa conserva en torno al 90 % de su
actividad (Molina-Guijarro ef al, 2009). La
actividad  enzimdtica estd  estrechamente
relacionada con la rigidez/flexibilidad de la
proteina y aunque 60 °C sea la temperatura
optima de la actividad lacasa, no tendria
porque serlo para la estabilidad de la enzima.

4.5. Establecimiento de ciclos redox de
quinonas en Streptomyces ipomoea.

Los actuales
descontaminacion

métodos para la

de compuestos
contaminantes involucran procesos y técnicas
fisico-quimicas  que  requieren  grandes
cantidades de  energfa e  inversion.
Actualmente, hay una creciente preocupacién
en la sociedad por la busqueda de nuevas
estrategias efectivas para la descontaminacién
de aguas residuales. Entre estas estrategias,
aquellas que involucran a microorganismos
ligninoliticos como Streptomyces ipomoea estin
cobrando una gran importancia.

Un método que ha demostrado ser eficaz en la
degradacién de contaminantes es la oxidacién
avanzada mediante la generacién de radicales
hidroxilo por distintas especies de hongos a
través de ciclos redox de quinonas (Aranda ef
al., 2010; Gémez-Toribio et al., 2009b). Todos
los procesos de oxidacién avanzada (POA) se
caracterizan por explotar la alta reactividad de
los radicales *‘OH para degradar y mineralizar
contaminantes que no pueden ser degradados
pot tratamientos convencionales (Andreozzi ef
al, 1999). Sin embargo, estos procesos
presentan algunos inconvenientes, entre los
que cabe sefialar su elevado coste (Andreozzi y
Marotta, 1999; Robinson ez al., 2001).



Para comprobar si el micelio de S. jpomoea en
presencia de quinona puede promover la
produccién de radicales hidroxilo, se requirié
determinar en primer lugar la presencia de
actividad lacasa y quinona reductasa asociadas
al micelio de este microorganismo. El papel de
la lacasa en el ciclo redox de quinonas tiene
lugar mediando la oxidacién de hidroquinona a
semiquinona. Sin embargo, para la obtencién
de la hidroquinona a partir de una quinona es
necesaria la enzima quinona reductasa. Los
resultados confirmaron la presencia de ambas
actividades enzimaticas en el microorganismo,
produciéndose el maximo de actividad lacasa al
cuarto dfa de incubaciéon (Figura 4.10),
mientras que el maximo de actividad quinona
reductasa se obtuvo al segundo dia,
correspondiéndose con la fase exponencial de
crecimiento.
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Figura 4.10. Cinética de produccién de actividad lacasa
asociada al micelio de . fpomoea (linea verde) y curva de
crecimiento del microorganismo (linea naranja) durante
6 dias de incubacién.

Para la producciéon de radical *OH se utilizé la
2,6-dimetoxibenzoquinona  en presencia de
Fe*" quelado con EDTA en tampén fosfato a
pH 7. La produccién de radical ‘OH por
unidad de peso seco (mg) generado por el
micelio de S. 7pomoea se muestra en la Figura
4.10 junto con las unidades de actividad lacasa
asociada a micelio.

Como se puede observar en la Figura 4.11, la
produccién mas elevada de radicales hidroxilo
se produjo al tercer dia de incubacién, que se
corresponde con una produccion de TBARS
de 40 mU Absgs, o min’', practicamente tan
alta como la producida por hongos
ligninoliticos como Pleurotus eryngii (Gémez-
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Toribio et al., 2009b). Ya se habia demostrado
con anterioridad la capacidad de otros
microorganismos ~ para  generar radicales
hidroxilo mediante ciclos redox de quinonas
como es el caso de Pymoporus cinnabarinus,
Trametes versicolor o Phlebia radiata (Gémez-
Toribio et al., 2009b), siendo Pleurotus eryngii el
hongo donde se establecié por primera vez su
capacidad para generar radicales hidroxilo a
través de ciclos redox de quinonas, con el
concurso de la lacasa como tnica enzima

ligninolitica (Guillén e a/., 2000b).
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Figura 4.11. Produccién de radicales *“OH expresado
como TBARS, por S. jpomoea mediante ciclos redox de
quinonas a lo largo de 4 dias.

Mais recientemente, también se ha demostrado
la capacidad de la lacasa bacteriana producida
por Streptomyces cyanens para generar especies
reducidas de oxigeno (Moya, 2011). En este
estudio, se ha confirmado asimismo, la
capacidad de Strepromyces ipomoea para generar
radicales hidroxilo via ciclos redox de quinonas
merced a la presencia en este microorganismo
de actividad quinona reductasa y lacasa. Puesto
que apenas se observaron diferencias en la
produccién de actividad lacasa entre los dias 2
y 4 de incubacién, se opt6 por utilizar micelio
de S. 7pomoea de 3 dias para futuros ensayos de
degradacion con este sistema de produccién de

radicales *OH.

4.5.1. Viabilidad de Streptomyces ipomoea a los
radicales hidroxilo

Con el fin de conocer el efecto de los radicales
hidroxilo viabilidad del

microorganismo, se llevé a cabo un estudio

sobre la
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Figura 4.12. Efecto de los radicales hidroxilo sobre la viabilidad de S. zpomoea en tiempo Oy tras 24 h de tratamiento (A:
control positivo, B: S. ipomoea tratado con los radicales hidroxilo y C: control negativo).

sobre la capacidad de . jpomoea para crecer y
esporular en los medios de cultivo soja-manitol
(SM) y GAE tras ser sometido a distintas

condiciones: ciclos redox de quinonas
completos, ciclos redox de quinonas en
ausencia de quinona o ciclos redox de

quinonas en ausencia de hierro.

En estudios anteriores, se ha demostrado el
efecto bactericida de las especies reactivas del
oxigeno (ROS), entre ellas los radicales
hidroxilo, sobre algunas especies bacterianas
patégenas para el ser humano (Ikai ez al., 2010).
Debido al  caracter  saprofito  de
actinobacterias, microorganismos muy
abundantes en el suelo, parece légico que
puedan resistir a las cambiantes condiciones de
estrés que ocurren con frecuencia en el medio
que habitan. De hecho, se ha comprobado que
las actinobacterias codifican numerosos genes
relacionados con la respuesta frente a factores
de estrés (Bentley e al, 2002)Si se tienen en
cuenta las razones expuestas, no es de extrafiar
que en el estudio realizado la viabilidad de
Streptomyces ipomoea no se viera afectada por las
condiciones de produccién de radicales
hidroxilo a las que fue sometido, como se
pudo comprobar por el desarrollo de un
crecimiento y esporulacién aparentemente
normales en los dos medios de cultivo
ensayados (Figura 4.12).

las
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4.6. Evaluacion del potencial degradativo
del sistema SilA-mediador y de los
radicales ‘OH sobre distintos
contaminantes de diferente naturaleza

Con el fin de conocer el potencial degradativo
de los dos sistemas oxidativos demostrados en
Streptomyces  ipomoea  sobre  contaminantes
ambientales, se realizaron una serie de ensayos
para evaluar la efectividad de ambos sistemas
para degradar en primer término una serie de
tintes textiles de importancia industrial y
estructuralmente heterogéneos. Asimismo, se
prob6 la eficacia de ambos sistemas sobre
diferentes farmacos considerados actualmente
contaminantes emergentes de aguas residuales,
como es el caso de las fluoroquinolonas
(Ciprofloxacino y Norfloxacino) y del anti-
epilético Carbamazepina.

4.6.1. Decoloracion y/o degradacion de tintes
textiles

4.6.1.1. Ensayos in vitro con el sistema SilA-
mediador

Previamente a la realizacién de los ensayos, se
determinaron las longitudes de onda de
maxima absotcion en el visible () de cada uno
de los tintes utilizados (Tabla 4.5) a partir de
los espectros de absorcion UV/Vis de los
respectivos colorantes.



En el Anexo 1 se muestran ademas las
estructuras quimicas de los tintes obtenidas de
la pagina web de la casa comercial Sigma
(www.sigmaaldrich.com). En la Tabla 4.6 se
muestran los resultados del ensayo de
decoloracién de los distintos tintes textiles,
tanto en ausencia como en presencia de
mediadores.

Tabla 4.5. Longitud de onda de maxima absorcién en el
visible () y coeficientes de extincién molar (g) de los
tintes a pH 8.

Colorante A maxima (nm) g (M- cmrl)
ANTRAQUINONA pH 8 pH 8
Acid Black 48 657 14759
DIAZO
Acid Orange 63 418 40394
Reactive Black 5 596 44226
AZO
Orange 11 485 23352
Tartrazine 425 28568
HETEROCICLO
Azure B 645 50359
INDIGO
Indigo Carmine 609 22711
TRIARILMETANO
Cresol Red 434 22133
Los resultados obtenidos de los ensayos

realizados en ausencia de mediador (Tabla 4.6)
pusieron de manifiesto la ineficacia de SilA
para decolorar la mayorfa de los tintes textiles
ensayados. En los casos en que se observd
decolorazién con la enzima, los porcentajes
alcanzados estuvieron entre un 10 y un 30 %.
Estos resultados podrian ser atribuidos al bajo
potencial redox que presenta la enzima, o a la
estructura quimica del propio tinte que en
algunos casos podria condicionar su alto
potencial redox, impidiendo su oxidacién por
la lacasa SilA. Anteriormente, ya se habia
demostrado la ineficacia de SiA en la
decoloracién de un colorante de tipo azo como

el Orange 1I (Molina-Guijarro ef al., 2009).

Estos resultados son similares a los obtenidos
en ensayos de decoloracién de tintes sintéticos
por la lacasa purificada de Trametes versicolor
(Forootanfar et al., 2012) y de colorantes de
tipo azo por la lacasa de Streptomyces cyanens
(Moya ¢t al., 2010).
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Para aumentar el potencial oxidativo de la
lacasa SilA frente a los tintes textiles, se
utilizaron como  mediadores los  tres
compuestos fenolicos previamente
seleccionados, AS, SA y MeS. Los resultados
obtenidos tras el tratamiento con el sistema
SilA-acetosiringona mostraron porcentajes de
decoloracién que oscilaron entre el 10 y el
20% para la mayor parte de los tintes
ensayados, excepto en el caso de los
colorantes Reactive Black 5, Orange II e
Indigo Carmine, frente a los cuales el sistema

demostré  ser  especialmente  efectivo,
alcanzandose porcentajes de decoloracion
superiores al 90 %. Los porcentajes de

decoloracién obtenidos con el sistema SilA-
siringaldehido
alcanzados utilizando la acetosiringona como
mediador, observandose incluso una total
ineficacia frente al colorante Acid Orange 63.
El siringato de metilo permiti6 obtener
porcentajes de decoloracién superiores a los
obtenidos con el sistema SilA-AS para la
mayoria de los tintes ensayados, excepto en el
caso de los colorantes Orange II y Azure B
(Tabla 4.6). Estos resultados concuerdan con la
capacidad  desactivante de los  grupos
sustituyentes en la posicion para, que son el
aldehido (SA) con mayor poder desactivante,
seguido de la cetona (AS) y por ultimo el éster
(MeS) con menor poder desactivante del anillo.
Se ha descrito que el potencial de un
compuesto fendlico serd menor cuanto mayor
sea el nuimero de sustituyentes de tipo
metoxilo, favoreciendo la actividad de la
enzima (Xu, 1996). Esto podria explicar el por
qué el MeS y la AS son los compuestos mas
idéneos como mediadores. La ineficacia de
otros compuestos fendlicos naturales como
mediadores podria estar relacionada con
factores como el pKa que determina la
facilidad con que un compuesto pueda ser
oxidado o no en determinadas condiciones

(Camarero ef al., 2005; d'Acunzo y Galli, 2003).

fueron inferiores a los

Hay que tener en cuenta también la estructura
del colorante, la cual influye en la capacidad de
la enzima y del sistema lacasa-mediador para
oxidarlo. La heterogeneidad estructural de los
colorantes afecta a la distribucion electronica y
a la densidad de carga, lo que a su vez podria
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Tabla 4.6. Porcentajes de degradacién de tintes sintéticos de distinta naturaleza por la lacasa SilA en presencia o
ausencia de 0.1 mM de los mediadores acetositingona, siringaldehido y siringato de metilo, durante 24h a 35 °C.

Colorante SilA
ANTRAQUINONA
Acid Black 48 0
DIAZO
Acid Orange 63 0
Reactive Black 5 29.33
AZO
Orange 11 14.2
Tartrazine 9.2
HETEROCICLO
Azure B 0
INDIGO
Indigo Carmine 27.33
TRIARILMETANO
Cresol Red 12.04

estar relacionado con el potencial redox de los
mismos (Ciullini ¢ &/, 2008). En general,
colorantes con estructuras mas sencillas y con
menor peso molecular presentan tasas de
decoloracién mayores.

Asimismo, la presencia de un grupo naftaleno
hidroxilado facilita la accién oxidativa de la
enzima sobre el colorante como en el caso del
Orange II (Almansa ez al., 2004), al igual que la
presencia de grupos metilo considerados
donadores de electrones. Por otro lado, los
grupo cloro, carboxilo, -SO;H o —-SO,NH, son
desactivantes del anillo, dificultando la oxidacion
por parte de la enzima (Hsueh ez a/, 2009; Xu,
1990).

Es importante sefialar que las cinéticas de
decoloracién de los tintes ensayados siguen dos
patrones de degradacion, tal como se muestra en
la Figura 4.13. Uno de estos patrones se
corresponde con el obtenido en el caso del
colorante Orange II, en el que se observa que la
cinética de decoloracién fue muy rapida durante
las primeras horas, alcanzando su maximo en
torno a los primeros 30 o 60 minutos. A partir
de ese momento, la velocidad decae
manteniéndose relativamente constante durante
el resto del periodo de incubacién (Figura 4.13
A). En el segundo modelo que cortesponde a la
degradacion del Tartrazine por el sistema SiA-
mediador, se puede observar que en el caso del
sistema SilA-MeS la velocidad de decoloracién
aumenta gradualmente a lo largo de las 24 h,
mientras que con el sistema SilA-AS la velocidad
de decoloracién aumenta hasta las 4 h de
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SilA-AS SilA-SA SilA-MeS

18.53 1.66 22.10

3.8 0 13.95

90 35.86 94.32
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13 12.41 10

96 93.77 98.35

8 8.35 12.33

incubacién, momento a partir del cual

comienza a disminuir progresivamente (Figura
4.13 B).
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Figura 4.13. Cinéticas de decoloracién del Orange 11 (A)
y Tatrazine (B) con la lacasa SilA en ausencia (linea
negra) o presencia de los mediadores AS (linea roja) o
MeS (linea verde).

Para completar el estudio, se realizé un analisis
por cromatografia de HPLC-DAD de los dos
tintes ensayados antes y después del
tratamiento. Los resultados de este analisis
corroboraron los  previamente obtenidos
mediante espectrofotometria.



4.6.1.2. Ensayos # vivo con los radicales *OH

Una vez demostrada la capacidad de S. ipomoea
para generar radicales hidroxilo mediante ciclos
redox de quinonas, se llev6 a cabo un ensayo de
degradacion de los tintes textiles Acid Orange
63 y Orange 1.

En relacién con este tema, se tienen referencias
de otros estudios de degradacion llevados a cabo
mediante generacién de radicales hidroxilo
utilizando  micelio de  distintos  hongos
ligninoliticos, en los que se ha comprobado su
eficacia sobre compuestos contaminantes como
BTEX, compuestos clorados y tintes sintéticos
(Aranda ez al, 2010; Goémez-Toribio ef al,
2009b; Marco-Utrrea ¢ al., 2009; Marco-Utrrea ef
al., 2010c).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio,
ponen asimismo de manifiesto la efectividad del
sistema SilA-mediador para degradar los tintes
textiles Orange II y Tartrazine, con una
efectividad del 99 % (Figura 4.14, A) y del 78 %
(Figura 4.14 B), respectivamente. Se pudo
observar asimismo, que en tan sélo 30 minutos
se consigue una degradacion del 40 % de ambos
tintes, demostrandose asi no sélo la efectividad
del sistema sino también su rapidez de
actuacion.

El analisis mediante cromatografia de HPLC-
DAD de los tintes tanto antes como después del
tratamiento con radicales hidroxilo, mostrd
cambios en los tiempos de retencién de los
mismos después de 24 h de tratamiento. Este
cambio, junto con las diferencias observadas en
los espectros respecto a los correspondientes a
los tintes de partida, podtia atribuirse a la
modificacién que sufren los mismos tras ser
oxidados y por tanto, los nuevos picos que se
detectaron  en  los  cromatogramas = se
corresponderfan  con los  productos de
degradacién de los tintes por efecto de los
radicales hidroxilo (datos no mostrados). Aun
asi, resultaria interesante la identificacion de los
compuestos intermediarios del proceso de
oxidacién, puesto que en otros estudios de
oxidaciéon y biooxidacién avanzada se ha
observado que algunos de esos intermediarios se
corresponden con hidroquinonas provenientes
de la degradacion de los tintes.
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Figura 4.14. Cinética de degradaciéon de los tintes
Orange II (A) y Tartrazine (B) tras su tratamiento con el
ciclo redox de quinona con S. jpomoea y los controles en
ausencia del microorganismo (lineas negras)

Como  consecuencia, la  generacién de
hidroquinonas podria conducir al
establecimiento de ciclos redox paralelos que
continuarfan el proceso oxidativo aumentando
asi los niveles de degradacién del compuesto
contaminante (Alnaizy y Akgerman, 2000;
Gomez-Toribio et al, 2009a; Vinodgopal y
Peller, 2003)

4.6.2. Degradaciéon de farmacos

Actualmente, se estd produciendo en la
sociedad una creciente preocupaciéon sobre la
degradabilidad ~ de  distintos  farmacos
considerados como contaminantes emergentes
en las aguas residuales, como es el caso del
antiepiléptico Carbamazepina o de los
antibiéticos del grupo de las fluoroquinolonas,
Ciprofloxacina  y  Norfloxacina,  cuyas
estrucutras se presentan en el Anexo 1L
Diversos estudios han demostrado que una
cantidad significativa de estas ultimas, es
excretada a través de la orina, llegando de forma
inalterada  al  medio  ambiente.  Las
fluoroquinolonas generalmente son insolubles
en agua debido a la presencia de grupos acidos



y basicos en su estructura. Estos agentes
antimicrobianos presentan propiedades
anfotéricas, con valores de pKa comprendidos
entre 5 y 6.3 para el 4cido carboxilico y entre 7.6
y 9.3 para el grupo distal amino. Estos
compuestos tienden a ser mas solubles en agua a
valores de pH 4acidos o Dbasicos, siendo
minimamente solubles en el rango de la
neutralidad. No obstante, en condiciones acidas
estos compuestos suelen  precipitar
facilmente (Sarkézy, 2001). Asimismo, las
fluoroquinolonas han demostrado tener una baja
biodegradabilidad debido a la fuerte uniéon que
presentan con otras sustancias sélidas o incluso
con las heces humanas. En los ultimos afios, se
han desarrollado varios métodos para eliminar
las fluoroquinolonas presentes en las aguas
residuales. La habilidad de los hongos para
eliminar o incluso mineralizar contaminantes
recalcitrantes tales como las fluoroquinolonas,
ha sido demostrada en algunos hongos de
podredumbre parda (33 % de degradacion)
(Wetzstein e# al, 1999) o de podredumbre
blanca, como por ejemplo con Trametes versicolor,
con el que se consiguieron porcentajes de
degradacion de la Ciprofloxacina y Norfloxacina
en torno al 90 % (Prieto e al., 2011).

Debido a que las fluoroquinolonas fueron
disefladas para ser excretadas por la orina, y a
que las aguas residuales de las plantas de
tratamiento donde permanecen inalterables estos
farmacos presentan un pH basico, se suscitd
nuestro interés por comprobar si los sistemas
oxidativos seleccionados eran capaces de actuar
sobre los contaminantes emergentes.

mas

4.6.2.1. Ensayos zn vitro con el sistema SilA-

mediador

Para este estudio se seleccionaron como
mediadores aquellos que habian presentado una
mayor efectividad en los ensayos anteriores, es
decir la acetosiringona y el siringato de metilo.
Los ensayos de degradacion se realizaron a tres
concentraciones distintas de mediador 0.1, 0.3 y
0.5 mM. Previamente, se estudié la capacidad
de la enzima SilA por si sola para degradar los
antimicrobianos, no observandose
practicamente ningun efecto sobre los mismos,
lo cual puso de nuevo de manifiesto la
necesidad de un mediador redox para producir
su degradacién. Resultados similares se han
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obtenido en otros estudios llevados a cabo con
una lacasa fungica que Unicamente produjo la
degradacion de fluoroquinolonas en presencia

de ABTS como mediador (Prieto ef al., 2011).

Tabla 4.7. Porcentajes de degradacién de las dos
fluoroquinolonas  obtenidos con SilA y distintas
concentraciones de acetosiringona durante 24 h a 35 °Cy

pH 8.

Concentracion Porcentajes de degradacion
de AS (mM)  Ciprofloxacina Norfloxacina
0.1 14.4 15.04
0.3 61.31 64.41
0.5 92.99 93.22
Los resultados obtenidos tras los ensayos

llevados a cabo con el sistema SilA-mediadot,
mostraron que a medida que se incrementa la
concentracién del mediador se produce una
mayor degradacion de la fluoroquinolona,
obteniéndose porcentajes de degradacién del 90
% con la maxima concentraciéon de AS
ensayada (Tabla 4.7).

Tabla 4.8. Porcentajes de degradacién de las dos
fluoroquinolonas  obtenidos con SilA y distintas
concentraciones de siringato de metilo durante 24 h a 35

°CypHS8.

Concentraciéon Porcentajes de degradacion
de MeS (mM) Ciprofloxacina Norfloxacina
0.1 1.15 0
0.3 2.19 8.93
0.5 19.04 21.91

Sin embargo, cuando se utiliz6 como mediador
el siringato de metilo, aunque se observé que al
aumentar la  concentracién del mismo
aumentaba la tasa de degradacion de la
quinolona, los porcentajes maximos de
degradacion alcanzados, estuvieron en torno al
20 % (Tabla 4.8), a pesar de que este
compuesto ha demostrado ser especialmente
efectivo en la oxidaciéon de las unidades no
fendlicas de la lignina con tasas de conversion
en torno al 60 % (Rosado ¢ al., 2012).

Las diferencias en el comportamiento de los
mediadores pudieran estar condicionadas por el
potencial redox de los compuestos a degradar,
como ya se han mencionado anteriormente.

Una vez seleccionada la AS como el mejor
mediador y 500 uM como la concentracién
optima para degradar ambas fluoroquinolonas,
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Figura 4.15. Perfiles cromatograficos de los controles y de los productos de degradacién obtenidos tras 24 h de
tratamiento de Ciprofloxacina (A) y Norfloxacina (B) con el sistema SilA-AS. Los cromatogramas se obtuvieron a los
tiempos 0 (control), 4 y 24 h. Grafica A, pico 1: Ciprofloxacina; pico 2: AS; pico 3: producto de degradacién de la
Ciprofloxacina; pico 4: productos de degradacion. Grafica B, pico 1: Norfloxacina; pico 2: AS; pico 3: producto de
degradacién de Norfloxacina; picos 4 y 5: productos de degradacion.

se llevd a cabo un estudio para conocer los
perfiles de degradaciéon de la Ciprofloxacina y
Norfloxacina. Los perfiles cromatograficos de
eluciéon obtenidos a 270 nm de ambas
fluoroquinolonas, antes y  después del
tratamiento con el sistema SilA-AS, se muestran
en la Figura 4.15. Ciprofloxacina y Norfloxacina
eluyeron a 2.6 y 2.7 minutos, respectivamente, y
la AS a 2.9 min. En todos los casos, las mayores
tasas de degradacién se obtuvieron durante las
primeras 4 horas. Al final de este periodo, los
porcentajes de degradaciéon alcanzados fueron
del 76.1 % y 71.3 % para la Ciprofloxacina y la

Norfloxacina, respectivamente (Figura 4.15, 4 h,
Ay B). De hecho, la velocidad de las reacciones
de degradacién de ambos antimicrobianos
durante las primeras 4 h de tratamiento se
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estimaron en 5.76 uM h™' para la Ciprofloxacina
y 4.69 uM h' para la Norfloxacina. A partir de
este punto, la velocidad de reaccién sufrié una
notable reduccién hasta 0.45 uM h' para ambas
fluoroquinolonas.

Los analisis mediante HPLC-DAD mostraron
la aparicién de nuevos picos cromatograficos
tras 24 h de tratamiento enzimatico de las dos
fluoroquinolonas (Figura 4.15, 24 h, A y B). El
pico 3 con un tiempo de retencién de 3.2 min
presentaba un espectro de absorcién UV/Vis
muy similar al de las fluoroquinolonas sin tratar.
También  se  detectaron  otros  picos
cromatograficos con tiempos de retencién de
3.7 min (pico 4) en el perfil cromatografico de
la Ciprofloxacina (Figura 4.15, A, 24 h) y de 3.4



(pico 4) y 3.7 min (pico 5) en los perfiles de la
Norfloxacina (Figura 4.15, B, 24 h). Los picos
que presentaron espectros diferentes de los
compuestos de partida, podtian corresponderse
con productos de degradacion de los
antimicrobianos y/o del mediador. Los otros
picos  cromatograficos  que  presentaban
espectros de absorcion UV/Vis bastante
similares a los de los  compuestos
antimicrobianos originales, podrian deberse a la
oxidacion del sustituyente piperazinil de las
fluoroquinolonas, lo cual ha sido previamente
descrito en otros estudios como uno de los
primeros pasos en la degradaciéon de estos
compuestos (Maia ¢# al., 2014; Prieto ef al., 2011).
De los resultados obtenidos, se podria concluir
por tanto, que las fluoroquinolonas podrian
haber sido degradadas tras 24 h de tratamiento.
Sin embargo, en todos los casos, las mayores
tasas de degradacién se obtuvieron durante las
primeras 4 h cuando la velocidad de degradacion
era maxima. La cinética de reaccioén es un factor
importante a tener en cuenta  para la
implementaciéon de sistemas bioldgicos en las
industrias. El hecho de conseguir las tasas
maximas de degradacién en sélo 4 h podria
suponer una ventaja comparado con otros
procesos de biodegradaciéon ya descritos. No
obstante, algunos estudios llevados a cabo con
otros modelos microbianos lograron también
buenos resultados. Asi por ejemplo, la lacasa
fangica producida por Pestalotiopsis guepini o el
consorcio  bacteriano formado por Labrys
portucalensis, Rbodococcus sp YP1 vy Rbodococcus sp
S2 consiguié degradar la Ciprofloxacina en un
68 y 96 % tras 18 y 19 dias de tratamiento,
respectivamente (Maia e al., 2014; Parshikov ef
al., 2001).

Mediante la utilizacién de técnicas fisicoquimicas
es posible alcanzar tasas de degradaciéon mas
rapidas entre 20 minutos y 2 h. Por ejemplo, se
ha demostrado que la Ciprofloxacina puede ser
degradada en un 53 % en 30 min mediante
técnicas de fotodegradacion, en un 80 % a través
de procesos de adsorciéon e incluso se han
obtenido tasas del 95 % de degradacién del
mismo compuesto en tan solo 60 min mediante
ozonizacién (Homem y Santos, 2011; Wammer
et al., 2013). No obstante, el alto coste, la
cantidad de energia requerida para algunas de
estas técnicas y la generacién de nuevos residuos
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por parte de otras, suponen grandes
inconvenientes. Estos problemas podrian ser
solventados mediante la aplicacién de nuevas
estrategias  biotecnoldgicas, tales como el
sistema SilA-mediador seleccionado en este
trabajo, el cual es capaz de conseguir grandes
porcentajes  de  degradacion  de  las
fluoroquinolonas Ciprofloxacina y
Norfloxacina en cortos periodos de tiempo.

Cabe senalar que mientras las fluoroquinolonas
se degradaron en un 75 % tras 4 h de
tratamiento, en ese tiempo la concentracién del
mediador permanecié constante (Figura 4.16).
No obstante, tras 24 h fue posible observar la
degradacion completa de las fluoroquinolonas,
asi como la del mediador, con una aparicién
paralela de nuevos picos cromatograficos cuyos
espectros de absorcion fueron diferentes de los
de la Ciprofloxacina, Norfloxacina y AS. Estos
resultados se pusieron también de manifiesto en
los ensayos de degradacion de los tintes textiles,
tanto con el sistema SilA-AS como con la lacasa
de S. ganens en presencia de AS (Moya ez al.,
2010). El hecho de que la AS se degrade una
vez que la fluoroquinolona se ha degradado
completamente, pudiera ser debido a que como
el mediador no pudo ser reducido por el
antimicrobiano podria haberlo sido por accion
de la lacasa, y sea este hecho la consecuencia de
la aparicién de nuevos picos cromatograficos en
el cromatograma (resultados no mostrados).
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Figura 4.16. Variacion en las concentraciones de
Ciprofloxacina (linea solida) y AS (linea discontinua)
durante el tratamiento con el sistema SilA-AS. Las
concentraciones fueron calculadas a partir del area de los
picos cromatograficos a 270 nm de muestras incubadas
durante 4, 12 y 24 horas.

Por otro lado, la eficacia del sistema lacasa-
acetosiringona quedé igualmente probada en la
degradacion de la Carbamazepina. Este firmaco



antiepiléptico presenta un pKa neutro y una
solubilidad en agua de aproximadamente 18 mg
L' a 25 °C. En torno a un 72 % del farmaco es
metabolizado y excretado por via urinaria
mientras que un 28 % permanece inalterado y es
excretado por via fecal (RxList, 2006). En las
plantas de tratamiento de aguas residuales tan
solo se consigue eliminar un 10 % de la
Carbamazepina, el resto del farmaco continia su
trayecto hasta alcanzar cursos de aguas naturales
como rfos, lagos o incluso acuiferos (Heberer,
2002). Debido a la elevada persistencia de la
Carbamazepina en aguas (Tixier ef al., 2003), se
ha sugerido su utilizacion como marcador
antropogénico en aguas (Clara ez al., 2004).

La capacidad de los hongos para eliminar o
incluso mineralizar contaminantes recalcitrantes
se ha demostrado también en la degradacién de
la Carbamazepina. Son varios los estudios
llevados a cabo con hongos ligninoliticos para la
degradacién de farmacos. Asi, en un estudio de
degradacién de Carbamazepina llevado a cabo
con dos cepas de Plurotus y un hongo
basidiomiceto denominado BNI, se observé la
capacidad tan sélo de esta dltima cepa para
degradar dicho farmaco en un 47 % tras 28 dias
de incubacién (Santos e al, 2012). También se
ha demostrado la eficacia de un sistema
consituido por una la lacasa de Trametes versicolor
y HBT como mediador en la degradacion de
este  farmaco, alcanzandose niveles de
degradacion del 60 % tras 48 h de tratamiento,
afladiendo el mediador cada 8 h (Hata er a/,
2010).

La aplicaciéon de especies bacterianas en el
tratamiento de aguas residuales para la
eliminaciéon de contaminantes recalcitrantes
presenta ciertas ventajas con respecto a los
hongos, tales como, su mayor tolerancia a
condiciones extremas y su rapido crecimiento
sobre una gran variedad de sustratos. Sin
embargo, en la mayoria de las bacterias
utilizadas, las enzimas ligninoliticas relevantes
para dichos procesos de biorremediacién, como
es el caso de las lacasas, se localizan
intracelularmente, lo que supone un gran
impedimento  en  la  degradaciéon  de
contaminantes. No obstante, bacterias del
género Streptomyces entre las que destacan S.
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cyanens, 8. psammoticus, S. griseus y principalmente
S. ipomoea, microorganismo de nuestro estudio,
producen lacasas extracelulares. Este hecho,
junto con la tolerancia de SilA a elevadas
concentraciones de sales como NaCl, y la
estabilidad de su actividad en rangos de pH
alcalinos (7-8), similares a los que presentan las
aguas residuales, dotan a este microorganismo
de una serie de ventajas con vistas a su
utilizacién en procesos de biorremediacion
(Arias et al., 2003; Endo ez al, 2002; Molina-
Guijarro ¢t al, 2009; Niladevi ez afl, 2008;
Margot et al., 2013).

La aplicaciéon del sistema SilA-AS en la
degradacién de Carbamazepina ha demostrado
ser eficaz consiguiéndose rendimientos de
degradacion superiores al 50 % de la
concentracion inicial del farmaco en 24 h, con
la ventaja adicional que supone utilizar un
mediador natural de bajo coste y carente de
toxicidad. Sin embargo, se pudo observar que
tras dos horas de tratamiento, ya se alcanzaron
practicamente  los  niveles maximos de
degradacion (45%), tiempo en el que la
velocidad enzimatica de reaccién era también
maxima (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Cinética de degradaciéon de la
Carbamazepina durante su tratamiento con el sistema
SilA-acetosiringona 0.1 ~ mM.  (linea  continua:
Carbamazepina; linea discontinua: control con enzima
inactivada por calor).

Cabe por dltimo sefalar que, aunque se han
descrito otras lacasas alcalinas, es la primera vez
que se pone de manifiesto la efectividad de este
tipo de enzimas producidas por Streptomyces en
la degradacion de contaminantes emergentes. El
analisis mediante cromatogratia de HPLC-
DAD de los productos obtenidos a partir de la
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Figura 4.18. Cinética de degradacion de la Ciprofloxacina (A), Norfloxacina (B) y Carbamazepina (C) tras su tratamiento

con los radicales *OH (linea continua: firmaco; linea discontinua: 2,6-DBQ).

degradacién del farmaco con el sistema SilA-
AS, revelé la aparicién de nuevos picos
cromatograficos probablemente resultantes de
su degradacién (datos no mostrados).

Este estudio permite deducir que para obtener
el maximo beneficio de la capacidad oxidativa
de los sistemas lacasa-mediador, se hace
necesaria la busqueda de un equilibrio entre las
principales  variables  implicadas en la
degradacién de los distintos contaminantes,
como, el tiempo de reaccién, la concentraciéon
de enzima, la concentracion de mediador, etc.

4.6.2.2. Ensayos i vivo con los radicales -OH

Al igual que en el caso de los tintes textiles, la
aplicaciéon de sistemas de oxidaciénavanzada
también ha demostrado ser eficaz en la
degradacién de un amplio rango de farmacos
presentes en aguas residuales. La eliminacion
de contaminantes emergentes como las
fluoroquinolonas y la Carbamazepina de
supone un reto en la investigacién actual. Se ha
demostrado que durante los tratamientos
biolégicos convencionales estos farmacos son
eliminados solo parcialmente, con eficiencias
inferiores al 20 % (Zhang ez al., 2008). Por otro
lado, procesos fisicoquimicos, tales como,
coagulacion-floculaciéon o flotacién, aunque
consiguen aumentar los porcentajes de
eliminacién de estos compuestos, siguen
siendo  insuficientes ~ para  eliminarlos
completamente (Carballa ¢f al., 2004; Suarez ef
al., 2008). Sin embargo, los procesos de
oxidacién avanzada tales como, la degradacion
mediante ~ UV/H,0,, la. degradacién
fotocatalitica con TiO, o la ozonizacién han
mostrado su capacidad para eliminar grandes
cantidades de Carbamazepina (> 90 %) (Doll y
Frimmel, 2005; Esplugas ¢f al., 2007; Tetrnes ef
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al., 2002; Vogna e al, 2004) y de
fluoroquinolonas (Balcioglu e a4/, 2003; de
Witte et al., 2010). Ahmed y Chiron llegaron a
conseguir  la  mineralizacién de la
Carbamazepina en 30 min mediante foto-
fenton en combinacién con persulfato como
oxidante (PS/Fe(Il)/UV-Vis). No obstante,
como ya se ha mencionado con anterioridad,
estos procesos oxidativos presentan ciertos
inconvenientes, entre los que cabe destacar,
principalmente, la formacién de productos de
degradacién mds toxicos que los compuestos
de partida (Negron-Encarnaciéon y Arce, 2007).
La combinacién de procesos de oxidacion
avanzada  junto  con  microorganismos
ligninoliticos capaces de inducir la produccion
de radicales ‘OH ha demostrado su eficacia
también en la degradacién de contaminantes
emergentes como los farmacos. Marco-Urrea ez
al. (2010c) demostraron la posibilidad de
oxidar y degradar la Carbamazepina en un 80

% mediante la utilizacion de enzimas
ligninoliticas  (lacasas y peroxidasas) en
combinacion con la  2,6-dimetoxi-1,4-

benzoquinona (DBQ) y Fe’*-oxalato.

El ensayo de degradacion de las dos
fluoroquinolonas y la Carbamazepina mediante
radicales *OH, demostré la capacidad del
sistema para degradar los tres firmacos. Sin
embargo, la  concentracién  inicial  del
compuesto a degradar hubo de ser 8 veces
inferior a la concentracién que se pretendia
elucidar en un principio, debido a que las
fluoroquinolonas a una concentracién de 400
uM presentaban una toxicidad que afectaba a
la viabilidad de S. zpomoea y por tanto, al
establecimiento de ciclos redox. Por este
motivo se decidié realizar el ensayo de
degradacion con una concentracion final de los
farmacos de 50 uM, obteniéndose porcentajes



de degradacion del 100 % para las dos
fluoroquinolonas 'y del 90 % para la
Carbamazepina  (Figura  4.18).  Ambas
fluoroquinolonas fueron degradadas en mas de
un 80 % tras 1 hora de tratamiento, siendo
totalmente eliminadas tras 4 h. En el caso de la
Carbamazepina, se necesitaron 24 h para
conseguir degradar el fiarmaco casi por
completo. Como se puede apreciar en la figura,
se produjo una desapariciéon de la quinona
paralela a la degradacién de los compuestos
contaminantes. La alta reactividad de los
radicales +OH aumenta el rango de
compuestos susceptibles de ser degradados.
Esta reactividad se traduce también en un
aumento en los porcentajes de degradacion de
los contaminantes pero, debido a la baja
selectividad de estos radicales, las quinonas
también sufren el ataque de los mismos
pudiendo llegar a ser eliminadas por completo.
Como resultado de la desaparicién de la
quinona, se interrumpe la producciéon de
radicales -OH ralentizandose o incluso
llegando a detenerse también la degradacion
del compuesto contaminante.

Al igual que en el ensayo de degradaciéon de las
fluoroquinolonas Ciprofloxacina y
Norfloxacina mediante el sistema lacasa-
mediador, en el analisis mediante
cromatografia de HPLC-DAD de los
productos de degradacién tras su tratamiento
con los radicales ‘OH, se pudo observar la
desaparicion  del  pico  cromatografico
correspondiente al compuesto de partida y la
aparicién de nuevos picos con espectros
similares a los compuestos originales o al de la
quinona utilizada (datos no mostrados).

En el caso de la Carbamazepina también
aparece algiin pico cromatografico nuevo, pero
con un espectro que difiere bastante del
correspondiente al compuesto de partida.
Diferentes estudios sobre la degradacion de la
Carbamazepina han llegado a detectar mas de
15 intermediarios diferentes del farmaco, tras
ser sometido a procesos de oxidacién
avanzada. Se ha descrito que inicialmente tiene
lugar una oxidaciéon mediante la transferencia
de un electrén seguido de un proceso de
hidroxilacién ~ dando lugar a las formas
hidroxiladas 2-, 3-, 4- y 7- de la Carbamazepina
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(Ahmed y Chiron, 2014; Mandrioli ez a/., 2001;
Marco-Urrea et al., 2010c; Pearce et al., 2002).
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Hidroxicarbamazepina Epoxicarbamazepina

Figura 4.19. Posibles rutas de degradacién de la
Carbamazepina por accién de los radicales *OH

generados mediante la reaccién de Fenton (Mohapatra ez
al., 2013).

En la Figura 4.19 se muestra una posible ruta
de degradacion de la Carbamazepina tras ser
sometida a la accién de los radicales ‘OH
generados por el mecanismo de Fenton
(Mohapatra ez al., 2013). No obstante, algunos
autores sugleren que los intermediarios
hidroxicarbamazepina y epoxicarbamazepina
desaparecerfan  al  final del
oxidativo (Ghauch e al., 2011).

tratamiento

4.7. Analisis de 1la
contaminantes antes
tratamiento oxidativo

toxicidad de los
y después del

En la busqueda de sistemas enzimaticos o
métodos biolégicos para su aplicacién en
procesos de  biorremediacion  frente a
contaminantes persistentes, no sélo interesa la
capacidad de dichos sistemas para degradar los
compuestos contaminantes, sino también su
efectividad en la destoxificacion de los
mismos. Por tanto, el tratamiento de
contaminantes con el sistema lacasa- mediador
0 con procesos microbianos de oxidacién
avanzada debe llevar implicito un analisis de la
toxicidad, tanto de los compuestos originales
de partida como de los productos de
degradacion. Este andlisis se llevé a cabo por
un lado, con el sistema Microtox® basado en
la utilizacién de la bacteria marina
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Figura 4.20. Grado de toxicidad determinado con el sistema Microtox y expresado como (1/ECs0)*100 de los tintes
textiles antes (azul) y después (azul rayado) del tratamiento con el sistema SilA-acetosiringona.

bioluminiscente [7brio fischeri y por otro, con el
alga Psendokirchneriella subcapitata.

4.7.1. Analisis de la toxicidad de los tintes
textiles tras el tratamiento con el sistema SilA-
mediador

Los resultados del analisis de toxicidad de los
tintes llevado a cabo con el sistema Microtox®,
antes y después del tratamiento con el sistema
SilA-AS, se muestran en la Figura 4.20. Como
se puede observar, los productos de
decoloracién mostraron una mayor toxicidad
que los controles, excepto en el caso de los
tintes Acid Orange 63 y Tartrazine. Estos
resultados ponen de manifiesto que un proceso
de degradacion de un compuesto no siempre va
acompafiado de la destoxificaciéon del mismo.
Este hecho fue anteriormente demostrado por
otros autores en ensayos de degradacién de
tintes textiles (Abadulla e a/, 2000; Gottlieb e#
al., 2003; Tauber ¢t al, 2005). El aumento del
grado de toxicidad de algunos tintes tras el
tratamiento con el sistema enzimatico, podria
ser atribuido a los productos de degradacion de
los tintes o del mediador, la acetosiringona.
Asimismo, se ha visto que este aumento de la
toxicidad ~ varfa en funciéon de la enzima
utilizada y del mediador. Asi, en el caso del
Orange II, mientras que se ha conseguido una
disminucién en el grado de toxicidad tras el
tratamiento con SilA-AS, en estudios anteriores
llevados a cabo en nuestro laboratorio con el
mismo tinte y el mismo mediador, pero en
presencia de la lacasa de S. ¢yanens, se observo
un aumento del grado de toxicidad tras el
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tratamiento enzimatico (Moya et al., 2010),
probablemente debido a la formacién del
compuesto 1-amino-2- naftol, como ocurre tras
la hidrdlisis de ciertos colorantes (Gottlieb e# a/.,
2003).

Para el andlisis de toxicidad mediante el alga
Psendokirchneriella subcapitata, se seleccionaron los
colorantes Acid Orange 63 y Tartrazine que
fueron los que mejores resultados mostraron
tras el analisis con el sistema Microtox®. Esta
alga verde puede encontrarse en sistemas
acuaticos  epicontinentales  eutréficos u
oligotréficos y representa un modelo idéneo
para la evaluacion de la toxicidad de
contaminantes en aguas continentales. Los
resultados de este segundo ensayo confirmaron
los obtenidos mediante el sistema Microtox®,
al observarse de igual modo una disminucién
en el grado de toxicidad de los colorantes Acid
Orange 63 y Tartrazine tras su tratamiento con
el sistema SilA-AS (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Grado de toxicidad determinado frente al
alga P. subcapitata y expresado como (1/ECs0)*100 de los
colorantes Acid Orange 63 (AOG63) y Tartrazine (Tart)
antes (verde solido) y después (verde rayado) de 24h de
tratamiento con el sistema SilA-acetosiringona.



4.7.2. Analisis de la toxicidad de los farmacos
tras el tratamiento con el sistema SilA-mediador

El analisis de la toxicidad de las dos
fluoroquinolonas tratadas con el sistema SilA-
acetosiringona llevado a cabo con el sistema
Microtox®,  puso  de  manifiesto la
destoxificacion de la Norfloxacina tras el
tratamiento, pero no asi la de la Ciprofloxacina
(Figura 4.22). Por otro lado, el analisis de la
toxicidad de la Carbamazepina antes y después
del tratamiento, mostré que tanto el farmaco
de partida como los productos de degradacion
del mismo presentan una toxicidad aguda muy
baja para Vibrio (Figura 4.22), aunque cabe
destacar un ligero aumento del grado de
toxicidad tras el tratamiento enzimatico.
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Figura 4.22. Grado de toxicidad determinado con el
sistema Microtox y expresado como (1/EC5¢)*100 de las
dos fluoroquinolonas y la Carbamazepina antes (azul
sélido) y después (azul rayado) de 24 h de tratamiento
con el sistema SilA-acetosiringona.

De este analisis se pudo deducir que el grado de
toxicidad aguda de estos tres farmacos, tanto
antes como  después del tratamiento,
determinado por el sistema Microtox® resulto,
en general, muy bajo.
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Figura 4.23. Grado de toxicidad determinado frente al
alga P. subcapitata y expresado como (1/ECsp)*100 de la
Ciprofloxacina, Norfloxacina y Carbamazepina antes
(verde sélido) y después (verde rayado) de 24 h de

tratamiento con el sistema SilA-acetosiringona 0.5 mM.
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Como se puede observar en la Figura 4.23, el
analisis de toxicidad crénica de las mismas
muestras frente al alga P. subcapitata, mostré en
primer lugar, unos niveles de toxicidad de los
compuestos de partida mucho mayores que los
obtenidos mediante el sistema Microtox®.
También se pudo observar que tras el
tratamiento enzimatico se consiguié reducir los
niveles de toxicidad de la Norfloxacina y la
Carbamazepina, siendo esta disminucién
mucho mas acusada en el primer caso, donde el
grado de toxicidad se redujo en un 90 %. No
obstante, el patrén de destoxificacién no fue el
mismo para ambas fluoroquinolonas. Asi,
mientras que en el caso de la Norfloxacina el
proceso de destoxificaciéon tuvo lugar a lo largo
de las 24 h del tratamiento enzimatico, la
toxicidad de la Ciprofloxacina disminuyé sélo
durante las primeras 4 h (dato no mostrado),
aumentado posteriormente. Aun asi, se observo
que el grado de toxicidad de los productos de
degradacion de la Ciprofloxacina tras 24 h de
tratamiento fue menor que el correspondiente
al producto de partida. Esta diferencia podria
atribuirse al menor grado de toxicidad de los
productos de degradacién del farmaco,
generados durante el tratamiento enzimatico.
En la bibliografia también se han descrito otros
casos de  oxidaciéon  enzimatica  de
contaminantes fendlicos y tintes textiles de tipo
azo cuyos productos de  degradacion
presentaban una toxicidad mayor que los
compuestos originales (Gottlieb ez al, 2003;
Molina-Guijarro ez al., 2009; Moya ez al., 2010).

Un dato importante a tener en cuenta es que a
pesar de no conseguir una destoxificacion
completa de las fluoroquinolonas tras su
tratamiento con el sistema SilA-AS, el grado de
destoxificacién alcanzado es mucho mayor que
el obtenido tras tratamientos fisico-quimicos.
De hecho, Homem vy Santos (2011)
comprobaron que a pesar de la eficacia de la
ozonizaciéon como método para eliminar las
fluoroquinolonas, los efluentes generados tras
este proceso presentaban una toxicidad igual o
mayor a la de los compuestos de partida.



4.7.3. Analisis de la toxicidad de los tintes
textiles tras el tratamiento con radicales *OH

El analisis de la toxicidad mediante el sistema
Microtox® de los colorantes Orange II y
Tartrazine tras ser sometidos al efecto de los
radicales ‘OH, mostré una disminucion del
grado de toxicidad de los dos tintes
seleccionados. En el caso del Tartrazine, se
observé al igual que ocurrié tras el tratamiento
con el sistema SilA-AS una reduccién de la
toxicidad del compuesto.
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Figura 4.24. Grado de toxicidad determinado con el
sistema Microtox t expresado como (1/ECs0)*100, de los
tintes textiles Tartrazine y Orange II antes (azul sélido) y
después (azul rayado) de 24 h de tratamiento con
radicales hidroxilo generados mediante redox de
quinonas.

Sin embargo, en el caso del Orange 11 mientras
que el sistema SilA-AS no permitié la
destoxificaciéon del tinte, el tratamiento con
radicales *OH demostré su capacidad no sélo
para degradarlo en igual o mayor medida que el
otro sistema, sino también para conseguir su
destoxificaciéon. No obstante, cabe sefialar que
la disminucion de la toxicidad fue mucho mas
significativa en el caso del colorante Orange 11,
cuyo producto de decoloracién presenté una
toxicidad 5 veces inferior a la del colorante sin
tratar (Figura 4.24).

El andlisis de toxicidad llevado a cabo con el
alga verde, puso de manifiesto una disminucioén
muy significativa de la misma en los dos tintes
tratados con los radicales ‘OH, tal como se
puede observar en la Figura 4.25. Sin embargo,
aunque la toxicidad de los productos de
degradacién de ambos tintes industriales
obtenidos tras el tratamiento con radicales -OH
y determinados tanto con el sistema Mictotox®
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como con el alga P. subcapitata, fue menor que la
de los productos de partida, cabe destacar que
la toxicidad de estos compuestos no afecta de
igual manera a los dos microorganismos
utilizados en ambos ensayos. Asi, se pudo
observar una especial sensibilidad del alga verde
frente a los tintes de partida que presentaban
elevados niveles de toxicidad.
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Figura 4.25. Grado de toxicidad determinado frente al
alga P. subcapitata y expresado como (1/ECs0)*100 de los
colorantes Tartrazine y Orange II antes (verde solido) y
después (verde rayado) de 24 h de tratamiento con el
proceso microbiano de oxidacién avanzada.

Sin embargo, en el caso de Vibrio fischeri, la
toxicidad de estos tintes no le afectar6 en
mayor medida, pudiendo ser considerados, con
este sistema de medida, compuestos con una
baja toxicidad aguda en agua. En estudios
anteriores llevados a cabo en nuestro
laboratorio se puso de manifiesto la capacidad
de los radicales ‘OH generados a través de
ciclos redox de quinonas para decolorar y
destoxificar varios tintes textiles de tipo azo
(Moya, 2011). A pesar de la falta de estudios
sobre decoloracién y destoxificacion de tintes a
través de procesos de oxidacién avanzada
mediados por microorganismos, se ha podido
demostrar la capacidad de los radicales
hidroxilo generados mediante métodos fisico-
quimicos, para destoxificar tintes textiles
(Ledakowicz et al, 2001; Selcuk, 2005).
Asimismo, se ha demostrado la capacidad de
los radicales hidroxilo para mineralizar distintos
compuestos, lo cual podria explicar a su vez la
disminucién del grado de toxicidad tras el
tratamiento oxidativo (Marco-Urrea ¢t al,
2009).

En cualquier caso, se puede concluir que el
tratamiento microbiano de oxidaciéon avanzada
es capaz no solo de degradar los contaminantes



ensayados, sino también de producir su

destoxificacién en la mayor parte de los casos.

4.7.4. Analisis de la toxicidad de los firmacos
tras el tratamiento con radicales ‘OH

Por dltimo, el anilisis de la toxicidad a través
del sistema Microtox® de los productos de
degradacion de ambas fluoroquinolonas y de la
Carbamazepina, obtenidos  mediante el
tratamiento con radicales *‘OH producidos a
través de ciclos redox de quinonas, puso de
manifiesto un pronunciado aumento de la
toxicidad de los productos de degradacién de
los tres farmacos, respecto de los controles. De
hecho, el grado de toxicidad de estos productos
respecto a sus respectivos controles llegd a
duplicarse o incluso a triplicarse (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Grado de toxicidad determinado con el

sistema Microtox® y expresado como (1/ECs0)*100 de

las dos fluoroquinolonas y la Carbamazepina antes (azul
so6lido) y después (azul rayado) de 24 h de tratamiento
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con los radicales *OH.

La baja toxicidad aguda de los compuestos de
partida ya se observé en otros estudios, como el
llevado a cabo por Mohapatra e al. (2013)
donde la Carbamazepina mostré un grado de
toxicidad muy inferior al de los productos de
degradacién de la misma (Mohapatra ¢/ al,
2013). Asimismo, Joss e al (2003) tras un
estudio  ecotoxicolégico con 6 modelos
diferentes concluyeron que no era esperable
que la Carbamazepina presentara toxicidad
aguda para la biota acudtica. Una posible
explicaciéon del elevado grado de toxicidad de
los  productos de degradacion de la
Carbamazepina podria ser atribuido a que en
procesos de oxidacion avanzada se ha
observado que tiene lugar la formacién de
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acridina y acridona, dos subproductos de la
degradaciéon de dicho farmaco, los cuales
presentan una toxicidad superior a la del
compuesto de partida (Vogna e al, 2004;
Chiron ef al., 2006; Santos e a/l., 2012; Donner e#
al., 2013). No obstante, Ahmed y Chiron
llegaron a conseguir la completa destoxificacién
de la Carbamazepina y sus subproductos
toxicos mediante el proceso de oxidacion
avanzada PS/Fe(II)/UV-Vis, que combina
persulfato con foto-Fenton.
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Figura 4.27. Grado de toxicidad determinado frente al
alga P. subcapitata y expresado como (1/ECs0)*100 de las
dos fluoroquinolonas y la Carbamazepina antes (verde
so6lido) y después (verde rayado) de 24 h de tratamiento

Cipro Nor

con los radicales *OH.

El estudio toxicolégico realizado con el alga P.
subcapitata puso de manifiesto una toxicidad
crénica de los compuestos de partida superior a
la obtenida con 17bri. Estos mismos resultados
fueron obtenidos por Ferrari et al (2003),
quienes observaron una relativa limitada
ecotoxicidad aguda de la Carbamazepina en
comparacion con los andlisis de toxicidad
cronica, donde se observaba un grado de
toxicidad mayor para el mismo compuesto.

Se pudo comprobar que aunque la toxicidad de
los compuestos de partida resulté mas elevada
en el ensayo realizado frente al alga, la toxicidad
de los productos de degradacién de los tres
farmacos determinada por este sistema, resulto
muy inferior a sus controles respectivos (Figura
427). De hecho, en otros estudios
toxicologicos realizados con diferentes algas,
observaron  una  disminucién en la
concentracion de la Carbamazepina debido a su
interaccién con el microorganismo (Andreozzi
et al., 2002), lo que podria contribuir en cierta
medida a la disminucién de la toxicidad de los
productos de degradacion de dicho farmaco. Se



podria concluir por tanto que el proceso
microbiano de oxidacién avanzada con .
ipomoea mediante ciclos redox de quinonas,
resulta muy efectivo para la degradaciéon de
contaminantes recalcitrantes. A esto hay que
afladir otras ventajas como el bajo coste del
tratamiento, asi como la rapidez del mismo
consiguiéndose  elevados  porcentajes  de
degradacion en 24 h o incluso menos. No
obstante, habria que profundizar en el estudio
de la toxicidad de estos farmacos y de los
productos derivados de los mismos mediante la
utilizaciéon de otros sistemas de analisis de
toxicidad.

4.8. Aproximaciones al estudio de la
funcion de la lacasa en la cepa productora

El conocimiento que se tiene sobre la funcién
biolégica de las lacasas es, en general, escaso. Se
han atribuido a las lacasas funciones especificas
en procesos de resistencia a metales pesados,
biosintesis de lignina en plantas, degradacion
de lignina en hongos y bacterias, procesos de
pigmentacién, formacién de cuerpos fructiferos
asi como patogénesis en hongos, formacién de
melanina y sintesis de proteinas de la cubierta
de la endospora en bacterias, etc. Si atendemos
a las funciones que se han descrito para las
lacasas en bacterias, cabe mencionar los casos
de _Azospirillum  lipofernm cuya lacasa se ha
implicado en la produccién de melanina (Faure
et al., 1995), Bacillus subtilis cuya lacasa CotA se
ha implicado en la produccién de un pigmento
pardo en la cubierta de la endospora (Martins e#
al., 2002), Streptomyces cyaneus, cuya lacasa se ha
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implicado en la degradacién de la lignina (Arias
et al., 2003), Bacillus pumilus cuya lacasa se ha
relacionado con procesos de pigmentacion de
esporas, resistencia a la luz UV y al peréxido de
hidrégeno (Reiss ez al., 2011), Myxococens xanthus
productor de las proteinas CuoA, CuoB vy
CuoC implicadas en la resistencia al cobre
(Sanchez-Sutll ef 4/, 2007) o la lacasa Epo A
producida por Streptomyces griseus, la cual se la ha
relacionado con procesos de morfogénesis y
esporulaciéon que tienen lugar durante el ciclo
de vida del microorganimo (Endo ez 4., 2003).

Dado el interés suscitado a lo largo de este
trabajo por la lacasa Sil A de S. jpomoea y la
escasez de estudios llevados a cabo con lacasas
bacterianas, se planted, a efectos comparativos,
analizar la funcién o funciones desempefiadas
por este enzima en la cepa productora. Para
ello, se abordé en primer lugar, la obtencion de
un mutante no productor de actividad lacasa y
el estudio de las posibles diferencias
mortfolégicas, bioquimicas y/o moleculares
con la cepa silvestre.

4.8.1. Obtencién de un mutante no productor
de lacasa de S. ipomoea

El mutante no productor de lacasa se obtuvo
mediante la técnica de disrupcién génica, tal
como se ha indicado en el apartado 3.11.1. En
la Figura 4.28 (A) se presenta la construccién
del plasmido pOJ260-Sipo500, resultante de la
clonaciéon del producto de amplificacion
Sipo500 obtenido a partir de una fraccién
interna de la secuencia del gen de SilA de 500
pb (Figura 4.29 A).
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Figura 4.28. Construccion de pOJ260-Sipo500 (A) y esquema del proceso de insercion de la construccién en el genoma

de Streptomyces mediante sobrecruzamiento sencillo (B).
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Figura 4.29. Electroforesis en gel de agarosa de la
amplificacién de Sipo500 por PCR a partir del gen de la
lacasa, pata su clonacién en el vector pOJ260 (A) y de la
construccién pOJ260+Sipo500 (B).

En la Figura 4.28 (B) se presenta un esquema del
proceso de obtencién de la construccién
plasmidica obtenida en el genoma de S. jpomoea
mediante sobrecruzamiento sencillo.

A continuacién, una vez comprobada la correcta
insercion del fragmento Sipo500 en el vector
pOJ260 (Figura 4.29 B), se utiliz6 éste para
transformar mediante electroporacién las células
electrocompetentes de la cepa ET12567
(PUB307) de E. co/i. Tras la transformacion, se
utilizaron esporas de S. 7pomoea para llevar a cabo
la conjugacién con E. cwf, seleccionandose
posteriormente aquellas esporas portadoras de la
mutacién, gracias al gen de resistencia a la
Apramicina presente en el plasmido pOJ260.

4.8.1.1. Comprobacién de la obtencién del
mutante no productor de lacasa

Para comprobar que el proceso de mutacién del
gen de la lacasa SilA de S. 7pomoea se habia
realizado de manera correcta, se llevaron a cabo
ensayos a nivel molecular y bioquimico.
4.8.1.1.1. Ensayo a nivel molecular

La electroforesis en geles de agarosa de los
productos de amplificacién obtenidos mediante
PCR a partir del ADN cromosémico de las
cepas silvestre y mutante con los cebadores
universales M13, puso de manifiesto la presencia
de una banda de unas 1500 pb en las muestras
de ADN de la cepa mutante y no asi en las
correspondientes a la cepa silvestre (Figura
4.30).
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Figura 4.30. Gel de agarosa de la amplificacién llevada a
cabo con los cebadores M13 tanto en la cepa silvestre
(SilA) como en la mutante (SilAY).

Este resultado permiti6 confirmar que el
fragmento Sipo500 se habia insertado en el
medio de la secuencia del gen codificante de la
lacasa SilA, produciendo la disrupcion del
mismo.

4.8.1.1.2. Ensayo a nivel bioquimico

Asimismo, la confirmacién de la obtencién del
mutante SilA” se llevéd a cabo mediante la

determinacién de actividad lacasa en dicha cepa,
en comparacion con la cepa silvestre, tanto en
medio sélido como en medio liquido.

Figura 4.31. Actividad lacasa detectada mediante la
oxidacién de ABTS en medio sélido MBS de las cepas
silvestre (A) y mutante (B).

Los resultados obtenidos en medio sélido
pusieron de manifiesto la aparicion de una
coloracién verde alrededor de las colonias de la
cepa silvestre, debido a la oxidacién del sustrato
cromogénico ABTS presente en el medio, por
la lacasa. Sin embargo, esta coloracién no se
observé en la cepa mutante (Figura 4.31). Los
ensayos de actividad lacasa asociada al micelio
en medio liquido, corroboraron los resultados
anteriores (Figura 4.32)



Figura 4.32. Actividad lacasa asociada al micelio detectada
mediante la oxidacién de ABTS de las cepas silvestre (A) y
mutante (B).

Tras la obtencién del mutante no productor de
lacasa, se pudo observar que la mutacién de SilA
no afecto a la viabilidad del microorganismo. Sin
embargo, la cepa mutante SilA™ presentd un
crecimiento en el medio de cultivo MBS
suplementado con manano mucho mas reducido
con respecto a la cepa silvestre, observandose
una gran limitacién para usar el manano como
fuente de carbono.

Para detectar la posible presencia de actividad
mananasa en medio liquido, se realizaron
zimogramas con los sobrenadantes de cultivo de
las cepas silvestre y mutante obtenidas a partir
del medio MBS suplementado con manano y
asparragina. Los resultados obtenidos pusieron
de manifiesto que en el zimograma
correspondiente a la cepa silvestre se detect6 la
presencia de actividad mananasa, mientras que en
el de la cepa mutante no se detecté dicha
actividad (Figura 4.33). Este resultado parece
indicar, al igual que se habia sugerido
previamente por nuestro grupo de investigacion,
que el gen codificante de la lacasa y el de la
mananasa podrian estar relacionados. De hecho,
en estudios anteriores realizados en nuestro
laboratorio con la cepa S. 7pomoea, se puso de
manifiesto que usando galactomanano como
fuente de carbono, no sélo se obtenia el maximo
de produccién de lacasa, sino que también se
inducfa la produccién de mananasa (Montiel ef
al., 1999). Este resultado sugiri6 la existencia de
una posible regulacién conjunta de ambos genes
ya que se observé una dindmica de produccion
practicamente idéntica de ambas enzimas
(Montiel, 2000). Este hecho podria estar
relacionado con la capacidad que tienen algunos
productos de degradaciéon de la mananasa para
inducir la expresion de la lacasa en Streptomyces, al
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igual que se demostré que ocurrfa con otras
enzimas extracelulares cuando se producen
sobre sustratos complejos (Hodgson, 2000).

Dia 4

SilA  SilA- SilA  SilA-

@

Figura 4.33. Zimograma para detectar la presencia de
actividad mananasa en la cepa silvestre (SilA) y mutante
(SilA%)de S. pomoea.

4.8.2. Estudio del papel de SilA en la
morfogénesis y pigmentacion de las esporas de
8. ipomoea

Teniendo en cuenta los resultados anteriores en
los que el proceso seguido para la mutacion del
gen de la lacasa parece haber afectado también a
la expresion de otros genes como el codificante
de mananasa, asi como al crecimiento del
microorganismo en cierta medida, se plantearon
una serie de estudios para tratar de establecer si
las diferencias a nivel genético entre las cepas
mutante y silvestre, se reflejaban también a nivel
fenotipico durante el ciclo de desarrollo del
microorganismo.

Con este objetivo, se realizaron observaciones al
microscopio 6ptico y electrénico de barrido de
las distintas fases del ciclo de desarrollo de
ambas cepas.

4.8.2.1. Observaciones al microscopio 6ptico

La observacién al microscopio 6ptico de las
muestras correspondientes a distintos tiempos
de incubacién, que se corresponden a su vez con
las fases de germinaciéon de las conidiosporas,
formacion del micelio sustrato, desarrollo del
micelio aéreo y formacién de conidi6foros no
mostrd aparentemente ninguna diferencia en las
distintas fases entre la cepa silvestre y la mutante
(Figura 4.34).
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Figura 4.34. Fotografias al microscopio 6ptico de las distintas fases del ciclo de desarrollo de las cepas silvestre y

mutante, observadas mediante tincion de Gram.

4.8.2.2.
electronico

Observaciones  al  microscopio

Las observaciones al microscopio electronico de
barrido de las distintas fases del ciclo de
desarrollo de las cepas silvestre y mutante
tampoco  permitieron  apreciar  diferencias
significativas entre ambas cepas, tal como se
muestra en la Figura 4.35.

4.8.2.3. Pigmentacion de las esporas

Tal como se ha comentado antetriormente, se ha
demostrado la implicacién de algunas lacasas en
el proceso de pigmentacion de las esporas, como
es el caso de la lacasa CotA producida por
Bacillus subtilis (Hullo et al., 2001). En relacién
con este hecho, Hullo ¢ a/. (2001) observaron
una pérdida de la coloracién parda caracteristica
de las esporas de este microorganismo en una
cepa mutante no productora de lacasa, lo que a
su vez repercutia en la capacidad de proteccion
frente a la radiacion UV o al peréxido de
hidrégeno. Asimismo, se ha descrito la relacion
de la lacasa de Cryptococcus neoformans con la
formacién de pigmentos de tipo flavonoide que
protegen al hongo frente a la radiacién
(Casadevall ¢ al., 2000; Fowler e# al., 2011).
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Figura 4.35. Fases del ciclo de desarrollo de las cepas
silvestre (A) y mutante (B) observadas al microscopio
electrénico de barrido.
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Figura 4.36. Aspecto de las colonias de las cepas silvestre y mutante en los medios de cultivo agar Bennet, SM y GAE.

El estudio de la posible implicacion de la lacasa
en el proceso de pigmentacion de las esporas de
S. dpomoea, se realizé en distintos medios de
cultivo so6lidos inoculados con suspensiones de
esporas de las cepas silvestre y mutante. Los
cultivos de la cepa silvestre en medio sélido
presentan normalmente una coloracién blanco-
grisacea.

La observaciéon macroscépica de los cultivos de
ambas cepas, tanto en el medio agar Benett
como en GAE, solamente mostré ligeras
diferencias morfologicas entre ambas, no
observandose cambios en la pigmentacion de las
colonias. Las diferencias observadas no se
consideraron  significativas  debido a la
variabilidad observada en la morfologia de las
colonias de una misma cepa en el mismo medio
de cultivo. En todos los casos se observé un
aspecto algodonoso de las colonias y una misma
pigmentacién en ambas cepas (Figura 4.30).

4.8.3. Implicacién de SilA en la resistencia al
cobre

Otra de las funciones caracteristicas de las
lacasas es su implicacién en la resistencia al
cobre, tal como se ha descrito para algunos
microorganismos. El cobre es un micronutriente
esencial para el funcionamiento de enzimas
fisiol6gicamente importantes tanto de eucariotas
como procariotas. No obstante, un exceso de
dicho metal puede resultar téxico debido a la
participacion de iones cobre en la formacioén de
especies reactivas del oxigeno a través de
reacciones Fenton (Persichini e¢f a/, 2012). En
distintos estudios se ha comprobado que
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determinadas  lacasas  bacterianas  estan
implicadas en la homeostasis del cobre. Asi, la
lacasa CueO de Escherichia coli, localizada en el
espacio periplasmico, se ha relacionado con
procesos de tolerancia al cobre (Li ¢# al., 2007).
Otras oxidasas multicobre que se han asociado
con el fenémeno de resistencia al cobre son la
enzima PcoA de E. cw/i (Huffman e# al., 2002) o
las lacasas de Xanthomonas campestris (Lee et al.,
1994) v Rbodobacter capsulatus (Wiethaus ef al.,
2000).

Para comprobar la posible implicacién de la
lacasa SilA en la resistencia al cobre en el
microorganismo productor, se cultivaron las
cepas silvestre y mutante en presencia y ausencia
de este metal, segin se ha descrito en el
apartado 3.12.3.

4.8.3.1. Crecimiento en cultivos no inducidos
con cobre

El crecimiento de las cepas silvestre y mutante
en los medios de cultivo sélidos no inducidos
con cobre, especificos para cada cepa, fue
similar en ambos casos. Sin embargo, el peso
seco correspondiente al crecimiento de ambas
cepas en medio liquido en presencia de distintas
concentraciones de sulfato de cobte, mostrd
diferencias significativas. Asi, la cepa silvestre
present6 crecimiento a las tres concentraciones
de cobre ensayadas, aunque se produjo una
reduccién del peso seco a lo largo del tiempo de
incubacién en todos los casos, tal como se
observa en la Figura 4.37. En el caso de la cepa
mutante, el crecimiento del micelio fue muy
escaso o nulo a las tres concentraciones de
cobre ensayadas (datos no mostrados).
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Figura 4.37. Peso seco de la cepa silvestre a los 2, 4y 7
dias de incubacién en presencia de distintas
concentraciones de sulfato de cobre: 50 uM (barra con
puntos), 200 uM (barra con rayas) y 500 uM (batra
solida).

4.8.3.2. Crecimiento en cultivos inducidos con
cobre

En los medios de cultivos sélidos inducidos con
cobre se observé un crecimiento muy pobre de
ambas cepas tras una semana de incubacidn,
siendo menor en el caso de la cepa mutante. Sin
embargo, la incubacién posterior de estos
cultivos durante una semana mas permitié a la
cepa silvestre desarrollar un micelio normal en
césped, mientras que la cepa mutante no alcanzé
un crecimiento normal.
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Figura 4.38. Peso seco de la cepa silvestre durante 2, 4 y
7 dias de incubacién en presencia de distintas
concentraciones de sulfato de cobre: 300 uM (barra con
puntos), 600 pM (barra con rayas) y 1000 pM (barra
solida).

En la Figura 4.38 se muestran los resultados de
la estimacién del peso seco alcanzado por la
cepa silvestre a los 2, 4 y 7 dfas de incubacién en
presencia de distintas concentraciones de cobre.
Como se puede observar, se produjo un
aumento en el peso seco del microorganismo al
cuarto dia de incubacién en presencia de
concentraciones de cobre de 300 y 600 pM.
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Cuando la concentraciéon de cobre utilizada fue
de 1000 puM, se pudo apreciar una disminucién
paulatina del peso seco de la cepa silvestre a lo
largo del periodo de incubaciéon. En la cepa
mutante, al igual que en el caso anterior, no se
observo apenas crecimiento a ninguna de las tres
concentraciones ensayadas.

Aunque se observé que para alcanzar un
desarrollo 6ptimo de la cepa en medios de
cultivo suplementados con sulfato de cobre se
requerfa un tiempo de incubacion de dos
semanas, se pudo apreciar que los cultivos
obtenidos en estas condiciones presentaban una
mayor resistencia a dicho metal cuando se
cultivaban ~ posteriormente  en  medios
suplementados con cobre. Resultados similares
se obtuvieron en otros trabajos en los que se
observé un aumento en la producciéon de la
lacasa y una mayor resistencia al cobre en
cultivos del hongo  Pleurotus  pulmonarius,
(Tychanowicz et al., 2006) cuando se partia de
un inéculo procedente de medios de cultivo
suplementados con cobre. La comparacion de
los resultados obtenidos en este estudio para las
cepas silvestre y mutante permite deducir que la
lacasa SilA  podria estar implicada en la

resistencia y homeostasis del cobre del
microorganismo productor. Resultados
similares se obtuvieron con mutantes de

Mpyxococens  xanthus carentes de tres oxidasas
multicobre implicadas en la homeostasis del, en
las cuales se demostré una menor sensibilidad
al cobre que la presentada por la cepa silvestre
cobre (Sanchez-Sutil ef al., 2007).

4.8.4.
lignina

Implicacion de SilA en la degradacion de

Se ha descrito que un gran numero de lacasas,
principalmente las producidas por hongos de la
podredumbre  blanca, participan en la
degradacién de la lignina. Sin embargo, la
utilizacién de enzimas ligninoliticas de origen
fungico con fines industriales presenta una serie
de inconvenientes, entre los que cabe sefialar,
la baja estabilidad que muchas de ellas
presentan en las condiciones extremas en que
se han de aplicar y un pH 4cido de actuacion.

En los dltimos afios la investigaciéon se ha
extendido a las enzimas ligninoliticas de origen



bacteriano que estan siendo consideradas como
una alternativa interesante a las enzimas
fangicas. De hecho, existen numerosos trabajos
que hacen referencia a la importancia de las
enzimas  ligninoliticas ~ producidas  por
Streptomyces en la degradacién de la lignina.
Algunos de los trabajos pioneros relacionados
con este tema permitieron poner de manifiesto
la implicacién de distintas cepas de Streptomyces
en el proceso de degradacién de la lignina
mediante la produccién de enzimas de tipo
peroxidada (Ramachandra ez a/., 1988; Thomas
y Crawford, 1998). Asimismo, en estudios
anteriores realizados en nuestro laboratorio se
ha demostrado la implicacién de la lacasa de
Streptomyces cyanens en la degradacion de residuos
lignocelulésicos, en procesos de fermentacion
en estado sélido (SSF) (Arias e al, 2003).
Posteriormente se demostré la capacidad de
esta enzima, junto con ABTS para deslignificar
pasta Kraft de papel (Arias ¢ af., 2003).

Por otro lado, teniendo en cuenta que el
galactomanano es uno de los componentes de
la lignocelulosa, el hecho de una posible
regulacién conjunta de los genes de la lacasa y
la. mananasa, como se ha mencionado
previamente, apunta hacia una posible relacion
de la lacasa de S. jpomoea con la degradacion de
este polimero natural. Una posible hipotesis que
podria justificar este papel sugerido para la
lacasa, estarfa fundamentada en que los
productos de degradacién generados por la
actividad ~ mananasa  podrian  inducir la
produccién de lacasa, como ya se ha observado

en determinadas cepas de  Streptomyces
(Hodgson, 2000).

Con objeto de comprobar la posible implicacién
de la lacasa SilA en la degradacién de lignina, se
realiz6 una fermentacion en estado sélido (SSF)
sobre paja de trigo con las cepas silvestre y
mutante. La fermentacién en estado solido
presenta ciertas ventajas frente a la del cultivo
sumergido, entre las que cabe sefialar, una
accion mas efectiva de las enzimas sobre el
sustrato, un aumento de su produccién e
incluso, la posibilidad de recrear en cierto modo
la transformacién microbiolégica que tendria
lugar en la naturaleza (Hofrichter ef al, 1999;
Tengerdy, 1985; Vares ez al., 1995).
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Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto
que en las condiciones de fermentacién descritas
en el apartado 3.12.4.1, la cepa silvestre
presentaba un crecimiento normal con el
consiguiente desarrollo de micelio sustrato y
aéreo.

SilA

SilA™

Control

0 20 40 60 80 100 120

Peso seco (mg)
Figura 4.39. Peso seco en mg de la dlcali-lignina obtenida
de paja de trigo sin tratar (control) y paja de trigo

fermentada con la cepa silvestre (SilA) y mutante (SilAY) de
8. ipomoea.

Sin embargo, en el caso de la cepa mutante
aunque se observé crecimiento, no se aprecio la
formacién del micelio aéreo. Para evaluar en qué
medida la presencia de lacasa contribuye a la
degradacién de la lignina, se llevé a cabo la
estimacion del peso seco de la dlcali-lignina
extraida de los cultivos SSF sobre paja de trigo
de las cepas silvestre y mutante, en comparacioén
con un control sin inocular (Figura 4.39). Estos
resultados pusieron de manifiesto que el grado
de solubilizacién de la lignina y el rendimiento
en alcali-lignina fue muy superior en el caso de la
cepa silvestre (hasta 11 veces mas tras 7 dias de
incubacion).

La cepa mutante fue capaz de solubilizar la
lignina, pero en menor proporciéon que la cepa
silvestre. Las diferencias de ambas cepas en su
capacidad para solubilizar la lignina ponen de
manifiesto que el gen de la lacasa podria estar
implicado en cierta medida en este proceso,
puesto que la capacidad de la cepa mutante para
solubilizar la lignina se redujo 5 veces con
respecto a la cepa silvestre. Resultados muy
parecidos se obtuvieron recientemente en un
estudio similar llevado a cabo con la lacasa de
dos dominios de S. eelicolor, donde pudieron
observar que la cepa mutante, con el gen de la
lacasa interrumpido, producfa una menor
cantidad de APPL (4lcali-lignina) con respecto a
la cepa silvestre (Majumdar es al, 2014).
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CONCLUSIONES

1. La caracterizacién fisico-quimica y cinética

de la lacasa recombinante SilA de Streptomyces
ipomoea CECT 3341 puso de manifiesto su
clevada estabilidad a pHs alcalinos y a
temperaturas  moderadamente  elevadas.
Asimismo, mediante estudios
potenciométricos se comprob6 que se trata
de una lacasa de bajo potencial redox, al
igual que la mayorfa de las lacasas
bacterianas descritas.

. Los ensayos conducentes a la elucidacién de
la estructura tridimensional de SilA no
resultaron  concluyentes debido a la
imposibilidad de cristalizar la proteina por la
presencia, probablemente, de dominios
hidrofébicos en el exterior de su estructura,
lo que causé interferencias con el
procedimiento analitico utilizado. No
obstante, el uso de  herramientas
informaticas permiti6 comparar la secuencia
genética de la lacasa SilA con la
correspondiente a otras lacasas bacterianas
ya cristalizadas y deducir la estructura
tridimensional putativa de dicha lacasa, en la
que se pudo comprobar la existencia de dos
dominios cupredoxina, como ocurre en las
lacasas de otras cepas de estreptomicetos.

. La evaluacién de la capacidad de distintos
compuestos naturales relacionados con la
estructura de la lignina para actuar como
mediadores de oxidacién de SilA, mostrd la
idoneidad de la  acetosiringona, el
siringaldehido, el alcohol siringilico, el acido
sirfngico y el siringato de metilo para
potenciar el poder oxidativo de la enzima.

. Para la degradacién de los contaminantes
industriales y emergentes ensayados fue
necesatia la accidn sinérgica de la lacasa SilA
y un mediador de oxidacion.

. El ensayo de decoloracion de tintes textiles
de tipo azo con el sistema SilA-mediador
puso de manifiesto que el siringato de metilo
y la acetosiringona fueron los mediadores
que permitieron alcanzar los niveles mas
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. Se ha

. Del estudio de
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altos de  decoloracién, siendo la
concentraciéon del mediador y la temperatura
factores condicionantes para la eficacia del
sistema.

. Los resultados obtenidos en el ensayo de

degradacion de las fluoroquinolonas y la
Carbamazepina mediante el sistema SilA-
mediador,  permitieron  seleccionar la
acetosiringona como mediador mas eficaz.

demostrado la  capacidad de
Streptomyces  ipomoea para generar radicales
hidroxilo mediante ciclos redox de quinonas,
merced a la presencia en el microorganismo
de la lacasa SilA y de actividad quinona
reductasa. Asimismo, se ha comprobado la
viabilidad del microorganismo tras 24 horas
de induccién de radicales hidroxilo, lo que
avala la idoneidad de este microorganismo
para ser utilizado en procesos de
biorremediacion.

. La producciéon de radicales hidroxilo resulté

muy eficaz para la degradacion de los tintes
textiles y los contaminantes emergentes
ensayados,  alcanzandose  niveles  de
degradacion incluso superiores a los
obtenidos con el sistema SilA-mediador.

degradacién  de
contaminantes  por  ambos  sistemas
oxidativos se deduce que es importante tener
en cuenta que la degradacién del compuesto
no implica necesariamente su
destoxificacién, siendo necesario examinar la
toxicidad de los productos de degradacion
mediante la utilizaciéon de varios sistemas de

analisis para validar el resultado.

10. La obtencién de un mutante no productor

de lacasa mediante disrupcién génica
permitié conocer la implicaciéon de dicha
enzima en la tolerancia al cobre y en la
solubilizaciéon de lignina de paja de trigo,
funciones que corroboran el interés
biotecnolégico  de  Streptomyces  ipomoea.



1. The

CONCLUSIONS

physico-chemical ~ and  kinetic
characterization of the recombinant laccase
SHA from the strain Strepromyces ipomoea
CECT 3341 demonstrated its high stability
at alkaline pH and at moderate temperatures.
By redox titration, SilA was classified as a
low redox potential laccase as the most
bacterial laccases already described.

. Assays addressed to elucidate the three-
dimensional structure of SilA were not
successful because the impossibility to
crystallize the protein. This was probably
due to the presence of hydrophobic residues
in the surface of the protein which could
interfere with the analytical procedure used.
However, through the comparison of SilA
sequence with other sequences from
bacterial laccases previously crystallized it
could be obtained a putative three-
dimensional structure with two cupredoxin
domains, just as the most Strepromyces
laccases.

. The evaluation of the ability of different
natural compounds related to the lignin
structure to act as redox mediators of SilA
revealed that acetosyringone, syringaldehyde
and methyl syringate were the best
compounds to enhance the redox potential
of the enzyme.

. To degrade the industrial and emerging
pollutants, a synergic action of the SilA
laccase and a redox mediator was
mandatory.

. Decolorization assays of the textile azo dyes
with the SilA-mediator system showed that
the highest decoloration yields were
obtained by using methyl syringate and
acetosyringone as mediators. Mediator
concentration and temperature are key
factors for the effectiveness of the system.

. Acetosyringone was the most effective
mediator to degrade fluoroquinolones and
Carbamazepine through the SilA-mediator
system.
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7. Streptomyces ipomoea was able to produce

hydroxyl radicals through quinone redox
cycling due to the presence of SilA laccase
and quinone reductase activity. In addition,
after 24 hours of hydroxyl radical’s
induction, the viability of the microorganism
was confirmed. This fact supports the
suitability of this strain to be used for
bioremediation purposes.

. The production of hydroxyl radicals was

very efficient to degrade textile dyes and
emerging pollutants being the degradation
yields even higher than those obtained with
the SilA-mediator system.

. Pollutants degradation obtained with both

oxidative systems does not always involve its
detoxification being necessary to evaluate
the toxicity of the degradation products by
different analytical methods to validate the
results.

10. The obtention of a non-laccase producing

mutant by gene disruption allowed knowing
the involvement of this enzyme in copper
tolerance as well as in the solubilisation of
lignin wheat straw, functions both which
confirm the biotechnological interest of
Streptomyces ipomoea.
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ANEXO1

Estructura de los tintes utilizados en este estudio
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ANEXO II

Estructura de los farmacos utilizados en este estudio
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