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Resumen

Las lacasas estan generando un gran interés debido a sus potenciales aplicaciones en
biotecnologia. Son oxidasas multicobre que catalizan compuestos aromaticos y no-aromaticos,
con la subsecuente reducciéon del oxigeno molecular a agua. En el presente trabajo se
seleccioné el gen codificante para la lacasa POXA 1B del hongo Pleurotus ostreatus. Este gen se
optimiz6 para el uso de codones en Pichia pastoris, contenido de GC y regiones que generen
estructuras secundarias. Se evalud la interaccién del modelo computacional obtenido y su
interaccién con el sustrato ABTS [2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-acido sulfénico)]
realizando un docking molecular. Luego de realizer un disefio experimental Plackett-Burman,
seguido de un disefio One Factor, se obtuvo una actividad lacasa de 1,343.52 £ 40.3 UL a las
168h de cultivo en frascos de 500mL. El sobrenadante concentrado conteniendo la enzima
POXA 1B mantuvo su estabilidad entre 10-50 °C y retuvo mas del 70% de la actividad
enzimatica residual a 60°C y del 50% a 70°C. Adicionalmente, la enzima fue mas estable a pH 4
+ 0.2 con una actividad residual de mas del 90%. La actividad residual mas baja del 60% se
obtuvo a pH 10 £ 0.2. Adicionalmente, los parametros cinéticos fueron Vi de 3.163 x 107
mM s, y Ky de 1.720 mM. La decoloracién del licor sintético a los 5 dias de tratamiento fue
de 19, 53 y 59%, para las concentraciones de licor de 10, 5y 1% (v/v), y la remocién de DQO
de 5, 30 y 53%, respectivamente; con actividades lacasa de 1399, 1346 y 1327 UL para cada
una de las concentraciones evaluadas. Toda esta informacién reunida, puede considerarse
como hallazgos importantes a la luz de la expresion de enzimas recombinantes para su uso en
sistemas ambientalmente amigables, debido al amplio rango de sustratos que pueden ser
transformados por las lacasas. Contribuyendo a una gran gama de productos en diversos
entornos: la industria, el uso clinico y quimica y aplicaciones ambientales.

Palabras clave: tratamiento de licor negro, industria papelera, Disefio Plackett-Burman,

Disefio One Factor, Pichia pastoris, lacasa recombinante, estabilidad enzimatica, purificacion,
caracterizacion, cinética enzimatica.
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Abstract

Laccases are generating a great interest due to their biotechnological potential applications.
They are multicopper oxidases that catalyze aromatic and non-aromatic compounds,
concomitantly with molecular oxygen reduction to water. In this work was selected the
encoding gene for POXA 1B laccase from the fungus Pleurotus ostreatus. This gene was
optimized for codon use in Puhia pastoris, GC content, and regions generating secondary
structures. Laccase proposed computational model, and their interaction with ABTS [2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)] substrate was evaluated by molecular
docking. After using a Plackett-Burman Design followed by a One Factor it was obtained a
laccase activity of 1,343.52 + 40.3 UL" at 168h of culture in a 500 ml. shake-flask. The
concentrated supernatant, containing the POXA 1B enzyme, remained stable between 10 and
50°C and retained over 70% residual enzymatic activity at 60°C and 50% at 70°C. Besides the

enzyme was more stable at pH 4 £ 0.2 with a residual activity greater than 90%. The lowest

residual activity of 60% was obtained at pH 10 + 0.2. Furthermore, kinetic parameters were
Vimax 0f 3.163 x 10° mM s and Ky of 1.720 mM. The decolorization of syntetic black liquior at
5 days of treatment was 19, 53 y 59%, for 10, 5 y 1% (v/v) liquor concentrations, and the
DQO removal 5, 30 y 53%, respectively; with a lacase activity of 1399, 1346 y 1327 UL for
each different concentration. All this information together can be considered as important
findings in light of recombinant enzyme expression system utility for environmentally friendly
designed expression systems, because of the wide range of substrates that laccases can
transform. Contributing to a great gamut of products in diverse settings: industry, clinical and
chemical use, and environmental applications.

Key words: Black liquor treatment, paper industry, Plackett-Burman Design, One Factor

Design, Pichia pastoris, recombinant laccase, enzyme stability, purification, enzyme
characterization, enzyme kinetics.
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CAPITULO 1.
DESCRIPCION GENERAL DE LA TESIS

1.1. Introduccion

A nivel mundial, la industria de produccién de papel puede consumir hasta 4.000 millones de
arboles cada afo, emplea anualmente alrededor de 3 millones de toneladas de cloro para
blanquear la pasta, emite a la atmodsfera 100.000 toneladas métricas de didxido de azufre y
20.000 toneladas de cloroformo y se vierten a los rios aproximadamente 950.000 toneladas
métricas de organoclorados; generando uno de los efluentes mas toxicos que se conocen.
Actualmente, entre las estrategias prometedoras para implementar tecnologias en la industria
papelera que sean amigables con el ambiente, se encuentra el uso de hongos de podredumbre
blanca ya que son los degradadores mas eficientes de lignina presentes en la naturaleza. Sin
embargo, la producciéon de enzimas ligninoliticas a partir de las fuentes nativas se ve limitada
por los largos tiempos de produccion y las concentraciones bajas a las cuales se obtienen,
generando desventajas econémicas y productivas para el sector. Por esta razén, es necesario
disefiar nuevos sistemas de expresion que permitan la produccion heteréloga de estas enzimas
a bajo costo, en un menor tiempo y en concentraciones superiores a las secretadas

naturalmente por los hongos.

1.2. Planteamiento del problema y justificacion

La industria papelera consume importantes cantidades de agua, energfa y productos quimicos.
Dependiendo del grado de tecnificacion de las empresas se pueden utilizar entre 15 y 700 m’
de agua potable por tonelada de papel. Adicionalmente, los efluentes generados presentan
concentraciones vatiables de DQO (1000-10000 mgl."), DBO5 (500-5000 mgl."), color (1000-
8000 UC), pH (6.5-11), Clorofenoles totales (20-50 mgl."), entre otros [1]. La funcién mas
estudiada de las lacasas es su participacion en el proceso de deslignificacion natural, por lo que
se ha propuesto emplearlas en la industria de pasta de papel en procesos de biopulpeo,
bioblanqueo y tratamiento de los efluentes generados por las operaciones unitarias. Este

interés, surge de la necesidad de generar tecnologias de producciéon mas limpia y amigables con

el planeta ya que a nivel mundial, la industria de produccién de papel puede consumir hasta
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4.000 millones de arboles cada afio, emplea anualmente alrededor de 3 millones de toneladas
de cloro para blanquear la pasta, emite a la atmésfera 100.000 toneladas métricas de didxido de
azufre y 20.000 toneladas de cloroformo y se vierten a los rios aproximadamente 950.000
toneladas métricas de organoclorados; generando uno de los efluentes mas téxicos que se
conocen [2]. Asi, el uso de lacasas podria llegar a sustituir total o parcialmente el uso de
reactivos quimicos como el hipoclorito y diéxido de cloro con la consecuente disminucion del
impacto ambiental por el vertimiento de residuos liquidos con presencia de cloroligninas y
clorofenoles, que generan contaminacién principalmente asociada con demanda quimica y

biolégica de oxigeno, color, pH y alcalinos.

Estudios recientes han mostrado que el uso directo de lacasas puede alcanzar una degradacion
rapida y significativa de los sustratos de interés [3]. Sin embargo, es necesario producirlas a
bajo costo, disminuir los tiempos de produccion y obtenerlas en concentraciones superiores a
las secretadas naturalmente por los hongos; ya que su produccion a partir de fuentes nativas se
encuentra obstaculizada por el hecho de que, en la mayoria de los casos, los hongos secretan
estas enzimas como metabolitos secundarios bajo condiciones limitantes de oxigeno u otros

nutrientes, y por lo tanto, su expresion puede llegar a ser dificil de regular [4].

En este sentido, la ingenierfa de proteinas permite mejorar la estabilidad, actividad y
especificidad de una enzima, ajustindose a requerimientos especificos de los usuarios o
procesos. Sumado a esto, las levaduras ofrecen la rapidez del crecimiento microbiano y
facilidad en la manipulacién genética, junto con la habilidad para llevar a cabo modificaciones
postraduccionales especificas de eucariotas, como el procesamiento proteolitico, formacion de
puentes disulfuro y glicosilaciones. Adicionalmente, el crecimiento de levaduras es econémico,
presenta altos rendimientos y son poco exigentes en términos de tiempo y esfuerzo [5],
representando una ventaja para la produccién a mayor escala de una lacasa y su posterior

utilizacién en procesos industriales amigables con el planeta.

1.3. Objetivo general
Producir de forma recombinante la lacasa POXA 1B (E.C. 1.10.3.2) de Pleurotus ostreatus a
escala de laboratorio y evaluar su efecto sobre el tratamiento de los subproductos liquidos que

se obtienen en el proceso de blanqueamiento de pulpa de celulosa.
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1.4. Objetivos especificos

1.4.1. Disefiar una secuencia nucleotidica optimizada a partir de la lacasa POXA 1B de P.
ostreatus que permita la expresion heteréloga de la enzima recombinante en Pichia pastoris.
1.4.2. Estudiar la cinética de crecimiento de P. pastoris recombinante y la cinética de produccion
de la lacasa POXA 1B.

1.4.3. Mejorar el medio de cultivo para la produccion de la lacasa recombinante POXA 1B,
purificar y caracterizar cinéticamente la enzima.

1.4.4. Evaluar la acciéon de la lacasa recombinante POXA 1B en el tratamiento del licor negro

que se genera en el proceso de blanqueamiento de la pulpa de celulosa.

1.5. Contexto global de 1a metodologia

Se realiz6 un analisis bioinformatico inicial para optimizar la secuencia del gen POX.A 7B en el
uso de codones para la expresion constitutiva bajo el promotor pGAP en P. pastoris, contenido
de GC, elementos reguladores s y secuencias repetitivas. El gen sintético optimizado se
insert6 en el vector de expresion pGAPZaA, integrandose al genoma de la levadura.
Posteriormente, se llevé a cabo la produccion, optimizaciéon de las condiciones de cultivo,
purificacién y caracterizacion de la enzima recombinante, para finalmente realizar las pruebas
preliminares de tratabilidad sobre los residuos liquidos que se producen en el proceso de

producciéon de pasta de celulosa en la industria papelera (licor negro de pulpeo).
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MARCO TEORICO
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2.1. Introduccion

Las lacasas (E.C. 1.10.3.2) tambien llamadas p-difenol: diéxido oxidoreductasas forman parte
del subgrupo mas amplio de oxidasas azules multi-cobre (MCOs). Este subgrupo tiene la
capacidad de catalizar la oxidacién de una gran variedad de compuestos organicos aromaticos
(orto y para-difenoles, fenoles metoxi-substituidos, polifenoles, aminas aromaticas,
bencenotioles, hidroxindoles, el 1-naftol, la siringaldazina y diferentes compuestos no
fenodlicos) de manera concomitante con la reduccion del oxigeno molecular a agua [1,2]. Otros
sustratos que también pueden ser transformados por las lacasas incluyen los compuestos
metélicos inorginicos/organicos, el Mn’* y el Fe (EDTA)* [3]. Existen més de 200 tipos de
oxidasas, oxidorreductasas y solo 6 clases de enzimas (citocromo-¢ oxidasa, lacasas, L-
ascorbato oxidasa, ceruloplasmina, bilirrubin oxidasa y fenoxazinona sintetasa) que tienen la
capacidad de catalizar este tipo de reaccion del oxigeno [4]. Debido al amplio rango de
compuestos que pueden ser oxidados por las lacasas, es dificil clasificarlas de acuerdo al
sustrato reductor; sobre todo si se tiene en cuenta que el tipo de sustrato puede cambiar de una

lacasa a otra (debido a su alta variacién en el potencial redox (E’) de las lacasas) [5,0].

En los dltimos afos, se ha incrementado el uso industrial de las enzimas; las de origen fungico
y en especial las lacasas, son de gran interés en ciertos procesos biotecnologicos ya que a
diferencia de otras peroxidasas, no utilizan el peréxido de hidrégeno en su proceso catalitico,
presentando ademas una alta estabilidad y la posibilidad de usarlas de forma inmovilizada,
empleando diferentes tipos de soportes organicos o inorganicos [7]. Aunque la mayoria de los
sustratos de las lacasas son compuestos fenolicos, la actividad de la enzima puede extenderse a
compuestos no fendlicos con el uso de mediadores como el ABTS (2,2azino bis (3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonato)) y el HBT (1-hidroxibenzotriazol) [8]. La adicion de estos
mediadores amplia la posibilidad de utilizaciéon de lacasas en procesos industriales relacionados
con biorremediacién; incluyendo deslignificacion de la pulpa de celulosa, decoloracion y
detoxificacién de colorantes industriales, biorremediacién de compuestos xenobidticos,
tratamiento de aguas residuales y, tratamiento de otros contaminantes como los hidrocarburos

aromaticos policiclicos (PAHs), plaguicidas, explosivos y antibiéticos [9].

La enzimologia general de las lacasas ha sido discutida en numerosas revisiones y varias de ellas

presentan descripciones con respecto al rango tan amplio de aplicaciones biotecnoldgicas [9-
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16]. Sin embargo, la intencién de esta revision se centra en ofrecer una panoramica de los
aspectos aun no concluyentes relacionados con las lacasas, vistas desde el gen hasta la proteina;
asi como una presentaciéon detallada de la diversidad estructural de las lacasas obtenidas por

cristalografia.

2.2. Organismos productores de lacasas y actividad biolégica

La primera descripcion de una lacasa fue realizada por Yoshida en 1883, descubierta en el latex
del arbol Rbus vernicifera [17]; posteriormente, se describié su mecanismo de acciéon luego de
que fue aislada y purificada por Bertrad (1894) [18], (hechos que corresponden a una de las
descripciones mas antiguas de una enzima). Inicialmente se atribufa este tipo de actividad de
manera exclusiva a plantas superiores y hongos. Sin embargo, actualmente se reconoce que las
lacasas son enzimas casi ubicuas [5], pues se han aislado de plantas, hongos (Ascomicetes,

Basidiomycetes y Deuteromycetes), procariotas y artropodos.

En plantas, las lacasas se pueden encontrar en coles, nabos, papa, pera, manzana, y otros
vegetales [16]; participando en la biosintesis de lignina para la formacién de la pared celular
[14]; sin embargo, la purificaciéon desde extractos crudos vegetales es compleja razén por la
cual no se ha estudiado mucho [6]. En el caso de las lacasas presentes en insectos, la funciéon
principal se encuentra relacionada con el proceso de esclerotizacién en la formacion de la
cuticula en la epidermis [1,4]. En bacterias, parece ser que las lacasas se encuentran
involucradas en procesos de morfogénesis, homeostasis del cobre, biosintesis de pigmentos y

en la proteccion de las esporas contra la luz UV y el peréxido de hidrégeno [6,19].

Las lacasas mejor caracterizadas corresponden a los hongos, debido a su alto potencial redox.
Por esta razén, han sido de gran interés en aplicaciones industriales como deslignificacion de
compuestos lignoceluldsicos, biopulpeo y bioblanqueo, transformacién de colorantes de la
industria textil, tratamiento de aguas residuales y degradaciéon de diferentes compuestos
recalcitrantes [10,14,16]. Las lacasas de los hongos estan implicadas en procesos de
deslignificacién, esporulacién, produccién de pigmentos como melaninas, formacién del
cuerpo fructifero, y patogénesis en plantas [20]. Se destacan los Basidiomicetes de podredumbre
blanca por ser eficientes degradadores de lignina, celulosa y hemiclulosa, llevandola a diéxido

de carbono [21] y por lo tanto los mas estudiados en la actualidad (Tabla 2.1). Hasta el
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momento se han purificado y caracterizado mas de 100 lacasas a partir de hongos Basidiomicetes

y Ascomicetes [6)].

En el proceso catalitico llevado a cabo por las lacasas, los radicales libres resultantes sufren
diferentes reacciones dependiendo de su estructura original y de las condiciones de reaccion.
Las reacciones mas frecuentes son el acoplamiento de radicales libres el cual genera productos
diméricos o poliméricos y las carboxilaciones oxidativas. L.a oxidaciéon de los sustratos va
acoplada a la reducciéon del oxigeno molecular a dos moléculas de agua. Esto significa que por
cada molécula de oxigeno reducida, se oxidan 4 moléculas de sustrato sin producir peréxido de
hidrégeno (4H" + 4sustrato + O, — 2H,O + 4sustrato”’) [22]. Por esta razon, las lacasas se
consideran catalizadores “verdes ideales” ya que emplean Oz como co-sustrato generando

unicamente H>O como subproducto.

La reaccion descrita se lleva a cabo por un grupo de 4 atomos de cobre (un cobre tipo I, un
cobre tipo II y 2 cobres tipo III). El cobre tipo I (Cu T1) es el que le confiere a la enzima el
color azul tipico, lo que genera la absorciéon a 605nm, como consecuencia de la unioén
covalente Cu-Cys. En el cobre tipo I ocurre la oxidacién monoelectrénica del sustrato y por lo
tanto es el primer aceptor de electrones. Los cobres tipo II y III (Cu T2 y Cu T3
respectivamente) forman un grupo trinuclear, a los cuales son transferidos los electrones y
donde tiene lugar la reduccién del O». El mecanismo de reaccién funciona de manera similar a
una baterfa; almacenando electrones de las reacciones de oxidacién individuales para reducir el
oxigeno molecular y producir agua después de haber recibido cuatro electrones [6,9,23],

(Figura 2.1).
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Figura 2.1. Ciclo catalitico de la lacasa. Los sustratos son oxidados por el centro de Cu-TI y los electrones se
transfieren a través del motivo tripéptido altamente conservado His-Cys-His hacia el sitio donde se encuentran los
centros de cobre TII y TIII, y en este lugar se realiza la reduccién del oxigeno molecular a agua. Figura modificada

de [21].

El potencial redox (E’) de las lacasas tiene una relacién directa con la energfa requerida para
arrebatar un electrén al sustrato reductor, constituyendo una de las caracteristicas
fundamentales de estas enzimas. De hecho, el comportamiento catalitico de las lacasas sobre la
mayorfa de los sustratos reductores depende del E’ en el Cu TI, ya que este es el aceptor de
electrones [24,25]. Asi, las lacasas con mayor E’r1 son de interés especial en biotecnologia al ser
capaces de oxidar sustratos con mayor E’ como ciertos hidrocarburos arométicos policiclicos o
diversos colorantes organicos sintéticos. El E’ de varias lacasas se ha estudiado a profundidad
mediante técnicas espectro-electroquimicas, principalmente voltamperometria ciclica y
valoraciones redox [26-28]. El E” del Cu TI de algunas lacasas fungicas es mayor (E’ri cercano
a +800 mV) comparado con el de las lacasas de plantas o bacterias (por ejemplo la lacasa de
Rbus vernicifera con E’ri= +400 mV) y otras oxidasas azules multi-cobre (ascorbato oxidasa,
E.C. 1.10.3.3 con E’ri= +340 mV) [20,29]. Sin embargo, es importante sefialar que también
existen diferencias marcadas en los E’ 11 de las diferentes lacasas fingicas, desde +465 mV de
la lacasa del Ascomicete Myceligphtora termophila, hasta +790 mV de la lacasa del Basidiomicete
Pyenoporus cinnabarinus 25,30]. En este sentido, se ha intentado dilucidar cuales son los factores
que determinan las diferencias en el E’ri; sobre todo si se tiene en cuenta el alto grado de

conservacion en las geometrfas de coordinaciéon de los sitios de Cu [26].

Sin duda alguna, los factores que afectan el potencial redox de las metaloproteinas son variados

y de gran complejidad; la solvatacion, las interacciones metal-ligando, las interacciones
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electrostaticas intramoleculares y/o las restricciones del plegamiento de la proteina (regulan la

posicién y orientacion de los ligandos) pueden modular los valores de E’ de estas enzimas [31].

2.3. Familias de genes de lacasas

En los estudios realizados para la caracterizacion de lacasas en hongos, el comun denominador
ha sido la multiplicidad de genes y la produccién de numerosas isoenzimas en distintas
especies. El primer reporte de una familia de genes de lacasa en hongos, se realiz6 por Perry ez
al, (1993) [32], quienes describieron la presencia de dos genes de lacasa en el mismo
cromosoma del Basidiomicete Agaricus bisporus. Algunos ejemplos adicionales de la presencia de
familias génicas de lacasas en hongos, incluyen la descripciéon de cinco lacasas distintas en
Tramentes villosa |33] y Trametes sanguinea [34], cuatro en Rhizoctonia solani [35], y tres en Trametes
sp. 162 [36], Trametes sp. AH28-2 (37|, y Gaeumannomyces graminis |38]. También se han descrito
familias de genes en el género Pleurotus, con cuatro genes aislados en P. sajor-caju |39], dos en

P. enryngii [40], y siete en P. ostreatus [41].

El estudio de los mecanismos de regulacion de la expresion génica de lacasas ha ganado interés
en los dltimos afios. Esto se debe a la necesidad de comprender el rol fisiolégico de las
distintas isoformas producidas en diferentes organismos, y a la ventaja que este conocimiento
representa para mejorar los procesos de produccion de lacasa a nivel industrial. La sintesis y
secrecion de lacasas se encuentran altamente influenciadas tanto por los niveles de nutrientes,
relacién C/N, condiciones de cultivo, estado de desarrollo del hongo, como por la adicién al
medio de cultivo de una variedad de agentes inductores [42]. Los factores que influencian la
expresion de lacasas, actian de forma sinérgica o antagonica, e incluyen regulacién por iones
metalicos [43,44], compuestos aromaticos relacionados con la lignina o derivados de ella [45],
asi como fuentes de nitréogeno [43] y carbono [46]. Los pocos reportes en los que se han
investigado los mecanismos moleculares de regulacion, sugieren la existencia de un sistema
complejo de elementos reguladores en cs [42]; sin embargo, la descripcién de un mecanismo

general para la regulacion transcripcional de lacasas aun no es clara.
La caracterizacion de las familias de genes de lacasas, se ha podido llevar a cabo, debido al

numero creciente de secuencias genémicas disponibles [47]. Sin embargo, el hecho de

encontrar familias multigénicas para la produccion de este tipo de enzimas, genera una
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interrogante JCual es la razén para que un hongo requiera mas de una enzima lacasa?. Algunos
autores, plantean que la presencia de numerosos genes para producir variantes de la misma
enzima, puede explicarse como consecuencia de la diversidad de funciones fisiolégicas
desarrolladas por las lacasas durante el ciclo de vida de un hongo [5,48], ya que se encuentran
involucradas en la deslignificacion, formacion del cuerpo fructifero, patogénesis, formacion de
pigmento durante el desarrollo asexual e interacciones de competencia [49]. Los analisis
filogenéticos realizados para las lacasas producidas por Basidiomicetes soportan este
argumento, debido a la presencia clusters funcionales en los arboles filogenéticos obtenidos

por Neighbor-Joining [47,48].

2.4. Fisiologia microbiana de la produccion de lacasas

Entre de los hongos Basidiomicetos, Trametes sp. (con T. versicolor como organismo modelo), se
considera el organismo mas estudiado en cuanto a la produccién de lacasas [50,51] debido a su
gran capacidad para degradar lignina y se reporta que algunas especies producen lacasas de
manera predominante o incluso como unica enzima ligninolitica [51]; caracteristica de
importancia a nivel industrial ya que simplifica los procesos de purificacién de la enzima de

interés.

Aunque un gran nimero de estudios reportan lacasas intracelulares, la mayor cantidad de
lacasas son glicoproteinas extracelulares, secretadas de forma constitutiva por hongos
filamentosos [52]. Se producen generalmente durante el metabolismo secundario de diferentes
hongos y su produccién se encuentra influenciada por varios parametros como la especie, el
tipo de cultivo (estacionario o agitado), agitacién, aireacion, tiempo de cultivo, inductores
metalicos o presencia de compuestos aromaticos [52-54]. Sin embargo, entre los factores mas
criticos se encuentran la concentracion de las fuentes de carbono y nitrégeno, asi como la
naturaleza y concentracion del agente inductor [15]. Estas exigencias se consideran limitantes
para la produccién de lacasas fungicas a gran escala, debido a que se obtienen bajas
concentraciones de las enzimas al cultivar los hongos sobre madera o en cultivo sumergido
[55]. Sin embargo, el metabolismo microbiano se puede “controlar” por las condiciones del
ambiente y la composiciéon del medio de cultivo, debido a la existencia de elementos de
respuesta en las regiones promotoras de los genes de lacasas, que se pueden activar por ciertos

compuestos xenobibticos, metales pesados o por choque térmico [56,57].
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Es importante aclarar que una alta concentracion de biomasa en el cultivo, no implica una
relacién directa con el incremento en la produccion de lacasas [52]. No obstante, se pueden
alcanzar mayores concentraciones cuando se induce la produccion de lacasas con la adiciéon de
compuestos aromaticos como la 2,5-xilidina, el acido ferdlico, guaiacol, aminas, acido benzdico
0, la o-Toluidina, entre otros [51,52]; siendo la 2,5-xilidina uno de los inductores mas eficientes.
Se ha reportado que luego de 24 horas de cultivo de Picnoporus cinnabarinus, la adicion de 1.212
mgl." de 2,5-xilidina produce la méaxima actividad lacasa con un incremento de nueve veces en
comparacion al cultivo sin el agente inductor [58-60]. El aumento en la produccion de lacasas
como consecuencia de la presencia de este tipo de inductores puede explicarse a causa de que
la estructura de los inductores es similar a las moléculas de lignina u otros agentes quimicos de
naturaleza fendlica [7]. Sin embargo, cuando estos inductores se agregan en concentraciones
superiores a 200 mgl.", se puede observar un efecto contrario al esperado y la produccion de
lacasas puede disminuir [59,60]. Otro inductor importante para la produccién de lacasas es el
cobre, y se ha demostrado que la adicion de concentraciones bajas de Cu** al medio de cultivo,
estimula la produccién de lacasas en hongos de podredumbre blanca [61,62]. Palmieri ez a/,
encontraron que la adicién de 150 uM de sulfato de cobre, incrementaba la actividad lacasa 50

veces en comparacion con el cultivo control [63].

Aunque muchas investigaciones se han enfocado en tratar de ensayar diferentes agentes
inductores para incrementar la producciéon de lacasas, la induccion combinada ha sido un
campo poco explorado y sélo unos pocos autores han llevado a cabo experimentos
combinando varios inductores para evaluar los cambios en la produccién y actividad lacasa.
Tong et al. (2007), indujeron la produccion de lacasa en Trametes sp. 420, adicionando 0.5 mM
de Cu™?y 6 mM de o-toluidina; en este estudio se encontraron valotes de produccion de lacasa
entre 6.810 UL' y 7.879 UL" [51]. Tinoco ef al.,, [64] en otro estudio adicionaron cobre y
lignina de manera simultinea y observaron un incremento en el crecimiento, actividad
volumétrica de lacasa y el proceso de produccion de 4, 60 y 10 veces respectivamente; abriendo
nuevos caminos hacia la busqueda de un proceso mas eficiente en la produccién de lacasas a

partir de hongos de podredumbre blanca.

En cuanto a la influencia de la fuente de carbono, se ha observado que las fuentes que son

rapidamente degradadas como la glucosa, el manitol y la celobiosa, usualmente producen

28



actividades altas de lacasa, en comparacién con otros sustratos que son degradados mas
lentamente como la celulosa o la lactosa [65]. En algunos casos, ocurre un incremento en la
actividad lacasa de manera concomitante con el incremento en el crecimiento de los hongos,
pero algunos estudios han mostrado que la actividad especifica de lacasas se puede incrementar
de acuerdo a la eleccion de la fuente de carbono. Por ejemplo, Mansur e/ al., observaron que el
uso de fructosa en lugar de glucosa, produjo un incremento de 100 veces en la actividad lacasa
especifica [66]. Adicionalmente, Rodriguez-Couto e¢f al, demostraron que la adiciéon secuencial
de distintas fuentes de carbono como glucosa seguida de glicerol, result6é en un incremento en
la tasa de produccion de lacasas en Trametes hirsuta en comparacion con los cultivos
suplementados unicamente con glucosa o celulosa [67]. Para numerosas especies, la glucosa es
un represor tipico de la produccién de lacasas, lo cual quiere decir que los inductores y las
fuentes de carbono 6ptimas, dependen de la especie y la cepa de hongo con el que se esté
trabajando; lo que implica que hay que estudiar este comportamiento en cada caso y que no se
debe asumir la fuente de carbono o agente inductor en funcién de trabajos previamente
publicados. Estos resultados también sugieren una regulacion génica de la expresion de lacasas

diferente para cada organismo.

Con respecto a la influencia del nitrégeno, la mayoria de los autores reportan que las lacasas se
producen por agotamiento de la fuente de nitrégeno [15], pero otros han encontrado que en
algunas cepas el nitrégeno no tiene un efecto sobre la cantidad y actividad de las lacasas [52];
incluso se reporta la produccién temprana de lacasas en medios ricos en nitrégeno comparados
con medios donde existen condiciones limitantes de la fuente de nitrégeno [68]. Estos datos
sugieren que existe cierta ambigliiedad con respecto a la concentracién 6ptima de nitrégeno
para la produccion de lacasas, ya que se encuentran reportes con una alta actividad lacasa
donde la relacién carbono-nitrégeno es baja [69]; en contraste, otros autores reportan mayores

producciones de lacasa cuando la relacién carbono-nitrogeno es alta [70].

2.5. Diversidad estructural de lacasas fungicas; analisis bioinformatico

La lacasa es una enzima monomérica formada por tres dominios tipo cupredoxina, un
plegamiento caracteristico de oxidasas multicobre azul y otras pequefias proteinas de cobre
como la plastocianina de plantas o la azurina bacteriana [4]. Normalmente son glicoproteinas

extracelulares con un peso molecular que oscila entre 50 y 140 kDa y con una gran diversidad

29



tanto en el tamafio (10-45% del peso total) como en el patrén de glicosilacion [71]. La mayoria
de las lacasas fungicas contienen un total de 520-550 aminoacidos, sin incluir la secuencia del
péptido senal de ~20 residuos [3]. En la figura 2.2 se presenta un ejemplo de la distribucién de
los 3 dominios cupredoxina en la secuencia de las lacasas. Para este ejemplo, se usé la

secuencia de la lacasa 2QT6 del hongo Basidiomiceto Lentinus tigrinus [72].

La figura 2.2, muestra la organizacién caracteristica de una lacasa proveniente de hongos
Basidiomicetes, donde se observan los tres dominios de tipo cupredoxin, ordenados de forma
secuencial (dominios 1, 2y 3 en colores verde, amarillo y rojo, respectivamente). Cada uno de
ellos tiene una topologia de B-bartil, comin a todos los miembros de la familia de las MCOs
[5]. El cobre tipo I (Cu T1) se encuentra localizado en el dominio 3, mientras que el centro
trinuclear se encuentra integrado entre los dominios 1 y 3, con ambos dominios
proporcionando los residuos para la coordinacioén de los cobres. La estructura se estabiliza con

2 puentes disulfuro entre los dominios 1y 3 y entre los dominios 1y 2 [73].
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Figura 2.2. Representacién de los 3 dominios cupredoxin en la estructura de una lacasa. La secuencia mostrada
corresponde a la estructura 2QT6 de la lacasa proveniente de Lentinus trigrinus. En verde el dominio 1, en amarillo
el dominio 2 y en rojo el dominio 3. Las secuencias utilizadas para generar la figura provienen del banco de datos
de proteinas (www.pdb.org) y base de datos de clasificacion de estructura de proteinas CATH (www.cathdb.info).

Diferentes estudios de alineamiento multiple con mas de 100 secuencias de lacasas revelan que
la estructura terciaria de los sitios redox y la coordinacién de los sitios de Cu es muy
conservada [30,74]. Los 8 ligandos de His del custer trinuclear T2/T3 muestran un patron
altamente conservado de 4 motivos His-X-His. En uno de estos motivos, X es la Cys que se
une al Cu T1, mientras que las His adyacentes se unen a cada uno de los dos Cu del sitio T3. A
una separacion de 35-75 residuos de aminoacidos hay otro motivo His-X-His y cerca del
amino terminal hay otros dos motivos separados por 35-60 residuos de aminoacidos [75]. Los

doce aminoacidos que sitven de ligando para los cuatro atomos de Cu se encuentran
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localizados dentro de cuatro segmentos de secuencias separadas y con una longitud de entre 8
y 24 residuos (L1-L4); esta es una caracteristica de las lacasas que las diferencia del resto de
oxidasas multicobre azul. Ademads, existe una homologia intraprotéica entre L1 y L3 asi como
entre 1.2 y L4 que sugiere la existencia de un evento de duplicaciéon en la evolucion de las
lacasas. La elevada conservacion del sitio activo de las diferentes oxidasas de Cu, sugiere que la
actividad relacionada con los tres sitios diferentes de Cu fue un evento evolutivo muy

temprano [70].

Para esta revision, se realizo un alineamiento donde se usaron 12 de las 28 secuencias de las
estructuras de lacasas fungicas de Basidiomicetes y Ascomicetes; todas obtenidas por
cristalografia y reportadas en el Protein Data Bank (PDB), (Tabla 2.1). En el alineamiento, se
omitieron las secuencias duplicadas, las secuencias con mutaciones inducidas y las que no

cuentan con citacion disponible (articulo publicado), (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Alineamiento con ClustalW2 [77] de secuencias proteicas de lacasas que cuentan con estructuras
obtenidas por cristalograffa. Las posiciones idénticas se encuentran sefialadas con asterisco y resaltadas en gris,
ademis se indican los sitios de unién de los ligandos (residuos aminodcidos) a los atomos de cobre: 1 (unioén a
cobre T1), 2 (unién a cobre T2) y 3 (unién a cobre T3).

La determinacién cristalografica de la estructura tridimensional de una proteina es una
herramienta fundamental para realizar estudios que relacionen dicha estructura con la funcién;
sin embargo, desde el primer reporte de una estructura de lacasa fungica realizado por Ducros
et al., [78], s6lo unos pocos reportes de estructuras obtenidas por esta metodologia se han
sumado a la lista. Hasta el momento, se pueden encontrar en el Protein Data Bank (PDB)
http://www.pdb.otg un total de 48 estructuras de lacasas, de las cuales 28 son de origen
fangico, 18 de ellas (1A65, 1HFU, 1KYA, 1GYC, 1V10, 2H5U, 2HRG, 2HRH, 2HZH, 2QT6,
3FPX, 3DIV, 3KW7, 2XBY, 3PXL, 4A2D, 4A2E y 4A2H) provienen de 11 especies de

Basidiomicetes: Coprinopsis cinerea, Trametes versicolor, Rigidoporus microporus, Cerrena maxima,
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Trametes trogii, Coriolus zonatus, Lentinus tigrinus, Trametes hirsuta, Trametes sp. AH28-2, Pycnoporus
cnnabarinus y Coriolopsis gallica; y las 10 restantes (1GWO, 2IHS8, 2IH9, 2Q90, 3DKH, 3FU7,
3FUS, 3FUY, 3PPS y 3QPK) provienen de 2 especies de Ascomicetes: Melanocarpus albomyces y
Thielavia arenaria (Tabla 2.1).

Con respecto a las 18 estructuras de lacasas obtenidas a partir de hongos Basidiomicetes,
Ducros ¢t al., en 1998 reportaron la estructura de una lacasa (PDB 1AG65) a una resolucién de
2.20 A. Se trat6 de un monémero compuesto por 3 dominios beta-sandwich tipo cupredoxin,
similares a los encontrados en la enzima ascorbato oxidasa (E.C. 1.10.3.3). Sin embargo, el
cobre mononuclear tipo 1, carece del ligando metionina axial, por lo tanto, exhibe una
coordinacion trigonal planar; lo que es consistente con su potencial redox elevado.
Adicionalmente, en la estructura esta ausente el cobre tipo 2 y esto tiene consecuencias para la
coordinacion de los atomos de cobre tipo 1 y tipo 3 en el sitio activo. En el afio 2001, estos
mismos autores reportaron la estructura 1HFU de la lacasa 1, la cual revel6 la existencia de al
menos 2 isoformas de la enzima y se concluy6é que en las estructuras con ausencia de cobre
tipo 2 se evidencia una pérdida de sefial al realizar el espectro de resonancia paramagnética
electronica, lo cual puede explicarse por los cambios conformacionales de la estructura, debido
a la ausencia de cobre [79]. Ambas estructuras 1A65 y 1HFU, fueron obtenidas a partir de
Coprinopsis cinerea usando como sistema de expresion Aspergillus oryzae; es importante aclarar que
con respecto a las secuencias de residuos aminoacidos, estas enzimas se diferencian
unicamente en que 1HFU inicia con Ala en lugar de Gln y no posee Val en el extremo

carboxilo.

En otros reportes se obtuvieron las estructuras de lacasas 1IKYA y 1GYC a partir del hongo
Trametes versicolor. La estructura 1KYA reportada en el trabajo de Bertrand ez 4/, fue la isoforma
mas abundante de las 5 que se pueden presentar en funcién del patrén de glicosilacion. En esta
estructura se presentan los cuatro atomos de cobre, asi como el compuesto 2,5-xylidine, usado
como inductor de la produccién de lacasa en el medio donde se cultivé el hongo; en la
estructura la lacasa se encuentra formando el complejo enzima-sustrato con arilamina, que es
un sustrato reductor débil. Esta fue la primera estructura de una oxidasa multicobre, obtenida
con alta resolucién y formando un complejo con un sustrato reductor. La cavidad donde se

encuentra el 2,5-xylidine es amplia y permite acomodar sustratos de varios tamafios, algunos de
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los residuos aminoacidos de esta cavidad presentan interacciones hidrofébicas con el anillo
aromatico de este ligando, adicionalmente dos residuos polares interactian con su grupo
amino. El primero es una His que coordina el cobre que funciona como aceptor primario de
electrones y el segundo es el Asp, conservado entre las lacasas fungicas. Esta estructura provee
un modelo que puede servir para mejorar lacasas por medio de ingenieria de proteinas, hacerlas

mas eficientes o con mayor especificidad por el sustrato.

Otra estructura perteneciente a la lacasa 2 (1GYC) fue reportada por Piontek ez al., en el 2002;
en la que se observa la estructura cristalina de la lacasa con los atomos de cobre completos
junto con 7 fracciones de carbohidratos en la cadena proteica. A pesar de la presencia de todos
los cobres en esta estructura, el cobre tipo 1 no presenta un ligando axial, razén por la cual

aumenta ligeramente el potencial redox [26].

Por otra parte Garavaglia e al., elucidaron una estructura que denominaron 1V10, una lacasa
del hongo Basidiomicete Rigidgporus lignosus, donde reportaron la secuencia del cDNA, las
secuencias de la proteina, las modificaciones postraduccionales y una pre-secuencia de 21
residuos de aminoacidos, correspondientes al péptido sefial. Ademas, identificaron 2 sitios de
glicosilacion en las Asn 337 y 435. El analisis del claster trinuclear de los atomos de cobre tipo
2y 3 mostré una esfera de coordinacién no reportada anteriormente para los atomos de cobre
tipo 3. La estructura reportada representa un intermediario en la reacciéon de reduccion de
oxigeno a agua, que toma lugar en el cluster trinuclear de cobre [80]. Por otro lado, la
estructura tridimensional de una lacasa obtenida del hongo Coriolus zonatus (Trametes ochracea)
fue resuelta a una resolucion de 2.60 A (2HZH), esta lacasa existe como monémero con 3
dominios de tipo cupredoxin, el primer dominio esta unido al segundo y al tercer dominio por
2 puentes disulfuro (Figura 2.2). En el sitio activo los atomos de cobre tipo 2 y 3 forman un
claster trinuclear localizado entre los dominios 1 y 3, ademas, el atomo de cobre tipo 1 esta
localizado en el dominio 3 cerca del sitio de enlace del sustrato. Se encontraron 2 canales de
agua en direccién al centro trinuclear y las moléculas de agua en estos canales forman diversos
puentes de hidrogeno con los residuos aminoacidos de las paredes del canal. En la estructura
de esta lacasa se encontraron 3 sitios de glicosilacioén, 2 con N-acetilgalactosamina y uno con
manosa; los enlaces covalentes con estos carbohidratos juegan un papel importante en la

estabilidad y el ordenamiento de los cristales [81].

35



Ferraroni e al., en el 2007, obtuvieron la estructura 2QT6 de una lacasa de Lentinus tigrinus, que
es una glicoproteina relacionada con la degradacion de lignina, esta estructura revelé una
unidad asimétrica (estructura cuaternaria) conteniendo 2 moléculas de lacasa (A y B). En este
trabajo lograron detectar 2 intermediarios en la via de reduccion del oxigeno molecular y este
fue el primer reporte de una oxidasa multicobre que permitié esta deteccion, ya que hasta ese
momento soélo se tenfan predicciones logradas por espectroscopia, cinética y estudios de
mecanica molecular. Esta evidencia permitié aproximarse de manera mas precisa al mecanismo
de la reduccién de dioxigeno, catalizada por oxidasas multicobre [72]. En el afio 2009 Polyakov
et al., realizaron el analisis estructural de una lacasa de Trametes hirsuta (3FPX) [82], encontraron
Phe en posiciéon axial al centro de cobre tipo 1 y Leu en el otro lado, posicionada a
aproximadamente la misma distancia. Es importante resaltar que el residuo Phe se encuentra
altamente conservado entre lacasas con alto potencial redox [26,83-85], ademas, los residuos
aminoacidos que forman el bolsillo donde se enlaza el sustrato en esta lacasa contienen mas
residuos aromaticos que las lacasas con potencial redox medio [78,79] y bajo [86]. Esta
estructura de lacasa corresponde a las llamadas intermediario nativo ya que segun los
mecanismos propuestos de accion catalitica para la reduccién de oxigeno a agua en el centro de
cobre tipo 2/3, en solucién las lacasas pueden presentarse como la forma llamada enzima en
descanso o en la forma de intermediario nativo, donde ambas formas son cataliticamente

activas.

La estructura de la lacasa proveniente del hongo Cerrena maxima se resolvié en el 2010 por
Zhukova ¢7 al., con una resolucion de 1.76 A (3DIV), la estructura tridimensional de esta lacasa
consiste en una cadena polipeptidica de 499 residuos aminoacidos que posee 3 dominios tipo
cupredoxin y, segun el analisis estructural del sitio activo es una lacasa de alto potencial redox
[73]. Se logré ubicar en la estructura los canales de entrada que permiten el acceso del oxigeno
al cluster trinuclear y los canales de salida de agua que transportan las moléculas de agua del
centro de cobre tipo 2 a la superficie de la proteina. También caracterizaron los carbohidratos
de la proteina, compuestos principalmente por N-acetilgalactosamina y manosa; sugiriendo que
estos favorecen el ordenamiento de las moléculas en el cristal. En este trabajo usaron
simulacién de ajuste molecular para formar complejos de la lacasa con oxigeno y perdxido de
hidrégeno y de esta manera estudiar la accion enzimatica. El proceso consté de varios pasos,

empezando por el movimiento del oxigeno desde la superficie de la proteina al cluster
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trinuclear y, terminando con la salida del agua [73]. Cabe destacar que estos autores habian
reportado previamente la estructura de la misma lacasa (2H5U) pero con una resolucién menor
(1.90 A), donde lograron identificar sitios de unién de carbohidratos y encontraron cadenas de
glucanos que contribuyen a la formacion de cristales bien ordenados; también describieron la
organizacion espacial de esta lacasa y la estructura del centro activo que contiene los atomos de
cobre tipo 1, 2 y 3 [83,85]. De igual forma, en el afio 2010 Ge e7 4, realizaron el analisis
estructural de la lacasa B de Trametes sp. AH28-2 (3KW7), con la cual estudiaron
modificaciones postraduccionales de la enzima. Los pliegues de la estructura mostraron alta
homologfa con las lacasas de estructura tridimensional previamente conocidas; sin embargo,
esta lacasa presenta un nuevo elemento estructural: un bucle sobresaliente cerca del sitio de
enlace para el sustrato que esta relacionado con la modulacién del reconocimiento del sustrato

por parte de la lacasa B [87].

Por ultimo, con respecto a lacasas de hongos Basidiomicetos, se encontraron reportadas en el
PDB las estructuras 2HRH, 2HRG, 2XBY, 3PXL, 4A2D, 4A2E y 4A2H, aunque para dichas
estructuras no esta disponible la cita. La estructuras 2HRH y 2HRG, representan una lacasa
obtenida a partir del Basidiomicete Trametes trogii, con resoluciones de 2.60 y 1.58 A
respectivamente (ambas estructuras fueron reportadas al PDB por Gullotto ef af, 20006). La
estructura 2XYB de una lacasa completamente funcional del hongo ligninolitico Pyenoporus
cinnabarinus fue reportada por Piontek ez al., 2010. En el mismo afio Polyakov e7 4/, reportaron
una nueva estructura de la lacasa de Trametes hirsuta (3PXL) con una resolucion de 1.20 A,
considerada la estructura de una lacasa fungica con mayor resoluciéon reportada hasta el
momento [82]. En el 2011 De La Mora e/ al., reportaron 3 estructuras diferentes de una misma
lacasa (4A2D, 4A2E y 4A2H), obtenidas a partir del hongo Coriolopsis gallica; las diferencias
entre estas radican en que se obtuvieron a partir de diferentes pHs (4.5, 5.5 y 7.0

respectivamente) en el proceso de cultivo del hongo.

En cuanto a las 10 estructuras cristalograficas de lacasas obtenidas a partir de hongos
Ascomicetes, 9 de ellas corresponden a la lacasa-1 de Melanocarpus albomyces, y sélo una
corresponde a una lacasa de Thielavia arenaria reportada en el 2011 por Kallio ef al, donde
obtuvieron la estructura 3PPS a una resolucién de 2.5 A. En esta estructura se muestra el

residuo aminodcido responsable de la transferencia catalitica de protones, que es Asn; a
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diferencia de la Gln que aparece en la lacasa-1 de Melanocarpus albomyces. Adicionalmente, los
bucles que se encuentran cerca del sitio para el cobre tipo 1 formando el bolsillo donde se
enlaza el sustrato, también difiere en cierta medida; pero existe una caracteristica en la cual
estas dos lacasas se pueden comparar con otras estructuras: el canal que conduce al centro

trinuclear, lo que sugiere un rol comun [88].

De las 9 estructuras de lacasa-1 de Melanocarpus albomyces, una de ellas corresponde al primer
reporte a partir de hongos Ascomicetes y fue realizado por Hakulinen ez a/., en el 2002, quienes
le cristalizaron y determinaron su estructura (1GWO), la cual presenté entre 20 y 30% de
homologfa con las lacasas obtenidas de hongos Basidiomicetes hasta ese momento, asi como
un alto grado de glicosilaciéon. Aunque en el sitio activo se encontraron 3 dominios de tipo
cupredoxin similares a los de otras lacasas, se evidenciaron diferencias importantes en los
bucles que los conforman [86]. Las 8 estructuras restantes se obtuvieron al analizar enzimas

recombinantes expresadas en Trichoderma reesei y Saccharomyces cerevisiae.

2.6. Lacasas recombinantes

En el afio 2006 Hakulinen ef al., estudiaron el efecto de la liberaciéon de electrones al aplicar
rayos-X sobre la estructura cristalografica de la lacasa-1 recombinante (gen obtenido de
Trichoderma reesei), se usaron dos estrategias para la obtencion de datos, una dosis baja de rayos-
X (90min) y una dosis alta de rayos X (8horas), lograndose las estructuras 2IH8 y 2IH9,
respectivamente. Encontraron que se produce una reduccion y cambio en las absorciones en el
espectro visible y UV por parte de los atomos de cobre presentes en el sitio activo, lo que
sugiere que la radiacion induce cambios en los estados de oxidacion y se deben tener en cuenta
al analizar la estructura de las oxidasas multicobre [89]. Estos mismos autores reportaron en el
2008 la estructura de lacasa 2Q90 con una resolucién de 1.3 A; siendo esta, la estructura de
origen Ascomicete con mayor resolucion reportada hasta el momento [90]. En el afio 2009 se
publicaron varias estructuras de la lacasa-1 recombinante de Melanocarpus albomyces. Kallio et al.,
realizaron un estudio sobre la relacion estructura-funcién, obteniendo las estructuras 3FU7,
3FU8 y 3FU9, mediante diferentes tiempos de contacto con el sustrato 2,6-dimetoxifenol (4s,
10s y 20min). Se demostrd que el 2,6-dimetoxifenol o sus productos de oxidaciéon estin
enlazados en el sitio activo a los residuos Ala'”', Pro'?, Glu®, Leu’”, Phe’, Trp’”, Phe*,

Leu*, Trp™" y His™™, que es uno de los ligandos del atomo de cobre tipo 1 y juega un papel
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importante en la transferencia de electrones por parte de las lacasas. En este mismo trabajo a

23 es crucial en

través de estudios de mutagénesis dirigida se logré concluir que el residuo Glu
el proceso de oxidacion de compuestos fendlicos [91]. En el 2011 algunos de los autores del
trabajo de Kallio ez a/, obtuvieron la estructura 3QPK. Usaron xendén para buscar rutas de
entrada de oxigeno al centro catalitico y localizaron 3 sitios hidrofébicos en el dominio C

donde se enlaza el xenén. Sugiriendo, que el dominio C funciona como un canal por donde el

oxigeno puede entrar al centro de trinuclear de cobre [92].

Finalmente, Andberg ez al., realizaron un estudio del extremo C-terminal de la lacasa-1
recombinante expresada en T7ichoderma reesei y Saccharomyces cerevisiae, con el fin de analizar el
papel que desempefia en la actividad enzimatica. La importancia del extremo C-terminal, radica
en que éste es procesado durante la secrecion, presenta un alto grado de conservacion entre las
lacasas fingicas vy, los cuatro residuos aminodacidos de este extremo penetran en el tinel que
lleva al sitio trinuclear de cobre, formando un puente de hidrégeno entre el carboxilo terminal
y el residuo His'; permitiendo asi, la coordinacion del atomo de cobre tipo 3 [86,88]. La lacasa
expresada en T. ressez fue completamente inactiva, debido a la deleciéon de los ultimos 4
residuos del extremo C-terminal. Iia estructura 3DKH con la mutacion Leu559 Ala obtenida
usando S. cerevisiae, logré demostrar la importancia del extremo C-terminal para la actividad,
estabilidad y cinética de la lacasa, ya que el cambio provocé modificaciones en la geometria del
sitio catalitico [93]. Vale la pena aclarar que todas las estructuras de lacasa-1 de Melanocarpus
albomyces descritas anteriormente tienen la misma secuencia de 559 residuos aminoacidos, salvo

la estructura 3DKH que posee la mutacion Leu 559 Ala.
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Tabla 2.1. Estructuras de lacasas de hongos Basidiomicetes y Ascomicetes reportadas

obtenidas usando Cristalografia y Difraccion de Rayos X (resolucién in A).

en el Protein Data Bank

STRUCTURE

INFORMATION

STRUCTURE

INFORMATION

PDB: 1A65, Mol.: Laccase
Org.: Coprinopsis cinerea
Resolution: 2.23 A
Length: 504

Polymer: 1, Chains: A
MW: 55080.08

PDB, Deposition:
Ducros e al. 1998-03-05
Citation: [78]

PDB: 1HFU, Mol.: Laccase 1
Org.: Coprinopsis cinerea
Resolution: 1.68 A

Length: 503

Polymer: 1, Chains: A

MW: 55367.24

PDB, Deposition:

Ducros ez al. 2000-12-08
Citation: [79]

PDB: 1KYA, Mol.: Laccase
Org.: Trametes versicolor
Resolution: 2.40 A

Length: 499

Polymer: 1, Chains: A, B, C, D
MW: 221719.74

PDB, Deposition:

Bertrand ez a/. 2002-02-04
Citation: [84]

PDB: 1GYC, Mol.: Laccase 2
Org.: Trametes versicolor
Resolution: 1.90 A

Length: 499

Polymer: 1, Chains: A

MW: 55989.82

PDB, Deposition:

Piontek ez al. 2002-04-23
Citation: [20]

PDB: 1V10, Mol.: Laccase
Org.: Rigidoporus lignosus
Resolution: 1.70 A
Length: 521

Polymer: 1, Chains: A
MW: 55858.68

PDB, Deposition:
Garavaglia ¢f al. 2004-04-02
Citation: [80]

PDB: 2H5U, Mol.: Laccase
Org.: Cerrena mdixima
Resolution: 1.90 A
Length: 499

Polymer: 1, Chains: A
MW: 55670.18

PDB, Deposition:
Lyashenko ez al. 2006-05-27
Citation: [83,85]

PDB: 2HRH, Mol.: Laccase
Org.: Trametes trogii
Resolution: 2.60 A
Length: 496

Polymer: 1, Chains: A
MW: 54247.49

PDB, Deposition:

Gullotto ¢# al. 2006-07-20
Citation: 7ot available

PDB: 2HRG, Mol.: Laccase
Org.: Trametes trogii
Resolution: 1.58 A
Length: 496

Polymer: 1, Chains: A
MW: 55104.45

PDB, Deposition:

Gullotto et al. 2006-07-20
Citation: not available

PDB: 2HZH, Mol.: Laccase
Org.: Coriolus gonatus
Resolution: 2.60 A
Length: 499

Polymer: 1, Chains: A
MW: 54122.88

PDB, Deposition:
Lyashenko ez a/. 2006-08-09
Citation: [81]

PDB: 2QT6, Mol.: Laccase
Org.: Lentinus tigrinus
Resolution: 1.50 A
Length: 498

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 112749.96

PDB, Deposition:
Ferraroni ef al. 2007-08-01
Citation: [72]
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PDB: 3FPX, Mol.: Laccase
Org.: Trametes birsuta
Resolution: 1.80 A
Length: 499

Polymer: 1, Chains: A
MW: 56465.33

PDB, Deposition:
Polyakov ez al. 2009-01-06
Citation: [82]

PDB: 3DIV, Mol.: Laccase
Org.: Cerrena maxima
Resolution: 1.76 A
Length: 499

Polymer: 1, Chains: A
MW: 56220.02

PDB, Deposition:
Zhukova ez al. 2008-06-21
Citation: [73]

PDB: 3KW7, Mol.: Laccase B
Org.: Trametes sp. AH28-2
Resolution: 3.44 A

Length: 502 (24-525)
Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 110887.03

PDB, Deposition:

Ge et al. 2009-12-01

Citation: [87]

PDB: 2XBY, Mol.: Laccase
Org.: Pycnoporus cinnabarinus
Resolution: 1.75 A
Length: 497 (22-518)
Polymer: 1, Chains: A
MW: 57999.61

PDB, Deposition:

Piontek ez al. 2010-11-17
Citation: not available

PDB: 3PXIL., Mol.: Laccase
Org.: Trametes birsuta
Resolution: 1.20 A
Length: 499

Polymer: 1, Chains: A
MW: 56354.35

PDB, Deposition:
Polyakov ez al. 2010-12-10
Citation: not available

PDB: 4A2D, Mol.: Laccase
Org.: Coriolopsis gallica
Resolution: 2.30 A

Length: 496 (22-517)
Polymer: 1, Chains: A
MW: 54383.02

PDB, Deposition:

De La Mora e al. 2011-09-26
Citation: 7ot available

PDB: 4A2E, Mol.: Laccase
Org.: Coriolopsis gallica
Resolution: 1.80 A

Length: 496 (22-517)
Polymer: 1, Chains: A
MW: 53906.09

PDB, Deposition:

De La Mora ¢ al. 2011-09-26
Citation: 7ot available

PDB: 4A2H, Mol.: Laccase
Otrg.: Coriolopsis gallica
Resolution: 2.30 A

Length: 496 (22-517)
Polymer: 1, Chains: A
MW: 54464.58

PDB, Deposition:

De La Mora e al. 2011-09-27
Citation: not available

PDB: 1GWO0, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albomyces
Resolution: 2.40 A

Length: 559

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 132161.81

PDB, Deposition:

Hakulinen e# a/. 2002-03-01
Citation: [94]

PDB: 2IH8, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albonzyces
Resolution: 2.00 A

Length: 559

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 130864.68

PDB, Deposition:
Hakulinen e# a/. 2006-09-26
Citation: [89]

PDB: 2IH9, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albomyces
Resolution: 2.00 A

Length: 559

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 129934.94

PDB, Deposition:
Hakulinen e a/. 2006-09-26
Citation: [89]

PDB: 2Q90, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albonyces
Resolution: 1.30 A

Length: 559

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 131889.56

PDB, Deposition:
Hakulinen ez a/. 2007-06-13
Citation: [90]

41




PDB: 3DKH, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albomyces
Resolution: 2.40 A

Length: 559

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 130716.04

PDB, Deposition:

Andberg ez al. 2008-06-25
Citation: [93]

PDB: 3FU7, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albonyces
Resolution: 1.67 A

Length: 559

Polymer: 1, 2, Chains: A, B
MW: 131164.01

PDB, Deposition:

Kallio ¢z al. 2009-01-14
Citation: [91]

PDB: 3FU8, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albomyces
Resolution: 1.80 A

Length: 559

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 130976.90

PDB, Deposition:

Kallio e al. 2009-01-14
Citation: [91]

PDB: 3FUY, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albonyces
Resolution: 2.00 A

Length: 559

Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 128050.20

PDB, Deposition:

Kallio ¢# a/. 2009-01-14
Citation: [91]

PDB: 3PPS, Mol.: Laccase
Org.: Thielavia arenaria
Resolution: 2.50 A

Length: 604

Polymer: 1, Chains: A, B, C, D
MW: 276674.96

PDB, Deposition:

Kallio e al. 2010-11-25
Citation: [88]

PDB: 3QPK, Mol.: Laccase-1
Org.: Melanocarpus albonyces
Resolution: 1.90 A

Length: 559 (UNP res. 51-609)
Polymer: 1, Chains: A, B
MW: 129328.47

PDB, Deposition:

Kallio ¢z al. 2011-02-14
Citation: [92]

El conocimiento de las estructuras a partir de datos cristalograficos, es indispensable para
comprender las propiedades generales, y en especial del sitio catalitico de una proteina. Sin
embargo, es claro que el nimero de estructuras de lacasas obtenidas hasta el momento sélo
representa una cantidad pequefia, comparada con la gran variedad de isoformas de lacasas
reportadas. La escasez de datos puede explicarse por las dificultades (relacionadas
principalmente con la separaciéon de isoformas) en el proceso de cristalizacién de las lacasas
[26,83,85]; dificultades que resultan en datos de conformacién estructural que podrian no ser
acordes con la realidad. Aun asi, es importante destacar los esfuerzos realizados para
comprender la estructura de las lacasas, donde se evidencia un alto grado de conservacion en
los dominios relacionados con el cobre (a pesar de que el resto de la molécula sea variable
entre distintas lacasas), resultando en lo que algunos autores han denominado sequence

signature [20], y que caracteriza de forma tnica a las lacasas.
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2.7. Mecanismo de accion

Las lacasas contienen 4 atomos de cobre denominados Cu T1 (donde se une el sustrato
reductor) y un centro trinuclear de cobre T2/T3 (donde se une el oxigeno para ser reducido a
agua). Como se explicé anteriormente los cuatro atomos de cobre se pueden clasificar en tres
categorias: Tipo 1 (T1) tipo 2 (T2) y tipo 3 (T3); los cuales se pueden distinguir usando luz
UV/visible y espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (EPR) [3,16]. Los
estudios realizados de espectroscopia y el método del funcional de la densidad (DTF) para
esclarecer la naturaleza de la coordinacion de los centros de cobre en las lacasas, revelaron que
el cobre T2 se encuentra acoplado a dos atomos His-N y un atomo de oxigeno como OH,

mientras que cada cobre T3 se coordina con tres residuos de His, (Figura 2.4).

Figura 2.4. Tlustracion del sitio activo de una lacasa mostrando la orientacion relativa de los atomos de cobre y las
distancias con los ligandos en azul (distancias en A). La estructura tridimensional usada es la lacasa de Coriolus
zonatus (2HZH) obtenida del protein data bank. Modificado de [95,96] .

Existen tres pasos principales en el mecanismo de accién de las lacasas. Inicialmente, el Cu
Tipo 1 se reduce por accién de un sustrato reductor, que posteriormente es oxidado. A
continuacién, el electron se transfiere de manera interna desde el Cu T1 al centro trinuclear
formado por los atomos de los cobres T2 y T3. La molécula de oxigeno se une al centro

trinuclear para una activaciéon asimétrica y se propone que el bolsillo de unién para el O,
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parece restringir el acceso de otros agentes oxidantes distintos al O.. No se detecta H,O, por
fuera de la enzima durante el estado estacionario del proceso, lo cual indica que esta
ocurriendo la reducciéon de los 4 electrones del O, a HO [9,11,12,97]. Debido a que la
oxidacion de un electréon en el sustrato va acoplada a la reduccion de 4 electrones del oxigeno,
no se puede asumir que el mecanismo de reacciéon se da de manera sencilla. Por lo tanto, se
asume que la lacasa actia como una baterfa, almacenando electrones de las reacciones de
oxidacion individuales con el fin de reducir el oxigeno molecular. Asi, se requiere de la
oxidacién de cuatro moléculas de sustrato para producir la reduccién completa del oxigeno

molecular a agua [9,22].

En términos generales, la oxidacién del sustrato por la lacasa es una reaccion de un electrén
que genera un radical libre. El producto inicial es tipicamente inestable y puede sufrir una
segunda oxidaciéon por catalisis enzimatica o por una reaccién no enzimatica como una
hidratacién, polimerizacion o dismutacién [52]. Los enlaces del sustrato natural, lignina, que
pueden ser separados, incluyen oxidacion de los enlaces Ca-, corte de los enlaces Ca-CB v,

corte de enlaces aril-alquil [52,98], (Figura 2.5).

Ca Carbonyl Formation
OH

—> Aryl-Alkyl Cleavage

- > \
OCHjs accase — Radical Coupling

OH 0O

Figura 2.5. Oxidacién de las subunidades fendlicas de lignina por la lacasa. La oxidacién del sustrato es una
reaccion en la cual se genera un radical libre que es inestable y puede experimentar formacién de carbonilo Ca,
rompimiento Aril-Alquil o acoplamiento de radicales. Modificado de [52]. La estructura de lacasa usada proviene
de Coprinopsis cinérea (1AG5).
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2.8. Lacasas y mediadores quimicos: mimetizando la naturaleza

La lignina es un polimero complejo amorfo, de naturaleza aromatica, que funciona como
material de estructura en las paredes celulares de las células vegetales al unirse con la celulosa y
la hemicelulosa, comprende aproximadamente entre el 20-32% del peso seco de la madera [99].
La lignina estd constituida por unidades de p-hidroxyphenyl, guaiacyl, y syringyl-type
phenylpropane, en las cuales las unidades aromaticas se encuentran libres o con grupos

hidroxilo esterificados en las posiciones 1y 3 respectivamente [13].

Mientras que en los tejidos lefiosos de las plantas las lacasas forman parte del sistema que
sintetiza la lignina, la funcién de las lacasas en los hongos de podredumbre blanca es
despolimerizar y mineralizar la lignina. La lacasa es una molécula grande (55-85 kDa) [29] que
no puede penetrar de forma profunda en la madera y, debido a que posee un bajo potencial
redox (= 0.8 V) en comparacién con las peroxidasas linginoliticas (> 1 V), la lacasa s6lo puede
oxidar los fragmentos fenodlicos de la lignina. Sin embargo, el nimero y tipo de sustratos que
pueden ser oxidados por la lacasa se puede ampliar mediante un mecanismo que implica la
participacion de mediadores redox. Estos mediadores, son compuestos de bajo peso molecular
que pueden ser oxidados facilmente por la lacasa, produciendo asi radicales catiénicos muy
inestables y reactivos, que a la vez pueden oxidar compuestos complejos (incluyendo sustratos
no fendlicos) antes de retornar a su estado original [100]. En este mecanismo los mediadores
actian como transportadores difusibles de electrones, permitiendo la oxidacién indirecta de
sustratos poliméricos como la lignina, penetrando incluso a las zonas de su estructura menos
accesibles. Adicionalmente, gracias al uso de mediadores, la lacasa es capaz de oxidar
compuestos con un mayor potencial redox que la propia enzima, un ejemplo de ello es la

oxidacién mediada de los hidrocarburos aromaticos policilicos o PAHs [101].

Desde que Bourbonnais demostré que la inclusion de mediadores expandfa la actividad
catalitica de las lacasa hacia sustratos no fendlicos, [102] se han desctito mas de 100
mediadores distintos, aunque los mas usados comunmente son el ABTS (2,2’azino bis(3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonato)) y el HBT (1-hidroxibenzotriazol) [8]. El sistema lacasa-mediador
puede aplicarse en la industria del blanqueo de la pasta de papel, [103,104] asi como en la
biorremediacién de xenobiéticos como los PAHs [103-109]. Ademas, se ha demostrado que la

combinacién de dos o mas mediadores (por ejemplo, ABTS y HBT) puede generar un efecto
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sinérgico en la actividad oxidativa [110]. Sin embargo, el elevado costo econdémico de los
mediadores de origen quimico, su elevada toxicidad y la carencia de estudios suficientes sobre
los efectos de sus derivados, ademas de la inactivaciéon que sus radicales catidnicos ejercen
sobre la lacasa, hace que la aplicacion del sistema lacasa mediador sea aun limitada [111]. Por
esta razon, el uso de mediadores naturales podria presentar ventajas medioambientales y
econémicas. Muchos compuestos implicados en la degradacion natural de la lignina y que se
derivan de unidades de lignina oxidadas o que son secretados por los hongos de podredumbre
blanca, pueden actuar como mediadores de manera eficaz [112]. Asi, los mediadores naturales
acido 4-hidroxibenzoico, alcohol 4-hidroxibencilico, alcohol veratrilico, siringaldehido,
acetosiringona, vainillina, y acido p-cumarico, entre otros, se han probado con diferentes
lacasas obteniendo resultados similares a los conseguidos con mediadores artificiales [112-114].
Un claro ejemplo es el descrito recientemente para la degradacion de los PAHs benzo|a4]pireno,
pireno y antraceno por el sistema lacasa mediador constituido por la lacasa de Pyenoporus

cinnabarinus y el acido p-cumarico [112].

2.9. Lacasas atipicas

Usualmente, las lacasas contienen 3 dominios en su estructura (Figura 2.2) y una masa
molecular aproximada de 50-70 kDa o mas. S6lo algunas de las enzimas oxidasas multicobre,
contienen 2 dominios en su estructura y una masa molecular aproximada de 30-40 kDa [115].
Sin embargo, no es comun encontrar lacasas con pesos moleculares por debajo de los 50 kDa y
so6lo se han realizado unos pocos reportes que describen pesos moleculares bajos de lacasas de
Botrytis cinerea [116] y de los cuerpos fructiferos de Tricoloma giggantenm [117]. Debido a su masa
molecular pequena, las lacasas con dos dominios podrian requerir ensamblarse hasta adquirir
una estructura cuaternaria, aunque los datos obtenidos por algunos autores, sugieren que estas

enzimas pueden actuar también como mondmeros [5].

Dentro de las llamadas lacasas atipicas, se encuentran también las lacasas con estructura
cuaternaria, y se clasifican de esta manera ya que normalmente, la mayorfa de ellas actia como
monomeros. Se han aislado algunas lacasas que exhiben una estructura homodimérica, como
es el caso de las obtenidas a partir de los Basidiomicetes Trametes villosa [33] y Phellinus ribis
[118], los Ascomicetes fitopatogenos Rbhizoctonia solani [35] y Gaeunmannonyces graminis [119], y

para el Ascomicete acuatico Phoma sp. UHH 5-1-03 [120]. Se conoce que algunas de estas
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enzimas presentan una dimerizaciéon dependiente de pH, como se encontré en Phoma sp. UHH
5-1-03, donde predomina el estado dimérico a un rango de pH entre 5.0-8.0 [120]. El arreglo
dimérico es necesario para asegurar la funcién adecuada de algunas enzimas [5], como parece
suceder con las lacasas homodiméricas que presentan subunidades con 2 dominios, aisladas a
partic de Pleurotus pulmonarius [121], Pleurotus eryngii [122], y el hongo micorrtizico Cantharellus
ctbarins [123].

Finalmente, como se menciond anteriormente, las lacasas contienen cuatro atomos de cobre y
presentan un pico de absorciéon cercano a los 600nm de longitud de onda. Sin embargo,
algunas lacasas poseen propiedades espectrales inusuales, ya que no presentan el espectro de
absorcién caracteristico del Cu T1. Estas lacasas, se denominan lacasas “amarillas” o “blancas”
y, aunque algunos autores no las reconocen como lacasas verdaderas, otros argumentan que si
se considera que las lacasas son enzimas capaces de oxidar polifenoles, fenoles metoxi-
sustituidos, diaminas aromaticas, y un rango amplio de otros compuestos pero no tirosina;

entonces las lacasas “amarillas” y “blancas” deben ser consideradas como lacasas verdaderas

[5]-

2.10. Produccion heterdloga de lacasas

La obtencién de lacasa a partir de fuentes nativas no alcanza a suplir las necesidades de los
procesos a nivel industrial, debido principalmente a la baja produccion de enzima y a los altos
costos en los procedimientos de cultivo y purificacion. Por esta razon, la expresion heterdloga
de lacasas se ha convertido en una alternativa prometedora donde se pueden utilizar
hospederos faciles de manipular genéticamente y cultivar con el fin de aumentar la

productividad en un menor tiempo y reducir asf los costos de produccion [55].

Las lacasas, como otras enzimas oxidativas, son dificiles de expresar de forma heteréloga en
sistemas que no son de naturaleza fingica [11], esto podria explicar que hasta el momento sélo
se encuentre un dnico reporte de una lacasa fungica expresada en un sistema bacteriano, donde
la lacasa del hongo ligninolitico Cyathus bulleri (Basidiomycota) se expresé de forma exitosa en
Escherichia coli [124]. El poco interés con respecto a la expresion de lacasas fungicas en sistemas
bacterianos podria explicarse debido a los requerimientos de glicosilacion en lacasas

extracelulares [29] y a factores intrinsecos de los sistemas bacterianos como la ausencia de
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chaperonas que faciliten el plegamiento de la proteina expresada y a la diferencia en el uso de
codones [11], entre otros; aspectos que en sumatoria representan un inconveniente en el
proceso de produccion. Por consiguiente, la mayoria de las lacasas expresadas de forma
heteréloga se reportan en sistemas eucariotas como levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris, Pichia methalonica, Yarrowia lipolytica y Kluyveromyces lactis) y hongos filamentosos

(Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Aspergillus sojae y Trichoderma reseei), (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Lista de algunas lacasas fungicas expresadas de forma heteréloga en levaduras y hongos filamentosos.

Lacasa Origen Hospedero Comentarios Referencias
LCC1 Trametes versicolor Pichia pastoris Active laccase secreted in [125-127]
the medium. Production
yield was further
optimized.
LCC1 Saccharomyces cerevisiae Undetectable laccase [128]

activity in the medium.

LCC2 Active laccase secreted in [128,129]
the medium. Production
of ethanol from raw
materials (0.12 UL1).

LCCI Pichia pastoris Active laccase secreted in [130]
the medium. The enzyme
and a truncated vetsion

(LCCla) were purified

and partially
characterized.
LCCIV Laccase secreted activity [131]

of 0.15 Uml! (ABTS).
The enzyme was purified

and partially
characterized.
LCC1 Pichia methalonica 979 U ml! of laccase [132]

acivity in recombinant
with the o-factor signal

peptide.

LACIIIb Yarrowia lipohtica 2.5 mgl-1 (0.23 Uml!) of [133]
active  enzyme  with
limited excess of
glycosylation.

LCCa Saccharomyces cerevisiae 0.035 UL! of laccase [134]

activity produced by S.
cerevisiae.

LCC1, LCC2 Pichia pastoris 28 UL! of laccase [135]
Aspergillus niger activity produced by P.
pastoris and up to 2700 U
I by A. niger.

Gene IV Aspergillus niger 592 UL! of enzyme [136]
activity in  solid-state
fermentation  produced
by A. niger.

PrLL Phlebia radiata Trichoderma reesei 20 mg 11 of secreted [137]
active laccase in small—
scale fermentations.

LCC1,LCC4 Rhbizoctonia solani Aspergillus oryzae Active laccase secreted in [35]
the medium. The enzyme
was purified and partially
characterized.

LCC2 Active laccase secreted
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LCC1

LAC

LCC1

LAC1

LAC1

LAC1

LAC1

LAC4

LAC1

LAC1

LAC3

POXAT1b,

POXC

POXA3

LCC1

LCC

LCC1

Trametes villosa

Schizophyllum commune

Coprinus cinerens

Pycnoporus cinnabarinus

Plenrous sajor-cajn

Melanocarpus albomyces

Trametes sp. strain C30

Plenrotus ostreatus

Pycnoporus coccinens

Tametes trogii

Aspergillus oryzae

Aspergillus sojae

Aspergillus oryzae

Pichia pastoris

Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

Yarrowia lipohytica

Pichia pastoris

Trichoderma reesei

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Kinyveromyces lactis

Saccharomyces cerevisiae

Kiuyveromyces lactis

Aspergillus oryzae

Saccabromyces cerevisiae

Pichia pastoris

Klnyveromyces lactis

into the culture medium.

Active laccase secreted in
the medium. The enzyme
was purified and partially
characterized.

Laccase secteted activity
of 774 Uml!' (Gallic
acid).

Transformants  secreted
from 8.0 to 135 mg of
active laccase per liter.

Transformants  secreted
8.0 mgl.! of
hyperglycosylated active
laccase.

70 mgl! of active laccase
using the A. wiger signal
peptide which represent a
77-fold increased activity
(7000 Uml-t) (ABTS).

80 mgl! of active
laccase.

20 mgl!  of active
enzyme in bioreactor.

Transformants produced
485 mgl! of active
laccase.

920 mgli!  of active
laccase.

168 UL! of laccase
activity produced.

2 mglil! of rLAC3
produced in bioreactor.
K Jactis  was  motre
effective host than .
cerevisiae.

80 UL, after 10 days of
incubation.

High copper
concentrations are
required for the
production of active
laccase.

17  mgl! of active
enzyme, reaching up to
2520 UL in fedbatch
culture.

6.6 UL! of bioactive

[33]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

(391

[144]

[145]

[140]

[147]

[148]

[149]

[150]




molecule produced by K.
lactis.
LACB Trametes sp. Pichia pastoris Overexpression (1.01 [151]
U/mg) of active laccase
(32000 Uml1).

LACD Trametes sp 420 Pichia pastoris 8.3 X 104 UL +of active [152]
laccase.

Ery3 Plenrotus eryngii Aspergillus niger Partially characterization [40]
of recombinant laccase.

Pel3 Saccharomyces cerevisiae 139 mUml! of laccase in [153]
alginate immobilized
cells.
Fome lignosus Pichia pastoris 3.7-fold expression [154]
LCC improvement (up to 144
mgl. 1)

Aunque los resultados obtenidos hasta el momento en la produccién heteréloga de lacasas son
prometedores, el camino para obtener altos niveles de expresiéon, en combinaciéon con una
actividad biologica 6ptima se encuentra lleno de obstaculos. Un ejemplo de esta situacion es la
contradiccion existente con respecto a los hospederos adecuados para la produccion
heteréloga de lacasas fingicas, donde los Ascomicetos se consideran mas amigables a la hora
de manipularlos genéticamente y llevar a cabo procesos industriales de escalado, pero el tan
deseado alto potencial redox de las lacasas se obtiene principalmente a partir de la expresion en

Basidiomicetes; menos amigables al momento de ser modificados genéticamente [29,55,124].

Dicha capacidad de producir lacasas de forma eficiente en sistemas heterélogos depende en
gran medida de la naturaleza de los cambios realizados a la secuencia original de DNA. Por
ejemplo, se ha obtenido un incremento en la secrecién de lacasas heterélogas reemplazando el
DNA que codifica para el péptido sefial nativo, por secuencias sefial presentes en proteinas
con alto grado de secreciéon en el organismo hospedero [124]; otra estrategia usada para
mejorar la secrecion de lacasas recombinantes, incluye la evolucién molecular “zz vitro”, donde
mediante mutagénesis aleatoria inducida y/o recombinaciones en el material genético que
codifica para una o varias proteinas, se genera una diversidad genética que posteriormente se
expresa y explora bajo las condiciones en las que se quiere mejorar la enzima (altas

temperaturas o medios no convencionales, pH extremo, etc.), [112,113].
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Un factor adicional que puede influir en la expresion de secuencias que codifican para
proteinas recombinantes, a menudo se encuentra relacionado con el uso inapropiado de
codones donde, en funcién de la ubicacién y abundancia de los codones inusuales, se pueden
producir pausas en el proceso de traducciéon. De hecho, Bulter y colaboradores encontraron
que las mutaciones sinénimas a codones que se usan con mayor frecuencia en el hospedero
pueden incrementar la produccion de lacasa de Myceliophtora thermophila expresada en . cerevisiae.
En sus experimentos se realizaron 10 rondas repetidas de mutagénesis dirigida, que finalmente
llevaron a un incremento de 170 veces en la producciéon de la enzima y una mayor

termoestabilidad con respecto a la enzima nativa [155].

A pesar de los resultados satisfactorios que se han obtenido en la expresion heterdloga de
lacasas en levaduras, algunos autores reportan en particular a . cerevisiae y P. pastoris como
sistemas de expresion con tendencia a hiperglicosilar dichas proteinas [29,55]. Aun asi, no se
habfa prestado suficiente atencién a los aspectos relacionados con la glicosilaciéon de lacasas,
hasta la revision realizada recientemente por Rodgers ez a/., donde se destaca la influencia que
ejercen los carbohidratos presentes en la estructura proteica en los procesos de secrecion,
plegamiento y funcionalidad de la proteina heteréloga, sugiriendo que dichos carbohidratos
juegan un papel importante en la estabilizacion de los centros de cobre del sitio activo,
proteccion frente a protedlisis e incremento en la termoestabilidad; influyendo finalmente en la
actividad catalitica de las lacasas [29]. Sin embargo, otros autores reportan de manera
contrastante que la hiperglicosilacion parece afectar el proceso de produccion de la enzima mas

no sus propiedades cataliticas [124].

Los resultados controversiales con respecto a la producciéon heterdloga de lacasas que se han
encontrado hasta el momento, hacen que atn permanezca oculto “el mejor hospedero” o la
lacasa “mas promisoria”. Actualmente, debido a los grandes avances en las técnicas de biologia
molecular y DNA remombinante, se pueden explorar nuevas estrategias en el camino hacia la
produccion a nivel industrial de lacasa, iniciando la experimentacién con genes sintéticos que
codifiquen para lacasas donde, el uso de codones optimizados y modificaciones especificas en
la secuencia de nucledtidos permitan mejorar la expresion de la enzima, o incluso obtener
nuevas caracterfsticas que representen una ventaja en ciertos procesos industriales. Por esta

razo6n, nos hemos propuesto llevar a cabo la expresion heteréloga de un gen sintético de lacasa
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obtenido a partir cepas autoctonas de Pleurotus ostreatus y Ganoderma lucidum, para finalmente
usar la lacasa obtenida como alternativa para el tratamiento de pulpa de celulosa; se espera que
a largo plazo su uso pueda extenderse a otro tipo de sectores como la industria textil, donde
estas enzimas pueden tener un uso potencial en la remocioén de colorantes y contaminantes de

los efluentes.

2.11. Aplicaciones biotecnolégicas

Las lacasas procedentes de hongos Basidiomicetos de podredumbre blanca poseen un gran
potencial biotecnolégico debido a las caracteristicas que se han mencionado con anterioridad
en esta revision [98,112]. Las lacasas de alto potencial redox pueden ser empleadas en casi la
totalidad de la cadena de produccién de productos papeleros: elaboracion de pasta de papel,
blanqueo libre de cloro de las pastas, o en el tratamiento de efluentes. En la industria de
productos forestales, otras dos areas emergentes de investigacion son: i) el disefio de materiales
lighocelulésicos con nuevas propiedades de resistencia y estabilidad mediante el injerto de
compuestos fendlicos catalizado por lacasa, en la denominada “funcionalizacién de las fibras
de celulosa”; y ii) el uso de lacasas para la mejora del grado de compactacion de tableros de
madera (mediante acoplamiento enzimatico “/z situ* de la lignina), sin necesidad de utilizar

adhesivos toxicos a base de formaldehido.

Adicionalmente, las lacasas juegan un rol importante en otros campos como son: la industria
alimentaria en el procesamiento de bebidas o de productos de panaderia; la industria textil en la
degradacion (detoxificacion) de los colorantes de los efluentes o blanqueo de tejidos;
nanobiotecnologia como detectores de fenoles, oxigeno, azidas, morfina, codeina,
catecolaminas o flavonoides en la elaboracion de biosensores para analisis clinicios y
medioambientales, y en la elaboracién de biopilas de combustible que ofrecen energfa eléctrica
limpia (sin utilizar combustibles fésiles) mediante la inmovilizacién de lacasas en el catodo;
biorremediaciéon en la degradacién de PAHs y compuestos AOX; sintesis quimica en la
producciéon de polimeros complejos (policatecol para resinas de cromatografia), sintesis de
agentes farmacoldgicos (antitumorales, nuevos derivados antibiéticos, y cosméticos (tientes de

cabello formulados con lacasa) [11,12,106].
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La diversidad catalitica de las lacasas, hace que estas enzimas generen cada vez mayor interés
en aplicaciones biotecnoldgicas. Una de las aplicaciones técnicas mas conocidas de las lacasas
es la deslignificacion y el tratamiento de las aguas residuales en la industria papelera. Desde que
Bourbonnais demostré que la lacasa de Trametes versicolor era capaz de deslignificar la pasta de
papel en presencia de mediadores, sin necesidad de las técnicas tradicionales basadas en el uso

de reactivos toxicos clorados, son muchos los estudios desarrollados para optimizar el proceso

completo [88,92,115].

La biorremediaciéon enzimatica mediante lacasas es otra de las areas de gran interés. El sistema
lacasa-mediador es capaz de oxidar compuestos toxicos presentes en zonas contaminadas y
efluentes industriales como los PAHs, clorofenoles, dimetoxifenoles, nitrofenoles, y
plaguicidas entre otros [87,96,115]. Por ejemplo, se sabe que la carga contaminante de aguas
residuales resultantes del proceso de blanqueo durante la produccién de papel, se caracterizada
por tener altos niveles de demanda quimica de oxigeno (COD), color y mas de 500
compuestos organicos haluros absorbibles (AOX) [156]. Las lacasas son de gran utilidad en la

degradacion de residuos lignoceluldsicos en general [157].

Una metodologia novedosa utilizada por nuestro grupo de investigacion para reducir la carga
contaminante y donde se hizo uso del potencial redox de las lacasas provenientes de los
Basidiomicetes, es la planteada por Pedroza ¢ al; donde se realiza el uso secuencial del hongo
Trametes versicolor, seguido del tratamiento por fotocatdlisis con UV/TiO2/RuSe, [158] o
UV/TiO; [159]. Con la combinaciéon Trametes versicolor-UV /'TiO,/Ru.Se,, se logré reducir las
poblaciones bacterianas y fungicas en 5 unidades logaritmicas con respecto al control sin
tratamiento, ademas el tratamiento global, resulté en el 92% de remocién de color (de 5800
UC), reduccion de COD (de 59 gl.") y una remocion de clorofenol del 99% a las 96 horas de
tratamiento [158]. Por otra parte con el uso secuencial de Trametes versicolor-UV /TiOx, se logtd

una remocién de color del 99% [159].

Por otra parte la degradacion de PAHs se considera de especial interés, ya que los
hidrocarburos aromaticos policiclicos constituyen un grupo de xenobidticos muy peligrosos
(mutagénicos, carcinogénicos y/o teratogénicos) que se encuentran distribuidos ampliamente

en ambientes terrestres y acudticos. Las principales fuentes de emisién proceden de vertidos
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marinos, los motores de los vehiculos, procesos industriales o incendios forestales. Las ultimas
tendencias en eliminacion de PAHs apuntan a la combinacién de métodos quimicos y
biolégicos como tratamiento de choque para la oxidacién [101,160]. En este sentido, se esta
realizando un esfuerzo importante para el disefio de lacasas eficaces en la oxidacién de PAHs
bajo las exigentes condiciones del proceso (presencia de disolventes organicos, condiciones

ambientales extremas, etc.), [23,111,112].

En el campo de la industria textil, las aplicaciones van desde el blanqueo de la fibra de algodén
y colorantes textiles hasta la produccién de precursores de colorantes de mayor calidad asi
como en la eliminacién de estos en aguas residuales [161]. De hecho, la lacasa de M. thermophila

se usa desde hace poco para la oxidacion del colorante indigo en ropa de mezclilla [101].

En la industria alimentaria las lacasas se utilizan para mejorar la estabilidad y propiedades
organolépticas de zumos de frutas, vino y cerveza. I.a oxidaciéon enzimatica de compuestos
fenodlicos en las bebidas elimina la turbidez y produce mejoras en el color, aroma y sabor.
Ademas, el uso de lacasas en panaderfa influye en la calidad de la masa de pan [162]. Las
lacasas se incorporan a productos cosméticos y de higiene personal. La tincién y ondulamiento
del cabello implica el uso de productos quimicos agresivos que pueden ser reemplazados por
tratamientos con lacasas. También se utilizan en desinfeccién, cuidado de la piel y en
desodorantes, ya que las lacasas son capaces de oxidar tioles y compuestos amoénicos que

producen mal olor [163].

La actividad enzimatica de la lacasa acoplada a transductores fisicos puede ser util en el disefio
de biosensores para detectar O, y una gran variedad de sustratos reductores como fenoles,
anilinas y glucosa. Ademas, puede determinar indirectamente la actividad de otras enzimas (por
ejemplo, amilasas, aminopeptidasas, fosfatasa alcalina, celobiosa oxidasa, quimotrtipsina o

glucosidasa), [162-164].

Debido a que las lacasas pertenecen al exclusivo grupo de enzimas capaces de aceptar
electrones directamente desde un electrodo [104] y que ademas, catalizan la reduccién de
oxigeno a agua; una aplicacion prometedora de las lacasas estarfa dirigida al disefo de biopilas

de combustible.
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2.12. Conclusiones

Las lacasas forman parte del subgrupo amplio de oxidasas azules multi-cobre (MCOs) y tienen
la capacidad de catalizar la oxidacion de una gran variedad de compuestos organicos
aromaticos de manera concomitante con la reduccién del oxigeno molecular a agua; este
comportamiento catalitico depende del E’ del Cu T1, el cual es mayor en algunas lacasas
fungicas comparado con las provenientes de plantas o bacterias. Pese a que varios factores
como el grado de solvatacion, las interacciones metal-ligando, las interacciones electrostaticas
intramoleculares y/o las restricciones del plegamiento de la proteina, afectan el potencial redox

de las lacasas, la geometria de coordinacion de los sitios de Cu es altamente conservada.

Es importante a destacar la multiplicidad de genes y la existencia de un sistema complejo de
elementos reguladores en ¢, lo que propicia la produccion de varias isoformas; cuya expresion
depende de los niveles de nutrientes, las condiciones de cultivo, el estado de desarrollo del
hongo y la presencia de agentes inductores. La existencia de numerosos genes para producir
isoformas, puede explicarse como consecuencia de la diversidad de funciones fisiologicas de las
lacasas durante el ciclo de vida de un hongo (deslignificacién, formacién del cuerpo fructifero,
patogénesis, formaciéon de pigmento durante el desarrollo asexual e interacciones de

competencia). No obstante la regulacion transcripcional de lacasas aun no es clara.

En la actualidad se conoce la estructura 3D de 28 lacasas fungicas, 18 provenientes de
Basidiomicetes y 10 de Ascomicetes; estas estructuras obtenidas por Cristalografia y Difraccion
de Rayos X fueron obtenidas con diferente resoluciéon y no es claro ¢Qué tanto influye la
resolucion de la técnica en las diferencias estructuradles encontradas?; sin embargo es claro que
existen diferencias interespecificas (entre las lacasas de diferentes géneros y especies) e

intraespecificas (entre las lacasas del mismo hongo).

Aunque algunas lacasas obtenidas en sistemas no recombinantes se usan a nivel industrial de
forma exitosa , no todas combinan los atributos necesarios para favorecer los procesos de
produccion (estabilidad y actividad en rangos amplios de temperatura y pH, alto potencial
redox y halide/hydroxide tolerante). Asi, el desarrollo de sistemas robustos de expresion
heteréloga podria ofrecer numerosos beneficios en comparaciéon con la purificacion de

enzimas directamente desde sus productores nativos. Es claro entonces que aun permanecen
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varios aspectos que requieren profundizacién, y las proximas investigaciones podrian estar
dirigidas al entendimiento de los mecanismos de regulaciéon de expresion de los genes, la
influencia de los patrones de glicosilacion en la actividad biolégica, y el disefio de sistemas de

expresion heteréloga que cumplan con los requerimientos a escala industrial, entre otros.

Finalmente, las lacasas son enzimas antiguas con un gran futuro. Y siguen siendo relevantes
como modelo de relaciones estructura/funcién y como “herramientas verdes” en los procesos
industriales, haciendo que su estudio adquiera cada vez mas relevancia en la industria

biotecnolégica.
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CAPITULO 3.

ANALISIS COMPUTACIONAL Y EXPRESION
CONSTITUTIVA A BAJA ESCALA DEL GEN
SINTETICO DE LA LLACASA POXA 1BDE
Pleurotus ostreatus EN Pichia pastoris
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3.1. Introduccion

En la actualidad se usan més de 7 x 10° toneladas métricas al afio de colorantes en las industrias
productoras de papel, textiles y tefiido de cueros [1]. Las clases quimicas de los colorantes
sintéticos mas usadas en estas industrias son las antraquinonas, los sulfuros, los indigoides, los
trifenilmetanicos, los derivados de las ftalocianinas y los azo [2]; todos caracterizados por la
presencia de anillos aromaticos en la estructura. Ademas del problema asociado al color, la

mayoria de estos compuestos son toxicos, carcinogénicos y altamente recalcitrantes.

Por otra parte, los tratamientos bioldgicos convencionales para degradar los colorantes
provenientes de las aguas contaminadas no son lo suficientemente efectivos, por lo que se
requiere el uso de estrategias no convencionales para eliminarlos; como técnicas fisicas y
quimicas; incluyendo adsorcién a matrices organicas o inorganicas y la decoloraciéon por

fotocatalisis y oxidacion [3-5].

Algunos microorganismos ligninoliticos como los hongos de podredumbre blanca, entre ellos
Plenrotus ostreatus, son capaces de degradar una gran variedad de compuestos contaminantes de
naturaleza aromatica (similares a la lignina y sus derivados). En sentido general los
Basidiomicetes son considerados los degradadores mas eficientes de lignina, debido a su
maquinaria enzimatica compuesta principalmente por Lacasas (EC 1.10.3.2), Lignino
peroxidasas (EC 1.11.10.14) y Manganeso peroxidasas (EC 1.11.1.13). Esta dotacion
enzimatica resulta muy atractiva para la industria, por su capacidad para catalizar la oxidacién
de los compuestos toxicos al mismo tiempo que realizan la reduccion del oxigeno molecular a
agua y porque a diferencia de las otras peroxidasas, presentan una alta estabilidad; facilitando la
posibilidad de usatrlas de forma inmovilizada [6-9]. Pese a que la produccién de enzimas
ligninoliticas a partir de las fuentes nativas (hongos) esta limitada por los largos tiempos de
produccion y las bajas concentraciones que se obtienen (lo que genera desventajas econémicas
y productivas para el sector industrial); estudios recientes han mostrado que el empleo directo
de lacasas permite alcanzar una degradacion rapida y significativa de los sustratos de interés

[10].

En contraste, las levaduras, tienen un crecimiento rapido, es relativamente facil su

manipulacién genética y son capaces de realizar modificaciones postraduccionales especificas
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(procesamiento proteolitico, formacién de puentes disulfuro y glicosilacion entre otros), por lo
que son muy utilizadas como sistema de expresion de enzimas recombinantes. Adicionalmente,
el cultivo de levaduras es econémico, presenta rendimientos altos y son poco exigentes en
términos de tiempo y medios de cultivo [11], lo que representa una ventaja para la produccion

a mayor escala de enzimas [9].

En sentido general, para incrementar la produccién de las enzimas recombinantes en levaduras
se han utilizado varias estrategias, como la integracion en DNA cromosomal de multiples
copias del gen de interés, el uso de promotores fuertes y de péptidos sefiales eficientes en los
vectores de expresion, de forma tal que el hospedero pueda sobre-expresar la proteina y
secretarla al medio de cultivo; simplificando asi el proceso de downstream, pues al centrifugar el
cultivo se obtiene proteina recombinante en el extracto crudo sin la necesidad de hacer ruptura

celular [11-13].

Hasta el momento, la expresion heterdloga de lacasas de hongos en levaduras como
Saccharomyces cerevisiae (14, Pichia pastoris [15,16], Pichia methanolica (17), Yarrowia lipolytica [18] y
Kinyveromyces lactis [19] se ha llevado a cabo en su mayoria bajo el uso de promotores inducibles
y aunque se han obtenido resultados prometedores, la via para obtener niveles altos de
expresion y de actividad bioldgica es controversial. En este sentido algunos investigadores
consideran que los hospederos mas adecuados para la producciéon heteréloga de lacasas
fangicas son los Ascomicetes, debido a lo amigables que son para la manipulacioén genética y el
escalado a procesos industriales; sin embargo, los potenciales redox mas altos se han obtenido
en lacasas recombinantes expresadas en Basidiomicetes (organismos que son considerados

menos amigables para ser modificados genéticamente) [11,20,21].

La habilidad para producir lacasas en sistemas heterélogos de forma eficiente depende en gran
medida de la naturaleza de los cambios realizados en la secuencia original del DNA. Por
ejemplo, se ha logrado incrementar la secreciéon de la enzima, reemplazando la secuencia del
péptido sefal nativo por otros péptidos sefales presentes en proteinas con alto grado de
secrecion en el organismo hospedero [20,22]. Un factor adicional que puede influir en la
expresion de proteinas recombinantes, es la sintesis quimica de gen a expresar, pues se pueden

modificar de manera sinénima los codones, para facilitar la traduccién, disminuyendo asi la
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presion sobre el hospedero para que utilice codones inusuales; en este sentido Bulter e a/,
encontraron que estas modificaciones incrementaron la expresion de lacasa de Myceligphtora
thermophila en S. cerevisiae [23]. Pese a estas experiencias aun es incierta la seleccion del “mejor

hospedero, la estrategia infalible o la lacasa mas promisoria”.

Este trabajo tuvo varios objetivos, el primero optimizar la secuencia del gen POX.A 7B para
que una vez sintetizado pudiera ser replicado, transcrito y traducido como propio en la
levadura P. pastoris. El segundo objetivo fue proponer y validar un modelo 3D para la
estructura de la lacasa POXA 1B o Lacc6 de P. ostreatus; el tercer objetivo fue analizar por
Docking molecular la interaccién de esta lacasa con el sustrato ABTS [acido 2,2’ azino-bis-(3
etil benzatiazoline sulfato)], (comunmente utilizado para la deteccién de actividad biologica).
Finalmente respaldar a través de la expresion heteréloga constitutiva de la secuencia sintética

del gen POXA 7B en P. pastoris todo el trabajo computacional desarrollado previamente.

La informacién obtenida en este trabajo es de gran utilidad para avanzar en los procesos de
produccién a mayor escala de las lacasas recombinantes, utilizando el sistema de expresion P.
pastoris y para generar aproximaciones al estudio de la dinamica molecular y de los mecanismos
de estas reacciones enzimaticas; asi como de las interacciones entre esta lacasa y los diferentes

sustratos sobre los cuales puede ejercer su accion.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Optimizacioén y disefio de la secuencia sintética de la lacasa de P. ostreatus

El gen que codifica para la lacasa Lacc6 o POXA 1B de P. ostreatus se disené a partir de una
secuencia ~ que se encuentra en el Jont  Genome  Institne - USA
(http://genome.jgi.doe.gov/PleosPC15_2/PleosPC15_2.home.html) [53,16,54]. La secuencia
fue optimizada a través del algoritmo OptimumGene™ de GenScript (USA Inc. 860
Centennial Ave. Piscataway, NJ 08854); el gen optimizado se denominé /lacPost-Stop (laccase
trom Plenrotus ostreatus with stop codon). Dicha optimizacion se realizé con el objetivo de
ajustar el uso de codones para la expresion en P. pastorss, el contenido de GC, la presencia de
elementos reguladores Cis y las secuencias repetitivas. Adicionalmente, se eliminaron las
secuencias del péptido sefial nativo y se afiadieron los sitios de reconocimiento para las
enzimas de restriccion EwRI y Nofl en los extremos 5" y 3  respectivamente; con el fin de
facilitar la construccion del vector de expresion. La secuencia optimizada fue sintetizada por la

companfa GenScript (USA Inc. 860 Centennial Ave. Piscataway, NJ 08854).

3.2.2. Modelacion 3D

La secuencia protéica y su modelo obtenido por traduccién conceptual del gen optimizado
para la lacasa POXA 1B (lacPost-Stop) de P. ostreatus se denominé LacPost. La secuencia se cargd
en el servidor en linea Phyre 2.0 del Structural Bioinformatics Group (Imperial College, London),
[55]. El molde identificado por Phyre fue la estructura cristalografica de la lacasa de Trametes
versicolor registrada en el Protein Data Bank (PDB) con el cédigo de acceso 1GYC. Phyre se
encuentra asociado a otro servidor llamado 3DLigandSite, capaz de generar un custer de
ligandos posibles en los sitios activos de ciertas proteinas [56]. Usando la base de datos Pfam
[57,58], se identificaron los diferentes dominios estructurales de los modelos y a través del
software Chimera [59] se solaparon los modelos con la estructura 1GYC, con el fin de eliminar
los iones de cobre estimados erréneamente y de esta manera dejar solamente aquellos que se
ajustaran mejor a la simetria de los iones del molde. La estimacién sélo ocurrié en los sitios
T2/T3, pot lo tanto, para agregar el ion faltante y basados en el solapamiento, se usaron las
coordenadas del cobre del sitio T1 del molde y luego se adicionaron al archivo de coordenadas

de cada modelo modificando la funcion HETAM.
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3.2.3. Evaluacion y analisis del modelo

La evaluacion de la geometria se realizo con el servidor QMEAN del Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB). QMEAN estima la calidad de la estructura de los modelos haciendo una
comparacion exhaustiva con las estructuras determinadas por cristalografia o por resonancia
magnética depositadas en el PDB, usando dos funciones de puntuacion QMEANIocal y
QMEAN(Cclust [60-62]. Para estimar la disposicion correcta de los angulos dihedrales (y/®) se
gener6 un grafico de Ramachandran ignorando los residuos de glicina y prolina por medio del
programa USFC Chimera. El analisis de RMSD se hizo comparando cada modelo con la
estructura de T. versicolor a través del programa SuperPose 1.0 [62,63]. La arquitectura de los
modelos fue analizada con el programa VADAR 1.8 [43], el cual calcula la distancia promedio
de los enlaces de hidrogeno, angulos dihedrales, area de superficie accesible y el volumen de los

modelos.

3.2.4. Modelacion de ligandos y Docking molecular

Se escogi6 como modelo de ligando la molécula de ABTS J[acido 2,2 azino-bis-(3 etil
benzatiazoline sulfato)]. Usando la especificacién de introduccion lineal molecular simplificada
o cadenas SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification) suministradas por la
base de datos Pubchem del NCBI [64]. La estructura se modeld y se refiné con el programa
Chimera. Antes de llevar a cabo los experimentos de docking con el programa AutoDock 4.2
[65], se usé el programa CASTp [60] con el fin de identificar la accesibilidad del sustrato en la
supetficie de la lacasa y por lo tanto, los residuos implicados en el bolsillo catalitico. Se
adicionaron hidrégenos polares a cada receptor, y luego se agregaron las cargas a éstos y al
ligando por el método de Gasteiger [67]. El archivo de coordenadas que AutoDock
proporcioné en la preparacion del receptor fue modificado para suministrar las cargas de los
atomos de cobre. Teniendo en cuenta las salidas de CASTp, se calculd la grilla; situandola justo
en el bolsillo de enlace de cada modelo. Se usaron dos dimensiones de caja diferentes para
ABTS (40’ y 50° puntos) con un espaciado de 0.375A. Los parametros de la grilla y los mapas
atémicos de afinidad se calcularon con AutoGrid 4. Cada experimento de docking se realizo
con el algoritmo genético Lamarkiano con 2500000 evaluaciones energéticas con un tamafio
poblacional de 150. Con el objetivo de seleccionar la configuraciéon de ABTS mas cercana a un
complejo cristalografico, se compararon los acoplamientos predichos con la estructura de

lacasa 3ZDW co-cristalizada con ABTS, midiendo el RMSD de cada estimacién con el

73



programa Chimera. Finalmente, se determinaron las interacciones moleculares del ligando con

el modelo y se registré la energia de enlace en kcal mol™.

3.2.5. Clonacién y expresion del gen sintético JaccPost-Stop

3.2.5.1. Cepas, plasmidos y medios de cultivo

E. coliy, DH50 (F° endA1, giN44, thi-1, reeAl, relAl, gyrA96, deoR, nupG, ®80AlacZ AM15
A(lacZY A-argF)U169, hsdR17(rx- mk+), A-), fue utilizada como hospedero para la
subclonacion. P. pastoris X-33 (Wild type) se usé como hospedero para la expresion de la lacasa
recombinante. Inicialmente, el gen sintético se almacend en el plasmido de transporte pUC57
(pUC57-laccPost-Stop) 'y el plasmido pGAPZoA se usé como vector para la expresion
constitutiva. E. /i DH5a fue cultivada en caldo Luria-Bertani (LB) (1% (w/v) Triptona, 0.5%
(w/v) Extracto de levadura, 0.5% (w/v) NaCl, pH 7.5 + 0.2) o en cajas de Petti con agar LB
(caldo LB + 1.5% (w/v) agar-agar). Cuando fue necesario, se agregd ampicilina a
concentracion de 100pug mL" o Zeocina® a 40ug ml.". P. pastoris se cultivé en medio YPD
(Extracto de levadura 1% (w/v), Peptona 2% (w/v), Glucosa 2% (w/v)) o en cajas de Petti

con agar YPD. Las cepas recombinantes se seleccionaron en agar YPD suplementado con

100ug mL" de Zeocina®, 0.2mM ABTS y 0.1mM CuSO..

3.2.5.2. Construccion del vector de expresion para la lacasa POXA 1B de P. ostreatus

Las manipulaciones de DNA vy clonaciones se llevaron a cabo bajo procedimientos
previamente estandarizados [68]. Una vez multiplicado en E. ¢/, el vector pUC57-/accPost-Stop
se purificé y se realizé una doble digestion enzimatica usando EwRI y NoA (Promega USA,
2800 Woods Hollow Road, Madison WI 53711-5399). El producto de la restriccion se resolvid
por electroforesis en gel de agarosa al 1% (w/v) en buffer TAE 1X (40mM Tris-acetato, ImM
EDTA pH 8.0 * 0.2). La porcién de gel que contenia el tamafio de banda esperado, se purificd
usando el kit Wizard®S1” Gel and PCR Clean-Up System (Promega USA, 2800 Woods Hollow
Road, Madison WI 53711-5399). El fragmento purificado se ligd usando el kit de ligacion
LigaFast® (Promega USA, 2800 Woods Hollow Road, Madison WI 53711-5399) al vector de
expresion constitutiva pGAPZ0oA previamente digerido con las enzimas de restriccion EewRI y

NoAl (Promega, USA, 2800 Woods Hollow Road, Madison W1 53711-5399).
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La cepa DH5a de E. /i fue transformada con la mezcla de ligaciéon y posteriormente, las
bacterias transformadas se seleccionaron por su capacidad de crecer en medio LB en presencia
de 40pg ml.' de Zeocina®. A las bacterias transformantes se les realizé una extraccion de
ADN plasmidico usando el kit Wizard® Plus ST~ Miniprep Purification System: (Promega USA,
2800 Woods Hollow Road, Madison WI 53711-5399) y el nuevo vector de expresion se
denominé pGAPZaA-/laccPost-Stop; luego se realiz6 un analisis de restriccion usando las
enzimas EcwRI, BamHI y Hindlll para demostrar la presencia del gen de interés y su correcta

insercion.

3.2.5.3. Screening de los transformantes en P. pastoris X-33

El vector de expresion pGAPZaA-/accPost-Stgp usado para la transformacion se linearizé con la
enzima de restricion Asdl (New England BioLabs USA, 240 County Road, Ipswich, MA
01938-2723, 978-927-5054). Las células competentes de P. pastoris X-33 fueron transformadas
port electroporacion siguiendo el protocolo sugerido por Invitrogen. Se utilizaron alrededor de
Iug de vector linearizado y 80ul. de células competentes de P. pastoris X-33. Inmediatamente
después del pulso (1.5kv, 5ms), se agregd ImL de sorbitol 1M a 0°C a la cubeta de

electroporacion para estabilizar las células.

Posterior a la incubacién de las células durante 2 horas a 30°C y sin agitacion, se les agregod
ImL de medio YPD vy se incubaron durante 3 horas a 30°C y 200 rpm. Finalmente, se
sembraron en cajas de Petri con agar YPD (suplementado con 100ug mL" de Zeocina®, 0.2
mM ABTS y 0.1 mM CuSOy). Las cajas de Petri se incubaron a 30°C y se monitorearon
diariamente hasta que aparecieran colonias y se formara un halo verde o purpura (de acuerdo al
estado de oxidacion del ABTS) alrededor de las colonias transformadas que portaban el gen de
la lacasa; indicando la oxidacién del ABTS como consecuencia de la accién de la lacasa
recombinante; para el caso de los transformantes control no se esperaba la apariciéon de halo
alguno. Los clones obtenidos en este ensayo fueron denominados X-33/pGAPZoA-laccPost-

Stop.

3.2.6. Determinacion de actividad enzimatica
La actividad lacasa se midié monitoreando el cambio en la absorbancia a 436nm (&43,=29300

M cm™) debido a la oxidacion del ABTS [4cido 2,2” azino-bis-(3 etil benzatiazoline sulfato)] en
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solucién tampdn de acetato de sodio 60 mM (pH 4.5 + 0.2). El ensayo se realizé6 mezclando
800uL de extracto crudo a temperatura ambiente, 100uL. de tampon 600mM y 100ul. de ABTS
5mM. La formacion de un radical catiénico verde se siguié espectrofotométricamente durante
3 minutos. Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que permite la
oxidacién de lumol de ABTS por minuto. El blanco estaba compuesto de 800uL. de agua
destilada, 100uL. de tampon 600mM y 100ul. de ABTS 5Mm. La actividad se expres6 en UL
[69].

3.2.7. Estudios preliminares de expresion de la lacasa recombinante en Pichia pastoris

Una colonia de los transformantes positivos se ctecié a 30°C en 5SmL de medio YPD en tubos
de 50mL durante 16 a 20 horas con agitaciéon de 210 rpm hasta alcanzar un valor de OD200nm
entre 2-5. Se sembraron 2mL de inéculo en 98mL de medio YPD en erlenmeyer de 500mL
(2% v/v). El cultivo se monitore6 midiendo la densidad 6ptica (ODigoonm), concentracion de
proteinas totales extracelulares (mg mL™") por Biuret [70], glucosa residual (g L") por la técnica
del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) [71], y actividad lacasa (U L"), utilizando ABTS [acido 2,2’
azino-bis-(3 etil benzatiazoline sulfato)] como sustrato [69]. Las muestras se tomaron cada 2
horas durante las primeras 12 horas y luego cada 12 horas hasta completar 156 horas de

cultivo. Para calcular la concentracién de biomasa celular se emple6 una curva de calibracién

(X gpewt ) vs. ODigoonm), representada por la ecuacion 1.

X =1.1726x0D,.,,, (R2=0.987), (1)

Donde: X = gl." de peso seco celular (Dry Cell Weight (DCW)).

El dato de X (gl." de DCW), se transformé como Lz (x/x;) y graficado vs. tiempo (h); la
tendencia de la curva (fase exponencial) se us6é para calcular la velocidad especifica de
crecimiento f,, (h'), (Ecuaciones II-IV) y tiempo de duplicacién # (h), (Ecuaciéon V),
[12,72,73].

1 dx

Hixy :;a! (11)

Lnx=LnX, + gt ()
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Ln(xj = gt (V)
X

0

Donde: = fﬁue log 'fﬁme log

L2

t, ,
Hix

V)

La actividad especifica fue calculada dividiendo la actividad enzimatica de cada hora de cultivo

entre la concentracién de proteinas totales extracelulares (Ecuacion VI).

Act.Enz.

Act.Esp.= ————,
P Conc.Prot

(V1)

Donde: Act.Eng =U L', Conc.Prot. = mg ml”

La productividad de la biomasa (gl.'h™), (Ecuacién VII) y en funcién de la actividad biolégica

de la enzima (UL"'h™), (Ecuacion VIII) se calculé como sigue respectivamente [12,72,73].

o=y

P(Enzirm) :ACttﬂ’ (V”I)
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3.3. Resultados

3.3.1. Optimizacion y disefio del gen JaccPost-Stop

P. ostreatus presenta diferencias importantes en cuanto al uso de codones al compararlo con P.
pastoris. La secuencia de DNA de gen POXA 7B inclufa algunos codones que en P. pastoris son
utilizados con baja frecuencia, con valores iniciales de CAI (Codon Adaptation Index) de 0.61,
valor que luego de la optimizacién se increment6 a 0.84. De igual forma, se optimizd el
contenido de GC, donde en la secuencia final obtenida se redujo de 54.83% a 43.88%,
porcentaje de GC cercano al rango de 47-49%, y que corresponde a los valores que
normalmente se encuentran en P. pastoris. Adicionalmente, se optimizaron también las
secuencias involucradas en la formacién de estructuras secundarias e inestables del mRNA
[24], y se modificé el codon de parada original de TGA a TAA; asi mismo, se afiadieron los
sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion EwRI y NoA en los extremos 5" y 3°

respectivamente (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Construccion de pGAPZ0A-/accPost-Stop. a. Secuencia optimizada del gen de la lacasa laccPost-Stop para
la expresion en P. pastoris, b. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (w/v) en TAE 1X para el anilisis de
restriccion del vector de expresion pGAPZOA-/accPost-Stop (Carril 1 pGAPZaA digerido EcRI y BamHI, carriles 2
y 4 pGAPZoA-laccPost-Stop, y cattiles 3 y 5 pGAPZAA-/laccPost-Stop digerido con EcRI, BamHI y Hindlll)
portando la secuencia sintética para el gen POXA 7B. M: marcador de talla molecular 1Kb AXYGEN) c.
Esquema final del constructo pGAPZ0A-laccPost-Stop que fue transformado en la levadura P. pastoris X33.

3.3.2 Aniilisis estructural del modelo construido por homologia

Phyre predijo 120 modelos diferentes para las secuencias de lacasa de P. ostreatus (LaccPost). La
puntuacion mas alta obtenida fue para los modelos construidos con base en la estructura
cristalografica del PDB con cédigo de acceso 1GYC (1.9 A) de Trametes versicolor [25]. El
modelo obtenido para LaccPost present6 una identidad del 62% con respecto a 1GYC, con un

valor de confianza de 100% (Figura 3.2).

Figura 3.2. Diagrama en cintas del modelo LaccPost. Los dominios D1, D2 y D3 aparecen coloreados en rojo,
verde y azul respectivamente. Se observan los iones de cobre y dtomos de oxigeno como esferas moradas y rojas
respectivamente.

Para determinar si los iones de cobte se encontraban situados cotrrectamente en la estructura,
se hicieron comparaciones de las medidas de los angulos y las distancias que se forman entre
los residuos que coordinan los iones de cobre con los mismos iones, y se determiné que los

valores son cercanos a las medidas de 1GYC (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Medidas de las distancias que se forman entre los atomos de los residuos que coordinan los iones de cobre con los mismos cobres de los modelos y

el molde.

Sitio

activo

T1

T2
T3

T. versicolor

P. ostreatus

Residuos aminoacidos y cobres que
forman el angulo

His458 (ND1)>Cul->Cys453 (SG)
His395 ND1)=>Cul>Cys453 (SG)
His458 (ND1)->Cul->His395 (ND1)
His398 (NE2)->Cu4->His64 (NE2)
His111 (NE2)->Cu2->His400 (NE2)
His452 (NE2)—>Cu2->His400 (NE2)
His111 (NE2)>Cu2->His452 (NE2)
His454 (NE2)->Cu3->His66 (ND1)
His109 (NE2)->Cu3->His66 (ND1)
His454 (NE2)->Cu3->His109 (NE2)

Angulo (°)

129.000
126.160
104.438
174.324
101.998
101.268
106.002
107.135
125.396
111.511

Residuos aminoacidos y cobres que

forman el angulo
His458 (ND1)>Cul—>Cys453
His396 (ND1)=>Cul->Cys453 (SG)
His458 (ND1)=>Cul->His396 (ND1)
His399 (NE2)->Cu4—>His66 (NE2)
His113 (NE2)>Cu2->His401 (NE2)
His452 (NE2)>Cu2->His401 (NE2)
His113 (NE2)>Cu2->His452 (NE2)
His454 (NE2)>Cu3—>His68 (ND1)
His111 (NE2)=>Cu3->His68 (ND1)
His454 NE2)>Cu3—>His111 (NE2)

Angulo
)
128.677
126.462
104.432
174.794
101.330
100.694
106.416
107.347
125.268
112.384
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3.3.3. Validacion del modelo LaccPost
Los valores obtenidos para cada descriptor estructural de QMEAN en la evaluacién del
modelo se resume en la Tabla 3.2. Con respecto a la estructura secundaria (indice Q3), se

obtuvo un valor de 84.9%.

Tabla 3.2. Resultados para seis descriptores de QMEAN del modelo obtenido por homologfa. Los cuatro
primeros son valores de energfa en £] mol'. El quinto descriptor es el indice Q3 de estructura secundatia, y el
ultimo es el porcentaje de accesibilidad que describe qué tan expuesta se encuentra la estructura. Cada descriptor
aparece acompafiado por un Score-Z.

Descriptor P. ostreatus
Valor  Score-Z
Energfa de interaccion de CP -73.30 -1.47
Energfa de interaccién de todos los atomos | -9737.41 -1.32
Energifa de solvatacién -25.32 -1.51
Energia de los angulos de torsion -155.75 0.67
Estructura secundaria 84.9% 1.14
Accesibilidad al solvente 80.8% -0.07
Puntuacién QMEAN 0.797 0.37

Para el modelo de la proteina se obtuvo una puntuacion QMEAN de 0.797 respectivamente
(Figura 3.3a). El grafico de Ramachandran generado con el programa USFC Chimera, mostro
que la distribucién de la mayorfa de los residuos en la estructura ocuparon regiones permitidas
(Figura 3.3c). Algunos residuos que se encontraron fuera de estas regiones corresponden a
residuos de glicina y prolina. No obstante, los residuos His166, Leu339 y Thr434 en el modelo,

se distribuyeron en regiones no permitidas.

El analisis con SuperPose revel6 que el modelo de LaccPost-Stop es similar a la estructura de
lacasa de T. versicolor 1GYC, aunque existen regiones que presentan diferencias significativas
(por encima de 3A), presentando un RMSD de los backbone de 1.23A y de todos los atomos
de regiones especificas de las dos secuencias de 1.35A (Tabla 3.3).
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Figura 3.3. Validacién del modelo computacional. a. Grafica de distribucién y de barras del programa QMEAN.
La grafica de distribucién muestra la tendencia de las puntuaciones QMEAN de un conjunto de estructuras
cristalograficas de alta resoluciéon del PDB. Las graficas de barras ayudan a identificar valores “buenos” o
positivos (azules) y “malos” o negativos (rojos) de cada descriptor. b. Diagrama en cintas que muestra un
gradiente de color que va del azul al rojo, define regiones con resoluciones entre 1 y 3.5A respectivamente.
Cuando la mayorfa de residuos tiende al azul, la estructura es mas confiable. c. Grafico de Ramachandran. Se
infiere que los residuos de los modelos hacen parte de hojas-f, hélices y vueltas- B debido a que ocupan las zonas
permitidas. Los puntos rojos corresponden a aminoacidos diferentes de glicina y prolina. d. Diagrama en palos de
los solapamientos entre el modelo y el molde, y matriz DD estimado por SuperPose. El modelo de LaccPost-Stop
en naranja, la estructura 1GYC en verde. El solapamiento se visualizé usando Chimera y la matriz DD muestra la
comparacién entre las cadenas principales del modelo (eje %) y el molde (eje y), diferencias entre 0 y 1.5A en
blanco, entre 1.5 y 3A en amarillo, entre 3 y 5A en verde claro, entre 5y 7A en turquesa, entre 7 y 9A en azul
oscuro y por encima de 9A en negro, es decir mientras mas oscuro mayor es la diferencia de distancia entre
estructuras.
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Tabla 3.3. Prediccion por VADAR de las caracteristicas moleculares del modelo.

Caracteristica P. ostreatus Valor esperado (VE)
Hélices 31 (6%) -
Hojas-f3 238 (47%) -
Colil 227 (45%) -
Vueltas 136 (27%) -
Promedio de la distancia de puentes de hidrégeno 2.1 (ds 0.3) 2.2 (ds 0.4)
Gy
Promedio de la energfa de puentes de hidrégeno -2.0 (ds 0.9) -2.0 (ds 0.8)
(k] mol?)
Numero de residuos con enlaces de hidrégeno 323 (65%) 75%

Promedio de hélices (D)

Promedio de hélices (y)

Promedio angulo @ (>90°)

Numero de residuos con angulos ® <90°
ASA total (A2)

Peso molecular (kDa)

-65.6° (ds 8.8)
133.3° (ds 13.8)
179.6° (ds 2.9)
4 (0%)
19202.8
54.18090

-65.3° (ds 11.9)
-39.4° (ds 25.5)
180° (ds 5.8)

17735.3

Adicionalmente, el programa NetNGlyc estimé una posicion (residuo 4306) en la secuencia de

LaccPost, como un sitio con potencial de ser N-glicosilado.

3.3.4. Docking molecular del ligando en el sitio activo del modelo LacPost

CASTp estimé6 100 bolsillos en la superficie de la molécula modelada y se selecciono el bolsillo
cercano al sitio activo T1 (Figura 3.4a). El bolsillo esta constituido por 18 aminoacidos
diferentes (Tyr154, Prol65, His166, Prol67, Asp207, Ser208, Asp209, Phe240, Ala241,
Asp265, Ser266, Phe392, Ala393, Gly394, Pro395, Pro397, 1le455 y Trp457), ocupando un area
de 133.779A2 Y los cluster de aminoacidos que componen el bolsillo de la estructura son en su

mayoria hidrofébicos.

De las 10 salidas distintas de cada simulacién de las conformaciones que posiblemente adopta
el ABTS en el bolsillo del modelo, ninguna se encuentra por debajo del punto de corte (2A).
Sin embargo, se seleccioné el valor de RMSD mas cercano a 3ZDW (lacasa de Bacilus subtilis
co-cristalizada con ABTS en su estructura). Para el complejo se seleccioné el valor de RMSD

(5.618A) con la grilla de 40° puntos y una energfa de enlace de -4.15kcal mol™. L.a comparacién
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de superficies entre la estructura co-cristalizada y el complejo docking (Figura 3.4b), muestra
una diferencia clara de los bolsillos. Donde las diferencias entre las distancias atomicas de la
estructura del modelo y 3ZDW genera un patrén diferencial en la topologia de la superficie de

la lacasa modelada.

Figura 3.4. Superficie del bolsillo del sitio activo T'1. a. Diagrama de superficie del bolsillo del sitio activo T'1 de
la lacasa LaccPost, visualizado en Chimera. b. Comparaciéon de la mejor pose con la estructura co-cristalizada
3ZDW. Se observan las superficies solidas del LaccPost en color naranja. La superficie en malla y de color azul
corresponde a la estructura 3ZDW. El ligando del complejo docking aparece en verde y el de 3ZFW en rojo.

La interaccién entre el ABTS y el modelo se generé con los aminoacidos Gly163, Vall64,
Pro165, Asp207, Ser208, Asn265, Ser266, Val391, Phe333, Phe392, 1le455, Trp457 ¢ His458
de la lacasa LaccPost (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Diagrama en cintas de la interacciéon del ABTS con el modelo de lacasa LaccPost visualizado en
AutoDock. Se observan los radios de Van der Waals de los residuos que interactian y los radios de ABTS. Las
cadenas laterales de los residuos son representadas en modelos de palos y coloreadas en azul claro. EI ABTS vy los
residuos con flexibilidad son los modelos de palos morados. Las interacciones -1 se observan como cilindros
amarillos y los puentes de hidrégeno como esferas verdes.

3.3.5. Construccion del vector pGAPZoA-laccPost-Stop y screening de clones para la
expresion de las lacasas recombinante

En la figura 3.1b, ¢ se resumen los resultados del proceso de construcciéon del vector de
expresion pGAPZoA-/accPost-Stop con la secuencia sintética obtenida luego de la optimizacion
del DNA y con la adicién de los sitios de corte para las enzimas de restricciéon EwRI y NoA en
los extremos 57y 3" respectivamente (Figura 3.1a) y como se puede observar, la talla final del

constructo fue de 4646bp.

Después de la electroporacion de la levadura P. pastoris X-33 se obtuvieron varios clones que
mostraron actividad enzimatica en caja de Petri con agar YPD suplementado con ABTS y
CuSO,, donde se observé la formacion de un halo verde o parpura alrededor de las colonias
(dependiendo del estado de oxidaciéon del ABTS); revelando la produccién de la enzima

recombinante activa secretada al medio. Las 3 colonias transformantes que exhibieron la
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coloraciéon mas intensa fueron seleccionadas para la evaluacion preliminar de la produccion y

evaluacién de la enzima recombinante.

3.3.6. Estudios preliminares de expresion constitutiva de la lacasa LaccPost

Para este ensayo se utilizaron los 3 clones seleccionados previamente en la transformacion, la

figura 3.6 y la tabla 3.4 muestran los resultados del comportamiento cinético de los clones

estudiados a escala de 100mlL..
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Figura 3.6. Cinética de crecimiento de los clones productores de lacasa. (a) Clon 1 X33/pGAPZaA-laccGluc-Stop.
(b) Clon 2 X33/pGAPZaA-laccGluc-Stop. (c) Clon 1 X33/pGAPZaA-laccPost-Stop. (d) Clon 2 X33/pGAPZaA-
laccPost-Stop. () Clon 3 X33/ pGAPZAA-laccPost-Stop.
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Table 3.4. La tabla muestra los parametros cinéticos calculados en el estudio cinético de los clones productores
de lacasa recombinante (X33/pGAPZ0A-/accPost-Stop).

Constructos y parametros cinéticos Niimero de Clon

X33 ,/pGAPZaA-laccPost-Stop Clon 1 Clon 2 Clon 3
K (hh) 0.40 0.54 0.42

td, (h) 1.74 1.29 1.63
Py (gl-th?), (Tiempo de calculo h) 0.10 (30) 0.10 (36) 0.10 (36)
Pnzyme (UL Th!), (Tiempo de cilculo h) 5.00 (72) 4.89 (72) 4.80 (72)
Specific Activity, (Tiempo de calculo h) 422.20 (1506) 400.00 (156) 425.69 (150)
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3.4. Discusion

3.4.1. Optimizacion y disefio del gen JaccPost-Stop

A diferencia de la mayorfa de los constructos que se utilizan para expresar proteinas
recombinantes en P. pastoris, en el presente trabajo se empled el promotor GAP propio de P.
pastoris X-33 de forma tal que la expresion del gen se llevara a cabo de forma constitutiva. Esta
decision se tomd en funcion de que las aplicaciones que se buscan a largo plazo con este
trabajo son de tipo ambiental, en donde muy seguramente se podria pensar en el uso de
reactores con células inmovilizadas de P. pastoris recombinante para el tratamiento de efluentes
de distinta naturaleza. En este sentido, usando un promotor constitutivo se evita la adicién de,
por ejemplo, metanol como agente inductor del promotor AO0X1 [26] para la expresion de la
lacasa recombinante; siendo un sistema mucho mas amigable con el medio ambiente a
diferencia de lo que ocurrirfa con otras construcciones para la expresion de lacasas que ya han
sido publicadas [15,16,26]. En el presente estudio, la produccién constitutiva esta basada en la

adicién de glucosa como fuente de carbono.

Por otra parte para facilitar la secreciéon de la proteina al medio de cultivo se seleccioné la
secuencia putativa leader del a-Factor para P. pastoris proveniente de Saccharomyces cerivisiae, 1a
cual ha funcionado en ocasiones mejor que algunas secuencias nativas de P. pastoris como
PHOT y SUC2 [22,27,28]; por esta razon, se eliminé la secuencia nucleotidica correspondiente
al péptido sefial nativo (residuos 1-60). La presencia de la sefial de secrecion a-Factor en el
vector de expresion, permite que la produccion de la enzima recombinante secretada al medio
pueda ser evidenciada gracias a la adicion de ABTS y CuSO,. Haciendo mas facil la seleccion
de las levaduras transformadas. Incluso, en funcion de la intensidad en la coloracién del halo
(verde o purpura), se pueden seleccionar los mejores clones para realizar los ensayos

preliminares de expresion en medio liquido.

Aunque P. pastoris es un hospedero eficiente para la produccion de proteinas recombinantes, el
uso de codones sinénimos puede variar considerablemente debido a la preferencia por algunos
codones [29], siendo otro aspecto determinante en el proceso de optimizaciéon de genes. La

presencia de codones raros en los genes expresados de manera heteréloga en P. pastoris, podria
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limitar al hospedero debido al agotamiento de los ARNt raros; hecho que puede llevar a pausas
del ribosoma en el proceso de traducciéon y por tanto a la disminucién en los niveles de
expresion de la proteina de interés [30]. Varios autores consideran que la optimizaciéon de
codones deberfa mejorar la expresion de genes foraneos incrementando la tasa de traduccion
[31-34]. Los valores CAI cuantifican el grado en que la tendencia en el uso de codones de un
gen se asemeja a la de los genes altamente expresados en el microorganismo hospedero,
considerando que en la medida que los valores se acercan a 1 son perfectos para el organismo
hospedero [35]. Por otra parte el codén de parada también se cambié para garantizar que la
traducciéon terminara al final del gen y que no se tradujeran los sitios correspondientes al
epitope myey la cola de 6 Histidinas presente cortiente abajo del multicloning site en el vector de

expresion pGAPZoA.

Asi, el uso de genes sintéticos para lacasas, optimizados para el uso de codones en P. pastoris,
contenido de G-C, elementos reguladores Cis, secuencias repetitivas y el péptido sefal, podrian
incrementar la produccién de proteinas heterélogas secretadas al medio de cultivo. Se ha dicho
que esta optimizacion podria resultar en un incremento de 10 a 50 veces en la produccién de la
protefna de interés [36, 37]|. Adicionalmente en la optimizacién y sin afectar el marco de
lectura, se afiadieron los sitios de cortes para las enzimas FEcwRI y No/ respectivamente en los
flancos 5" y 3" del gen, con el objetivo de facilitar la ligacién direccional del fragmento en el

vector de expresion (Figura 3.1).

3.4.2. Analisis estructural del modelo construido por homologia

Un paso importante en la modelacién por homologia es seleccionar una estructura molde
apropiada para la construccion del modelo de la proteina de interés. Hasta el momento, se han
determinado por cristalografia varias estructuras de lacasas de hongos [9] y bacterias. Por esta
razon, puede considerarse que el modelo propuesto en este trabajo es lo suficientemente
exacto ya que supera el porcentaje minimo de identidad permitido en la construccién de
modelos por homologia [38]; exhibiendo una arquitectura molecular descrita anteriormente
para otras lacasas [9], donde se identifican claramente los tres dominios cupredoxin (Figura

3.2), propios de las proteinas lacasas. La prediccion de 3DligandSite y el solapamiento entre el
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modelo y el molde fueron lo suficientemente precisos para modelar los iones de cobre que

faltaban e incluso los atomos de oxigeno que se coordinan con estos iones (Figura 3.2).

3.4.3. Validacién del modelo

La validaciéon de un modelo 3D es un paso esencial que puede llevarse a cabo a distintos
niveles de la organizacion estructural para evaluar los parametros estereoquimicos y la
precision en el plegamiento general. En este sentido, se consideran estructuras altamente
confiables cuando los valores del indice Q3 superan el 75% [39], sugiriendo que el modelo
obtendio presenta una estructura secundaria precisa. Finalmente, se considera que la estructura

presenta accesibilidad al solvente, ya que el valor de accesibilidad supera el 25% [40].

El consenso de los valores de cada descriptor se representa por la puntuacion QMEAN;
indicando que la estructura tridimensional global del modelo es similar a la forma nativa,

debido a que este es el rango de distribucion de las estructuras cristalograficas no redundantes

(Tabla 3.2, Figura 3.3a).

En el grafico de Ramachandran se observd que la glicina permite que la proteina gane
flexibilidad conformacional al tener en su cadena lateral un hidrégeno, permitiéndole formar
giros que pueden ser criticos en comparacion al resto de aminodcidos. Por el contrario, la
prolina tiene un nimero limitado de conformaciones, debido a que su nitrégeno (N — Cq) hace
parte de un anillo rigido. Por lo que es comun encontrar estos dos residuos fuera de las
regiones permitidas en este tipo de analisis. Sin embargo, teniendo en cuenta que estos
residuos se encuentran en regiones de coil, es claro y comun encontrar flexibilidades atipicas en

estos sitios [41].

El analisis con SuperPose revel6 que LaccPost presenta un valor de identidad del 60.8% con
respecto al molde (Figura 3.3d). Sin embargo, en términos generales, la arquitectura del modelo
presenta valores similares a los reportados previamente para otras lacasas [42]. No obstante, el

modelo presenta valores ASA grandes (en comparacion a los valores VE); demostrando que
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pueden existir varias zonas en la proteina con cavidades y bolsillos propias para reacciones

enzimaticas [43], (Tabla 3.3).

A través del programa NetNGlyc se encontré en la moécula un contenido de carbohidratos de
3% a 9% [44, 45]. Este porcentaje sumado al peso estimado por VADAR pone de manifiesto

que la estructura esta incluida dentro del intervalo de peso (50-60kDa) de las lacasas tipicas

[40].

3.4.4. Docking molecular del ligando en el sitio activo de la lacasa modelada

Segun Cambria ez al. (2010), las caracteristicas fisico-quimicas encontradas en el bolsillo del
modelos LaccPost son propias de los bolsillos cataliticos, y en las lacasas son esenciales para
prevenir el contacto del i6n metalico con el agua, y para facilitar la interaccién de sustratos
hidrofébicos con el centro activo de la enzima. Esta cavidad se forma por una hélice-o y una

vuelta-B en el dominio D3 (Figura 3.3); caractetistica tipica en las lacasas [25,47,48].

Al comparar la superficie entre la estructura co-cristalizada con ABTS (3ZDW) y el complejo
docking (LaccPost-ABTS), (Figure 3.4b), se encuentran algunas diferencias; las cuales llevan
probablemente a un impedimento estérico por parte de algunos residuos que constituyen el
bolsillo en el modelo; haciendo dificil que el ABTS adopte configuraciones mas cercanas a las
presentes en el complejo 3ZDW (Figure 3.4b), y la energia requerida para generar una
interaccion interatomica del ABTS con LaccPost, podtia explicarse por la irregularidad de su

bolsillo.

Cabe resaltar que es posible obtener valores mas cercanos al punto de corte aumentando el
namero de salidas de AutoDock. En estudios previos se ha logrado conseguir RMSD cercanos
a 2.2A entre los complejos de las lacasas de T. versicolory B. subtilis [49], pero haciendo uso de
otros programas como Gold [50]. No obstante, también es probable que no se alcancen
valores cercanos a 2.2A en el modelo obtenido en el presente estudio, debido a la estructura

topologica del bolsillo y a la elevada energfa de enlace.
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En el modelo obtenido se presenté un mayor nimero de interacciones con respecto al nimero
de residuos en interacciéon en el complejo 3ZDW-ABTS (Pro226, Ala227, His319, Cys322,
Gly323, His497, Pro384, Arg416 y Gly417), aunque la constituciéon fisico-quimica de los
residuos es similar. Es importante destacar que en la cadena lateral de la lacasa de B. subtilis, 1a
interaccién con ABTS se genera fundamentalmente con un residuo de histidina (His497) que
coordina al cobre T1. Enguita ef a/ (2004), plantean que al trabajar a una resolucién baja
(2.4A), no es posible observar qué tipo de interaccién se produce entre este residuo y el ABTS.
Sin embargo, los residuos equivalentes a la histidina de 3ZDW en los experimentos de docking
(His458 en LaccPost), generan interacciones de Van der Waals con el ABTS. Ademas, en el
modelo LaccPost se genera una interaccion T — w entre el anillo imidazol de His458 con uno de
los anillos bencénicos del ABTS. La importancia de este residuo de histidina que coordina al
cobre T1, se debe a que funciona como una “puerta” para la transferencia electrénica del i6n
que coordina [51]; paso fundamental para dar inicio a la degradacién del sustrato en el ciclo

catalitico de la lacasa.

En la estructura cristalografica 3ZDW se encontré un patréon para el ABTS, y es que el
colorante es embebido a la mitad por la lacasa y que uno de los anillos tiazolina se dispone
relativamente perpendicular al grupo imidazol de His497. Ademas, los anillos tiazolina se
acomodan en posicién #rans, favoreciendo la transferencia electronica [52]. En el complejo
docking se observa el patrén de perpendicularidad, pero con isomeria cs (Figura 3.5). Al
parecer el ABTS no puede adoptar la posicién #ans en el modelos, debido al impedimento

estérico que generan algunos de los residuos que conforman el bolsillo (Figura 3.4b).

En la lacasa de B. subtilis se forma un puente disulfuro entre las Cys229 y Cys322, donde uno
de los grupos sulfonato del ABTS tiende a hacer contacto con el puente y un atomo de
oxigeno del sulfonato forma un puente de hidréogeno con Gly323 [52]. En el modelo docking,
los puentes disulfuro estan alejados del sitio de enlace T1, por lo que el contacto del grupo
sulfonato no es posible. El puente de hidrégeno se produce entre los oxigenos del sulfonato y
otros residuos diferentes a glicina, Ser208, Asn265 y Val391. Aunque los resultados obtenidos

en el modelo difieren notablemente de los obtenidos por Enguita ez a/. (2004); cabe resaltar que
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las formas de interaccion de las lacasas son muy diferentes en especies bacterianas y fungicas
debido a que presentan diferencias de tamafio y conformacion. Prasad ef a/. (2012), reportan
interacciones de puentes de hidrégeno entre un residuo de asparagina de la lacasa de P.
cinabarinus con los oxigenos del sulfonato del ABTS y configuraciones cs de los anillos de
tiazolina; configuraciones que resultan semejantes a lo observado en el complejo LaccPost-

ABTS (Figura 3.5).

3.4.5. Construccion del vector pGAPZaA-/accPost-Stop y screening de clones para la
expresion de la lacasa recombinante

El anilisis por restriccidon mostré que el constructo obtenido contenia la secuencia de interés 7
frame con la direccion de la transcripciéon y corriente abajo del péptido sefial, gracias a la
correcta insercion usando los sitios de restriccion EwRI y NoA en los extremos 5 y 37

incluidos respectivamente en los flancos del gen (Figura 3.1b,c).

3.4.6. Estudios preliminares de expresion constitutiva de la lacasa LaccPost
El gen sintético para la lacasa LaccPost, se expresé en la levadura P. pastoris, bajo el control del
promotor constitutivo GAP de la Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa y de la secuencia

seflal a-factor para la secrecion de la proteina recombinante.

En la figura 3.6 se puede observar que la tendencia en la cinética de los 3 clones recombinantes
portadores de los genes sintéticos de la lacasa de P. ostreatus (laccPost-Stop) fue bastante
similar, con una produccién maxima promedio de biomasa de 4.45 = 0.017 gl." a las 156h de
cultivo; y se obtuvo un promedio de actividad lacasa de 451.08 + 6.46 UL entre las 144 y las
156h de cultivo. Coherentemente la actividad especifica maxima de la enzima en estos 3 clones
se produjo a las 156h con un valor promedio de 416.14 + 13.64 UL'mg' de proteina
extracelular. En la tabla 3.4, se muestran los parametros cinéticos calculados en los ensayos
preliminares de expresiéon y corroboran la tendencia similar entre los 3 clones en cuanto al

crecimiento; asi como las diferencias en cuanto a la actividad enzimatica.
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Los resultados obtenidos en cuanto a la actividad enzimatica de los clones X33/pGAPZaA-
laccPost-Stop se encuentran relacionados con las caracterfsticas estructurales y topologicas del
bolsillo catalitico de la enzima. Donde las interacciones de Van der Waals y las interacciones 7
— T que se forman en el complejo LaccPost-Stop-ABTS (Figuras 3.4 y 3.5), favorecen la

afinidad adecuada por el sustrato.

En el presente trabajo solo se determiné la actividad enzimatica y no se tuvo en cuenta la
concentracion de la enzima especifica a través de un ELISA, lo que permitirfa cuantificar
también la enzima inactiva. Tampoco se cuantificé el mRNA especifico a través de qPCR, lo
que permitirfa determinar la expresion de los genes; ambos aspectos podrian estar
influenciando la expresion, por lo que la actividad enzimatica detectada en los clones podria no
ser coherente con la expresion. En este sentido ya se dio inicio al proceso de estandarizar una
qPCR para analizar la expresiéon del gen sintético y correlacionarla con la concentracion de
enzima producida y la actividad biolégica, dicho proceso forma parte de otro trabajo derivado

del presente estudio.

Finalmente en este estudio se demostrd que el trabajo computacional de optimizaciéon del gen
POXA 1B de P. ostreatus, resulté favorable para lograr la expresién constitutiva bajo la
regulacion del promotor GAP y el leader del factor o en Pichia pastoris. Se propuso y se valido
el modelo computacional 3D de la enzima y se observé que el modelo propuesto para
LaccGluc-Stop es muy similar a la estructura 3D (obtenida por cristalografia) de la lacasa de T.
versicolor 1GYC. Al analizar la interacciéon del modelo con el ABTS a través de docking
molecular se evidenci6 la interaccién del centro activo de la enzima con el sustrato (ABTS); es
claro entonces que de manera inmediata los estudios de optimizacion de medio y condiciones
de cultivo deberan incidir positivamente en el comportamiento cinético de los clones, la

expresion y en la actividad bioldgica de la lacasa recombinante.

94



3.5. Conclusiones

La lacasa “ideal” deberfa cumplir con una serie de caracteristicas como el (7) amplio rango de
especificidad de sustrato, (77) un elevado potencial redox, (7Z) una alta tolerancia a la
inactivacién a causa de radicales o solventes organicos, (i) estabilidad a diferentes pH y
temperaturas y (») bajos costos de produccién. Desafortunadamente, no existe una lacasa
“universal” que por si sola cumpla con todos los criterios, a pesar de que actualmente existen
lacasas producidas de forma heteréloga y con propiedades mejoradas. Por esta razén es
importante continuar con la busqueda y caracterizaciéon de nuevos sistemas de expresion

heteréloga de lacasas.

Con base en la secuencia de lacasa sintética, fue posible predecir la estructura tridimensional de
esta proteina. El modelo estimado exhibe una estructura similar a la lacasa convencional. Las
evaluaciones del modelo mostraron que la estructura del mismo no esta lejos de las resueltas
por cristalografia de rayos X, y ademas, la gran mayoria de los angulos dihedrales que se
producen entre los residuos estan correctamente dispuestos. La similitud estructural entre el
modelo de G. lucidum y la lacasa de T. versicolor es mas alta que la del modelo de P. ostreatus,

debido a una identidad mayor que estas estructuras conservan.

La geometria del bolsillo entre los modelos es diferente, pero se constituyen generalmente de
amino 4acidos hidrofébicos que favorecen la interaccién con sustratos y protegen al ion
metalico del contacto con agua. El acoplamiento de ABTS no estuvieron por debajo del punto
de corte, probablemente por el impedimento estérico que genera parte de los residuos del
bolsillo de enlace y la asimetria que presenta el modelo con la estructura de B. subtilis. Las
interacciones entre el modelo y el ABTS son disimiles a las reportadas en la estructura
experimental. El patrén de perpendicularidad del anillo tiazolina del ABTS con respecto a la
histidina que coordina al cobre T1 en el modelo, se predijo en los complejos docking. Este
patrén apoya la idea de que es posible una transferencia electrénica en la lacasa de P. ostreatus,

debido a que la histidina funciona como una “puerta” para el pasaje de electrones al cobre T1.

Estos resultados son importantes a la luz de la utilidad de los sistemas de expresion de enzimas

recombinantes en las nuevas tecnologfas amigables con el ambiente. Ya que las lacasas de los
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hongos de podredumbre blanca tienen un gran potencial biotecnolégico debido al amplio
rango de sustratos que pueden transformar. Incluyendo compuestos fendlicos dificiles de
degradar, mediante el uso de mediadores redox de origen natural o sintético. Y adicionalmente,
estas lacasas podrian usarse en casi todos los procesos de manufactura relacionados con los la
industria papelera: produccion de pulpa, blanqueamiento libre de cloro, o en el tratamiento de

los efluentes que se generan.

En la industria forestal, las lacasas se pueden usar para el disefio de material lignocelulésico con
nuevas propiedades, como incrementar la resistencia mediante la adicion de compuestos
fendlicos en reacciones mediadas por lacasas. Este tratamiento puede mejorar la adhesion de
las piezas de madera gracias a la accidon enzimatica ‘i situ” sobre la lignina, sin ser necesario el
uso de adhesivos toxicos derivados del formaldehido. Adicionalmente, las lacasas juegan un rol
importante en otros campos como en la industria de procesamiento de alimentos, bebidas o
panaderia; incluso son empleadas en la industria textil para la detoxificacion de efluentes
coloreados o en procesos de blanqueamiento. En la industria nanobiotecnolégica se han usado
en el desarrollo de biosensores para uso clinico y ambiental en la deteccion de fenol, oxigeno,
azida, morfina, codeina, flavonoides o catecolaminas. Tienen también aplicaciones en el
desarrollo de biopilas como combustible, ofreciendo electricidad y reduciendo el empleo de
combustibles fosiles, mediante la inmovilizacién de lacasas en el catodo. Aspectos
determinantes para concluir que el uso de lacasas de origen fingico o recombinantes pueden
contribuir en una amplia variedad de productos y en diversos aspectos del sector productivo:

industria, uso clinico y quimico, y en aplicaciones ambientales.
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CAPITULO 4.

MEJORAMIENTO DEL MEDIO DE CULTIVO,
PRODUCCION A BAJA ESCALA Y CARACTERIZACION DE
LLA LACASA RECOMBINANTE POXA 1B EXPRESADA EN
Pichia pastoris
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4.1. Introduccién

Las lacasas (EC1.10.3.2) son un tipo de glicoproteinas multi-cobre azules, enzimas oxido-
reductasas, capaces de catalizar la reacciéon de formacion de moléculas de agua a partir de la
reduccion del oxigeno molecular. Las lacasas muestran un rango extraordinario de degradacion
de sustratos naturales como fenoles, polifenoles, anilinas, arildiaminas, metoxifenoles,
hidroxiindoles, bencenotioles, organicos e inorganicos [1,2] y algunos iones de naturaleza
metalica, en la presencia de un mediador como el ABTS [2, 20-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)] [3,4].

Se ha demostrado que en la naturaleza, ciertos organismos tienen la capacidad de sintetizar este
tipo de enzimas, los insectos por ejemplo utilizan las lacasas durante el proceso de
esclerotizacion para la sintesis de la cuticula epidermal; las bacterias para el proceso de
morfogénesis, homeostasis del cobre, biosintesis de pigmentos y formacién de esporas; los
hongos (Ascomycetos, Basidiomycetos) para la producciéon de esporas, formacion de cuerpos
fructiferos y patogénesis de plantas [5]. En los hongos, las lacasas estan encargadas de una gran

variedad de funciones fisiolégicas, como son, morfogénesis, defensa, interacciones

»
patégeno/hospedero con plantas y degradacion de lignina [6]. En general las lacasas de hongos
son proteinas globulares monoméricas de aproximadamente 60 a 70 kDa con puntos
isoeléctricos (pl) acidos, cerca de pH 4; sin embargo, existen muchas excepciones. La mayoria
de las lacasas de hongos son enzimas glicosiladas extracelulares, dichas glicosilaciones se

encuentran en un rango de 10 a 25% y en algunos casos pueden estar por encima de 30% del

peso molecular [7].

Se han propuesto un gran numero de aplicaciones para las lacasas en diversos sectores
industriales, como son, textil, alimentos, papel y pulpa, farmacéutico, quimico,
nanobiotecnolégico, cosmético. Ademas, de otros relacionados con biorremediacion.
Actualmente estas enzimas tienen mucho potencial como catalizadores biologicos y son de
gran importancia en la industria biotecnologica. Debido a sus caracteristicas, las lacasas pueden
decolorar colorantes sintéticos de aguas residuales provenientes de la industria textil como la
antraquinona, azo [8,9], triarilmetanos, indigos carmin [10,11], trifenilmetanos [12], neolanos

[13] y otros colorantes como el remazol azul brillante en presencia de mediadores organicos
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[14]. Majeau et al., (2010) encontraron que algunos compuestos fenolicos o xenobidticos
podian ser eliminados de las aguas provenientes de la industria quimica [15]. Garcia ef al,
(2011), también pudieron oxidar y remover la oxybenzona de efluentes primarios provenientes
de los productos del cuidado personal y farmacéuticos afadiendo mediadores sintéticos [16].
Otra aplicacién importante en la industria de las lacasas es el blanqueamiento de la pulpa en la
fabricaciéon del papel [17], donde se ha encontrado que las lacasas provenientes de Trametes
versicolor y Pycnoporus cinnabarinus en presencia de 1-Hidroxibenzotriazole (HBT) mostraron un
eficiente blanqueamiento de alta calidad de la pulpa del papel, pudiendo sustituir los reactivos

quimicos basados en compuestos clorhinados que se usan en la actualidad.

Las lacasas secretadas de fuentes nativas generalmente no son adecuadas para su obtencién a
gran escala, esto se debe principalmente a los bajos rendimientos de produccién y los altos
costos de los procedimientos de preparacion y purificacion; sin embargo, la expresion
heteréloga permite obtener rendimientos altos y producir lacasas en mayor cantidad para
aplicaciones industriales. La expresion de proteinas recombinantes en hospederos de facil
cultivo y manejo, permite obtener una alta productividad y reduce los costos de producciéon. La
versatilidad y las posibilidades de escalado en la producciéon de proteinas recombinantes abren
nuevas oportunidades comerciales para sus usos industriales [18]. Con el fin de producir
mayores cantidades de proteina de alta pureza, recientemente se ha llevado a cabo la expresion
de genes recombinantes de lacasas, en hospederos heterélogos, como son, Saccharomyces
cerevisiae [19), Pichia pastoris [20,21], Pichia methanolica |22), Yarrowia lipolytica (23,24 y Trichoderma
reseer |25].

Pichia pastoris es una levadura metilotrofica que ha sido capaz de expresar varias proteinas
recombinantes [1,26-28]. Su principal ventaja en la produccién de proteinas heterélogas es que
el cultivo de P. pastoris es de facil implementacion y genera gran cantidad de masa celular [29].
Esta levadura se ha utilizado en los ultimos aflos como sistema de expresion de proteinas
recombinantes debido a que presenta ventajas como el realizar la maduracién de proteinas y la
expresion extracelular. Para la industria serfa de gran utilidad e importancia la producciéon a
gran escala de esta enzima, pues permitirfa la obtencion de grandes cantidades de proteinas

recombinantes, a un bajo costo y con una produccién consistente [30].
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El uso de diferentes promotores para la expresion de proteinas recombinantes en P. pastoris, ha
estado acompafnado de grandes esfuerzos buscando las condiciones Optimas de pH,
temperatura, concentraciéon de recursos de carbono y medios de cultivo apropiados que
optimicen las condiciones en estos sistemas de expresion [31]. Bajo el promotor de la alcohol
oxidasa 1 (AOX1) existen un gran nimero de reportes orientados hacia la optimizacién de las
condiciones de cultivo; hacia 1997 Jonsson, ez /., mejoraron la actividad de la lacasa lccl de T.
versicolor con medios tamponados [32], Hong ef a/., (2002) también mejoraron el rendimiento de
la actividad de esta misma enzima disminuyendo la temperatura de cultivo a 20°C e induciendo
el promotor 40X 1 con concentraciones de metanol inferiores al 1% (v/v) [33]. Otro
pardametro importante para la industria es el medio empleado para la producciéon de la enzima.
O’Callaghan, ez al., (2012) describieron un nuevo medio de cultivo para la expresion de una
lacasa recombinante de T. versicolor manteniendo el pH del cultivo con la adicién de alanina;
evitando asi la neutralizacion periddica [3]. Colao ef al, (2006) también encontraron que al
suplementar los medios de cultivo con casaminoacidos podian incrementar la produccion
enzimatica y podian disminuir asi los tiempos de produccién [34]. También se ha reportado
que la actividad lacasa esta influenciada por la concentracién de cobre (Cu*?) suministrada en el
cultivo [3]; situaciéon que en la actualidad ha llevado a suplementar los medios de cultivo con
CuSO; en diferentes concentraciones desde 0.1 mM a 0.5 mM segun la cepa y el promotor

utilizado.

Las lacasas han sido expresadas en levaduras metilotréficas, utilizando diferentes promotores y
obteniendo resultados interesantes. Sin embargo, en la actualidad es poco lo que se reporta en
la expresion de lacasas recombinantes heterdlogas en P. pastoris utilizando el promotor de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAP). Se ha demostrado que la glucosa como fuente
de carbono es adecuada para la producciéon constitutiva de lacasas; contrario al glicerol o la
maltosa [35]. Kittl ef a/., (2012) encontraron que utilizando el promotor constitutivo GAP de P.
pastoris se mejoro la expresion de la enzima lacasa Ballac comparada con la expresion bajo el

promotor inducible A0XT7 [36].

En este trabajo se llevé a cabo la optimizaciéon de los factores: concentracion de nitrégeno y

tipo de fuente (organica o inorganica), concentraciéon de carbono (glucosa), concentracion de
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cobre, transferencia de oxigeno, tiempo de cultivo y porcentaje de indculo, con el objetivo de
aumentar la actividad especifica de la lacasa recombinante POXA IB de P. ostreatus a baja escala
de produccién, asi como la concentraciéon del sobrenadante y la caracterizacion cinética de

dicho sobrenadate, conteniendo la enzima.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Cepa

Se empled la cepa de Pichia pastoris X33 conteniendo el vector de expresion pGAPZoA-
LaccPost-Stop (Clon 1) que contiene el gen POXA 1B sintético previamente optimizado que
codifica para una lacasa de Pleurotus ostreatus; la cual se encontraba previamente conservada en
medio YPG (1% (p/v) extracto de levadura, 2% (w/v) peptona, 2% (p/v) glucosa)
suplementado con glicerol al 20% (v/v) a -80°C [20,55].

4.2.2. Preparacion del in6culo

Se tomaron viales del Banco de Células Primario (MCB), [56], del clon 1 de la cepa Pichia
pastoris X33/ pGAPZoA-LaccPost-Stop; una vez descongelados fueron inoculados en tubo de
vidrio con tapa de rosca con 5ml. de medio estéril YPG suplementado con 40ug ml." de
zeocina (Z) y se incubaron a 30°C, durante toda la noche a 180rpm. Posteriormente se
inocularon dos Erlenmeyers de 500mL con 100mL (VET, volumen efectivo de trabajo) de
medio YPG-Z fresco y se cultivd a las mismas condiciones durante 12 horas. El cultivo
resultante fue verificado por Tincién de Gram para descartar la presencia de morfologias

contaminantes y sirvi6é de indculo para los disefios factoriales.

4.2.3. Disefno experimental Plackett-Burman (PBED)

En este disefio se evaluaron 7 factores con dos niveles cada uno, asi: volumen de medio (150 y
300mL), concentracién de CuSOy4 (0.1 y 1.0mM), porcentaje de inéculo (2 y 10% (v/v)),
concentracion de glucosa (10 y 30gl."), concentracion de NHiSO; (5 y 20mM), concentracion
de peptona (10 y 20gl.") y concentracién de extracto de levadura (5 y 10gl."), (Tabla 4.1). En el
disefio se incluyé un punto central que fue evaluado tres veces; los valores incluidos en el
punto central fueron (volumen de medio 225ml,, concentraciéon de CuSOy4 0.55mM, porcentaje
de in6culo 6% (v/v), concentracién de glucosa 20gl.’, concentracion de NH4SO, 12.5mM,

concentracion de peptona 15¢gL"y concentracion de extracto de levadura 7.5gL")[57].
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Tabla 4.1. Factores y sus respectivos niveles para la evaluacion de la respuesta en actividad lacasa del PBED.

Codigo Factor Nivel bajo (-1) Nivel (0) Nivel alto (+1)

A Volume del medio de cultivo (mL) 150.00 225.00 300.00

B CuSO; (mM) 0.10 0.55 1.00

C Iné6culo (5 v/v) 2.00 6.00 10.00

D Glucosa (gL 10.00 20.00 30.00

E NH,SO4 (mM) 5.00 12.50 20.00

F Peptona (gl.!) 10.00 15.00 20.00

G Extracto de levadura (gl.") 5.00 7.50 10.00

Para un total de 16 corridas (12 tratamientos, 1 punto central el cual fue ensayado por
triplicado).

4.2.4. Diseno experimental One Factor (OFED)
Para este disefio se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en el disefio experimental
Plackett-Burman, en funcién del factor que resultd significativo y con un porcentaje de

contribucién importante sobre la actividad enzimatica del cultivo [57].

Nota: En los dos disefios experimentales utilizados se evalué en funcién del tiempo, la
actividad enzimética (UL™"), la concentracién de proteinas (mg mL™"), la concentracién de
glucosa (gl."), la actividad especifica (UL"' mg mL.") y la productividad (UL'h") basada en la
actividad enzimatica [20]. Para el analisis estadistico, la variable de respuesta utilizada fue la
actividad enzimatica (UL™). Todos los ensayos de mejoramiento estadistico se realizaron en
Erlenmeyers de 500 mL a 30°C y 180 r.p.m., siempre en el mismo shaker, durante 168 h de
cultivo a pH variable partiendo en 7 £ 0.2. El software Design Expert (V. 9.0) fue utilizado
tanto para planear el disefio experimental como para el andlisis de los resultados. El software

Sigma Plot (V.11.0) fue utilizado para graficar las cinéticas y los resultados de la purificacion.

4.2.5. Concentracion del sobrenadante

Se utiliz6 el extracto crudo del cultivo (1.08mg mL." de proteinas y 451.08 + 6.46UL" de
actividad enzimatica, con actividad especifica de 417.66UL" mg"), que mostr6 los mayores
valores de actividad enzimatica con el sustrato ABTS bajo las condiciones obtenidas en el

trabajo previo [20]. Para la concentracion del sobrenadante se empleé la metodologia descrita
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previamente para las lacasas nativas de Trametes pubescens [58]. Brevemente, el cultivo se
centrifugé a 8000g y 4°C y el sobrenadante se filtr6 de forma seriada a través de papel
Whatman No. 1, y membranas de 0.45 y 0.22um (Pall Corp, Port Washington, NY USA). El
filtrado fue concentrado por ultrafiltracién empleando una membrana de celulosa regenerada
de 10kDa (Millipore, Billerica, MA, USA). El retenido (aprox. 20mL) fue conservado para la
determinacion de la actividad lacasa (UL™") [59] y SDS-PAGE [60].

4.2.6. Caracterizacion del sobrenadante concentrado

4.2.6.1. SDS-PAGE e identificacion funcional de la enzima

Para la evaluacién del peso molecular aproximado, se cottié un SDS-PAGE, (12% w/v), [60].
El concentrado fue visualizado en el gel por tincién con nitrato de plata usando el sistema

™

SilverXpress® Silver Staining Kit (Life Technologies ™, USA). El zimograma fue corrido en
native-PAGE (12% w/v, en condiciones no desnaturalizantes). La actividad o funcionalidad
del concentrado fue visualizado en el gel por tinciéon con 0.5M de ABTS. En ambos casos se
utiliz6 como marcador de peso molecular BenchMark™ Pre-Stained Protein Standard (Life

Technologies™, USA) y como control la lacasa Lac® (Sigma-Aldrich®).

4.2.6.2. Estabilidad a temperatura

Ia estabilidad térmica del sobrenadante concentrado se determiné incubando durante 1 hora a
temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70°C; posteriormente se realiz6 la determinacion de la
actividad lacasa residual en las condiciones estandar del ensayo. Todas las determinaciones se

realizaron al menos 3 veces.

4.2.6.3. Estabilidad a pH

Para determinar la estabilidad a pH, el sobrenadante concentrado se incubé previamente
durante 1 hora a 25°C en ausencia de sustrato, usando buffer Britton-Robinson [61] con
valores de pH en un rango de 2-10 £ 0.2, luego se determiné la actividad lacasa residual en las

condiciones estandar del ensayo. Todas las determinaciones se realizaron al menos 3 veces.
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4.2.6.4. Constantes cinéticas

Las constantes cinéticas del sobrenadante concentrado conteniendo la enzima se investigaron
usando ABTS como sustrato en un rango de concentraciones entre 0.1-1mM, a intervalos de
0.1mM, en buffer acetato de sodio 600mM, pH 4.5. En todos los ensayos se colocaron 800ul
de concentrado, con 10.6UL" de actividad enzimatica. Los ensayos fueron llevados a cabo a
una temperatura de 25°C. Después de ajustar la hipérbola usando la ecuacion de Michaelis-
Menten la Ky, y 1a Vi se calcularon siguiendo el método de linealizacion de Lineweaver-Burk
[54] con la ayuda del Software SIMFIT (V5.40, 2003), [62]. Todos los ensayos cinéticos se

realizaron al menos 3 veces.

4.2.7. Técnicas analiticas

4.2.7.1. Determinacion de la concentracion de aztcares reductores totales residuales

Se determiné la concentracién de azicares reductores totales residuales en cada una de las
muestras (por triplicado). Para esto se utilizé la técnica de acido 3,5 dinitrosalicilico [63]. Para
esta determinacion se prepar6 una curva de patron que oscilé entre 0.1 y 2g 1! de D-glucosa y

que respondi6 a la (Ecuacion X).

y=0.6181x—0.048; R*=0.9984 )

4.2.7.2. Determinacion de la concentracion de proteinas totales extracelulares

Se determiné la concentracion de proteinas extracelulares totales en cada una de las muestras
(por triplicado), utilizando la técnica de Biuret [64]. Para esta determinacién se prepard una
curva de patrén que oscil6 entre 0.5 y 5mg mL" de BSA (Albumina Sérica Bovina), la cual

respondi6 a la (Ecuacion XI).

y=0.0761x+0.004; R =0.9997 (XD
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4.2.7.3. Determinacion de actividad enzimatica

La actividad enzimatica fue monitoreada por el cambio en la absorbancia a 436nm (£43,=29300
M" cm™) debido a la oxidacién del ABTS en un tampoén acetato de sodio 60mM (pH 4.5 +
0.2). Se usaron 800ul. de extracto crudo a temperatura ambiente, 100ul. (600 mM) de tampon
acetato de sodio y 100uL. (5mM) de ABTS como sustrato. La formacion de un radical catibnico
verde fue evaluada espectrofotométricamente durante 3 minutos. Una unidad de actividad se
define como la cantidad de enzima requerida para permitir la oxidaciéon de Tpumol de ABTS por
minuto. La solucién blanco contenfa 800uL de agua destilada, 100uL. (600 mM) de tampdn
acetato de sodio y 100ul. (5 mM) de ABTS. La actividad enzimética se expres6 en UL [59].

La actividad especifica se calculé dividiendo la actividad enzimatica obtendida en cada hora de

muestreo del cultivo por la concentracion total de proteinas (Ecuacion 171, Capitulo 3).
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4.3. Resultados

4.3.1. Disefio estadistico

4.3.1.2. Disefio experimental Plackett-Burman (PBED)

Este disefio se empled para evaluar el main effect de los diferentes factores ensayados sobre la
actividad enzimatica extracelular. La figura 1 muestra los resultados en cuanto a actividad

enzimatica de cada tratamiento y destaca los dos tratamientos (T4 y Tii) que sobrepasaron las

1200 UL de actividad enzimatica.
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Figura 4.1. Disefio experimental Plackett-Burman (PBED). a. Resultados de actividad enzimatica de los
tratamientos ensayados. b. resultados del tratamiento 4 [PBED-Ts: Erlenmeyer de 500mL (150mL de medio,
10% (v/v) inéculo, 1.0 mM CuSOs, 10gL! glucosa, 20 mM NH4SO4, 20gL! peptona, 10gL! extracto de
levadura), Act. Enz. 1254.27 + 0.371 UL! en 168h de cultivo] c. Resultados del tratamiento 11 [PBED-Tis:
Erlenmeyer de 500ml (300mL de medio, 10% (v/v) in6culo, 1.0 mM CuSOy, 10gL"! glucosa, 5 mM NH4SOs,
10gL! peptona, 10gL! extracto de levadura), Act. Enz. 1373.72 £ 0.371 UL en 168h de cultivo].

En T la actividad enzimética sobrepasé las 451.08 + 6.46 UL (resultados obtenidos en el

trabajo previo [20]), a partir de las 72 horas de cultivo y la tendencia fue similar para la
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actividad especifica (Figura 4.1c), por tal motivo se analizaron los resultados estadisticos a las

72,96, 120, 144 y 168 h de cultivo (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Analisis de varianza de la actividad lacasa en distintos tiempo. El siguiente ANOVA se realiza para responder la busqueda jerarquica del efecto

principal de las variables.

Andilisis estadistico del modelo (ANOVA)

Parametros estadisticos y cinéticos
Tiempo respuesta (h)
Model p-value
Model F-value
Lack of Fit p-value
Lack of Fit F-value

Curvature p-value

R-Squared

Adj. R-Squared

Pred. R-Squared

Adegq. Precision

Difference between R-Squared and Ad;.
R-Squared

Adj.  Unadj.
72
0.0069  0.0097
694 601
0.0427  0.0359
9.920  11.200

0.1189
0.6003
0.5004
0.2262

8.448
0.10

Adj.  Unadj.
96
0.0235  0.0228
473 461
0263 0.2605
232 235

0.2778
0.5356
0.4195

0.11
7.402
0.12

Adj.  Unadj.
120
0.0161  0.0259
5.94 4.9
03496 0.2832
176 2.18

0.0766
0.4298
0.3421
0.1336
5.821
0.09

Adj.  Unadj.
144
0.0076  0.0246
754 5.00
04692 0.3002
127 206

0.0173
0.4346
0.3476
0.1774
5.960
0.09

Adj.  Unadj.
168
0.0058  0.0158
8.16 5.8
05641  0.4022
1.00 1.53

0.0276
0.4718
0.3905
0.2325
6.424
0.08

Adj.: Modelo ajustado a la curvatura. Proporciona al modelo factoraial los coeficientes que se obtendrian al no tener puntos centrales.
Unadj.: Modelo No ajustado a la curvature. Valores significativos en negrilla.
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La tabla 4.3 muestra la influencia de los diferentes factores sobre la actividad enzimatica
después de aplicar un modelo jerarquico; lo cual significé que los factores A, B, D, E y F
fueron descartados por el modelo. La ecuacién polinémica que representa la actividad lacasa

fur la [Ecuacion X1

Enz. Act.ggn = 975.36 + 152.02XC + 148.75%G (XTI)

Tabla 4.3. Efecto y porcentaje de contribucién de los factores evualuados sobre la actividad lacasa obtenida en el
PBED.

Factor Efecro Porcentaje de
Contribucion
A-Voliumen medio de cultivo 116.33 3.54
B- CuSOy4 -14.79 0.057
C-Inéculo 304.04 2417
D-Glucosa -11.95 0.037
E-NH4SO4 19.62 0.1
F-Peptona 18.2 0.087
G-Extracto de Levadura 297.5 23.14

La tabla 4.4 muestra la comparacion entre los resultados de actividad enzimatica observada y

las actividades enzimaticas predichas por el modelo.
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Table 4.4. Matriz de comparacion para los datos observados en el PBED y los resultados predichos como consecuencia de los factores que tienen influencia
sobre la actividad lacasa.

Tx | Tipo de Factor Volumen CuSO; Inéculo Glucosa NH,SO; Peptona Yeast Enz Act. Enz Act.

mediode (mM) (% v/v) (eL?) (mM) EL?) extract  Observada  Predicha
cultivo (eL?) (ULY) 168h (ULY)

(mL) 168h

T Factorial 150 1 10 30 5 10 5 829.351 978.633
T, Factorial 300 0.1 10 30 20 10 5 1109.21 978.633
T Factorial 300 1 2 30 20 20 5 746.587 674.595
T Factorial 150 1 10 10 20 20 10 1254.27 1276.13
Ts Factorial 300 0.1 10 30 5 20 10 1000.00 1276.13
Ts Factorial 150 1 2 30 20 10 10 617.747 972.092
T7 Factorial 150 0.1 10 10 20 20 5 802.048 978.633
Ts Factorial 150 0.1 2 30 5 20 10 1117.75 972.092
Ty Factorial 300 0.1 2 10 20 10 10 985.495 972.092
Tho Factorial 300 1 2 10 5 20 5 590.444 674.595
Tu Factorial 300 1 10 10 5 10 10 1373.72 1276.13
T Factorial 150 0.1 2 10 5 10 5 486.348 674.595
Punto Central 225 0.55 6 20 12.5 15 7.5 1151.88 975.363
Punto Central 225 0.55 6 20 12.5 15 7.5 1275.6 975.363
Punto Central 225 0.55 6 20 12.5 15 7.5 1339.59 975.363

En negrilla los mejores tratamientos
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La Figura 4.2 muestra la comparaciéon de medias entre los tratamientos incluidos en el PBED.

1600

Laccase Activity (UL‘l)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 Til Ti12
Treatments

Figura 4.2. Comparacién de medias entre los tratamientos. Grafico de comparacién de medias entre los 12
tratamientos incluidos en el PBED. El grafico muestra la agrupacién de los tratamientos con los valores de
actividad enzimatica (UL!) mas cercanos (si los hay). (a) para el tratamiento 11, (b) para el tratamiento 4, (c) para
los tratamientos 2 y 8, (d) para los tratamientos 5 y 9, (e) para el tratamiento 1, (f) para el tratamiento 7, (g) para el
tratamiento 3 y (h) para los tratamientos 6, 10 y 12.

4.3.1.3. Disefio experimental One Factor (OFED)

De los ensayos realizados, el nivel (-1) con 10gl.! de extracto de levadura se obtuvo una
actividad lacasa de 961.43 + 72.4 UL"; en el punto central con 15gl." se obtuvo la mayor
actividad lacasa (1343.52 + 40.3 UL") y en el nivel (1) con 20gl." de extracto de levadura una
actividad lacasa de 1251.37 + 30.65 UL", a las 168h horas de cultivo. La figura 4.3 muestra la

cinética del nivel (0) con 15gL.". Es importante destacar que la concentracién de glucosa inicial

(10gL.") se agotd en las primeras 12 horas de cultivo para los tres ensayos.
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Figura 4.3. Disefio experimental One Factor (OFED). Resultados cinéticos (solo se hicieron determinaciones a
las 0, 96, 120, 144 y 168 horas de cultivo) del nivel (0) [OFED-15gL-! de yeast extract: Erlenmeyer de 500 mL
(300 mL de medio, 10% (v/v) inéculo, 1.0 mM CuSOs4, 10gL"! glucosa, 20 mM NH4SO4, 20gL! peptona, 151"
extracto de levadura), Act. Enz. 1343.52 £ 40.3 UL en 168h de cultivo].

La tabla 4.5 muestra los resultados del One Factor design. Como se puede observar el modelo

cuadratico fue significativo.

Tabla 4.5. Andlisis de varianza de la actividad lacasa producto de la influencia de las diferentes concentraciones
de extracto de levadura evaluadas en el Diseflo Experimental One Factor (OFED).

Recurso Suma de df Media Valor-F Valor-p
Cuadrados Cuadritica
Prob > F
Model 1.59E+08 2 79512.89 30.56 0.0101
A-Yeast Extract 90185.85 1 90185.85 34.66 0.0098
A2 74965.36 1 74965.36 28.81 0.0127
Pure Error 7805.45 3 2601.82
Cor Total 1.67E+08 5
R-Squared 0.9532
Adj. R-Squared 0.9220
Pred. R-Squared 0.8129
Adeq. Precision 10.593

En negrilla los valores significativos
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La figura 4.4 muestra los resultados experimentales del Disefilo Experimental One Factor y la
prediccion realizada por el modelo cuadratico, la cual predice que a una concentraciéon de
16.529 gl." de extracto de levadura (1.529¢ mas) y manteniendo el resto de factores fijos (300
ml. de medio, 10% (v/v) in6culo, 1.0 mM CuSOs, 10gl."! glucosa, 20 mM NH,SO,, 20gL.’
peptona, en 168h de cultivo), se podria lograr una actividad enzimatica de 1365.672 UL, a las
168h de cultivo con una deseabilidad de 0.986; lo que significaria un incremento de sélo 22.152

UL" en relacién a la actividad obtenida experimentalmente.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual O ne Factor
Enz. Act. (168h) (UL-1)

® Design Points 1500 —]
rrrrr 95% CI Bands

X1 = A: Yeast Extract

1400 —f

1300 —

1200 —

1100 —

Enz. Act. (168h) (UL-1)

1000 —

900 —

800 —

10 125 15 175 20

A: Yeast Extract (gL-1)

Figura 4.4. Resultados del One Factor Design (OFD). Muestra el efecto de las diferentes concentraciones de
extracto de levadura, sobre la actividad lacasa y la prediccién del modelo a una concentracién de 16.529 gl de
extracto de levadura no ensayada experimentalmente.

4.3.2. Caracterizacion del sobrenadante concentrado
4.3.2.1. Identificacion functional de la enzima

La figura 4.5 muestra la identificacién funcional de la lacasa mediante zimograma (native-

PAGE) usando ABTS como revelador.
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Figura 4.5. Identificacion funcional de la enzima recombinante POXA 1B en el sobrenadante concentrado. A.
Zimograma (native-PAGE 12% w/v), revelada con 0.5M ABTS, para la identificacién funcional de la enzima
rPOXA 1B, como control se empled la enzima Lac®: Sigma-Aldrich® Laccase. B. Efecto de la temperatura y el pH
sobre la actividad enzimatica relativa del sobrenadante concentrado con la lacasa POXA 1B de P. ostreatus
expresada en P. pastoris X33. La estabilidad fue evaluada usando ABTS como sustrato y todos los ensayos fueron
realizados por triplicado.

4.3.2.2. Estabilidad a temperatura y pH
La actividad relativa del sobrenadante concentrado, donde se encuentra la lacasa POXA 1B
recombinante, después de la exposiciéon durante 1 hora a diferentes temperaturas y pHs se

presenta en la figura 4.5.

4.3.2.3. Caracterizacion cinética del sobrenadante concentrado

Los parametros cinéticos del sobrenadante concentrado de la lacasa recombinante POXA 1B
para la oxidacion del ABTS usando diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7, 1, 1.5,
2.0, 2.5,y 3.0 mM) se muestran en la figura 4.6. Donde tambien se aprecian los valores para la
velocidad maxima de la reaccién a las condiciones de ensayo (Vma) v 1a afinidad por el sustrato

o Constante de Michaelis (Kuy).
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Vimax = velocidad maxima de la reaccion, Ky = Constante de Michaelis.

Figura 4.6. Resultados cinéticos del sobrenadante concentrado, conteniendo la enzima POXA 1B recombinante.
A. Grafico de Michaelis-Menten. B. Grafico de linealizacién por el método de Lineweaver-Burk. Los datos de la

Kary Vimax se encuentran tabulados en la parte inferior.
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4.4. Discusion

4.4.1. Disefio experimental Plackett-Burman (PBED)

Como se observa en la figura 4.1, todos los tratamientos superaron las 451.08 + 6.46 UL" de
actividad enzimatica obtenidas a las 156 horas en el trabajo previo [20]. Los tratamientos Ty y
Ti1 fueron los mas promisorios sobrepasando las 1200 UL'; siendo Ti: el que logté a las 168 h
la actividad lacasa superior con 1373.72 + 0.371 UL", lo que significa un aumento de 3.05 veces
la actividad enzimatica con relaciéon al trabajo previo [20]. Sin embargo, la productividad
(basada en la actividad enzimatica) de los dos tratamientos seleccionados es superior a las 72

horas, siendo 12.277 para T, y 10.808 para Ti; (Figura 4.1b,c).

En este tipo de disefio estadistico, el ANOVA se presenta en dos vias, con la informacién del
punto central (curvatura) separado del modelo de regresiéon (ajustado) y con los puntos
centrales incluidos en el modelo de regresion (no ajustado). Si la curvatura es significativa, el
disefio se debe aumentar usando una herramienta de disefio para afiadir corridas que puedan
estimar los términos cuadraticos. Por otra parte, si la curvatura no es significativa, los modelos
ajustados y no ajustados serfan similares (asumiendo que el modelo es significativo y la pérdida

de ajuste no significativa) y cualquiera de los dos puede usarse para la prediccion.

En el modelo ajustado (Adj.), el modelo factorial se aumenta con coeficientes para ajustarla
media a la curvatura. Proporcionando los coeficientes del modelo factorial que se obtendrian
en el caso de no contar con los puntos centrales en el diseflo experimental. Adicionalmente, el
modelo separa los problemas debidos a la curvatura, de los causados cuando el modelo no
encaja en los puntos factoriales. En este caso, el modelo es apropiado para realizar diagnésticos
o predicciones. Sin embargo, si la curvatura es significativa y la pérdida de ajuste es
insignificante, el modelo podria ser utilizado para predecir sélo los puntos factoriales, pero no

cualquiera de los otros puntos.

En el caso del modelo no ajustado (Unadj.) los coeficientes del modelo factorial se ajustan
utilizando los datos (incluyendo los puntos centrales); este es el modelo de regresiéon mas usual.
En donde, si la curvatura es significativa, la predicciéon de los puntos factoriales seria
parcialmente mas alta o mas baja por la informacién adicional suministrada por los puntos

centrales. En tal caso, debido a que los coeficientes cuadraticos necesarios para modelar la

122



curvatura no pueden distinguirse entre si, la curvatura no podria modelarse y la suma de
cuadrados (SS) de la curvatura se incluye en la SS de la pérdida de ajuste. Finalmente, si la

curvatura es significativa, este modelo no serfa el apropiado para realizar una prediccion.

Como se observa en la tabla 4.2, el modelo jerarquico fue significativo en todas las horas
analizadas tanto para el modelo ajustado a la curvatura como para el no ajustado; sin embargo
a las 72 horas aunque la productividad (basada en la actividad enzimatica) fue mayor (Figura
4.1b, c), el Lack of Fit p-valor fue significativo también, por lo cual quedé descartada esta hora
para continuar el analisis. Al comparar el resto de horas, la tabla 4.2 muestra que el Modelo p-
valor mas significativo se obtuvo a la hora 168, el Lack of Fit p-valor fue uno de los mas
insignificantes, asi como la diferencia entre el R* y el R* ajustado fue la menor. Por esta razén
se seleccion6 la hora 168 para analizar el efecto principal de los factores sobre la actividad

enzimatica.

En este sentido, a las 168 h el valor IF del modelo de 5.80 implica que el modelo es significativo
y que existe s6lo un 1.58% de oportunidad que el valor F sea mas grande debido al ruido en la
experimentacion. La falta de ajuste del valor F de 1.53 implica que no es significativa en
relacién con el error puro y que existe 40.22% de oportunidad que el valor F de que la pérdida
de ajuste sea grande debido al ruido generado en los experimentos; por lo tanto, una falta de

ajuste no significativa es positiva para el modelo.

Por otro lado el R*predicho de 0.2325 esta de acuerdo con el R ajustado de 0.3905, debido a
que la diferencia es mas baja que 0.2 y la precision Adeq. (mide la relacién sefal por ruido), en
el que una mayor proporcion de 4 es deseable, presenté una proporcion de 6.424; indicando

una sefal adecuada y que este modelo puede utilizarse para navegar por el espacio del disefio.

Valorando los resultados de la tabla 4.3 para continuar con el mejoramiento del medio se
deberfan mantener fijos los siguientes factores asi: A en 300 mL, B en 0.1 mM, D en 10 g.", E
en 20 mM y F en 20 gl.". Los factores C y G tuvieron un efecto positivo con 24.17 y 23.14%
de contribucién respectivamente; lo que significa que en el préximo disefio experimental de
mejoramiento se deberfan ensayar concentraciones superiores. Sin embargo, para el factor C

(In6culo) ya se ensayd 10% (v/v), lo que significarfan 30 mlL para el proximo disefio
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experimental; en este sentido en la escala en que se estan haciendo los ensayos, aumentar el
tamafio del in6culo no setfa practico, por lo cual, se decidi6 dejar el factor C fijo en 10% (v/v)

a pesar de ser significativo.

Como se puede observar en la tabla 4.4, la predicciéon para Ty no supera los resultados
obtenidos; en el caso de T la prediccion supera ligeramente el valor de actividad enzimatica
observado pero tampoco alcanza a superar el valor observado para Tii. Al quedar sélo el factor
G como significativo (Yeast Extract) con un porcentaje de contribucion del 23.14 % se decidié
realizar un disefio estadistico de tipo One Factor con tres niveles 10, 15y 20 gl." (-1, 0, +1),

pot duplicado, con el objetivo de tratar de mejorar la actividad enzimatica.

4.4.2. Disefno experimental One Factor (OFED)

Al comparar los resultados de actividad enzimatica de los tres niveles de extracto de levadura
ensayados en el OFED, es claro que la concentraciéon de 15g1." fue la mis favorable (Figura
4.3). Pese a que, los resultados de actividad enzimética obtenidos con 15 y 20 gl.” de extracto
de levadura son muy similares a los obtenidos en los tratamientos T4 y T11 del PBED, asi como
a la predicciones de este modelo, es importante destacar que se logré optimizar después del
PDEB la composiciéon del medio de cultivo pues se logré disminuir la concentracion de CuSO,
(importante para la actividad biolégica de la enzima), se logré aumentar la concentracion de
NH,SO, (importante como fuente de nitrégeno inorganico) y se logré aumentar las
concentraciones de peptona y extracto de levadura (ambos importantes como fuente nitrégeno
organico), asi como incrementar el volumen de medio en el frasco agitado, lo que esta

relacionado con la disminucién de la superficie de transferencia de oxigeno.

Varios aspectos de nuestros resultados llaman la atenciéon de manera particular, 7) el medio
optimizado requiere menor concentraciéon de fuente de carbono, lo que es extrafio pues mas
carbono generarfa mas biomasa 7) el medio optimizado requiere un aumento en el volumen de
medio; lo que se traduce en una reducciéon de la superficie de transferencia de oxigeno, y
podtia significar que el clon requiere una K, menort, y #) todo lo anterior contrasta con el
hecho de que el promotor GAP (constitutivo) es el que estda gobernando la expresion del gen
sintético optimizado de la lacasa POXA 1B de Pleurotus ostreatus [20]; lo que sugiere que la

enzima deberfa producirse como un metabolito primario y no como uno secundario (Figura
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4.1b,c). El agotamiento de la glucosa en el OFED fue similar, lo que confirma nuestra

observacion.

En este sentido algunos autores coinciden con nuestros hallazgos y plantean que la expresion
de genes bajo el pGAP no ocurre completamente de manera constitutiva y que puede estar
regulada bajo ciertas condiciones. Kern ez al, (2007) estudiaron la expresiéon de una oxidasa
alternativa fusionada a la GFP bajo el control del pGAP. Dentro de los resultados
encontrados, resaltan que la fluorescencia por parte de la GFP se incrementé de manera
considerable luego de que se agotara la glucosa en el medio de cultivo, mientras que de manera
transitoria se observo también la produccion de pequenas cantidades de etanol, fendmeno que
también ha sido planteado en otras investigaciones [38,39]. Si bien es cierto que hasta el
momento no existen reportes que describan de manera detallada el mecanismo por el cual se
presenta este fenémeno, los autores plantean que no consideran que exista una influencia
directa de una actividad oxidasa alternativa en los transportadores de hexosas, y sugieren que es
mas razonable que un estado alterado de energia en las células lleve a un aumento en la
captacion de glucosa y por ende, que la tasa de crecimiento celular aumente [37]. En este orden
de ideas, para nuestro caso particular, existe la posibilidad de que una menor superficie para la
transferencia de oxigeno, relacionada con el aumento en el volumen del medio de cultivo sea lo

que lleve a un estado de energfa alterado en las células, aumentando asi la captacion de glucosa.

En la tabla 4.5 con el ANOVA del diseio One Factor, se puede observar que el valor F del
modelo de 30.56 implica que el modelo fue significativo y que existe sélo un 1.01% de
oportunidad de que el valor F sea mas grande debido al error. Por otro lado el Pred R*de
0.8129 esta de acuerdo con el "Adj R*" de 0.9220, debido a que la diferencia entre ellos es mas

baja que 0.2.

Considerando que la Adeq Precision mide la relacién del ruido y que una tasa mas grande de 4
es deseable, es evidente que el modelo puede ser usado para navegar por el espacio del disefo,
debido a que la tasa del Adeq Precision obtenida fue de 10.593 y que se considera una sefial

estadistica adecuada (Tabla 4.2).
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El ajuste estadistico, la confiabilidad y la significancia del modelo cuadratico del OFED genera
confianza en la prediccion del mismo; sin embargo, al analizar la figura 4.4 se decidié no
ensayar la modificacion propuesta en la prediccion (utilizar 16.529 gl en lugar de 15 gl." de
extracto de levadura), pues en términos de actividad enzimatica la actividad predicha por el

modelo (1365.67 UL") se encuentra dentro del rango de desviacion estindar de la actividad

enzimatica obtenida expetimentalmente (1343.52 + 40.3 UL™).

Finalmente después del OFED se logré aumentar la actividad enzimatica de 451.08 £ 6.46 UL

' obtenida en el trabajo previo [20] a 1343.52 + 40.3 UL"; lo que significa un incremento de

aproximadamente 2.98 veces la actividad enzimatica.

4.4.3. Caracterizacion del sobrenadante concentrado
4.4.3.1. Identificacion functional de la enzima en el concentrado
En la Figura 4.5 el zimograma permitié la identificaciéon funcional para actividad lacasa, al

reaccionar generando una pigmentacion de color verde como consecuencia de la oxidacion del

ABTS.

4.4.3.2. Estabilidad a temperatura y pH

El estudio de estabilidad mostré que la enzima recombinante POXA 1B de P. ostreatus
expresada en P. pastoris X33 se mantuvo estable entre 10 y 50°C y retuvo mas del 70% de la
actividad enzimitica residual a 60°C y el 50% a 70°C. Con respecto a la estabilidad a pH,
POXA 1B fue mas estable a pH 4 con una actividad enzimatica residual superior al 90%,
mientras que por debajo de pH 3.0 y por encima de pH 5.0 fue menos estable a las condiciones
del ensayo. Sin embargo, la actividad enzimatica residual mas baja se presenté a pH 10 con
aproximadamente el 60%. Estos resultados concuerdan con los resultados encontrados por
Giardina ez al., (1999) cuando purificaron y caracterizaron una isoenzima de lacasa a partir de P.
ostreatus; en este estudio reportaron la mayor actividad enzimatica a pH acido (3.0) y
temperaturas entre 20 y 50°C [41], lo que también coincide con los resultados del presente
trabajo. Por otra parte, tomando en consideracion la estabilidad a temperatura y pH, es

importante destacar que POXA 1B recombinante fue mas estable que otras isoenzimas

(POXA 1W, POXA2, POXC) de P. ostreatus caracterizadas en estudios anteriores [41].
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4.4.3.3. Caracterizacion cinética del sobrenadante concentrado

Los valores de las constantes cinéticas de diferentes lacasas, bien sean de origen fungico o
bacteriano, presentan un amplio rango e incluso, pueden diferir frente al mismo sustrato. Sin
embargo, en la mayoria de los estudios realizados por otros autores, se reporta una mayor
afinidad por el ABTS en comparacién con sustratos como syringaldazina o guaiacol entre

otros, los cuales son oxidados con menor velocidad y sus constantes de Michaelis son mas

elevadas [21,45,46].

Los resultados indican que el valor de K., fue de 1.720 mM y la Vi fue de 3.163 x 107 Estos
resultados estan por encima de lo reportado por Giardina et al, (1999) [45], quienes
encontraron un valor K, de 0.37 mM para la misma isoenzima de lacasa, diferencia que podria
estar ralacionada con el hecho de que la lacasa del presente estudio no se encuentra pura, por
lo que se sugiere hablar de una Km aparente, pues la naturaleza de los otros componentes del
concentrado es incierta y pueden haber interferido positiva o negativamente en la actividad
enzimatica. Adicionalmente, se demuestra que POXA 1B tienen una mayor eficiencia catalitica

hacia el ABTS comparada con otras isoenzimas de lacasas encontradas en P.ostreatus [406].
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4.5. Conclusiones

Las lacasas tienen una gran importancia debido a sus potenciales aplicaciones industriales.
Como en la delignificacién de material lignocelulésico, biopulpeo y bioblanqueo, tratamiento
de aguas residuales, y transformacion de toxicos contaminantes organicos. En el presente

trabajo, se mejor6 el medio de cultivo para la produccién de la lacasa recombinante POXA 1B
[500mL Etlenmeyer con 300 mL de medio de cultivo (3/5), 10%  (v/v) inéculo, 1 mM
CuSO4, 10 gl glucosa, 20 mM NH4SO4, 20 gl. "' peptona, 15 gl." extracto de levadura,

durante 168 h, at 30°C y 180 rpm]. Adicionalmente, se obtuvo una actividad lacasa de 1,343.52
40.3 UL" a las 168 horas de cultivo, representando un incremento en la actividad enzimatica de
2.8 veces la actividad obtenida en los ensayos preliminares y “sereening’ de los clones obtenidos
(Capitulo 3). Se identificé la funcionalidad de POXA 1B realizando zimograma. El analisis de
estabilidad a pH mostré que la enzima es estable a pH 4.0, con una actividad enzimatica
relativa por encima del 60% en un amplio rango de pH (2.0-9.0). Con respecto a la estabilidad
a temperatura, la enzima se mantuvo estable en un amplio rango entre 10 y 70°C. Los
parametros cinéticos obtenidos para la lacasa recombinante POXA 1B mostraron la afinidad
por el sustrto ABTS como se reportdé en el trabajo anterior con el andlisis por docking
molecular y su eficiencia catalitica, soportando lo reportado para otras lacasas. Estos
caracterizacioén se realizé usando el sobrenadante concentrado en lugar de utilizar la enzima
pura, debido a que el propodsito del grupo de investigaciéon se encuentra encaminado al
tratamiento de residuales liquidos y sélidos contaminados y trabajar con la enzima pura en
dichos procesos encareceria considerablemente los tratamientos.

La lacasa recombinante POXA 1B expresada en P. pastoris usando el medio de cultivo
optimizado, y bajo las condiciones experimentales evaluadas, puede considerarse como una
enzima promisoria y con numerosas aplicaciones debido a su amplio rango de tolerancia a

diferentes pHs y temperaturas.
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5.1. Introduccién

La industria papelera consume importantes cantidades de agua, energia y productos quimicos;
ocupando el tercer puesto a nivel mundial con respecto al consumo de agua potable, para la
obtenciéon de pulpa de celulosa. Dependiendo el grado de tecnificacion de las empresas se
pueden utilizar entre 15 y 700 m’ de agua potable por tonelada de papel producido. Para la
obtencion de papel y carton se utilizan diversas materias primas como bagazo de cafa, astillas
de madera o subproductos de aserrinaje [1, 2]. Estas materias primas son fragmentadas y pre-
tratadas, para obtener la fibra de celulosa con bajos contenidos de lignina. El proceso se realiza
en dos etapas, en la primera se realiza la coccion de las astillas con hidréxido de sodio, sulfato
de sodio y carbonato de calcio, a elevadas temperaturas y presion (Pulpeo Kraft), [3, 4].
Posteriormente, la pulpa se separa del licor negro el cual es tratado como un residual industrial
o se envia a un ciclo de recuperacion de reactivos, donde se obtiene energia para el proceso y
se recicla una fracciéon importante de los insumos quimicos requeridos en la etapa de pulpeo
[5]. La pulpa café contintia al proceso de blanqueo, el cual se lleva a cabo por métodos
quimicos empleando oxidantes fuertes como cloro elemental (Cly), diéxido de cloro (ClOy),

peroxido de hidrégeno (H.O»), oxigeno (O,) y otros agentes [3 , 6].

Los efluentes generados durante estas dos etapas presentan concentraciones variables de DQO
(1000- 10000 mgL™), DBOs (500-5000 mgl."), color (1000-8000 UC), pH (6.5-11.0)
clorofenoles totales (20- 50 mgl."), entre otros [1]. Si estos contaminantes se vierten a cuerpos
de agua superficiales, pueden causar un grave impacto ambiental porque consumen el oxigeno
disuelto, impiden el paso de luz solar, inhiben el proceso de fotosintesis y algunos de los
compuestos clorados se bioacumulan y son téxicos para diferentes especies [7 , 8 ,9]. Para
tratar estas aguas residuales las empresas implementan tratamientos primarios (fisicos y
quimicos) y secundarios (aerébicos y anaerdbicos), que son eficientes para la remocién de
DQO, DBO:s, sélidos sedimentables y solidos en suspension [2, 10 , 112]. Sin embargo,
algunos compuestos aromaticos clorados y el color, no son eliminados en su totalidad; lo que
implica que las empresas deben evaluar otras alternativas de tratamiento para cumplir con la
legislacion vigente y mantener un desempefio ambiental sostenible. Para lograr estos objetivos
una opcion es utilizar tecnologias no convencionales, como el uso de hongos
ligninocelulosicos y/o microorganismos recombinantes productores de proteinas heterélogas

con aplicaciéon ambiental [6, 8]. Los hongos ligniloliticos producen diferentes enzimas
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extracelulares (Lacasas E.C. 1.10.3.2, Lignino peroxidasas E.C. 1.11.1.14, Manganeso
peroxidasas E.C. 1.11.1.13), compuestos de bajo peso molecular (quelantes) y especies
reactivas de oxigeno (radicales hidroxilo), que participan en la degradaciéon de lignina
(biopulpeo) y compuestos con estructura similar (clorofenoles, lignina modificada, colorantes,
entre otros), [1, 6, 12-14]. Diferentes autores han demostrado que los hongos ligninoliticos son
una alternativa promisoria para el tratamiento de aguas residuales de la industria papelera.
Moldes and Vidal (2008) demostraron que las enzimas lacasas producidas por varios hongos de
podredumbre blanca decoloraron la pulpa Kraft de Euwcaliptus sp., obteniendo 45% de
delignificacion. Salis ez al., (2009), reportaron que la lacasa inmovilizada de Pleurotus sp. elimind
diferentes concentraciones de fenoles presentes en aguas de pulpeo con eficiencias superiores
al 50%. Ortega ef al., (2009), demostraron que Trametes versicolor fue una alternativa eficiente
para realizar el postratamiento de aguas residuales de pulpeo, tratadas previamente en un
reactor anaerébico y demostraron que los dos sistemas incrementaron significativamente la
remocién de color, DQO vy clorofenoles. Por otro lado, Freitas ez al, (2009), realizaron el
tratamiento biolégico de un efluente kraft empleando lacasas de Basidomycetes vy
Zygomycetes, observando que los primeros son mas eficientes en relaciéon al porcentaje de

remocion y tiempos de retencion.

Debido a que las lacasas pueden degradar un amplio rango de sustratos, y tienen la capacidad
de utilizar el oxigeno atmosférico en lugar del peréxido de hidrégeno como es el caso de las
peroxidasas, son caracteristicas que convierten a las lacasas en candidatas promisorias para su
uso en diversas aplicaciones industriales. Sin embargo, debido a la dificultad para cultivar los
hongos nativos a gran escala, y a que en la mayoria de los casos las actividades enzimaticas no
son muy elevadas, el uso de sistemas heterdlogos para la produccion de enzimas como las
lacasas ha ganado especial interés en la industria biotecnoldgica con el fin de incrementar la
productividad. Algunos de los hospederos usados para expresar de manera heteréloga incluyen
levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Yarrowia lipolytica y
Kluyveromyces lactis, usados para producir las lacasas ya sea en fermentaciones de estado liquido o

solido [18].

En el presente estudio se evalud el uso de Plenrotus ostreatus productor de lacasas y una cepa

recombinante de Pichia pastoris (X33/pGAPZOA-LaccPost-Stop), productora de la lacasa
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heteréloga POXA 1B de Pleunrotus ostreatus [19], para el tratamiento de aguas residuales
producidas durante el pulpeo alcalino de residuos de aserrinaje de Pinus caribaea. Por otro lado,
se determiné el nimero de ciclos de operaciéon que pueden soportar los dos hongos y el efecto

de los efluentes postratados sobre el indice de germinacion de semillas de Lactuca sativa.
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5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Microorganismos y medios de cultivo

P. ostreatus (Pontificia Universidad Javeriana, Colombia) se reactivé en agar extracto de salvado
de trigo (AEST) cuya composicién en g/L fue: (10 glucosa, 5 peptona, 2 extracto de levadura,
0.1 KH,PO,, 0.05 MgSO4.7H,0, 0.076 MnSO4+.H,O, 15 agar, 175 extracto liquido de salvado
de trigo) a 30°C durante 8 dias [20]. La produccién de biomasa para los estudios en medio
liquido se realiz6 en caldo extracto salvado de trigo (CEST), cultivando el hongo durante 8 dias
a 30°C y 120 rpm. Posteriormente la biomasa se recuperé por filtracion, se lavo tres veces con

agua destilada estéril y se guard¢ refrigerada a 4°C hasta el momento de ser utilizada.

Para la produccién de biomasa de Pichia pastoris (X33/pGAPZaA-LaccPost-Stop) se tomaron
viales del Banco de Células Primario (MCB), [21]; una vez descongelados fueron inoculados en
tubo de vidrio con tapa de rosca con 5 mL de medio estéril YPG suplementado con 40 ug mL-
' de zeocina (Z) y se incubaron a 30°C, durante toda la noche a 180 rpm. Posteriormente se
inocularon dos Erlenmeyers de 500 mL con 100 mL (VET, volumen efectivo de trabajo) de
medio YPG-Z fresco y se cultivd a las mismas condiciones durante 12 horas. El cultivo
resultante fue verificado por Tincién de Gram para descartar la presencia de morfologias
contaminantes y sitvié de indculo al 10% (v/v) para la produccién a baja escala del extracto

crudo conteniendo la POXA 1B recombinante (tPOXA 1B).

La produccién a baja escala de tfPOXA 1B se realiz6 en el medio y las condiciones de cultivo
previamente optimizadas [500mL Etlenmeyer with 300 mL of culture media (3/5), 10% (v/v)
inoculum, 1.0 mM CuSOs, 10gl." glucose, 20 mM NH,SO., 20gl." peptone, 15gL." yeast
extract, during 168 h, at 30°C and 180 r.p.m.], [22].

5.2.2. Técnicas analiticas

La Demanda Quimica de oxigeno (DQO) se determiné usando el método de reflujo cerrado
utilizando el Kit comercial HACH, con rango de detecciéon de 15-15.000 mgl.". La
concentracién de carbono organico total (COT) se determiné usando la técnica de oxidacion
del persulfato de sodio (Kit comercial HACH 0-20 mgl."), las unidades de color (UC) y
potcentaje de decoloracion se estimaron empleando la metodologia reportada por Shintani and

Shoda (2013). La actividad lacasa se cuantificé siguiendo la metodologia reportada por Tinoco
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et al., (2001). La cuantificaciéon de aztcares reductores se realizé empleando la técnica del acido

3,5-dinitrosalicilico reportada por Miller ez al., (1959).

5.2.3. Obtencion y caracterizacion del licor negro pos pulpeo quimico

Se prepar6 un licor negro sintético (SBL) realizando un proceso Kraft modificado “zn vitro”,
adicionando 50 g de asertin de Pino caribea a 500 mL de NaOH al 5 % (w/v) y la extraccion se
realizé a 15 Psl, 121°C durante 15 minutos. El licor negro se separé de la pasta de celulosa por
centrifugacion a 8000 rpm durante 20 min. El pH del licor se ajusté con H.SO4 al 1 M y se
refrigerd a 4° C hasta el momento de su uso. En la Tabla 5.1 se observan la caracterizacion

inicial del SBL al 100, 75, 50, 25, 10, 5y 1% (v/v).

5.2.4. Efecto de la concentracién del licor negro sobre la capacidad de remocion de
Pleurotus ostreatus'y Pichia pastoris (X33 /pGAPZoA-LaccPost-Stop)

El SBL al 100% (v/v) se diluyé con agua destilada para obtener concentraciones del 75, 50, 25,
10, 5y 1% (v/v). Los expetimentos con P. ostreatus se realizaron por triplicado en Etlenmeyer
del 100 mL que contenfan 50 mL de SBL sumplementado con: 5 gl." glucosa, 0.05 gl." sulfato
de amonio y 1 mM de sulfato de cobre con un pH final de 7.0 = 0.2. A cada Erlenmeyer se le
adicioné un inoculo del 5 % (w/v) de biomasa pelletizada. Los recipientes se incubaron por
192 h a 120 r.p.m., y 30°C. Al finalizar el periodo de incubacion el SBL postratado se recuperd
por centrifugacion a 8000 rpm, durante 20 min y como variables de respuesta se determinaron
el porcentaje de decoloracion, la remocién de DQO vy la actividad lacasa (UL™). La seleccion de
la concentracion de SBL a utilizar en los siguientes experimentos se realiz6 tomando como

base aquella concentracion en la cual se evidencié una remocion superior al 50 % y la maxima

actividad lacasa (UL™).

Para las pruebas con P. pastoris, se preparé SBL a concentraciones de 10, 5y 1% (v/v), ya que
en las pruebas preliminares se determiné que la levadura fue inhibida a concentraciones del 25,
50, 75 y 100% (v/v). E1 SBL fue suplementado con: Glucosa 10 gl.", Peptona 20 gl.", extracto
de levadura 15 g, sulfato de cobre 0.1 mM, sulfato de amonio 20 mM y un pH final de 7.0 £
0.2. Los experimentos se realizaron por triplicado en erlenemeyer de 500mL con 300mL de
SBL y se inocularon con 10% (v/v) de biomasa de P. pastoris. Los Etlenmeyer se incubaron por

192 h a 180 rpm., y 30°C. Al finalizar el periodo de incubacién las muestras de SBL pos
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tratadas fueron recuperadas por centrifugacion a 8000 rpm, durante 20 min. En el
sobrenadante se cuantificaron las mismas variables de respuesta que las evaluadas para P.
ostreatns. Adicionalmente, para verificar la viabilidad de la levadura se realizaron diluciones
decimales y siembra por microgota en agar YPD, siguiendo la metodologia reportada por
Rojas-Higuera e¢f al., (2010). La concentraciéon de SBL a utilizar en las curvas de remocion se

selecciond de las misma forma que para P. ostreatus.

5.2.5. Decoloracion, remocion de COT y TOC del eflucente SBL por P. ostreatus 'y P.
pastoris

Se realizaron por triplicado curvas de remocion, empleando Erlenmeyer de 100mL con 50mL
de SBL al 10% (v/v) para P. ostreatus y SBL al 5 y 1% (v/v) pata P. pastoris, suplementando el
SBL de acuerdo con las necesidades nutricionales de cada hongo. Los porcentajes de inéculo
de biomasa viable (VB) y condiciones de operacién fueron las mismas que se usaron en las
pruebas de tolerancia. Para estos experimentos se realizaron muestreos periédicos hasta
completar 192 h y para el control de adsorcién se utilizé biomasa no viable (Esterilizaciéon en
autoclave por 15 minutos a 121° C y 1 atm.), la cual fue identificada como non-viable biomass
para P. ostreatus (NVB/P.O) y P. pastoris (NVB/P.P). Las variables de respuesta evaluadas
fueron: porcentaje de Decoloracién, remocién de DQO, COT, glucosa residual (gl."), lignina
residual (gl."), pH y actividad lacasa (UL"). Adicionalmente, se realizé cromatografia gases

acoplada a masas al inicio y final de las curvas, para los experimentos con biomasa viable (VB).

5.2.6. Determinacion del indice de germinacioén con semillas de Lactuca sativa

El efecto del SBL inicial (T1) y postratado con los dos hongos, sobre el indice de germinacion
de semillas Lactuca sativa (1G) se realizé siguiendo la metodologia reportada por Celis e al.,
(2006) y Morales ez al., (2016). Los controles y tratamientos evaluados fueron: Agua destilada
(1), ZnSO4 2 0.001M (2) SBL inicial (3), SBL postratado con VB/P.O (4) y SBL postratado con
VB/P.P (4), En la Figura 5.1 los numeros 5, 6 y 7, cotrresponden a las diluciones realizadas a
los SBL postratados; entendiéndose como diluciones al 75, 50 y 25% (v/v), tanto para P.
ostreatus como P. pastoris. La variable de respuesta fue el indice de germinacion 1G (%) y se

calculé empleando la ecuacion XII propuesta por Zucconi ¢f al., (1985).

%IG =

G+*L
—— %100 (XIJ)
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Donde: IG es el indice de germinaciéon (%), G es el promedio de semillas germinadas en la
muestra analizada, Ge es el promedio de semillas germinadas en el control negativo, L es el
promedio de longitud de la radicula en la muestra (mm), y L¢ es el promedio de longitud de la

radicula en el control negativo (mm). El valor del IG puede variar entre 0 y superar el 100 %.

5.2.7. Numero de ciclos de operacion

Para estimar el numero de ciclos que soportaban las biomasas viables de P. ostreatus y P. pastoris,
se realizaron nuevos ensayos a escala de Etlenmeyer empleando SBL al 10% (v/v) para P.
ostreatns y SBL al 1% (v/v) para P. pastoris. Cada experimento se incubé durante 5 dias a 30°C y
120 r.p.m. Al final del primer ciclo, se retir6 el SBL postratado y los Erlemeyers se alimentaron
con un nuevo lote de SBL. El procedimiento se repitié hasta completar 5 ciclos, en cada ciclo
se determiné el porcentaje de decoloracién, remocién de COT, DQO, actividad lacasa (UL™) y
el pH; la viabilidad de los hongos se monitoreo por crecimiento radial en agar PDA (P.

ostreatus) y recuento por microgota (P. pastorss).

5.2.8. Analisis estadistico

Previamente se realizé la comprobacion de normalidad y homogeneidad y posteriormente se
realizaron varios analisis estadisticos. Comparaciéon de medias entre tratamientos para: efecto
de las concentraciones del SBL sobre la capacidad de remociéon de los dos hongos,
comparacion entre biomasa viable y muerta para las curvas de remocién, comparacion entre
ciclos de operaciéon y un analisis multiple de correlacion de variables para las curvas de

remocién. Para todas las pruebas se utilizé el programa SAS 9.0.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Caracterizacion del SBL

El SBL al 100% presenté concentraciones elevadas de unidades de color, DQO, COT y
lighina; demostrando que durante el proceso de extraccion, la lignina es solubilizada por el
hidréxido de sodio, la presion y la temperatura. El subproducto liquido o licor negro sintético
(SBL) se caracterizé por tener un color café oscuro posiblemente por la presencia de grupos
cromoforos de baja degradabilidad como anillos aromaticos fenolicos conjugados con grupos
carbonilo (CH=CH), quinonas, radicales libres, entre otros. Adicionalmente, el SBL puede
tener compuestos alifaticos con diferente peso molecular que incrementan la DQO, SST, SS y
SDT [10]. Por otro lado, se evidenciaron absorbancias altas a Aass nm, A2soom ¥ Adgs am, 1as que
estarfan relacionadas con compuestos aromaticos, lignina y grupos croméforos (Tabla 5.1). A
medida que el SBL fue diluido para preparar los experimentos para los dos hongos, la
composicion fue variando por el efecto dilucion y por el ajuste nutricional que se realizé. Los
niveles de suplemento fueron determinados experimentalmente por nuestro grupo (datos no
mostrados) para favorecer el crecimiento miceliar y la actividad enzimatica de cada

microorganismo (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Synthetic Black Liquor characterization

Parametro 100 % (v/v) 10%* 10%%** 5%p** 1%%*
v/v) v/v) v/v) v/v)
pH 7.01+0.2 7.01+0.2 6.51+0.2 6.510.3 6.510.1
SST 3352+12 807x21 934+42 541%33 213165
mgL’l
SS 45+3.2 14+1.8 13£1.9 6.4x0.7 2.1+0.3
mll.!
COD 50000+234 72501866 51166*+125 29200+230 13666+126
mgl."!
TOC 7730256 873122 ND 1846+89 1543+51
mgL’l
Lignina 27891567 350165 11661288 1066+115 400110
mgl."!
Unidades de 99521+879 12058+t760 296711345 15656437 6439+178

COIOI }L4(,5 am
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Absorbancia a 1.345+0.34  0.678%£0.02 0.789+0.01  0.126%0.02 0.067£0.02

7\4465 nm

Absorbancia a 3.876% 1.765+0.56  1.987£0.45 1.175+x0.34  0.872%+0.03

7\4280 nm

Absorbancia a 2.45%+0.87 1.98+£0.065 1.23%+0.031 0.935+0.1 0.567%0.02

7\4254 nm

Los asteriscos en la tabla indican: * Concentracién de SBL suplementado para P. ostreatus. ** Concentracién de
SBL suplementado para P. pastoris

5.3.2. Efecto de la concentracién del licor negro sobre la capacidad de remocién de P.
ostreatus'y P. pastoris

La concentracion inicial del SBL, juega un papel fundamental sobre la capacidad de remocion
tanto de la cepa nativa (P. ostreatnus) como de la cepa recombinante (P. pastoris) porque a
concentraciones elevadas de materia organica puede generar un efecto inhibitorio por el exceso
de sustrato o toxicidad de ciertos compuestos que superan la capacidad de tolerancia de los
hongos. En relacion con P. ostreatus se realizaron pruebas preliminares que demostraron que el
hongo nativo removié eficientemente el color y la DQO del SBL al 100 , 75, 50 y 25 % (v/v)
con porcentajes superiores al 50% (datos nos mostrados). Sin embargo, en el SBL al 10, 5y
1% (v/v) se evidenciaron las remociones mas elevadas donde se obtuvieron porcentajes de
decoloraciéon del 84, 87 y 90%, respectivamente. En relacién con la remocion de DQO los
valores obtenidos fueron 98, 97 y 90% para SBL al 10, 5 y 1% (v/v), respectivamente. La

actividad lacasa en las tres concentraciones oscil6 entre 290 y 400 UL (Figura 5.1a).

P. pastoris productora de tfPOXA 1B fue mas sensible a elevadas concentraciones de SBL y no
se evidenci6 remocién al 100, 75, 50 y 25 % (v/v), llevando a que sélo se pudiera evaluar el
SBL al 10, 5y 1 % (v/v). Bajo estas condiciones, la decoloracion a los 5 dias fue del 19, 53 y
59%, para SBL al 10, 5y 1% (v/v) respectivamente. En relacién con la remocién de DQO, los
porcentajes fueron del 5, 30 y 53% respectivamente. La actividad lacasa en las tres

concentraciones fue de 1399, 1346 y 1327 UL" (Figura 5.1b).

Al realizar la comparaciéon de medias entre concentraciones para P. ostreatus no se observaron

diferencias significativas tanto para la decoloracion como para la remocién de DQO vy
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actividad lacasa (p>0.0001); demostrando que la cepa nativa podia ser empleada para remover
la materia organica de cualquiera de las tres concentraciones. Por esta razén, para las curvas de
remocién s6lo se evalud la concentracion mas alta (10% v/v) cuya composicién quimica fue

similar a un licor de pulpeo Kraft real (Irfan ez /., 2013).

Al realizar el mismo analisis para P. pastoris, se observaron diferencias significativas entre
concentraciones para la decoloracién y remociéon de DQO (p<<0.0001); lo que justificd que que
en el SBL al 10 % (v/v) se obtuvieran las remociones mas bajas (menor al 50 %) y pot tanto

las curvas se realizaron solamente con SBL al 5y 1 % (v/v).

La capacidad de remocién de P. ostreatus esta relacionada con el sistema enzimatico ligninolitico
que produce el hongo nativo, el cual esta formado por diferentes isoformas de lacasa, enzimas
dependientes de H,O, (MnP y LiP) y los sistemas generadores de peréxido de hidrogeno [29,
30]. El sistema ligninolitico puede actuar sobre licor negro, licor blanco o lignosulfonatos ricos
en compuestos fenolicos de bajo y alto peso molecular, involucrando reacciones sucesivas de
oxidacién para formar radicales catibnicos, compuestos alifaticos y posible mineralizacién
hasta CO, [31]. Adicionalmente, la biomasa de P. ostreatus pudo remover parte del SBL por

adsorcién a la pared fungica y este serfa un mecanismo fisico/quimico adicional no asociado

con el metabolismo primario que ayuda a incrementar la eficiencia de remocion [32, 33].

En contraste, P. pastoris s6lo produce un tipo de lacasa la cual podtia actuar sobre los
compuestos aromaticos fendlicos. Sin embargo, es factible que se requiera mayor tiempo de
tratamiento para incrementar la eficiencia de remocién en todas las concentraciones evaluadas.
En relacién con su capacidad de adsorciéon posiblemente fue menor porque el tamafio y
morfologia del hongo levaduriforme es diferente y la pared celular tiene menor cantidad de

sitios activos potenciales para la remocién por adsorcion.
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Figura 5.1. Efecto de diferentes concentraciones de SBL sobre la capacidad de remociéon de P. ostreatus y P.
pastoris. (a) Experimento con P. sstreatus. Concentracién 1: SBL al 10% (v/v). Concentracién 2: SBL al 5% (v/v).
Concentracién 3: SBL al 1% (v/v). (b) Experimento con P. pastoris. Concentracién 1: SBL al 10% (v/v).
Concentracién 2: SBL al 5% (v/V). Concentracién 3: SBL al 1% (v/v). Las letras representan los subgrupos
homogéneos de Tukey. a corresponde al mejor resultado, seguido en orden por b y c. Las batras representan la
desviacion estandar del promedio de tres replicas.

5.3.3. Decoloracion, remociéon de COT y TOC del efluente SBL por Pleurotus ostreatus
y Pichia pastoris

En la Figura 5.2 a, b, ¢ se presentan los porcentajes de remocién para las tres variables
dependientes obtenidas con P. ostreatus después de 192 h de proceso. En términos de la
decoloraciéon se evidenciaron diferencias significativas entre la biomasa viable y la biomasa
muerta (NLB/P.O) (p<0.0001) con porcentajes del 84 % y 19 %. Simultineo con la remocién
de color se obtuvieron remociones significativas de DQO y COT (p<0.0001) con valores de
98 v 90 % a las 192 h, las cuales fueron supetiores a las obtenidas con NLB/P.O (30 y 37 %
para DQO y COT respectivamente). Por otro lado, se observaron correlaciones positivas
significativas entre la decoloraciéon, remociéon de DQO y COT (r=0.934, 0.977 y 0.989

respectivamente) con un valor de p<0.05 para los tres parametros.
El comportamiento de la biomasa viable y NLB/P.P de P. pastoris en SBL al 5y 1% (v/v) se

presentan en la Figura 5.2 d, e, f. Para este hongo los porcentajes también fueron incrementado

en funcién del tiempo hasta obtener valores del 47.5, 52, 30, 53, 20 y 55 % para decoloracion,
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DQO y COT en SBL al 5y 1% (v/v). Estos valores fueron significativamente supetiores a los
obtenidos con NLB/P.P (9, 6.3, 14 y 13%, para decoloracién y DQO con SBL al 5 y 1%)
(p<0.0001). La remociéon de COT no fue superior al 10% en las dos concentraciones
evaluadas. En relacion con los analisis de correlacion para la biomasa viable, se obtuvo una
correlacién positiva significativa entre las tres variables para el SBL al 1% (r=0.81, 0.80 y 0.81
decoloracién, remocion de DQO y COT) con valores de p iguales a 0.047, 0.049 y 0.042. En el

SBL al 5% se evidenci6 una correlacién positiva pero no significativa (p>0.05).
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Figura 5.2. Cutvas de remocion P. ostreatus viable (VB) y no viable (NLB/P.O). (a) Decolotization. (b), COD
removal. (¢) TOC removal. P. pastoris viable (VB) y no viable (NLB/P.P). (d) Decolotization. (¢), COD removal.
(f) TOC removal. Las letras representan los grupos heterogeneos obtenidos con la prueba de Tukey. La letra a
corresponde al mejor tratamiento, seguido por la letra b. Las barras representan la desviacion estandar del
promedio de tres replicas.

En cuanto al comportamiento del porcentaje de remocion de lignina se analizaron menos
datos (inicial, 72, 144 y 192 h); se observé una remocion alta con la biomasa viable de los dos

hongos. Alcanzando porcentaje del 88 y 73 % para P. ostreatus y P. pastoris respectivamente en
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SBL al 10 y 1 % (v/v). La remocién por adsorcién para los dos microorganismos oscilé entre

13y 30 % (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Remocién de lignina para P. ostreatus viable (VB), no viable (NLB/P.O), P. pastoris viable (VB) y no
viable (NLB/P.P) en SBL al 10%, 5% y 1% (v/v). Las letras representan los grupos heterogéneos obtenidos con
la prueba de Tukey. La letra a corresponde al mejor tratamiento, seguido por las letras b,c,d y e. Las barras
representan la desviacion estandar del promedio de tres replicas.

P. ostreatus tiene la capacidad para realizar la modificacion del polimero de lignina. Dashtban ez
al., 2010, reportaron que los hongos de podredumbre blanca pueden realizar de manera
simultanea una degradaciéon enzimatica y no enzimatica de este polimero; lo que al mismo
tiempo produce una disminucién de color, DQO y COT en aguas residuales de industria
papelera. En esta degradacion enzimatica participan polifenol oxidasas, hemoperoxidasas y
enzimas accesorias generadoras de perdxido de hidrogeno. La accién combinada de los tres
grupos enzimaticos permite llevar a cabo la deslignificacion parcial o total, para formar
radicales libres que pueden continuar oxidandose hasta intermediarios de bajo peso molecular.
En relacién con la degradacion no enzimatica, durante el proceso de deslignifacion los hongos
disminuyen el pH y dejan libre ciertas cantidades de perdxido de hidrégeno. Este compuesto
puede reaccionar con sales de hierro para generar radicales hidroxilo con elevado poder
oxidante (Proceso Fenton biolégico). Esta reaccion favorece de forma indirecta la oxidacion de
anillos aromaticos hasta acidos carboxilicos y CO,. Por otro lado, en el SBL también se
encontraban otras fuentes de C y N (suplementacion nutricional de SBL), las cuales pueden ser

asimiladas por el hongo para la formacién de nueva biomasa y produccién de energia;
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generando una disminucion en la DQO, COT y SST. Sharma ef al., (2014) reportaron que la
produccién de celulasas y hemicelulasas, son otra estrategia desarrollada por los hongos y
bacterias para generar cambios en los subproductos liquidos o efluentes de la industria
papelera. Aunque en este estudio no se cuantificaron estas enzimas se conoce por trabajos
previos reportados de Rojas-Higuera e al., (2016) que este hongo produce Endoglucanasas,
endoxilasansas, B-glucosidadas, y celobiohidrolasas, cuando es cultivado en aserrines de pino,
roble y eucalipto. La produccion de estas enzimas podria incrementar la remocién de DQO y
COT. Otro factor que favorecié la remocion de DQO y COT en el SBL, esta reacionado con
la elevada relacion C/N que tenfa el residual, la cual fue aportada por los compuestos propios
del SBL y el suplemento de carbono que se realizé al residual para favorecer el metabolismo
fangico (5.0 gl." glucosa). Un resultado similar fue reportado por Pedroza ez al., (2013), en su
trabajo se determiné que al incrementar gradualmente la relacion C/N de un efluente papelero
se favorecié la remocion de DQO (>80%) y decoloracién (>80%) al tratarlo con biomasa

inmovilizada de Trametes versicolor.

Al comparar nuestros resultados con otros autores se evidencio que entre los mismos hongos
de podredumbre blanca se pueden presentar diferencias. Freitas ez /., (2009) evaluaron el uso
de Pleurotus sajor caju para la remocion de DQO, lignina y color presentes en efluentes papeleros
y observaron que a los 10 dias de tratamiento la remocién fue del 72, 79 y 72 %, valores mas

bajos si se comparan con nuestro estudio y fueron obtenidos dos dias después.

Por el contrario, la capacidad de remocién de P. pastoris se relacionaria mas con la produccion
de un sélo tipo de lacasa, el uso de la glucosa y el extracto de levadura, como fuentes de
carbono y nitrégeno para su metabolismo primario (suplementacion nutricional del SBL). La
enzima lacasa pudo generar cambios en los anillos aromaticos que tenfan grupos —OCH;,
Adicionalmente pudo producir cambios o estiramientos en los enlaces C=0O de los carbonilos

conjugados y grupos carboxilos acidos [306 |.

5.3.4. Actividad lacasa, consumo de glucosa y pH
En relacion con la actividad lacasa se presentaron tendencias diferentes en los dos hongos, en
las curvas con P. ostreatus se observé un incremento hasta las 48 horas de proceso obteniendo

un valor de 862 UL, posteriormente la actividad disminuyé para finalizar con 290 UL" a las
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192 h. Esta tendencia podria sugerir que la lacasa producida por P. ostreatus esta siendo inducida
por los compuestos fendlicos presentes en el SBL. Sobre estos compuestos las enzimas pueden
realizar oxidaciones y demetilaciones de las subunidades aromaticas que tienen grupos
metoxilo en los carbonos 3 y 5. Posteriormente, podrian actuar otras enzimas como las
peroxidasas, las cuales podrian generar intermediarios alifaticos y acidos carboxilicos [36]. Por
esta razon, no se evidencié una correlacion positiva significativa entre la actividad lacasa con la
remocion de color, DQO, COT 'y lignina (p= 0.051, 0.057, 0.067 y 0.071 respectivamente), con
valores de p>0.05 (Figura 5.4a).

La induccién de las lacasas por los compuestos aromaticos, los cambios en la tendencia de la
actividad enzimatica en funciéon del tiempo y su relaciéon con las peroxidasas, han sido
reportados con anterioridad por nuestro grupo. En un trabajo realizado en el 2013 con Trametes
versicolor se determiné que cuando el hongo esta en contacto con un efluente de industria
papelera, la primera enzima en cuantificarse fue la lacasa y posteriormente se empieza a
producir Manganeso peroxidasa; sin embargo, las dos estuvieron relacionadas con la remocion
de color, DQO y declorinacion de compuestos aromaticos clorados [35]. Una tendencia similar
se presenta cuando se utiliza un cocultivo fangico de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete
chrysosporium para el tratamiento de aguas residuales textileras. Estos resultados sugieren que los
compuestos aromaticos inducen fuertemente la actividad lacasa y su potencial de
biotransformaciéon se complementa por la intervenciéon de las peroxidasas que son producidas

después de la polifenol oxidasa, [37].

El comportamiento de la lacasa heteréloga producida por P. pastoris en funcion del tiempo fue
diferente. Esta enzima se produce de manenra constitutiva en las dos concentraciones de SBL
y finaliza con 1346 y 1327 UL, para SBL al 5 y 1 %. La actividad lacasa present6 cotrelacion
positiva significativa con todas las variables en las dos concentraciones (valores de r superiores
2 0.9 y valores de p menores a 0.05), lo que sugiere que la nica lacasa que esta produciendo P.
pastoris podria estar participando en la remocion de algunos de los compuestos presentes en el

SBL (Figura 5.4a).

En relaciéon con el consumo de glucosa y la variaciéon de pH, se observé que los dos hongos

consumen gradualmente la fuente de carbono y generan una disminuciéon del pH por la
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produccion de acidos organicos. La suplementacion de los efluentes industriales, con fuentes
de carbono sencillas es una estrategia que se utiliza frecuentemente para favorecer el
metabolismo primario de los microorganismos, de tal manera que posteriormente puedan
acceder a la fuente de carbono compleja como los compuestos aromaticos provenientes del
proceso de extraccion alcalina o licor de blanqueo [35]. Adicionalmente, el consumo de glucosa
por P. ostreatus podria favorecer la produccion de acidos organicos y peroxido de hidrogeno,
que son necesarios para la actividad de la Manganeso peroxidasa y la Lignino peroxidasa,

(Figura 5.4bc).
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Figura 5.4. (a) Actividad lacasa. (b) pH y (c) glucosa tesidual para P. ostreatus en SBL al 10% (v/v) y P. pastoris en
SBL al 1y 5 % (v/v). Las batras representan la desviacién estindar del promedio de tres replicas.

5.3.5. Cromatografia de gases acoplada a masas

Los analisis de CG-MS para el SBL inicial y postratado con P. ostreatus y P. pastoris viables se
presentan en la tabla 5.2. Los compuestos identificados en el SBL sin tratamiento fueron:
Phenol 2,4-methyl RT= 10.47, Phenol 24-dichloro RT: 11.36 y 2,6-Dimethoxyphenol
RT=15.96. La presencia de clorofenoles podria relacionarse con el proceso de extraccion
empleado, bajo estas condiciones los anillos aromaticos libres son inestables y pueden sufrir
procesos de clorinacion por la presencia de pequefias cantidad de cloro libre en el agua. Los
resultados demostraron que los dos hongos realizaron un proceso de biotransformacion de los
compuestos fendlicos clorado y no clorados, pero la forma y secuencia como la hacen varié

para la cepa nativa y la cepa recombinante.
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En los resultados del SBL postratado con P. ostreatus se evidencié la desaparicion de ciertos
compuestos identificados en SBL sin tratamiento, como el Phenol 2,4- di methyl, Phenol 2,4-
dichloro y 2,6-Dimethoxyphenol. Las enzimas producidas por P. ostreatus pudieron realizar
demetilaciones del Phenol 2,4-dimethyl tanto en posicién 2 como 4, para generar Phenol 2-
methyl y Phenol 4-methyl. En relacién con el Phenol 2,4-dichloro también se evidencio una
declorinacion de este compuesto en posicion 2 y 4; generando la eliminacién del SBL
postratado. Otra biotransformacion que se evidencié fue la demetoxilacion en posicion 6 del
dimethoxyphenol para formar 2 methoxyphenol, el cual no estaba presenten en el SBL inicial.
Este compuesto es considerado como uno de los intermediarios aromaticos finales de la
degradacion de lignina y se reportado que tiene efecto bactericida e inhibitorio sobre muchas

semillas y plantas [34], (Tabla 5.2).

En el SBL pos tratado con P. pastoris se obtuvieron mayor variedad de compuestos fenolicos
clorados y no clorados, como: Phenol 2-chloro, phenol 2,4 dichloro, Phenol 2-methyl, Phenol
4-methyl, 2-Methoxyphenol y 2-methoxy-4-ethyl-phenol. La presencia de phenol 2 methyl,
pheno 4 methyl y 2 methoxyphenol, en los dos SBL postratados demostré que la
biotransfomacion de los precursores (Phenol 2,4- Di methyil y 2,4-dimethoxyphenol) esta
siendo realizada por la enzima lacasa. Ya que en P. pastoris solo se esta expresando un unico
tipo de lacasa regulada por el promotor constitutivo pGap que regula la producciéon de la
enzima heterologa. En relaciéon con los compuestos aromaticos clorados, se evidencié que la
capacidad de declorinacion en P. pastoris es diferente que con P. ostreatus. En P. pastoris se
detect6 2,4- diclorofenol y el 2-clorofenol, lo que estaria indicando que para la levadura puede
faltar un ciclo de declorinacion, mas tiempo de proceso o no puede realizar declorinaciones en

posicion 4.

La literatura reporta que para compuestos aromaticos clorados las enzimas ligninoliticas
pueden realizar diferentes procesos como oxidacidén, demetilaciones, reducciéon de
benzoquinonas, hidroxilaciones y dehalogenaciones reductivas [38]. Otro factor fundamental
que se ha estudiado es numero y posicion de los atomos de cloro (orto, meta y para), siendo
mas dificiles de remover los cloros en posicion meta. Esto limita la capacidad de

biotransformacioén y la velocidad de la reaccion [8, 39].

151



Tabla 5.2. Compuestos fendlicos identificados por CG-MS del licor inicial SBL y las muestras tratadas con P.
ostreatus and P. pastoris.

RT (min) Presente en Compuestos
a b c d e

7.83 - - + - + Phenol 2-chloro

8.90 - + + - - Phenol 2-methyl

9.29 - + + - - Phenol 4-methyl

10.28 - - - - - Phenol 2-nitro

10.47 + - - - - Phenol 2,4- di methyl

11.36 + - + - - Phenol 2,4-dichloro

13.26 - - - - - Phenol 2,3,5-trichloro

13.59 - - - - Phenol 2,4,5-trichloro

14.68 - + + - - 2-Methoxyphenol
(guayacol)

15.96 + - - - - 2,6-Dimethoxyphenol
(sirongol)

16.38 - - + - - 2-methoxy-4-ethyl-
phenol (4-ethyl guaia-
col)

19.04 - - - - - 3-allyl-6-methoxyphenol

(m-eugenol)

RT: tiempo de retencién (min); a: Fenol inicial en SBL; b: SBL tratado con P. ostreatus luego de
192 h; c: SBL tratado con P. pastoris luego de 192 h; d: SBL tratado con P. sstreatus y CuTiOz
luego de 10 h; e: SBL tratado con P. pastoris y CuTiO;luego 10h. + Presente, - Ausente.

5.3.6. Determinacion del indice de germinaciéon para Lactuca sativa

Los ensayos de germinacion, ponen en evidencia la respuesta que tiene un modelo biolégico
vegetal ante la presencia de compuestos iniciales y finales del SBL tratados con biomasa viable
de P. ostreatus y P. pastoris. Con los datos obtenidos, se calculo el indice de germinacion (%IG)
el cual sirve como referente para evaluar la toxicidad de un efluente complejo hacia una planta.
Cuando los valores de este indice son menores al 50% se considera que la sustancia genera alta

fitotoxicidad sobre la planta evaluada [40].

De acuerdo con los resultados obtenidos para el SBL inicial, este licor tiene alta fitoxicidad
(18.96 %) valor similar al obtenido para el control positivo con Zn (16.9 %). Al realizar el
tratamiento con la biomasa viable de P. ostreatus por 192 h el indice disminuy6 (7.47%), lo que
demuestra que la fitoxicidad fue mayor que al inicio del experimento. A medida que el

efluentes fue diluido los indices de germinacién aumentaron pero no superaron el 50%, por lo
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tanto el SBL pos tratado continua teniendo un efecto fitotoxico alto. Algunos autores, han
realizado estudios con diferentes tipos de efluentes Kraft y observaron que las muestras
iniciales tienen toxicidad elevada tanto en bacterias como en semillas de 1igna radiata. En el
estudio de Xavier la toxicidad se incrementd, siendo similar a nuestros resultados, lo cual
podria relacionarse con la presencia de resinas acidas no transformadas o resinas parcialmente
decarboxiladas e intermediarios producidos por el hongo. Por otro lado, compuestos como
Pheno 2-methyl, Phenol 4-methyl y 2-metoxi fenol, fueron detectados con la cromatografia de
gases acoplada a masas en las muestras de SBL postratadas con P. ostreatus; estos compuestos
de bajo peso molecualar pueden pasar a través de la pared de las semillas y en interior afectan

algunos procesos bioquimicos relacionados con la germinacion [7], (Tabla 5.2).

En los ensayos de germinacion realizados con P. pastoris, el efecto fitotoxico fue mas alto que
con P. ostreatus ya que el IG fue igual a cero en todas las concentraciones evaluadas (100, 75, 50
y 25 % v/v), (Figura 5.5), esto se pudo asociar con la presencia de mayor cantidad de
intermediarios detectados por cromatografia. Como se observa en la Tabla 5.2 en el SBL
tratado con P. pastoris se detectaron: phenol 2-chloro, phenol 2,4-chloro, phenol 2-methyl,
phenol 4-methyl, 2 methoxyphenol y 2 methoxy-4-ethyl-phenol. La suma de todos estos
compuestos con diferente grado de complejidad pudo potencializar el efecto adverso sobre las
semillas. En estudios por compuestos separados Liu ef al, (2011) demostraron que el 2
methoxyphenol tiene efecto inhibitorio en bacterias y se considera que puede tener un efecto a
nivel de membranas celulares; generando dafios irreversibles en el transporte celular. Por otro
lado también se ha demostrado que el 2,4-clorofenol a concentraciones de 50 y 100 mgl.™" tiene

efecto fitotoxico en semillas de Lactuca sativa [42].
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Figura 5.5. Determinacién del indice de germinacién para biomasa viable de P. ostreatus y P. pastoris viable a las
192 h (seccién a de la grafica). Indices de germinacién para efluentes de P. ostreatus y P. pastoris pos tratados con
fotocatilisis visible usando Cu/TiO; por 5 h (secciéon b de la grifica). Las barras representan la desviacion
estandar del promedio de tres replicas.

5.3.7. Ciclos de operacion

La determinacién del nimero de ciclos de operacion en que la biomasa viable puede ser
reutilizada hace parte una serie pruebas que se deben hacer para determinar la factibilidad
econémica que podrian tener este tipo de tecnologias, ya que el uso de la biomasa en un unico
ciclo limitarfa la eficiencia. De acuerdo con los resultados obtenidos para P. ostreatus se
demostré que la biomasa viable puede ser reutilizada por 3 ciclos continuos de operacién que
equivalen a 576 h ya que no se observaron diferencias significativas entre ciclos para la
decoloracién, remocion de DQO, COT y lignina (valores de p<0.0001). La actividad lacasa y el
crecimiento radial de la biomasa reflejé la funcionalidad del hongo por largos periodos de
tiempo; lo que favorecerfa la remocién por biotransformacion y por adsorcion. La disminucion
en la actividad y menor crecimiento de la biomasa en los ciclos 4 y 5, se podrian relacionar con
la saturacion de la biomasa, formacioén de intermediarios que se adsorben a la pared fungica y
que generaron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento y la actividad enzimatica. La
versatilidad de los hongos ligninoliticos para operar por varios ciclos ha sido reportada por
varios autores. Castillo (2012) demostré que la biomasa viable de T. versicolor pudo ser utilizada
por 3 ciclos continuos de 7 dias para la remocién de colorantes azoicos sin que la decoloracion

disminuyera mas del 50%. Por otro lado, cuando se utiliza lacasa inmovilizada de P. sajor-caju

154



para oxidaciéon de compuesto fenodlicos la estabilidad puede alcanzar hasta 14 ciclos. Estos
resultados demostraron que la inmovilizaciéon de la enzima es una estrategia tecnologica que

favorece la reutilizacion y la estabilidad de las enzima [14].

Para los ensayos de ciclos con P. pastoris s6lo se utilizé SBL al 1 % (v/v). De acuerdo con los
resultados, la levadura recombinante se podria realizar tres ciclos consecutivos para la
remocion de COD, ya que no se observaron diferencias significativas entre los tres ciclos
(p>0.0001). Sin embargo, la remocién de color y lignina, disminuye a medida que se realizan
mas ciclos, lo que podria estar relacionado con la acumulacién y adsorciéon de compuestos
clorados (2,4 clorofenol y 4 clorofenol). En relacién con la viabilidad de la levadura y la

actividad enzimatica se mantienen por 4 ciclos (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Ciclos operativos: Porcentaje de decoloracién con biomasa viable de P. ostreauts and P. pastoris

Pleurotus ostreatus viable al 10 % (v/v)

Parametro C1 C2 C3 C4 C5
COD 94+0.4* 94+0.3* 94+0.3* 69 +1° 66+2°
%)

Lignina 78+£1.2*% 82+2*° 70+1.5*% 51+£0.5> 37%3.8°¢
%)

Remocion de 78.3%0.8* 77.5%1.1* 74.710.7* 68.2+2°> 31.5%1°¢
color

%)

Crecimiento 90+ 9* 80+ 5P 66* 5¢ 20+£0.1¢  10£0.3°
mm

Actividad Lacasa  1159%£51*  1028%+29"  1018%34°¢ 628*+16¢ 596%41¢
(U/L)

Pichia pastoris viable al 1% (v/v)

Parametro C1 C2 C3 C4 C5
COD 87.1£5.5* 87£3.5° 84.3£5.0 79.7£7.0 53%+1.8°¢
(0/O> ab b

Lignina 76+2.8* 68+1.6™ 61£1.2° 46+5.7¢  30%2.6
(Vo)

Remocion de 61X1.7% 58+1.9® 18+1.2°¢ 17£0.9 5.310.5
color

(Vo)

Crecimiento 6.7£0.01*  6.7x0.4* 6.5+0.6*  6.910.4* 55+0.2°
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Logio FCU/mL
Actividad Lacasa  1315249*  1126+11*  1091+9*  803+19° 60249

(U/L)

5.4. Conclusiones

Finalmente, los resultados obtenidos a escala de laboratorio con los dos hongos permitieron
demostrar que son microorganismos con potencial para la biorremediacion de licor de pulpeo
y podrian utilizarse por varios ciclos de operacion. Sin embargo, se hace necesario
complementar el tratamiento con otra tecnologia para eliminar los intermediarios que estan
afectando la germinacién de semillas de L. safiva. Por otro lado, nuestros resultados dejan
abierta la posibilidad de usar este tipo de tecnologias secuenciales, usando inicialmente
tratamiento bioldgico y seguido del tratamiento fotocatalico, no sélo para dar cumplimiento
con la normatividad ambiental vigente sino que también podrian ser utilizados en otras etapas
de la industria papelera como el pulpeo biolégico acoplado a pulpeo quimico, obtencion de
subproductos de alto valor agregado para la industria quimica y farmacéutica, usando el licor
negro como materia prima. Todas estas posibilidades deben explorarse y podrian ayudar a las
empresas en el fortalecimiento de programas de producciéon mas limpia manteniendo un

desarrollo sostenible y amigable con el medio ambiente.
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