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Interés y objetivos del trabajo

INTERES Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

La industria oleicola ha experimentado un proceso de modernizacion
que ha permitido la produccién de aceite de mayor calidad y capacidad
antioxidante con gran ahorro en la cantidad de agua necesaria para su
extraccion. Con el nuevo sistema de extraccidbn de aceite se produce un
residuo denominado alpeorujo, masa semiliquida de orujos humedos, que tras
una segunda extraccion con hexano, se obtiene alpeorujo seco y extractado.
Este subproducto posee propiedades fitotdxicas y antimicrobianas que pueden
provocar un gran impacto medioambiental si se desechan indebidamente.
Estas propiedades contaminantes, junto con la gran cantidad de alpeorujo que
se genera en un periodo de tiempo muy corto y en una zona muy concreta y
reducida como es la cuenca mediterranea, plantean la necesidad de buscar
formas eficaces de gestion y aprovechamiento del residuo. Se han propuesto
diferentes estrategias para la revalorizacién del alpeorujo, entre las que cabe
destacar la produccién de energia mediante combustion, la extraccién de
compuestos antioxidantes o el uso como absorbente para la eliminacién de
pesticidas de suelos contaminados. Otra via para la revalorizacién del alpeorujo
podria ser su utilizaciébn como abono organico ya que este residuo posee un
contenido elevado en materia organica y otros componentes de interés
agroquimico que lo hacen susceptible de utilizarlo como fertilizante. Este uso
alternativo del alpeorujo contribuiria al procesamiento de las grandes
cantidades de residuo que se generan en cada campafa, asi como al
establecimiento de niveles mas elevados de materia organica en los suelos de
la cuenca mediterranea, deficientes en este elemento. Sin embargo, diversos
estudios han puesto de manifiesto las propiedades toxicas que posee el
residuo que, entre otras cosas, causan un gran dafo en el crecimiento de
plantas superiores y producen la inhibicion de la germinacién de semillas. Por
tanto, es inviable la aplicacién directa de alpeorujo al suelo, siendo necesario
someter el residuo a procesos previos de transformacién y estabilizaciéon que
eviten sus efectos contaminantes. Se ha estudiado la posibilidad de someter al
alpeorujo a procesos de biorremediacién que eliminen su toxicidad y lo

transformen en un fertilizante. La mayoria de estos estudios se estan
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realizando con hongos ligninoliticos o de podredumbre blanca ya que poseen la
maquinaria enzimatica necesaria para degradar la lignina y celulosa de la
madera en la que habitan, lo que les hace idéneos para degradar los
compuestos téxicos presentes en los huesos, piel y pulpa del alpeorujo. Sin
embargo, estos procesos de biorremediacion con hongos ligninoliticos
necesitan periodos de fermentacion excesivamente largos que dificultan la
gestion de gran cantidad de residuo. Una alternativa puede ser el uso de
enzimas ligninoliticas extracelulares en los tratamientos de biorremediacion del
alpeorujo, lo cual permitiria la detoxificacién del residuo en un periodo de
tiempo mucho mas corto. Por tanto, en la presente Memoria Doctoral se
plantea como objetivo principal la biorremediacion enzimatica del alpeorujo
mediante su tratamiento con lacasa producida por el hongo ligninolitico
Coriolopsis rigida y asi se conseguiria disminuir el efecto toxico de este residuo
y revalorizarlo como fertilizante organico de forma rapida y eficaz. La
realizacion de este proceso requiere el conocimiento de las caracteristicas y
expresion de la lacasa de C. rigida para la optimizacion en el proceso de
biorremediacién del alpeorujo. Por tanto, la presente Memoria Doctoral
abordard los siguientes objetivos especificos:

- Estudio de la produccién y expresion de la lacasa de C. rigida en
presencia de alpeorujo

- Secuenciacion de la lacasa de C. rigida producida en presencia de
alpeorujo.

- Optimizacion de la produccién de la enzima lacasa por C. rigida.

- Optimizacién de las condiciones del proceso de biorremediacion del
alpeorujo mediante la aplicacion de actividad lacasa de C. rigida.

- Estudio del efecto de la aplicacion de la lacasa de C. rigida en la

fitotoxicidad y microtoxicidad del alpeorujo.
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INTRODUCCION

1. Cultivo del olivar

El cultivo del olivo tiene gran importancia econdémica, social,
medioambiental e incluso histérica, en la mayoria de los paises del
Mediterraneo (Kapellakis et al., 2008). De entre ellos destaca Espafia, principal
productor de aceite de oliva, seguido por ltalia, Grecia, Turquia, Siria y Tunez.

Se han destacado los numerosos beneficios para la salud del consumo
de aceite de oliva debido a sus propiedades antioxidantes y a su contenido en
grasas poliinsaturadas (Rodriguez et al., 2009; Suérez et al., 2009). Por ello
dicha industria ha experimentado un gran crecimiento desde principios del siglo
XX extendiéndose en todo el mundo y llegando a tener importancia en
continentes como Africa, Asia y América (Morillo et al., 2009).

Sin embargo, la explotacion de este cultivo conlleva la produccion de
enormes cantidades de subproductos que plantean problemas de
contaminacion y hacen necesario la implantacion de estrategias de manejo o

reutilizacion de los mismos.

2. Alpeorujo

2.1. Origen

La industria oleicola ha experimentado un proceso de modernizaciéon
que ha contribuido al incremento de la produccion y la calidad del aceite
mediante la introduccién de nuevos sistemas de extraccidon mas potentes y de
ciclo continuo. Los nuevos métodos de extraccion se basan en la centrifugacion
de la pasta de aceituna mediante maquinas rotativas horizontales de gran
velocidad. El primer sistema basado en la centrifugaciéon se introdujo en
Espana a partir de 1970 y se denominé sistema continuo de tres fases. En los

anos 1990 este método se sustituyd por la extraccion mediante centrifugacién
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de dos fases en donde se obtiene por un lado, aceite y por otro, el resto de
residuos de la aceituna o alpeorujo (Figura 1) (Alburquerque et al., 2004).

Sistema de dos fases

Agua (0,1-0,12 m?) - :
Lavado
v
Molturado/
Triturado

v

Centrifugado
horizontal

Aceite Alperoujo

Procesado
posterior

$_I_¢

Aceite Residuos de
de orujo | | alpeorujo

Figura 1. Extraccién del aceite de oliva mediante sistema de extraccién continua de dos fases
(Alburquerque et al., 2004).

El sistema continuo de dos fases tiene una serie de ventajas entre las
que destaca un ahorro de agua durante el proceso ya que no requiere la
aplicacion suplementaria de ésta antes de la centrifugacion. Este hecho cobra
gran interés en una de las zonas de mayor produccion de aceite, como
Andalucia, donde existen graves problemas de escasez de agua. Asimismo,
con este nuevo sistema de extraccion se obtiene aceite con mayor cantidad de

polifenoles que le confiere mayor calidad, capacidad antioxidante y mejora en
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sus propiedades organolépticas (Alba et al., 1992; Uceda et al., 1995; Borja et
al., 2006).

2.2. Produccion

Actualmente, el cultivo del olivo tiene gran importancia econdémica
estimandose que se producen 2,7 millones de toneladas de aceite de oliva
anualmente en todo el mundo, de las cuales el 76% se produce en Europa.
Concretamente, Espafia es el mayor productor, responsable del 36,2% de la
produccion mundial, seguido de Italia y Grecia (20,2 y 14,2%,
respectivamente), segun datos de la Organizacion de la Agricultura y la
Alimentacién de las Naciones Unidas (FAOSTAT, 2007).

Se estima que por cada 100 kg de aceitunas en la produccién de aceite
de oliva se producen una media de 10 | de alpeorujo. En Espana la produccion
anual de alpeorujo es de 4 millones de toneladas al ano (Kapellakis et al.,
2008; Suarez et al., 2009). Croacia es el segundo pais europeo productor de
alpeorujo, ya que en el resto de paises de la cuenca mediterranea productores
de aceite de oliva se utiliza mas el sistema de extraccion de tres fases (Figura
2) (Roig et al., 2006).
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Figura 2. Tecnologias usadas para la extraccién del aceite de oliva en los principales paises
productores (Roig et al., 2006).

2.3. Caracteristicas y composicion quimica

El alpeorujo, al ser un residuo agricola, modifica sus caracteristicas
quimicas en funcién de la campana oleicola, dependiendo de variables como
las condiciones climatolégicas de la cosecha, la variedad del olivo o el grado de
maduracion del fruto.

La primera caracteristica agroquimica destacada del alpeorujo es su
gran contenido en agua (56% de su peso) lo que le confiere una consistencia
semisodlida que dificulta su manejo (Alburquerque et al., 2004). En cuanto a su
composicién, al ser de origen vegetal, contiene gran cantidad de lignina,

celulosa y hemicelulosa (46, 38 y 21% respectivamente). Por tanto, se trata de
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un residuo lignocelulésico con gran cantidad de materia organica (MO) y
carbono organico total (COT) (932,6 y 519,8 g/kg, respectivamente) (Tabla 1).
Ademas, posee grasas (13% de la materia organica total), carbohidratos (10%)
y proteinas (8%). En cuanto a los nutrientes, se ha descrito que este residuo
tiene gran contenido de K (19,8 g/kg) e Fe (0,614 g/kg), pero pequefo en otros
como P, Ca, Mg y Na (Alburquerque et al., 2004).

Como residuo de la industria del aceite de oliva, el alpeorujo posee un
elevado contenido de fenoles, de hecho, s6lo un 1% de los fenoles
procedentes de la aceituna quedan en el aceite, y un 98% en los residuos
generados (Rodriguez et al., 2009). El perfil fendlico del alpeorujo es complejo
y variable, siendo el hidroxitirosol, hidroxitirosol glucésido, tirosol y tirosol
glucosilado o salidrésido, los componentes fendlicos mayoritarios detectados
en el residuo tras una extraccidbn metanol-agua, ademéas de la oleuropeina,
rutina y luteolina 7-glucésido (Sampedro et al., 2004). En trabajos posteriores
también llevados a cabo en nuestro laboratorio se han identificado otros
componentes fendlicos del alpeorujo tras una extraccion con acetato de etilo
como el oledsido y una mezcla polimérica organica llamada polimerina (Aranda
et al.,, 2007).

Las sustancias fendlicas del alpeorujo junto al contenido lipidico, son los
principales responsables de las propiedades fitotdxicas y antimicrobianas del
mismo (Capasso et al., 1995; Sampedro et al., 2004). Por ello, este residuo no
puede ser desechado sin sufrir una transformacion previa para evitar efectos
nocivos en el medio ambiente.
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Tabla 1. Caracterizacion agroquimica del alpeorujo (Sampedro, 2005). CET:

Carbono extraible total.

Parametro Valor
pH 5.33
CET (g/kg) 215,7
Acidos humicos (g/kg) 29,6
Acidos fulvicos (g/kg) 186,1
P (g/kg) 2,11
N (a/kg) 18,72
K (9/kg) 30,54
Ca (g/kg) 13,61
Mg (g/kg) 3,82
Na (g/kg) 0,17
Fe (g/kg) 1,12
Cu (mg/kg) 68,97
Mn (mg/kg) 46,51
Zn (mg/kg) 65,24
Lignina (g/100 g alpeorujo) 24,36
Hemicelulosa (g/100 g alpeorujo) 9,97
Celulosa (g/100 g alpeorujo) 17,09
Fenoles totales (g/kg) 26

Lignina

Por su origen vegetal, el alpeorujo es un material mayoritariamente
lignocelulésico constituido por componentes procedentes de los restos de
pulpa, hueso y piel de aceituna. De todos ellos, la lignina es el componente
mayoritario de este residuo. De hecho, se ha descrito la presencia de lignina
tanto en el endocarpo de la aceituna (semilla), de forma mayoritaria, como en
el mesocarpo y epicarpo de este fruto (Felizon et al., 2000). También se ha
encontrado una fraccion semejante a la lignina en el tejido mesocarpico
(Felizon et al., 2000; Sampedro et al., 2009a).
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La lignina es el segundo polimero natural, tras la celulosa, mas
abundante en la naturaleza. Posee una estructura muy compleja vy
tridimensional formada por unidades fenilpropanoicas dimetoxiladas (siringol),
monometoxiladas (guaiacol) y no metoxiladas (p-hidroxifenol) derivadas de
alcoholes p-hidroxicinamicos, en una proporcién que varia entre los diferentes
grupos de plantas vasculares, tejidos y capas de la pared celular (Figura 3)
(Martinez et al., 2005; Widsten et al., 2008). Este polimero ademas de
proporcionar rigidez y resistencia mecanica a las plantas, es la responsable de
proteger las fibras de celulosa del ataque de enzimas hidroliticas y otros
factores externos (Leonowicz et al., 1999).

Ui ¢ G
g G ;
aC C
1
6 2
5
a 3 O(R) (R)O O(R)
OR OR OR
p-Hidroxifenol ~ Guaiacol Siringol
R=H, alquil, aril

Figura 3. Unidades de lignina (Widsten et al., 2008).

La lignina juega un papel principal en la biorremediacion del alpeorujo ya
que posee una compleja y heterogénea estructura dificil de degradar (Kirk y
Farrel, 1987). La degradacién de la lignina es un proceso oxidativo llevado a
cabo en la naturaleza por microorganismos ligninoliticos mediante una serie de
enzimas, radicales que se generan por la accion de las mismas y otros

metabolitos.
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2.4. Problematica medioambiental del alpeorujo

El desecho indebido de los residuos de la industria del olivar ha
supuesto durante afios la contaminaciéon de aguas y suelo. Su alto contenido
en carbono organico y nutrientes ha favorecido la apariciébn de procesos de
eutrofizacion. Por otro lado, al contener lipidos, los subproductos del olivar
forman una pelicula impenetrable en la superficie de las aguas y suelo donde
son vertidos disminuyendo la entrada de luz y oxigeno, alterandose asi los
ciclos vitales de estos sistemas.

El alpeorujo posee propiedades fitotoxicas y antimicrobianas debido
principalmente a las sustancias fenodlicas y al contenido lipidico del mismo
(Capasso et al., 1995; Sampedro et al.,, 2004). Estos efectos negativos se
deben a que los componentes fendlicos monoméricos dafian las membranas
celulares causando la salida de los componentes intracelulares y la
coagulacion de los constituyentes citoplasmaticos y por tanto producen la
muerte de la célula o la inhibicion del crecimiento celular (Russell y Chopra,
1996). Los efectos fitotdxicos producidos por los fenoles monoméricos ocurren
principalmente durante la germinacién y el desarrollo de las plantulas
(Krogmeier y Bremner, 1989). Sin embargo, la baja difusion y el elevado
tamano molecular de los fenoles poliméricos impiden su entrada a las células
microbianas y vegetales, evitando dafarlas.

El alpeorujo posee otros factores, como el alto contenido en sales y el
relativamente bajo pH, que producen el desequilibrio de las propiedades
naturales del suelo. Ademas, su elevada relacion C/N dificulta su aplicacion
directa a los cultivos ya que provoca una deficiencia de N en los mismos
(Cabrera et al., 2002). Otros efectos negativos en las propiedades quimicas y
estructurales del suelo producidos por la aplicacion directa de alpeorujo al
mismo son: la inmovilizacién del N disponible para las plantas, el aumento en la
salinidad en suelos de tipo anfisol por desplazamiento del Ca y el K al complejo
de cambio y la disminucién del Mg asequible a las plantas por efecto
antagoénico con el K (Paredes et al., 1999).

Estos efectos negativos que el desecho indebido del alpeorujo puede

producir en el suelo, se traducen en un desequilibrio de las comunidades
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microbianas de la rizosfera, estrechamente relacionadas con el correcto
desarrollo de las plantas (Graystone y Campbell, 1996). Estos
microorganismos del suelo juegan un papel clave en el ciclado de nitrégeno,
azufre y fésforo, y en la descomposicidn de residuos organicos, incrementando
la disponibilidad de nutrientes para las plantas (Pankhurst et al., 1995).
Ademas, existen microorganismos rizosféricos que producen hormonas,
vitaminas y otras sustancias que estimulan la germinacion, enraizamiento y
crecimiento de las semillas (Gadagi et al, 2003). También una adecuada
composicion de la comunidad microbiana del suelo produce incremento en la
tolerancia de las plantas a la salinidad y la sequia, y proteccién frente a
patégenos gracias a fendémenos de antagonismo entre microorganismos.
Ademas, la presencia de las comunidades microbianas del suelo mejoran, la
estructura del mismo como consecuencia de la contribucién en la formacion de
agregados estables.

Ante la problematica medioambiental de los residuos de la industria
olivarera los distintos gobiernos de los paises productores han desarrollado
diferentes politicas de gestion. En la Union Europea la politica respecto a los
residuos de la industria agroalimentaria en general se engloba dentro de la
Directiva 15/98 de “Tratamiento de las aguas residuales urbanas”. Mediante
esta ley se permite la reutilizacion de residuos siempre y cuando hayan sufrido
el tratamiento apropiado que evite los efectos adversos que su reciclaje o
vertido puedan ocasionar al medio ambiente.

En Espana, los residuos liquidos de la industria del olivar eran vertidos
directamente a los rios produciendo grandes problemas de contaminacion. En
1981, el Gobierno prohibié este método de reciclaje y obligbé a los productores
a construir estanques artificiales donde almacenar tales subproductos entre
campafas favoreciendo asi su evaporacién (Cabrera et al., 1996).

El alpeorujo tiene una consistencia semisélida, debido al alto porcentaje
de humedad que presenta (55-70% de humedad) (Borja et al., 2006), lo cual
dificulta su manejo, transporte y almacenamiento, y por tanto de gestion del
residuo. Ademas, el alto contenido en compuestos fendlicos que posee este

residuo le confieren propiedades fitotdxicas y antimicrobianas muy perjudiciales
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si se desecha de forma directa al medio ambiente (Capasso et al, 1995;
Sampedro et al., 2004).

El gran incremento en la produccién de aceite de oliva en los ultimos
anos ha supuesto la generacidbn de enormes cantidades de alpeorujo
concentradas, ademas, en zonas muy concretas, como es el caso de
Andalucia, principal zona de cultivo del olivo en Espafa. Por tanto se hace
necesario encontrar soluciones para la eliminacion o revalorizacion de estos
subproductos en los paises de la cuenca mediterranea, principales productores
de aceite de oliva.

3. Biorremediacion

La intensificacién de la industria conlleva la generacion de grandes
cantidades de residuos que no pueden ser vertidos directamente al medio por
sus propiedades contaminantes. Se hace necesaria, por tanto, una correcta
gestibn de los residuos que incluya la instauracion de tratamientos que
minimicen su impacto en el medio ambiente y propicien el uso sostenible de los
recursos. Los tratamientos que se utilizan para la remediacion y revalorizacion
de los subproductos industriales son procesos fisicos, quimicos o bioldgicos
capaces de eliminar o disminuir los componentes contaminantes de los
residuos y mejorar las propiedades de los mismos.

La biorremediacién es la aplicacién de procesos bioldgicos para
estimular la degradacién de contaminantes o la recuperacion del ecosistema
(Gianfreda y Rao, 2004). En este proceso, los organismos utilizados eliminan
los residuos que resultan toxicos debido a que los usan como materia prima
para su crecimiento, provocando su degradacion, oxidacion y, por tanto,
desaparicién. Algunas de las ventajas de los procesos de biorremediacion es
que son tratamientos mas baratos que los métodos convencionales y suelen
ser soluciones permanentes que, ademas, no generan residuos (Wood, 2008).

De forma general, los procesos de biorremediacion de residuos se
pueden realizar a través de diferentes organismos como plantas
(fitorremediacion), animales capaces de desarrollarse en medios con fuerte
toxicidad (lombrices, microorganismos) o mediante degradacion enzimatica
(Gianfreda y Rao, 2004).
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La biorremediaciéon por microorganismos se puede llevar a cabo a través
de una digestién aerobia, mediante la aplicacién de aire que estimule el
crecimiento y la capacidad oxidativa de los microorganismos; o una digestion
anaerobia, en la cual los microorganismos degradan el residuo en ausencia de
oxigeno. Dentro de los procesos de digestion aerobia encontramos el
compostaje, proceso controlado en el que intervienen numerosos
microorganismos que requieren condiciones especificas como oxigeno,
humedad del 50-60% y sustratos organicos heterogéneos en estado sdlido.
Tras el compostaje se genera un producto estabilizado llamado compost que
posee valor fertilizante, de facil manipulacién y almacenaje y cuyo empleo
directo en el suelo no provoca efectos adversos.

Los procesos de biorremediacion por degradacion enzimatica consisten
en el tratamiento del sustrato a detoxificar con enzimas capaces de degradar
los compuestos nocivos o recalcitrantes de dicho producto. Estos procesos
ayudan a la biodegradacion de los compuestos contaminantes gracias a la
accion de enzimas extracelulares de determinados microorganismos,
encargadas de la solubilizacién del compuesto para la posterior introduccién en
la célula viva y su metabolizacién. También estas enzimas pueden contribuir a
la detoxificacién de los contaminantes convirtiéndolos en otros compuestos de
estructura mas sencilla y, por tanto, mas facilmente biodegradable. La
utilizacion de enzimas como tratamiento de biorremediacion tiene una serie de
ventajas respecto al uso de organismos completos: las enzimas tienen gran
especificidad de sustrato, son biodegradables y pueden actuar en condiciones
ambientales a menudo desfavorables para el desarrollo de microorganismos o
plantas, como puede ser una elevada concentracibn del compuesto
contaminante a tratar (Gianfreda y Rao, 2004, Rodriguez Couto y Toca
Herrera, 2006).

Las enzimas utilizadas en tratamientos de biorremediacién son
producidas previamente por microorganismos que pueden estar modificados
genéticamente o no, y posteriormente anadidas al residuo para su
biorremediacién. Entre los organismos utilizados para la produccion de estas
enzimas se han utilizado principalmente bacterias y hongos, de entre los que

destacan los llamados hongos ligninoliticos (Tabla 2) (Gianfreda y Rao, 2004).
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Tabla 2. Biodegradacion de contaminantes por enzimas extracelulares (Gianfreda y Rao,
2004).

Contaminante Enzimas Origen
Antraceno, pireno Lignina peroxidasa, Nematoloma forwardii
manganeso

peroxidasa, lacasa
Asfaltenos Cloroperoxidasa Cladartomyces fumago
Carbofuranos, carbarilo  Carbamato hidrolasa Achromobacter sp.,

Pseudomonas sp.

Cianidas Cianidasa, cianida Alcaligenes denitrificans
hidratasa

Nitrilos Nitrilasa, nitrilo Nocardia sp.,
hidratasa, amidasa Rhodococcus sp.,

Fusarium solani

La biorremediacion enzimatica estd siendo muy utilizada para el
tratamiento de tintes industriales y residuos de la industria papelera y para la
biorremediacion de numerosos contaminantes en suelos o sistemas acuéticos
como restos de pesticidas, fertilizantes, hidrocarburos policiclicos aromaticos
(PAHSs), municiones, metales pesados, compuestos organofosforados, fenoles
y otros residuos (Wesenberg et al.,, 2003; Gianfreda y Rao, 2004; Scott et al.,
2008; Yair et al., 2008).

4. Valorizacién del alpeorujo

Las propiedades contaminantes de los subproductos de la industria del
olivar plantean la necesidad de buscar formas de aprovechamiento o
remediacion de los mismos. Los métodos de tratamiento bioldgico
convencionales, por ejemplo, lagunas aireadas y plantas de lodos activados,
son escasamente efectivos en la remediacion de los subproductos agricolas.

En los ultimos anos se han realizado numerosos estudios para lograr usos
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alternativos del alpeorujo, mediante tratamientos tanto fisico-quimicos como

biol6gicos.

4.1. Tratamientos fisico-quimicos

Produccion de aceite de orujo

El alpeorujo puede secarse en unos secaderos rotativos con aire
caliente a 400 °C hasta obtener un residuo con solo un 5% de humedad que se
utilizard para la obtencion del aceite de orujo. Para ello, este alpeorujo seco
sufre una nueva extraccion con hexano para obtener todo el aceite residual y
genera un nuevo subproducto: el alpeorujo seco y extractado u orujillo con un
porcentaje de aceite muy bajo y una humedad del 10 al 13%. Este proceso se
ha optimizado para solucionar una serie de problemas, como el elevado
consumo de energia necesario y la caramelizacion de los azucares del residuo
(Arjona et al., 1999). Actualmente, y aunque el consumo de aceite de orujo es
escaso, el secado del alpeorujo se esta llevando a cabo para obtener un
residuo menos humedo y por tanto mas manejable a la hora de su valorizacion
(Roig et al., 2006).

Generacion de energia

Actualmente la principal fuente de energia proviene de los combustibles
fosiles, cuya extraccion es cara y altamente contaminante, ademas, éstos son
recursos limitados. Debido al desarrollo creciente de la industria que genera
una gran demanda de energia necesitamos buscar fuentes alternativas de la
misma como pueden ser los métodos de conversion termoquimica de la
biomasa de subproductos de la agricultura.

El alpeorujo seco y extractado se puede utilizar como combustible para
la cogeneracion de energia eléctrica y térmica por combustion ya que posee un
potencial térmico considerable (400 kcal/kg) (Arjona et al., 1999; Roig et al.,
2006). La energia generada puede emplearse en el secado del residuo,

abaratando el coste energético necesario en este proceso (Roig et al., 2006).
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Sin embargo, el proceso de pirdlisis del alpeorujo seco y extractado para la
generacion de energia produce determinados subproductos no deseados como
hollin o alquitrdn (Encinar et al., 2009). Otra alternativa de produccion de
energia a partir del alpeorujo es mediante el método fisico-quimico que
propone Jurado et al. (2003) por el que a partir de biomasa de alpeorujo se
obtiene un gas sintético llamado “syngas” formado por una mezcla de COz y H,

del que se obtiene un combustible sintético.

Extraccion de compuestos de interés

Se ha demostrado que los polifenoles proporcionan un efecto protector
en los eritrocitos humanos y el ADN contra dafnos oxidativos, ayudando a
prevenir enfermedades neurodegenerativas, inflamatorias e incluso cancerosas
(Rodriguez et al., 2009). Todos estos beneficios plantean la necesidad de
recuperar los polifenoles que posee el alpeorujo para su aprovechamiento en la
industria farmacéutica, cosmética y alimentaria.

Se han realizado estudios para el disefio de métodos de extraccidén de
fenoles a partir del alpeorujo como el denominado sistema de explosion al
vapor (steam-explosion) mediante el cual, el residuo se somete a 200 °C
durante 5 min en presencia de un catalizador acido, tras lo cual se obtiene un
residuo soélido y uno liquido. A partir del residuo liquido se puede extraer
facilmente compuestos fendlicos como hidroxitirosol, oleuropeina o 3,4-
dihidroxifenilglicol, compuesto recientemente descrito en el alpeorujo y de gran
poder antioxidante (Rodriguez et al., 2009; Suarez et al., 2009). Ademas, a
partir de este residuo sélido se puede extraer manitol mediante procesos de
ultrafiltracién, intercambio i6nico o cristalizacién para su uso en alimentacién
(Fernandez-Bolarnos et al., 2000; Ballesteros et al., 2001).

Hay otros compuestos de gran interés, que se pueden extraer a partir de
este residuo mediante hidrélisis acida, como las pectinas, usadas en la
industria alimentaria como agente gelificante y estabilizante, (Cardoso et al.,

2003), la glucosa, el furfural y oligosacaridos (Borja et al., 2006).
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Generacion de bioabsorbentes

Se ha estudiado el posible uso del alpeorujo como bioabsorbente de
sustancias contaminantes, como metales pesados o pesticidas, presentes en
suelos o sistemas acuéaticos, evitando asi la utilizacion de otros métodos fisico-
quimicos muy caros y complicados.

El alpeorujo puede reducir en un 80 y 75% la cantidad de Pb y Cd,
respectivamente, en soluciones acuosas (Martinez-Garcia et al., 2006). En este
sentido, también se ha utilizado el alpeorujo compostado como complemento
en un proceso de fitorremediacidon de suelos contaminados con Zn y Pb,
aprovechando asi la doble capacidad del residuo como bioabsorbente y abono
organico (Nogales y Benitez, 2006). Se ha estudiado la aplicacién de alpeorujo
como bioabsorbente en suelos para la eliminacién de restos de herbicidas e
insecticidas (simazina e imidacloprid) reduciendo asi el riesgo de
contaminacion de acuiferos (Albarran et al., 2004; Cox et al., 2004). Puede
también utilizarse el alpeorujo para la eliminacion en suelos del tricloroetileno,
compuesto que afecta negativamente a la diversidad bacteriana y a las
actividades bioquimicas del suelo. El alpeorujo puede, ademéas de eliminar
dicho contaminante, funcionar como enmendante del suelo contaminado
aumentando el contenido en compuestos humicos del mismo y mejorando las
actividades enziméticas relacionadas con el ciclo del carbono. Sin embargo,
antes de su aplicacion como absorbente, este alpeorujo debe someterse a un
proceso de transformacion para evitar los compuestos y caracteristicas
contaminantes que el propio residuo posee (Moreno et al., 2009).

Relacionada con esta funcidén como bioabsorbente, el alpeorujo puede
también transformarse mediante un proceso quimico en carbono activo. Este
compuesto es un material microporoso con gran superficie activa que se esta
utilizando para eliminar tintes o contaminantes como As o Al mediante

procesos de adsorcion (Borja et al., 2006; Rodriguez et al., 2008).
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Otras formas de valorizacion

Se han estudiado otros posible usos del alpeorujo como son la
fabricacion de piensos para rumiantes (Molina y Nefzaoui, 1996; Molina-Alcaide
y Yéafnez-Ruiz, 2008), su uso como herbicida natural (Kaddour et al., 2005) o
para la fabricacion de recipientes mezclandolo con polimeros termoplasticos
(Siracusa et al., 2001).

4.2. Tratamientos biologicos

Produccion de energia

Mediante un proceso de digestidbn anaerobia, el alpeorujo se puede
utilizar como sustrato para la produccion de biogas (mezcla de CH4 y CO»)
(Tekin y Dalgic, 2000) o de metano (Borja et al., 2003), ambos utilizados para
generacion de energia. Tras este tratamiento, también se obtiene un residuo
s6lido muy rico en materia organica que podria utilizarse como enmendante de
cultivos. Sin embargo, el principal problema que plantea el uso del alpeorujo
para este fin es su alto contenido fendlico, que inhibe la actividad y crecimiento
de los microorganismos implicados (Roig et al., 2006).

Produccion de alcoholes

A través del sistema de explosién al vapor se genera un residuo
sOlido que después de tratarlo con celulasas y una posterior fermentacién
con levaduras, se obtiene etanol (Borja et al., 2006).

Abono organico

El alpeorujo, dado su alto contenido en materia organica, macro y

micronutrientes asi como su pH ligeramente &cido, podria emplearse como
abono mineral para las plantas (Nogales et al., 1999). Sin embargo, éste posee
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determinadas propiedades toxicas que hacen inviable su aplicacion directa al
suelo. Por un lado su alto contenido en compuestos fendlicos confiere al
alpeorujo propiedades fitotoxicas y antimicrobianas (Capasso et al, 1995;
Sampedro et al., 2004) y por otro su elevada relacion C/N hace que su uso
directo en un cultivo provoque déficit de N que deberia corregirse con una
fuente adicional del mismo (Cabrera et al., 2002). Ademas, su contenido en P,
Ca y Mg es bajo en comparacion con otro tipo de enmendantes organicos,
como el estiércol (Alburquerque et al., 2004). Por lo tanto, es necesario corregir
previamente estas caracteristicas que impiden su utilizacion directa como
fertilizante.

Dado que la mayoria de los constituyentes organicos que presenta el
alpeorujo son lignina, hemicelulosa y celulosa, se planteé la digestion aerobia o
el compostaje como uno de los métodos de revalorizacion en fertilizante
organico mas efectivos. En este tipo de residuos encontramos, ademas, otros
componentes que constituyen un buen sustrato de crecimiento de
microorganismos, destacando la gran cantidad de carbohidratos solubles como
el manitol, sacarosa y fructosa (Guillén et al., 1992; Alburquerque et al., 2004) y
una cantidad considerable de polisacaridos pécticos y polimeros de
hemicelulosas ricos en xilano y xiloglucanos (Jiménez et al., 2001).

Existen estudios de procesos de compostaje del residuo en los que se
observa una reduccién del contenido fendlico, disminucién de lipidos, asi como
aumento del indice de germinacion en ensayos de fitotoxicidad (Alburquerque
et al., 2006; Cayuela et al., 2006; Kohler et al., 2008). Se han desarrollado
también procesos de vermicompostaje tanto del alpeorujo como de otros
subproductos del olivar en los que se obtuvo una disminucion de la fitotoxicidad
del residuo, mejora en las propiedades quimicas del mismo y disminucion de la
proporcion C/N (Nogales et al., 1999; Moreno et al., 2009).

Sin embargo, el tiempo necesario para llevar a cabo este tipo de
tratamientos es excesivamente largo (hasta 49 semanas) y, ademas, presentan
otros inconvenientes como la necesidad de afadir agentes de soporte
adicionales debido a la escasa porosidad de estos residuos, o la implantacién

de un sistema mecanico que garantice la ventilacién 6ptima para el desarrollo
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del compostaje y evite la formacién de agregados (Alburquerque et al., 2006;
Alburquerque et al., 2009).

5. Biorremediacion del alpeorujo con hongos

En general, los estudios muestran que los hongos son mas efectivos que
las bacterias en la degradacion tanto de fenoles simples como de compuestos
fendlicos complejos presentes en el alpeorujo. La razén es que la estructura de
los componentes aromaticos presentes en este residuo son anélogos a los
mondémeros de lignina y s6lo unos pocos microorganismos, principalmente
hongos degradadores de la madera, son capaces de degradar eficazmente la
lignina gracias a su maquinaria enzimatica (Hattaka, 1994). Hay estudios de
biorremediacién del alpeorujo con hongos ligninoliticos en los que observan un
descenso notable del contenido fendlico y de la fitotoxicidad del residuo. De
hecho, se ha demostrado que tras la incubacién del alpeorujo seco y
extractado con hongos degradadores de la madera como Phanerochaete
chrysosporium, Phlebia radiata y Pycnoporus cinnabarinus durante 20
semanas, se conseguia la eliminacién completa de los fenoles monoméricos
del residuo (Sampedro et al., 2004). Otros autores han puesto de manifiesto
que Pleurotus ostreatus también es capaz de reducir hasta en un 90% los
fenoles del alpeorujo seco y extractado tras 4 meses de fermentacidon
(Saavedra et al., 2006). Se ha estudiado, asimismo, cambios en la composicion
del alpeorujo seco y extractado y reduccion de su fitotoxicidad tras la
incubaciéon con hongos no ligninoliticos. Concretamente, Sampedro et al.,
(2005) observaron que la incubacién del alpeorujo seco y extractado con el
hongo Fusarium lateritium durante 20 semanas redujo en un 80% su contenido
en fenoles, consiguiéndose un producto no fitotéxico que logré6 aumentar el
peso de plantas de tomate (Sampedro et al., 2005). Otros estudios observaron
que despues de tratar el alpeorujo 20 semanas con F. oxysporum, se redujo su
contenido en lignina, hemicelulosa y grasas en un 16, 25 y 71%,
respectivamente, ademas de su fitotoxicidad frente a plantas de tomate, soja y
alfalfa (Sampedro et al., 2007b).

Con objeto de acortar el tiempo necesario de tratamiento del alpeorujo

para la reduccién o eliminacién de su fitotoxicidad, se buscaron alternativas en
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el proceso de transformacion del residuo. En nuestro laboratorio se propuso la
combinacion de un tratamiento mixto en el que incluia un fraccionamiento fisico
y un tratamiento bioldgico. Se observd que varios hongos saprobios despues
de 15 dias de incubacion en diferentes fracciones fisicas del alpeorujo,
obtenidas mediante su extraccion con deferentes solventes organicos,
redujeron hasta un 73% los fenoles del residuo y su fitotoxicidad sobre plantas
de tomate (Aranda et al, 2006; 2007). Otra estrategia en el proceso de
aceleracién de la transformacion del alpeorujo fue el uso de indculos de hongos
de la podredumbre blanca inmovilizados en soportes inertes como esponja de
poliuretano. Se ha observado que la incubacién de alpeorujo seco y extractado
con P. radiata durante solo cuatro semanas produjo disminucion del contenido
fendlico y fitotoxicidad en la germinaciéon de semillas de berro y lechuga
cercanas al 80% (Sampedro et al., 2009b).

Se estan realizando también estudios de biorremediacion enzimatica del
alpeorujo y otros subproductos de la industria del aceite de oliva, para la
eliminacién de sus compuestos fendlicos mediante la aplicacion de enzimas
peroxidasas, sin embargo, estos tratamientos dependen de la aplicaciéon de
H.O, (Barakat et al., 2009).

6. Hongos ligninoliticos

Los hongos ligninoliticos son organismos tanto del grupo de los
Basidiomicetos como Ascomicetos, que crecen en la madera y juegan un papel
esencial en el ciclo del carbono (Wesenberg et al., 2003). Estos hongos poseen
un sistema enzimatico extracelular que se origind en el periodo Devédnico
superior, paralelamente a la evolucion de las plantas vasculares, poniendo por
tanto de manifiesto su relacién con los procesos de formacion y degradacion de
la lignina (Eriksson et al., 1990). Atendiendo a un criterio ecofisiologico, dentro
de este grupo encontramos hongos de la podredumbre blanda, parda y blanca,

segun los materiales lignocelulésicos a los que ataca.
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6.1. Hongos de la podredumbre blanda

Los hongos de la podredumbre blanda atacan a la celulosa vy
hemicelulosa de la madera reblandeciendo sus tejidos y produciendo una
descomposicidén superficial de la misma, por lo que aparecen en las etapas
mas tempranas del proceso de pudricibn. Son, en su mayoria, hongos
Ascomicetes y la fase asexual de los mismos: los llamados Deuteromicetes, de
entre los destacan Alternaria alternata y el género Paecilomyces spp También
algunos basidiomicetos pueden provocar este tipo de podredumbre (Martinez
et al., 2005).

6.2. Hongos de la podredumbre parda

Los hongos pertenecientes a este grupo atacan fundamentalmente
compuestos celuldsicos y hemiceluldsicos y producen una degradacion parcial
de la lignina generando una acumulacién de lignina oxidada que aporta el color
pardo al que debe su nombre (Martinez et al., 2005). Son exclusivamente
Basidiomicetos y representan Unicamente el 7% de los hongos degradadores
de la madera. Algunas de las especies destacadas de este tipo de hongos
ligninolicos son Gloeophyllum trabeum y Laetiporus sulphureus (Martinez et al.,
2005).

6.3. Hongos de la podredumbre blanca

Los hongos de la podredumbre blanca son los organismos mas
frecuentes en el proceso de podredumbre de la madera y se caracterizan
porque degradan preferentemente la lignina y producen acumulos de celulosa
que dan a la madera una apariencia blanquecina (Pointing, 2001). Estos
hongos producen degradacién de los componentes de la madera y provocan su
despolimerizacion y mineralizacién hasta CO,y H,O (Chen y Chang, 1985). Se
ha descrito que estos hongos producen dos tipos diferentes de degradacion
(Erikson et al., 1990; Zabel y Morrell, 1992; Schwarze et al., 2000):
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- Deslignificacion selectiva o secuencial: en la que los hongos producen

un ataque selectivo inicial a la hemicelulosa y lignina de la madera y
posteriormente atacan a la celulosa. Es producida exclusivamente por
hongos Basidiomicetos como Ganoderma australe o especies del
género Pleurotus.

- Degradacion simultdnea: en este caso tanto la lignina, hemicelulosa y

celulosa de la madera son atacadas de forma simultanea. Este tipo de
degradacion se da tanto en Basiodiomicetos (Trametes versicolor, P.
chrysosporium) como en algunos Ascomicetes (Xylaria hypoxylon).

Para realizar este proceso degradativo de los componentes
lignocelulésicos, los hongos de la podredumbre blanca poseen un sistema
oxidativo no especifico que incluye: varias oxidorreductasas extracelulares,
metabolitos de bajo peso molecular y especies reactivas de oxigeno
(Schoemaker y Leisola, 1990).

Se ha descrito que las enzimas producidas por estos hongos son
capaces de degradar una gran diversidad de polimeros organicos complejos,
algunos contaminantes ambientales e incluso compuestos xenobioticos, con
una estructura quimica similar a la lignina gracias a la alta inespecificidad del
sustrato (Thurston, 1994). Por ello, estos hongos y sus enzimas son
considerados candidatos apropiados para la biorremediacion de muchos
subproductos agricolas donde la lignina es su principal componente.

7. Ligninolisis

Las principales enzimas implicadas en la ligninolisis son enzimas
oxidorreductasas, del tipo fenoloxidasas, como la lacasa, y peroxidasas como
la lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y la peroxidasa
versatil (VP). Otras enzimas implicadas en el proceso de ligninolisis son las
enzimas tipo oxidasas, como la aril-alcohol oxidasa (AAO) y la glioxal oxidasa
que generan HxO,, deshidrogenasas asociadas al micelio del hongo como la
aril-alcohol deshidrogenasa y quinona reductasa (Martinez et al., 2005).

Algunas enzimas tienen un papel regulador en la ligninolisis destacando la
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glucosa-1-oxidasa, la celobiosa quinona oxidorreductasa y la aril-alcohol
oxidasa (Leonowicz et al., 1999). Recientemente, se ha identificado un tipo de
enzima con propiedades tanto de las enzimas peroxidasas como de las
oxigenasas, ya que introduce oxigeno en las moléculas aceptoras utilizando
como sustrato el perdxido de hidrégeno. Esta enzima se ha denominado
peroxigenasa aromatica y se ha identificado en hongos colonizadores de la
madera del orden Agaricales como Agrocybe aegerita (Ullrich et al., 2004;
Aranda et al., 2009).

El proceso de ligninolisis requiere la coordinacion de toda una
maquinaria enzimatica y la intervencion de algunos metabolitos y radicales
generados en el proceso (Figura 4). Asi, las enzimas peroxidasas ligninoliticas
y la lacasa oxidan el polimero de lignina generando radicales aromaticos. Estos
pueden producir reacciones no enzimaticas como la ruptura de enlaces tipo
éter, fragmentacién del anillo aromatico, ruptura de enlace Ca-CB vy
demetoxilacion.

En la ruptura de un enlace éter, se generan radicales fenoxi que pueden
repolimerizarse en la lignina o pueden ser reducidos por oxidasas como la aril-
alcohol oxidasa (i) produciendo compuestos fendlicos que se reoxidan por la
enzima lacasa o por peroxidasas (j). Los radicales tipo fenoxi también pueden
sufrir una segunda ruptura de un enlace, en este caso, de tipo Ca-CB,
generando p-quinonas (k).

Los radicales aromaticos generados por lacasa o peroxidasas en un
primer paso de ligninolisis, pueden sufrir también una ruptura de enlace Ca-Cg,
de la que se generan aldehidos aromaticos (d), sustratos de las enzimas aril-
alcohol oxidasa (f) y aril-alcohol deshidrogenasa (f ‘) con la produccién de H.O,
que, a su vez, es cosustrato necesario para la actividad de las enzimas LiP, VP
y MnP. Estos aldehidos aromaticos también pueden ser atacados por lacasa o
por peroxidasas para la generacion de quinonas (g).

Las quinonas producidas por las diferentes rutas descritas, intervienen
en procesos ciclicos en los que actuan lacasas, peroxidasas (m) y quinonas
reductasas (I) y se produce O, . Esta especie reactiva de oxigeno esta
implicada en la reduccién del cation Fe** (n) presente en la madera, y
posteriormente se ve reoxidado (0) con la intervencién de H>O, que es, a su
vez, reducido a OH". Este radical hidroxilo es un fuerte oxidante que puede
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iniciar el ataque a la lignina en las primeras etapas de la podredumbre de la
madera (p), cuando las enzimas ligninoliticas no pueden penetrar facilmente en
los tejidos cerrandose el proceso de ligninolisis o interviene, nuevamente, en la

actividad enzimatica de las peroxidasas (Martinez et al., 2005).
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Figura 4. Proceso de ligninolisis (Martinez et al., 2005).
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En este proceso se ha identificado la glucosa-1-oxidasa (GOD) como
clave de la regulacion del mismo. Esta enzima utiliza las quinonas producidas
por lacasas, peroxidasas o por reacciones no enzimaticas de la ligninolisis
como sustrato en la oxidacién de glucosa en ausencia de oxigeno como
aceptor de electrones, produciéndose H.0O,, D-glucosa-d-lactosa y la
consecuente reduccion de dichas quinonas. El primer producto es utilizado,
como se ha visto, por peroxidasas, mientras que el segundo puede continuar
en un proceso de glicolisis 0 en el ciclo de las pentosas fosfato. GOD regula el
exceso de quinonas al reducirlas a sus respectivos fenoles que pasan a ser
sustratos de enzimas como las dioxigenasas generando quetoacidos que
intervienen en el ciclo de Krebs. Ademas, al producir H,O,, la GOD ayuda a
incrementar la despolimerizacion de la lignina aumentando la actividad de las
enzimas LiP y MnP y evitando asi repolimerizacién de los radicales (Leonowicz
et al., 1999).

Por ultimo, la lacasa también produce la eliminaciéon de los grupos tipo
metoxi de los fragmentos de bajo peso molecular generados por la degradacion
directa de la lignina por LiP y MnP, produciendo oligos demetilados de menos
peso (Leonowicz et al., 1999).

8. Enzimas ligninoliticas

En esta compleja maquinaria enzimatica destacan el grupo de las
peroxidasas y la lacasa, enzima clave del ciclo de la degradacion de la lignina.
Las peroxidasas son oxidorreductasas implicadas en la biodegradacion de la
lignina que catalizan oxidaciones tras su activacion con H,Oz y en presencia de
mediadores. El H,O, se genera por oxidasas extracelulares que reducen el O,
a perdéxido de hidrégeno en una reaccion catalitica. Las tres peroxidasas
implicadas en la degradacién de lignina por hongos son la lignina peroxidasa,

manganeso peroxidasa y peroxidasa versatil.
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Lignina peroxidasa

La lignina peroxidasa (LiPx) es una glicoproteina monomérica que
contiene un grupo hemo como grupo prostético. Se produce durante el
metabolismo secundario del hongo en atmdésfera de oxigeno y en cultivos en
los que el crecimiento esta limitado en nitrogeno o carbono. Oxida, en una
reaccién mediada por una molécula de H,O,, unidades fendlicas y no fendlicas
de la lignina degradando este polimero junto con las otras enzimas
ligninoliticas. Su actividad catalitica se desarrolla en un ciclo en el que el H2O;
oxida con dos electrones a la enzima y ésta oxida a dos nucleos aromaticos al

recoger un electrén de cada uno.
Manganeso peroxidasa

La manganeso peroxidasa (MnPx) es una glicoproteina con un grupo
hemo como grupo prostético. Cataliza la oxidacién de Mn®** a Mn®* el cual es
responsable de la oxidacién de lignina y de varios compuestos modelo de
lignina fendlicos y no fendlicos. En ausencia de H»>O» puede funcionar como
oxidasa, usando como sustrato NAD(P)H y produciendo H>O.. Tiene un ciclo

catalitico similar a la lignina peroxidasa.
Peroxidasa versatil

Fue descrita inicialmente en Pleurotus eryngii como una peroxidasa
capaz de oxidar el Mn?** pero también otros compuestos aromaticos no
fendlicos (Martinez et al., 1996). Es un nuevo tipo de peroxidasa que comparte
propiedades cataliticas con la LiP y MnP y que oxida ademas sustratos
fendlicos que no pueden oxidar estas enzimas (Ruiz-Duenas et al., 2001)

Por ello, numerosos estudios se han centrado en la demostraciéon del
papel que juega dicha enzima en la degradacién de lignina y de otros
compuestos xenobidticos o contaminantes ambientales de estructura similar a

la lignina.
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9. Lacasa

Las lacasas (p-difenol:dioxigeno oxidoreductasa, EC 1.10.3.2) son
enzimas tipo fenoloxidasas ampliamente distribuidas entre plantas superiores,
hongos y algunas bacterias, con funcibn muy diferente dependiendo del
organismo (Duran et al., 2002; Rodriguez Couto y Toca Herrera, 2006; Ullrich y
Hofrichter, 2007). En plantas, este tipo de enzimas intervienen en la sintesis de
lignina y en el proceso de respuesta primaria. En hongos producen la
coloracion o pigmentacion de conidios, la sintesis de la pared celular y ademas,
son enzimas clave del proceso de ligninolisis llevado a cabo mayoritariamente
por hongos de la podredumbre blanca como se ha descrito anterioriormente
(Thurston, 1994).

Las lacasas son proteinas N-glicosiladas con un contenido en
carbohidratos que representa entre el 10 y el 45% del peso de la molécula
(Thurston, 1994). Generalmente, aparecen en forma monomérica, con una
masa molecular entre 36 y 80 kDa, aunque la mayoria se encuentra entre 50-
70 kDa (Thurston, 1994). Presentan un pl entre 2.6 y 4.5, y su maxima
actividad varia en un amplio rango de pH, entre 2.0 y 8.5 (Thurston, 1994;
Leonowicz et al., 2001; Saparrat et al., 2002; Wesenberg et al., 2003).

En general, la reaccion que produce la lacasa es la oxidacion directa de
las unidades de lignina fendlicas, compuestos fenodlicos y otros compuestos
aromaticos, con el oxigeno molecular como aceptor de electrones, que se
reduce a agua (Thurston, 1994). Ademas, se ha demostrado que la lacasa
participa en la produccion de especies reactivas de oxigeno como H>O,, OH y
O," (Guillén et al., 2000) y en la oxidacién de Mn?* a Mn** (Guillén et al., 1997;
Mufioz et al., 1997b). Tanto el Mn** como el radical hidroxilo intervienen en una
fase inicial de la ligninolisis cuando las enzimas no pueden penetrar a través de
las paredes celulares de las plantas (Evans et al., 1994; Joseleau et al., 1994).
Asimismo, este tipo de enzima puede producir la demetoxilacién de
compuestos producidos en la oxidacién directa de la lignina por las peroxidasas
LiP y MnP (Thurston, 1994; Leonowicz et al., 1999).

Las lacasas se caracterizan por tener una baja especificidad de sustrato

y porque su actividad varia en funcion de numerosos factores como pueden ser
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el pH, el grado de aireacion, la agitacion del medio de cultivo, la fuente de
nitrégeno o la presencia de inductores de la actividad. Los inductores son
compuestos que influyen de forma considerable en la actividad de la enzima e
incluso en la expresion de los genes que la codifican. De hecho, se sabe que
los hongos de la podredumbre blanca producen diferentes isoenzimas de la
lacasa de forma constitutiva o por induccion (Bollag et al., 1984; Muhoz et al.,
1997a, De la Rubia et al., 2002).

Se han identificado varios compuestos inductores de diferente
naturaleza, como la 2,5-xilidina (Quaratino et al., 2007; Minussi et al. 2007),
compuestos fendlicos como la vainilina (De la Rubia et al, 2002) y
determinados nutrientes (Dekker et al., 2007). También se ha descrito que se
induce la actividad lacasa por el crecimiento conjunto del organismo de estudio
productor de esta actividad con otro tipo de hongo (Zhang et al., 2006).

Uno de los inductores de la actividad lacasa més estudiado, es el cobre,
microelemento presente en la estructura de la enzima, capaz de aumentar
significativamente los niveles de actividad de la misma (Collins y Dobson, 1997;
Saparrat et al., 2002). Se ha estudiado a nivel genético el papel del cobre en la
regulacion del gen de lacasa y la expresion de las diferentes isoenzimas de
dicha proteina (Collins y Dobson, 1997; Palmieri et al., 2000; Quaratino et al.,
2008a). Hoshida et al. (2005) demuestra que son necesarios niveles elevados
de cobre en el medio para la produccion de lacasa activa por hospedadores
heter6logos y que es un elemento esencial para el proceso transcripcional de
esta proteina. Sin embargo, el cobre también puede inhibir la produccion de
lacasa por algunos hongos como Panus tigrinus (Quaratino et al., 2007),
poniendo por tanto de manifiesto, el papel esencial que tiene este elemento en
la actividad lacasa y la variabilidad de la misma respecto a factores fisicos y
quimicos, como los ya descritos.

Otro tipo de compuestos muy influyentes en la actividad catalitica de
esta enzima son los denominados mediadores. Los mediadores de la lacasa
son compuestos de bajo peso molecular que actian permitiendo la formacién
de interacciones especificas entre lignina y enzimas ligninoliticas, que de otra
manera estan limitadas debido al gran volumen y complejidad del polimero.

Ademas, estos mediadores actian aumentando el bajo potencial redox de
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estas enzimas, que soOlo permite que la oxidacion directa por las lacasas se
realice sobre las unidades fendlicas de la lignina, que suponen menos del 10%
del total del polimero (Martinez et al.,, 2005). Debido a estos mediadores la
lacasa, por tanto, aumenta de forma considerada su potencial redox y es capaz
de degradar compuestos no fendlicos e incluso xenobiéticos. Estos mediadores
pueden ser compuestos naturales, como &acidos organicos o fenoles
procedentes de la propia ligninolisis (Camarero et al., 2005), o sintéticos, entre
los que destacan los inductores con el grupo funcional N-OH, utilizados en la

degradacion de pulpa de la industria papelera (Wesenberg et al., 2003).

Estructura y ciclo catalitico

Las secuencias nucleotidicas de las diferentes lacasas estudiadas
muestran un patron comun: todas codifican una cadena polipeptidica de entre
520-550 aminoéacidos en la que los dominios de union al cobre estan muy
conservados tanto en su composicion aminoacidica (diez residuos de histidina
y un residuo de cisteina que coordinan los atomos de cobre) como en su
distribucion a lo largo de la cadena polipeptidica (dos histidinas cerca del
extremo amino terminal y el resto cerca del extremo carboxilo) (Thurston, 1994;
Kumar et al., 2003). Concretamente, estos sitios de union a los atomos de
cobre se corresponden con cuatro regiones conservadas (L1, L2, L3 y L4) que
pueden contener desde 8 hasta 24 residuos a lo largo de la secuencia de la
proteina e incluyen tanto los aminoécidos especificos de union al cobre como
otros no especificos (Kumar et al., 2003). Los amino&cidos de unién del cobre
tipo | son dos histidinas, una cisteina y una metionina. Los primeros tres
residuos son esenciales para la union del cobre tipo | y forman una estructura
trigonal muy fuerte con dicho i6n. Sin embargo, el enlace de este cobre con el
cuarto residuo (una metionina axial) es mas largo y débil. Esta metionina puede
ser reemplazada por otros aminoacidos, tales como leucina o fenilalanina. Los
otros sitios de union al cobre (L2, L3 y L4) consisten Unicamente en residuos
de histidinas que siguen el patron repetitivo His-X-His (Morozova et al., 2007)
(Figura 5).
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Figura 5. Esquema de los dominios de la enzima lacasa de Bacillus subtilis, con indicaciones

de las distancias entre los &tomos mas importantes (Morozova et al., 2007).

Esta secuencia aminoacidica se estructura en las lacasas siguiendo un
esquema comun constituido por tres bloques o dominios (D1, D2 y D3) con
arquitectura tipo barril-B (Thurston, 1994). En esta estructura encontramos los
cuatro atomos de cobre organizados en tres tipos de complejos: cobre | o T1,
cobre Il 0 T2 (ambos con un atomo de cobre) y cobre Il o T3 (constituido por
dos atomos de cobre). Los centros T2 y T3 se asocian formando un centro de
cobre trinuclear considerado un hibrido T2/T3 (McGuirl y Dooley, 1999). El
hibrido T2/T3 estaria embebido entre los dominios 1 y 3, mientras que el cobre
T1 se situaria en la zona més expuesta del dominio 3, donde tiene lugar la

oxidacién del sustrato (Piontek et al., 2002) (Figura 6).
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COOH

Figura 6. Estructura tridimensional de la lacasa de T. versicolor donde se aprecian los
diferentes dominios (D1-D3) y los residuos de carbohidratos. Los iones de cobre se
representan como esferas azules (Piontek et al., 2002).

La actividad catalitica de las lacasas se desarrolla en un ciclo en el que
intervienen los tres componentes de la molécula encargados de la
transferencia de electrones desde un sustrato reductor hasta el oxigeno
molecular. La reaccién catalitica general de las lacasas consiste en las
oxidaciones monoelectrénicas de cuatro moléculas sustrato y la posterior
reduccion de oxigeno a agua. Esta reduccién del oxigeno molecular transcurre
mediante dos pasos de reduccion en el que se forman intermediarios de la
enzima tipo peroxido y tipo nativa (McGuirl y Dooley, 1999; Solomon et al.,
2001). Tras la oxidacion de cuatro moléculas sustrato en el complejo T1, los
cuatro electrones pasan al complejo trinuclear T2/T3 de tres atomos de Cu®*,
pasando entonces la molécula al maximo estado de reduccion. El siguiente
paso es la reduccion del O, que se encuentra unido al complejo T2/T3. Los e
son transferidos hasta el O, dando como resultado global la liberacion de dos
molécula de agua (Wong, 2008).
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Aplicaciones

Por su baja especificidad de sustrato y poder oxidativo, las lacasas se
emplean en multiples procesos de degradacion de herbicidas, pesticidas y
compuestos xenobio6ticos como hidrocarburos policiclicos aromaticos (Duréan y
Esposito, 2000; Pointing, 2001). Este enzima se esta aplicando en la industria
alimentaria para eliminar la turbidez de zumos de frutas, cerveza o vino y para
aumentar la resistencia de la masa de harina y gluten (Selinheimo et al., 2006).
En la industria quimica, la lacasa se ha estudiado para la posible produccion de
polimeros complejos o colorantes fendlicos sintéticos (Nicotra et al., 2004;
Mustafa et al.,, 2005). La cosmética también ha aplicado esta enzima como
iluminador de la piel o para reemplazar el H;O, como agente oxidante en las
férmulas de los tintes (Lang y Cotteret, 1999; Golz-Berner et al., 2004). Algunas
de sus aplicaciones mas importantes y estudiadas son en la degradacién de
tintes de la industria textil y en la industria papelera con la mediacion de
intermediarios que aumentan el potencial redox de la enzima (Camarero et al.,
2004; Rodriguez Couto et al., 2005).

Se ha estudiado la aplicacién de la lacasa en la biorremediacién de
residuos agroindustriales como los de cafa de azucar, alpechin y alpeorujo
(Casa et al., 2003, D’Annibale et al., 2004, Jaouani et al., 2005). La incubacion
del alpechin con el hongo G. applanatum, que producia Unicamente actividad
lacasa, produjo la decoloracién y disminucion del contenido fendlico del residuo
(Matos et al., 2007). También se ha estudiado la aplicacion directa de lacasas
semi o totalmente purificadas en el tratamiento del alpechin. De hecho Casa et
al., (2003) observaron disminucion de la fitotoxicidad del alpechin sobre la
germinacion de semillas de trigo después de tratar el residuo con una
isoenzima purificada de la lacasa del hongo de la podredumbre blanca
Lentinula edodes. Minussi et al. (2007), estudiaron la eliminacion del color y del
contenido fendlico de alpechin tras su tratamiento con lacasa semipurificada de
T. versicolor. Otros estudios realizados con lacasas purificadas de los hongos
P. chrysosporium 'y Chalara paradoxa corroboraron que estas enzimas juegan

un papel muy importante en la decoloracion y detoxificacion de dicho residuo

37



Introduccién

(Robles et al., 2000; Tsioulpas et al., 2002; Dias et al., 2004). Ademas, se ha
demostrado que la lacasa de P. coccineus, es capaz de disminuir la
fitotoxicidad del alpechin debido a la polimerizacion de los fenoles de menor
peso molecular (Jaouani et al., 2005; Berrio et al., 2007). Se han realizado,
ademas, estudios de biorremediacion secuencial del alpechin sometiendo este
subproducto a un proceso inicial de incubacién con el hongo P. tigrinus y un
tratamiento posterior con lacasa comercial, obteniendo una reduccion
significativa del tiempo necesario del tratamiento para conseguir un descenso
significativo de la fitotoxicidad del residuo (Quaratino et al., 2007).

En trabajos de biorremediacién del alpeorujo se ha demostrado la
presencia de actividad lacasa cuando dicho residuo se incuba con
determinados hongos de la podredumbre blanca durante 2 y 20 semanas,
provocando esta la polimerizacién de los fenoles (Sampedro et al, 2005).
Ademas, se ha observado en incubaciones del alpeorujo con determinado
hongos ligninoliticos una relacién clara entre el aumento de la actividad lacasa
con la disminucion de fenoles y de fitotoxicidad del residuo en plantas de
tomate (Aranda et al., 2006).

10. Lacasa del hongo Coriolopsis rigida

C. rigida es un hongo de la podredumbre blanca capaz de degradar
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs) (Gomez et al., 2006), compuestos
aromaticos y alifaticos en suelos contaminados por aceites (Colombo et al.,
1996), lignina de la paja de trigo (Capelari y Zadrazil, 1997) y de producir la
decoloracién de tintes industriales antraquindnicos (Sanchez-Lépez et al.,
2008).

El hongo C. rigida produce lacasa como unica enzima ligninolitica, por lo
que se considera un modelo interesante para el estudio del papel de dicha
enzima en procesos de degradacién. Se ha determinado que la actividad
lacasa de este hongo se debe a la presencia de dos isoenzimas de similar pl,
masa molecular, contenido en carbohidratos unidos por enlaces N-glicosidicos,
secuencia N-terminal, espectro de absorcion y pH 6ptimo; diferenciandose sélo

en sus constantes cinéticas (Saparrat et al., 2002).
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En estudios de biorremediacion de alpeorujo, se ha demostrado que la
incubacion de este residuo con el hongo C. rigida durante 20 semanas produjo
la degradacién de la hemicelulosa y lignina y la decoloracion de dicho residuo
(Sampedro et al., 2004; 2007a). Ademas, se ha observado que este hongo es
capaz de reducir la fitotoxicidad del alpeorujo debido a la polimerizaciéon de los

fenoles presentes en el mismo (Sampedro et al., 2004).
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MATERIAL Y METODOS

1. Alpeorujo seco y extractado

Se ha utilizado alpeorujo seco y extractado (DOR) procedente de la
empresa oleicola Sierra Sur S.A. (Granada). En dicha empresa se utilizan las
nuevas tecnologias en el proceso de obtencion del aceite de oliva,
sustituyendo las prensas hidraulicas por la técnica de centrifugado de masas,
concretamente con el sistema de extracciéon de dos fases.

El alpeorujo seco y extractado se autoclavd 3 veces en ciclos de 20 min
a 120 °C y se conservé a 4 °C hasta su posterior utilizacion. Para los ensayos
realizados en el presente estudio se llevé a cabo una extraccién acuosa del
alpeorujo mediante Soxhlet (Pobel, Barcelona, Spain). Para ello, muestras de
100 g de alpeorujo seco y extractado recogidas en cartuchos de papel de
celulosa se extrajeron con 400 ml de agua en dos ciclos de 8 h cada uno,
obteniéndose un extracto acuoso (ADOR). El extracto acuoso obtenido, filtrado
al vacio a través de una membrana de 0,45 ym de tamarno de poro, se guardo
a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

2. Hongos saprobios

2.1. Tipos y caracteristicas de los hongos utilizados

En este trabajo se han utilizado dos tipos de hongos, cuyas

caracteristicas se exponen a continuacioén:
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Especie/cepa Procedencia Referencia
C. rigida Aislado de madera de haya Berk. y Mont.
Cedido por el CIB (CSIC, Murill, 1908.
Madrid) CECT 20449
P. commune Aislado de suelo de bosque Thom, C. 1910
Xalapa (México) ClE(Xalapa) 1000

2.2. Medios y condiciones de cultivo

Medlios sdlidos

Los hongos utilizados se conservaron en placas de Petri con medio
MEA esterilizado previamente en autoclave a 121 °C durante 20 min. En dicho
medio se incubaron a 28 °C en oscuridad durante una semana y

posteriormente se conservaron a 4 °C hasta su uso.

Medio MEA

Composicion  Concentracion (g/l)

Extracto de Malta

Peptona 2
Glucosa 20
Agar 15
pH 4.7
Medios liquidos

Los hongos saprobios se cultivaron inicialmente en medios ricos con
objeto de incentivar su crecimiento y actividad enzimatica. Se utilizaron dos
medios dependiendo del ensayo a realizar: medio con glucosa (50 g/l) y
extracto de levadura (5 g/l) o medio de cultivo MB con glucosa (10 g/l) y cobre
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(300 uM). Los hongos saprobios se incubaron en matraces de 250 ml con 70
ml del medio especifico para cada ensayo. Cada matraz se inocul6 con 2
cuadrados (0,5x0,5 mm) de medio MEA con el hongo objeto de estudio. Estos
matraces se mantuvieron en agitacion a 150 rpm durante 7 dias a 28 °C.
Transcurrido este tiempo, la masa micelial se homogeneiz6é con Ultra Turrax
(Ika-Werk Alemania) y la suspension obtenida se us6 como indculo. La
incubacion de los extractos de alpeorujo con los hongos objeto de estudio se

realiz6 con 5 ml de este homogeneizado.

Medio MB
Composicion Concentracion (g/l)
(NH4)2C4H4O6 2
HoKPO4 1
MgSO4 0,5
Extracto de levadura 1
NaNOs 2
KCI 0,59
FeS04.7H,0O 0,01
Peptona 5
Elementos trazas 1 ml/l
pH 5.1
Solucion mineral de elementos traza
Composicion Concentracion (mg/l)
B4O;Na,.10H,0O 100
ZnS04.7H,0 70
FeS04.7HO 50
MnSQO,4.4H,0 10
(NH4)6M00O24.4H,0 10
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Para el crecimiento de los hongos en presencia de alpeorujo, se
utilizaron también dos tipos de medios dependiendo del ensayo a realizar. Para
los ensayos de purificacién de la actividad lacasa se prepararon matraces de
250 ml con 70 ml de distintas concentraciones de extracto acuoso de alpeorujo
con los nutrientes del medio MB suplementado con glucosa (5 6 10 g/l) para
inducir el crecimiento del hongo. Tras la esterilizacion, cada matraz se inocul6
con 5 ml del in6culo crecido en medio MB con glucosa descrito anteriormente y
se mantuvo a 28 °C en agitacion a 150 rpm durante diferentes tiempos de
incubacion.

Para el resto de ensayos de produccion de actividad lacasa se utilizd
medio MB con distintas concentraciones de extracto acuoso de alpeorujo pero
sin glucosa. Los medios, crecidos con el in6culo, se incubaron a 28 °C en
agitacion (150 rpm) o condiciones estacionarias segun el ensayo.

En ambos casos, tras los diferentes tiempos de incubacién dependiendo
del ensayo, se centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C,
consiguiendo separar el micelio del medio de cultivo. El micelio se lavd con
agua DEPC para inactivar las ARNasas y se conservo inmediatamente a -80
C para la posterior extraccion de ARN. El medio de cultivo se almacené para
la realizacion de las distintas determinaciones.

Asimismo, para la extraccion de ADN gendmico se prepararon matraces
de 250 ml de volumen con 70 ml de medio MB con glucosa. Tras la
esterilizacién, cada matraz se inoculé con 5 ml del inéculo crecido en medio
MB con glucosa descrito anteriormente y se mantuvo a 28 °C en agitacion a
150 rpm durante 5 dias. Transcurrido el tiempo de incubacién, el micelio se
separé del medio de cultivo liquido por centrifugaciéon a 10000 rpm durante 20

min y se conservé a -80 °C para la posterior extraccion de ADN.

3. Bacterias

La bacteria utilizada para las pruebas de microtoxicidad de los extractos
de alpeorujo corresponde a la bacteria fijadora de N> Azospirillum brasiliense
CECT 590 T (cedida por el CIB, CSIC, Madrid), microorganismo ampliamente

distribuido en el suelo y en la rizosfera de numerosas plantas horticolas.
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4. Determinaciones enzimaticas y analiticas
4.1. Actividad lacasa

Para la determinacién de la actividad lacasa se utiliz6 el método
propuesto por Saparrat et al. (2000) basado en la oxidacion de los sustratos
2,6-dimetoxifenol (DMP) 6 2,2-azinobis (3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato)
(ABTS) por parte de la lacasa, lo que produce un cambio de color.

Esta actividad se valoré midiendo la oxidacion de dicho sustrato como el
incremento lineal de la absorbancia en un espectrofotdmetro a 469 nm (€469=
27500 M'cm™). La actividad se expres6 en unidades internacionales por ml
definiendo la unidad enziméatica como la cantidad de enzima producida por
pumol de sustrato consumido por min.

La mezcla de reaccion por orden de aplicacién contenia:

Composicion Concentracion i
Tampédn acetato sédico pH 5 200 mM 500
Agua destilada 380
Muestra 20
Dimetoxifenol DMP 50 mM 100

42. pH

El pH del extracto acuoso de alpeorujo obtenido se determin6é en un
pHmetro modelo Crison.

4.3. Color

La determinacion del color se realiz6 segun el método descrito por
D’Annibale et al. (2004). La medicién de color del extracto acuoso de alpeorujo
de las muestras diluidas en tampon Tris-HCI 0,2 M pH 7.6 (1:10) se realizé
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mediante la determinacion de la absorbancia a 465 nm en un
espectrofotdmetro. Los resultados se expresaron en unidades colorimétricas
(UC):

AbS465.500
Ue= Toqs2
donde 0,132 es la absorbancia a 465 nm de una solucién estandar Pt/Co que

contiene 500 unidades colorimétricas.

4.4. Determinacion de proteinas

La cantidad de proteina del extracto acuoso de alpeorujo se determin6
por el método de Bradford (1976) que permite valorar por espectrofotometria el
contenido de proteinas mediante la medida del complejo que éstas forman con
un colorante. Se empled un reactivo comercial de Bio-Rad y albumina de suero
bovina (BSA) a una concentracion de 0,5 mg/ml como proteina de referencia
para preparar la curva patréon.

Para la determinacion de proteinas, la reaccién colorimétrica se llevé a
cabo anadiendo 200 ul de reactivo de Bio-Rad a 20 pl de muestra diluida con
agua destilada hasta un volumen de 800 ul. Tras incubaciéon de 15 min a
temperatura ambiente, se realiz6 la medida espectrofotométrica de cada una
de las muestras problema a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1700. Los resultados se expresaron en ug de

proteina por ml de muestra.

4.5. Contenido de polifenoles totales

El contenido de fenoles del extracto acuoso de alpeorujo se realizd
mediante determinacién colorimétrica por el método descrito por Ribereau-
Gayon (1968). Este método esta basado en la reduccion en medio alcalino de
una mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfowolframico (reactivo Folin-
Ciocalteau) por los compuestos fendlicos y la consiguiente formacion de una

mezcla de 6xidos azules de wolframio y molibdeno que absorben la luz en una
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franja de 620 a 750 nm. La medida de la absorcion a 725 nm es proporcional a
la concentracién del compuesto.

A 1 ml de las distintas soluciones de la curva patrdn realizadas con
acido tanico, asi como de los extractos de ADOR, se agregaron 0,5 ml de
reactivo de Folin-Ciocalteu y 2,5 ml de una solucién de Na,COj3 al 20% (p/v).
Esta mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 35 min, tras lo cual
se midié su absorbancia en espectrofotémetro a 725 nm. Los resultados se

expresaron en ug de acido tanico por ml de extracto acuoso de alpeoruijo.

4.6. Azucares reductores

La cantidad de azucares reductores se determind mediante el método
de Somogyi y Nelson (Somogyi, 1952) basado en la oxidacién de azucares
reductores por compuestos organicos cupricos en solucion alcalina. Para la
determinacion se utilizaron tres reactivos:

- Somogyi |. En un volumen de 800 ml se disolvieron 144 g de
NaxSOq, 12 g de KNaC4sH4O6, 24 g de Na,CO3z y 16 g de NaHCO:s.

- Somogyi Il. Se prepard con 36 g de NaSO, y 4 g de CuS0O,.5H,0
en un volumen final de 200 ml.

- Nelson. Este reactivo contiene 50 g de (NH4)Mo;0O24 en 900 ml de
agua y 42 ml de HoSO4 concentrado. Esta disolucién se mezcl6
con otra de 6 g de NapHAsO,4.7H-,O en 50 ml de agua. La mezcla
se mantuvo a 37 °C durante 48 h y se conservé posteriormente a
temperatura ambiente.

La reaccion colorimétrica para la valoracion de azucares reductores se
obtuvo mezclando 0,2 ml de los reactivos Somogyi | y Il en proporcion 1:4y 0,2
ml de la muestra. Esta mezcla se mantuvo a 100 °C durante 15 min
transcurridos los cuales se par6 la reaccidén enfriando la mezcla durante unos
minutos. Posteriormente, se anade 0,2 ml del reactivo Nelson, se agita y se
completa con 2,4 ml de agua destilada. A continuacién se mide la aparicioén de
grupos reductores espectrofotométricamente a 540 nm. Los valores obtenidos
se refirieron a una curva patrén previamente realizada con glucosa como

estandar a una concentracién de 0,5 mM.
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5. Purificacion de la lacasa de C. rigida

5.1. Métodos de concentracién de proteinas

El medio de cultivo de C. rigida crecido en presencia de distintas
concentraciones de extracto acuoso de alpeorujo y con los nutrientes del
medio MB tal y como se indica anteriormente se dializdé frente a tampon
acetato sodico 10 mM pH 5 en membranas de didlisis de 6-8 kDa de tamaro
de poro (Spectrum) y posteriormente se concentré. Se utilizaron dos métodos
distintos de concentracién de proteinas en funcién del volumen de muestra.
Asi, volumenes pequefios de medio de cultivo de C. rigida se sometieron a
ultracentrifugacion mediante cartuchos Pall Filtron (Microsep y Nanosep)
donde se obtuvo un concentrado con proteinas de peso superior a 10 kDa. En
el caso de volumenes mayores de medio de cultivo de C. rigida se
concentraron en membranas de didlisis de 6-8 kDa de tamano de poro
(Spectrum) con sacarosa. La concentracion se realiz6 hasta conseguir
muestras con volimenes de 1 6 2 ml o una actividad de 15 U/ml
aproximadamente.

5.2. Isoelectroenfoque (IEF)

Para la separacion de los perfiles de isoenzimas de actividad lacasa por
punto isoeléctrico el medio de cultivo de C. rigida dializado y concentrado se
sometié a andlisis por isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida al 5% con
un grosor de 1 mm y gradiente de pH de 3-10 (Bio-Rad Ampholine). La
composicién de los geles fue la siguiente:
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Componente Volumen
(ml)
Acrilamida 29%/Bis-acrilamida 0,8% 1,87
Anfolitos 0,57
Agua milli Q 4,95
Persulfato amoénico 10% 0,0375
N,N,N",N"- Tetramethyleyhylene-diamine (TEMED) 0,00375

El volumen de muestra aplicado se anadié en base a la actividad
enzimatica (5 mU). Las soluciones del anodo y el catodo utilizadas fueron:
HsPO41 M e NaOH 1 M, respectivamente. El isoelectroenfoque se llevé a cabo
en una cubeta Protean IEF Cell (Bio-Rad) a un voltaje constante de 1000 V
durante 1 h 30 min aproximadamente. Tras finalizar el proceso se determiné el
gradiente de pH mediante un electrodo de contacto a lo largo del gel.

Una vez terminado el isoelectroenfoque el gel se incubé durante 10 min
en tampon acetato sédico 100 mM, pH 5.0. La visualizaciéon de las bandas de
proteinas con actividad lacasa se realizé sumergiendo el gel en una solucion
de 5 mM de DMP disuelta en el mismo tampén, y se mantuvo en agitacién
hasta la aparicion de bandas de actividad como consecuencia del precipitado

del producto de la reaccion (cerulignona).

5.3. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes, SDS-PAGE

La pureza de la actividad lacasa de los cultivos fungicos y la separacion
de los perfiles de isoenzimas de dicha actividad por peso molecular se realizé
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La
electroforesis se llevé a cabo en geles de poliacrilamida de 8x7 cm y 1 mm de
espesor (2 cm de gel de concentracion al 4% de acrilamida y 5 cm de gel de
separacion al 15% de acrilamida) segun el método descrito por Laemmli
(1970).

La composicién de los geles fue la siguiente:
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Componentes Gel concentrador  Gel separador

Tampédn concentrador 1,3 ml

Tampén separador

Acrilamida 40% 0,5 ml
Bis-acrilamida 2% 0,3 ml
Agua destilada 2,9 ml
APS 10% 60 pl
TEMED 20 pl

2,5 ml
3,6 ml
2ml
1,9 ml
160 pl
15 pl

Los tampones correspondientes a cada tipo de gel se prepararon en Tris

HCI a diferentes pH y concentraciones para garantizar la movilidad de las

proteinas por isotacoforesis en el gel concentrador y la posterior separacion

segun la masa de cada proteina, en el gel separador. Asi, el tampdn

concentrador se prepard en Tris HCI 0,5 M pH 6.8, y el tampdn separador en

Tris HCl 1,5 M a pH de 8.8. En ambos casos se anadi6 SDS a una

concentracion del 0,4%.

El tampdn de electroforesis utilizado fue:

Tampon de electroforesis
Composicion Concentracidén
Tris HCI pH 8.3 25 mM
Glicina 190 mM
SDS 0,1%

Las muestras, previamente dializadas mediante ultrafiltracion,

se

sometieron a 100 °C durante 5 min con tampdn de muestra en relacion 4:1.

Los pocillos del gel se cargaron con 30 pl de las muestras (10 ug de proteina
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aproximadamente). La realizacion de la electroforesis se llevd a cabo en

cubeta Mini-Protean Il a corriente constante (20 mA) durante 1 h a 4 °C.

Tampon de muestra

Composicion

Concentracion

Tris-HCI pH 8.5
Glicerol

SDS

Azul de bromofenol

B-mercaptoetanol

1,45 g/l
20 ml/

0,4 g/l

0,1 g/l
5% (v/v)

Para la determinacién del peso molecular de las distintas isoenzimas, se

utilizaron como patrones las siguientes proteinas de peso molecular conocido:

Patrones de bajo peso molecular Bio-Rad

Composicion

Peso molecular

Fosforilasa B de musculo de raton
Albumina de suero bovino
Ovoalbumina

Anhidrasa carbdnica bovina
Inhibidor de tripsina de soja

Lisozima de huevo

97,4 kDa
66,2 kDa
45 kDa
31 kDa
21,5 kDa
14,4 kDa
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Patrones de alto peso molecular, Bio-Rad

Composicion Peso molecular

Miosina de musculo esquelético de

200 kDa
raton
B-galactosidasa de Escherichia coli 116,25 kDa
Fosforilasa B de musculo de raton 97,4 kDa
Albumina de suero bovino 66,2 kDa
Ovoalbumina 45 kDa

Las bandas de proteina se visualizaron mediante la técnica de tincién de
plata basada en el uso de nitrato de plata susceptible de unirse a proteinas en
un pH &cido y la consecuente reduccion de los iones de plata por formaldehido
en un pH alcalino. Esta técnica tiene una sensibilidad 50 veces superior a la
tincion clasica por azul de Coomassie, por lo que se utiliza cuando la cantidad
de proteina en la muestra es pequefa.

Para la tincion por plata se sumergi6 el gel en una solucién de etanol al
40% (v/v) y &cido acético al 10% (v/v) durante 30 min y posteriormente en una
solucion de etanol al 5% (v/v) y acido acético al 1% (v/v) durante 15 min. Tras
eliminar esta solucion se lavé 3 veces con agua destilada durante 1 min. A
continuacion se incubé en una solucién de tiosulfato sodico al 0,2% (p/v)
durante 1 min y se lavo 3 veces con agua destilada durante 30 s.
Posteriormente, se incub6 el gel en una solucién de nitrato de plata 0,1% (p/v)
durante 15 min y, a continuacién, en una solucién de carbonato potéasico al
10% (p/v) durante 5 min. Para el revelado, se sumergié dicho gel en una
solucion de carbonato potasico al 2% (p/v) y formaldehido al 0,01% (v/v) hasta
la aparicion de las bandas. Para fijar dichas bandas se usé una solucién de
etanol al 50% (v/v) y acido acético al 10% (v/v).

La valoracién del contenido en carbohidratos de las proteinas
estudiadas se realiz6 mediante tratamiento con endo N-acetilglucosaminidasa
(endo-H) (Roche Applied Science). Dicho tratamiento se realizé afnadiendo 25
mU de endo-H en 20 pl de muestra (10 pug de proteina, aproximadamente)
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previamente desnaturalizada a 100 °C durante 5 min, e incubando esta mezcla
durante 24 h a 37 °C. Las diferencias en peso molecular entre las proteinas
tratadas con endo-H y los controles no tratados se determinaron al someterlas
a electroforesis en condiciones desnaturalizantes, realizada tal y como se ha

descrito anteriormente.

5.4. Separacion cromatografica de la lacasa de C. rigida

5.4.1. Cromatografia de intercambio aniénico de baja resolucion

Esta técnica esta basada en la capacidad de retencién de aniones por
parte de una resina cargada positivamente. Para ello se utilizd6 una columna
Trap-Q (Amersham Biosciences) acoplada a un equipo EconoSystem (Bio-
Rad). Tras equilibrar la columna con tampén acetato sédico 10 mM, pH 5, se
aplicd 10 ml de muestra y la columna se lavd con el mismo tampdn hasta que
se estabilizé6 la absorbancia a 280 nm, con el fin de eliminar todos los
componentes no retenidos en la columna. La fraccién retenida en la columna
se eluyd utilizando un gradiente de 1 M de NaCl en tamp6n acetato entre 0 y
100% durante 160 min y manteniendo el 100% de concentracién de dicho
tampdon durante 10 min mas para completar la elucién de las proteinas vy
pigmentos retenidos. El flujo de elucién utilizado fue de 1,5 ml/min y se
recogieron fracciones de 4,5 ml en tubos que contenian 0,45 ml de tampdn
fosfato 500 mM pH 7. A las fracciones obtenidas se les determind la actividad
lacasa con DMP como sustrato. Las fracciones con mayor actividad lacasa se
mezclaron y concentraron por ultrafiltracion (Microsep, 3 kDa de tamafo de

poro, Pall Filtron) hasta un volumen de 1 ml.

5.4.2. Cromatografia de exclusion molecular

Se utiliz6 una columna Superdex 200 16/60 de alta resolucion
(Amersham Pharmacia Biotech) acoplada a un equipo AKTApurifier
(Amersham Biosciences). Mediante esta técnica cromatografica las moléculas
de la muestra se separan en solucion segun su peso molecular o tamafno

debido a la red tridimensional porosa que posee la columna. Se utilizé tampédn
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fosfato sodico 50 mM pH 7,1 con 150 mM de NaCl como fase movil para
eliminar posibles interacciones entre la proteina y la matriz de la columna. Se
aplicé una muestra de 1 mly se eluy6 a un flujo de 0,4 ml/min. Una vez eluida
la muestra se determiné la actividad lacasa con DMP como sustrato a las
fracciones de mayor absorbancia a 280 nm. El pico recogido de mayor
actividad lacasa se conservé a 4 °C con un 10% (p/v) de glicerol para su
posterior utilizacion. El analisis de los cromatogramas se llevé a cabo utilizando
el software UNICORN (Amersham Biosciences).

En la separacién cromatografica se afadieron como patrones de
calibraciéon una mezcla de marcadores de bajo peso molecular (Gel Filtration

LMW Calibration kit, Amersham Pharmacia Biosciences), cuya composicion es:

Patrones de bajo peso molecular (Amersham Pharmacia
Biosciences)
Composicion Peso molecular
Azul dextrano 2000 2000 kDa
Ribonucleasa A 13,7 kDa
Quimotripsinégeno A 25 kDa
Ovoalbumina 43 kDa
Albumina de suero bovino 67 kDa

En los ensayos de tratamiento del alpeorujo con actividad lacasa
semipurificada se analizé la variacién en las fracciones de diferente peso
mediante cromatografia de exclusién molecular. Para ello se utiliz6 una
columna Sephadex G-100 (Pharmacia, 1x48 cm) equilibrada previamente con
50 mM NaOH y 25 mM LiCl a un flujo de 0,4 ml/min. Se recogieron fracciones
de 200 pl a las que se le determind su absorbancia a 280 nm. Como patrones
de referencia de alto y bajo peso molecular se utilizaron azul dextrano y acido

siringico, respectivamente.
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5.4.3. Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion

En este caso se utilizd una columna Mono-Q HR 5/5 (Amersham
Biosciences) acoplada al equipo AKTApurifier (Amersham Biosciences). Tras
equilibrar la columna con tampon acetato sédico 10 mM pH 5, se aplico la
muestra de 2 ml previamente concentrada por ultrafiltracion (Microsep, 3 kDa
de tamano de poro, Pall Filtron) y dializada con tamp6n acetato sédico 10 mM
pH 5 a través de una columna Pd10 (Amersham Biosciences). Posteriormente
se lavo la columna con el mismo tampdén hasta que se estabilizé la
absorbancia a 280 nm. La fraccion retenida se eluydé con un gradiente de
tampén acetato sédico 10 mM con NaCl 1 M, pH 5 de 0 a 25% en 42 min, y de
25 a 100% en 5 min. El flujo de elucion utilizado fue de 0,8 ml/min y se
recogieron fracciones de 2 ml. Tras la cromatografia, a los picos de mayor
absorbancia a 280 nm se les analiz6 la actividad lacasa con DMP como
sustrato. Los picos recogidos de mayor actividad lacasa se conservaron a 4 °C
con un 10% (p/v) de glicerol para su posterior utilizacion. El analisis de los
cromatogramas se llevé a cabo utilizando el software UNICORN (Amersham

Biosciences).
6. Caracterizacion de la lacasa de C. rigida
6.1. Estabilidad frente a pH y temperatura

Se determiné la actividad de la lacasa sin purificar tras su incubacién
durante tres dias a 4° C y a temperatura ambiente en tampon citrato-fosfato-
borato 100 mM, en un rango de pH de 3 a 7 utilizando DMP 50 mM y tampon
acetato sodico 200 mM, pH 5.

6.2. Calculo del parametro cinético K,

El valor del parametro cinético K., de cada una de las isoenzimas de

lacasa estudiadas, se determiné a temperatura ambiente utilizando tampén
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acetato sdédico 200 mM pH 5 y ABTS y DMP como sustratos, en un rango de
concentraciones de 0,297 pM a 1,250 mM y de 0,609 pM a 2,5 mM,
respectivamente para cada uno de los sustratos.

La cantidad de enzima utilizada fue diferente para cada isoenzima
purificada, usandose las concentraciones 63,27 mU/ml para Lac | y 149,1
mU/ml para Lac Il. Para el célculo de Ky, se realizo la representacion grafica de

Lineweaver-Burk.

7. Analisis e identificacion molecular del gen de la lacasa de C.
rigida en presencia de alpeorujo

7.1. Obtencion y cuantificacion del ADN genémico

El micelio de C. rigida congelado a -80 °C se homogeneiz6 en mortero
de porcelana mediante nitrégeno liquido. La extraccién del ADN gendémico de
C. rigida se llevé a cabo a partir de este homogeneizado, empleando el kit
Genomix DNA extraction (Talent, Italy), siguiendo las instrucciones
recomendadas por el fabricante.

Posteriormente, mediante  espectrofotometria se calculd la
concentracién de ADN obtenido. Este calculo consiste en la medicién de la
absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda de las muestras obtenidas,
previamente diluidas 1:100 en agua milliQ estéril. La concentracion de acido
nucleico se calculé considerando que 1 unidad de absorbancia a 260 nm
equivale a 50 ng/ul de ADN de cadena doble. La pureza de la muestra se
estim6 mediante la relacion de la absorbancia obtenida a 260 y 280 nm,
teniendo en cuenta que cuanto mas cercana al valor 1,8 es dicha relacién, mas

alta es la pureza de la muestra de ADN obtenida.
7.2. Obtencidn, cuantificacion y preparaciéon del ARN
El micelio del hongo C. rigida ya congelado a -80 °C se homogeneiz6

con nitrégeno liquido en mortero de porcelana para la extraccion de ARN.

Sobre este homogeneizado se afnadié 1 volumen de Ulfraspec RNA (Biotecx

58



Material y métodos

Laboratories, Inc.) y se continu6 macerando hasta conseguir una solucién
densa, que se traspasod a tubos estériles de 2 ml (previamente enfriados en
hielo), a razén de 1 ml por tubo. El homogeneizado se incub6 durante 5 min en
hielo y, posteriormente, se anadié 0,4 ml de cloroformo y se agit6
vigorosamente durante 15 s. Tras la agitacion se incub6 5 min mas y se
centrifugé 15 min a 13000 rpm y 4 °C. El sobrenadante se transfirié a nuevos
tubos a los que se anadié un volumen equivalente de isopropanol. Después de
10 min de incubacién en hielo, se centrifugé durante 10 min en las mismas
condiciones. El sobrenadante se elimind, quedando un precipitado de ARN que
se sometié a tres lavados consecutivos con 1 volumen de etanol al 75% (v/v)
durante 5 min a 13000 rpm. Una vez eliminado el sobrenadante, el precipitado
se seco al vacio, se resuspendié en agua milliQ y se cuantificé la cantidad y
pureza del ARN de la muestra por espectrofotometria.

Para la cuantificaciéon de ARN, se diluyé la muestra 1:100 en agua
DEPC (agua libre de ARNasas) y se midi6 la absorbancia de la misma a 260 y
280 nm. La concentracién de ARN se calculé teniendo en cuenta que 1 unidad
de absorbancia a 260 nm equivale a 40 ng/ul de ARN. Ademas, la relacién
entre la absorbancia obtenida a 260 y 280 nm nos permite estimar la pureza de
la muestra, teniendo en cuenta que cuanto mas cercana sea dicha relacion al
valor 2,0, mas alta es la pureza de la muestra de ARN obtenida.
Posteriormente, las muestras se congelaron a -80 °C hasta su posterior
utilizacion.

Para la preparacibn de agua DEPC, se anade 1 ml de dietil-
pirocarbonato por cada litro de agua destilada, se agita la mezcla durante toda
una noche a 37 °C y se autoclava a 121 °C durante 20 min.

Para evitar la contaminacion por ADN cromosémico, la muestra de ARN
se tratd6 con DNAsa mediante el kit Deoxyribonuclease |, Amplification Grade
(Invitrogen, UK). Para ello se anadio la siguiente mezcla de reaccion a tubos
de microcentrifuga de 0,5 ml de volumen:
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Composicion Cantidad
Muestra de ARN 1 ug
Tampon de reaccion de ADNasa 10 x 1 pl
ADNasa I, Amp Grade 1 pl
Agua tratada con DEPC 7 pl

Esta mezcla se incubd durante 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se inactivé la ADNasa al anadir 1 pl de solucion EDTA 25 mM

e incubar los tubos a 65 2C durante 10 min.

7.3. Transcripcion inversa

Las reacciones de transcripcion inversa se realizaron utilizando el kit
GeneAmp Gold RNA PCR Reagent Kit. (Applied Biosystems, Estados Unidos).

La mezcla de reaccion contenia:

Composicion Cantidad
ARN total tratado con ADNsa | 500 ng
Tampon de reaccién 5X 10 pl
MgClz 25 mM 2 ul
dNTPs 10 mM 2 ul
Inhibidor de ARNsa (20 U/ pl) 0,5 ul (10 U)
Ditioteitrol (DTT) 100 mM 2 ul
Hexameros al azar (100 ng/ul, Boerhinger,
Alemania) 50 uM 0,5 ul
Transcriptasa inversa MultiScribe 50 U/ pl 0,3 ul (15U)
Agua DEPC Hasta volumen final de

reaccion de 20 pl
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El programa de transcripcidn inversa consistio en una fase de 10 min a
25 °C (hibridacion), posteriormente otra etapa de 12 min a 42 °C (transcripcién
inversa) seguido de una parada a 4 °C, que se llevo a cabo en un
termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer). EI ADN

complementario (ADNc) se mantuvo a -20 °C.
7.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la realizacién de la amplificacion del ADN por PCR se us6 un

termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) y se prepar6 la

siguiente mezcla de reaccion:

Composicion Cantidad/Concentracion

final

Tampén de amplificacion de PCR 10x

(Applied Biosystems) 10 pl
MgClz (Applied Biosystems) 1 mM
Cebador 5’ 1 uM
Cebador 3’ 1 uM
Desoxinucleédsidos trifosfato (Promega) 50 uM
ADNc usado como molde 0,2 ug
Taq ADN polimerasa (Applied Biosystems) 1,2U

Volumen final (completado con agua milliQ

esteril) 50 pl

Los parametros usados para la amplificacidén fueron: una etapa inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 3 min, seguidos de 35 ciclos de
amplificacién, cada uno de los cuales se desarrollaron a 94 °C durante 1 min,
luego 52 °C durante 40 s, seguido de 72 °C durante 1 min y, una etapa final de

extension de 72 °C durante 1 min.

61



Material y métodos

7.5. Electroforesis en gel de agarosa

La separacién y deteccién de los productos de PCR se llevé a cabo
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% preparados en

tampén TAE y con bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

Tampon TAE

Composicion Concentracion

Tris-Base 40 mM

Acido acético 20 mM

EDTA 1 mM
pH 8.0

Como solucion de carga se utilizd glicerol 50% (v/v) y azul de
bromofenol 1 g/l en una relacion 4 ul de solucion de ADN:2 ul soluciéon carga.
La electroforesis se realizé en cubetas horizontales con geles sumergidos en
tampon TAE a un voltaje de 100 V. Para determinar el tamano molecular de las
bandas se utilizO como marcadores el patron Molecular Weight Marker VI,
Roche. Al finalizar la electroforesis, se observaron las bandas de ADN por
fluorescencia ultravioleta con ayuda de un transiluminador (TVL-312A, Vilver

Laurmat).

7.6. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

La banda seleccionada para su identificacion se cortd del gel y se
purificd gracias al kit de extraccion Gene-clean, Q-BlOgene siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este método se basa en la unién del ADN a una
matriz de silice en presencia de altas concentraciones de sal y su posterior

elucidon a bajas concentraciones de la misma.
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7.7. Clonacion y secuenciacion del gen de la lacasa de C. rigida

7.7.1. Ligacion en vectores de clonacion

La ligacion entre un fragmento de ADN y el vector de clonacién
adecuado se realizdé usando una relaciébn molar inserto:vector de 3:1. En la
unién de fragmentos de ADN a plasmidos se utiliz6 la enzima ligasa del fago
T4 (Promega) para la insercion del fragmento amplificado en el vector pGEM-T
Easy (Promega). Siguiendo las instrucciones recomendadas se realiz6 la

siguiente mezcla de reaccion:

Tampédn de ligacion 2x 5l
Vector pPGEM-T Easy (50 ng/ul) 1 ul
Producto de PCR X ul
Ligasa T4 de ADN (3 unidades Weiss/ul) 1 pl
Agua milliQ hasta un volumen final de 10 pl

La mezcla de reaccion se incub6 a 4 °C durante 24 h.

7.7.2. Obtencidn de células competentes

Para la obtencion de células competente se utilizé el método del RbCl.
Para ello se inocul6 medio Luria-Bertani (LB) con E. coli aislado de una colonia
y se incubd durante toda la noche a 37 °C. Posteriormente se inocularon 5 ml
del medio LB crecido con E. coli en 670 ml de medio ® broth y se incub6 a 37
2C hasta que la DOgqp fue de 0,5.
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Medio LB
Composicion Concentracion
Triptona 10 g/l
Extracto de levadura 59/
NaCl 10 g/l
Agar 15 g/l
pH 7.5
Medio ® broth
Composicion Concentracion
Triptona 209
Extracto de levadura 5¢9
KCI 0,745 ¢
MgSO4 1M 20 ml por cada 670 ml
(anadir tras esterilizacion)
Agua destilada 1000 ml
pH 7.6

El medio se ajusté a pH 7.6 con KOH 10N y posteriormente se
esterilizé en autoclave. Antes de su uso se afadié 20 ml de MgSO4 1M por
cada 670 ml de medio.

El cultivo se centrifugd a 2500 rpm durante 15 min a 4 °C, y el
precipitado se resuspendidé en 30 ml (por cada 100 ml de cultivo) de TFB1 frio.
Las células se resuspendieron cuidadosamente y se incubaron en hielo
durante 1 h. Posteriormente se centrifugaron en las mismas condiciones
descritas anteriormente y, una vez eliminado el sobrenadante, el precipitado se
resuspendid en 4 ml (por cada 100 ml de cultivo) de TFB2. Una vez
resuspendidas, las células se conservaron en alicuotas de 200 pl a -80 °C
hasta su uso.
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TFB1

Componentes Concentracidn final

RbCl 100 mM
MnClz 50 mM
CH3COOK 30 mM
CaCl, 10 mM
Glicerol 15% (V/V)

Esterilizar por filtracion

TFB2

Componentes Concentracion final
RbCl 10 mM
MOPS
(Acido 3-(N-morfolino) propano sulfénico), pH 7.0 10 mM
CaCl, 75 mM
Glicerol 15% (v/v)

Esterilizar por filtracion

7.7.3. Transformacion de células competentes de Escherichia coli

La transformacién de células competentes tiene por objeto introducir
plasmidos con el inserto deseado en cepas de E. coli. La transformacién se
llevd a cabo por el método de choque térmico descrito por Sambrook y Russell,
(2001). A las células competentes frias se les anadié 10 pl de la suspension
del plasmido con el inserto ya ligado y la mezcla se mantuvo en hielo durante
30 min. Posteriormente se sometié a un choque térmico a 42 °C durante 1 min
para la apertura de poros en las células. A su término se enfrié de nuevo hasta
4 °C durante 2 min. A estos cultivos celulares ya transformados se les anadio
800 pl de medio LB liquido y se incubaron a 37 °C durante 1 h.
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Tras la incubacion, se sembraron alicuotas de las células transformadas
en placas Petri con medio LB con agar previamente preparadas con ampicilina,
isopropilo-beta-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 0,1 M y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
beta-D-galactopiranésido (X-gal) para la seleccién y visualizacion de las
colonias bacterianas transformadas con plasmidos recombinantes. IPTG se
usa para inducir la expresion del gen LacZ que codifica la enzima B-
galactosidasa en E. coli. La solucién de IPTG se prepara a una concentracion
de 20 mg/ml, se esteriliza por filtracién y se guarda a -20 °C. Se afiaden 100 pl
a la placa unos 30 min antes de sembrar. X-gal es un sustrato cromogénico
para la B-galactosidasa de modo que al ser hidrolizado forma precipitados
azules. El X-gal se prepara en dimetilformamida a una concentracién de 20
mg/ml. Se debe proteger de la luz debido a su fotosensibilidad y no es
necesario filtrar. Se afaden a la placa 40 pl unos 30 min antes de sembrar. En
la seleccion se usan tanto el IPTG como el X-gal para diferenciar colonias
recombinantes (blancas) de las no recombinantes (azules).

Las colonias seleccionadas se sembraron de nuevo en medio liquido LB
y se incubaron durante 24 h a 37 °C en agitacidén para el crecimiento de estas
bacterias transformadas.

7.7.4. Purificacion de ADN plasmidico

Para la obtencion del ADN plasmidico en el que se incluye el inserto
objeto de estudio, se utilizd el kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega),
siguiéndose el protocolo recomendado por el fabricante. Este método se basa
en la unién del ADN a una matriz de silice a altas concentraciones de sal y su

elucion a bajas concentraciones.
7.7.5. Secuenciacion

Los productos de amplificacion o de clonacion, previamente purificados
y cuantificados, se secuenciaron utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing (Applied Biosystems) y el secuenciador automatico ABI Prism
3730 DNA sequencer (Applied Biosystems) en el Servicio de Secuenciacion
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del Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC (Madrid), usandose el par de
cebadores correspondiente en cada caso.

La secuencia obtenida se compar6 mediante una busqueda BLAST
(Altschul et al., 1997) en la base de datos GenBank.

8. Anadlisis de expresion génica de la lacasa de C. rigida

8.1. PCR cuantitativa a tiempo real (PCR-Q)

Las reacciones de PCR cuantitativa a tiempo real se realizaron en un
termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) utilizando la mezcla
maestra SYBR® Green PCR Master Mix. (Applied Biosystems, Estados
Unidos). Esta mezcla incorpora, como su nombre indica, el colorante SYBR®
Green |, que detecta DNA de doble hélice, por lo que no es necesario el uso de
sondas especificas. Este compuesto se une al DNA intercalandose en la doble
hélice, y genera una sefal fluorescente cuando la muestra se excita por una
fuente de luz, pudiéndose cuantificar a tiempo real la cantidad de ADN que se
va amplificando en cada muestra en la reaccion de PCR.

Las muestras se amplificaron por duplicado en placas de 96 pocillos
para reacciones opticas (Applied Biosystems, Estados Unidos). Cada reaccién
se llevo a cabo en un volumen de 25 pl con los siguientes elementos: 12,5 pl
de la mezcla maestra, 4,5 ul de agua Mili-Q, 1,5 uyl de cada cebador 5 uM
(siendo su concentraciéon final 300 nM) y 5 pl de ADNc. Las condiciones
térmicas de la amplificacion fueron las siguientes: un ciclo inicial de 10 min a
95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 55 °C durante 30 s y 72 °C
durante otros 30 s, finalizando con una etapa de 1 min a 95 °C y una etapa
final de 60 °C durante 1 min.

Los cebadores especificos utilizados para el estudio de la expresién del
gen de lacasa de C. rigida fueron los denominados LCC1-F (directo) y LCC1-R
(inverso), cuyas secuencias se muestran a continuacion.

Para normalizar los resultados, en las reacciones de PCR cuantitativa a
tiempo real se us6 como control el gen constitutivo que codifica el ARNr 18S.
Para la amplificacion de este gen, se utilizaron los cebadores 18S-F (directo) y
18S-R (inverso).
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Tanto los cebadores de la lacasa de C. rigida como los del gen
endogeno del ARN 18S fueron disefiados con el software Primer Express© de
Applied Biosystems (Foster City, CA).

LCC1-F 5 GCACGTTGATGATGAATCC 3’

LCC1-R 5 CGGTAGCGCTTGCCCTTC &
18S-F 5 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 3’
18S-R 5' CCGCCCGGCCCAGGTCTG 3'

Para la amplificacién del gen constitutivo del ARN 18S, las condiciones
para la PCR-Q fueron: una etapa inicial de 95 °C durante 10 min, seguida por
40 ciclos en los que se desarrollé una fase de 95 °C durante 15 s, otra de 60
°C durante 30 s y una ultima fase de 72 °C durante 30 s; finalizandose el
proceso con una etapa de 1 min a 95 °C y una etapa final de 60 °C durante 1
min.

En primer lugar, se construy6 una curva estandar utilizando diluciones
decimales de una muestra de concentracion conocida para el gen problema,
asi como para el gen control endégeno amplificado en la misma placa
(Ginzinger, 2002). Las curvas se obtenian representando los valores de Ct
(ciclo “threshold” o ciclo umbral) frente al logaritmo de la cantidad de ADNc
molde de cada dilucion. El Ct es el primer ciclo de amplificacion en el que la
sefal de fluorescencia es mayor que el nivel minimo de deteccién, indicando
que los productos de la PCR comienzan a ser detectables, es decir, es el ciclo
en el que comienza a detectarse el amplicdn. Los resultados se normalizaron
con los niveles de Ct obtenidos para el gen constitutivo ADNr 18S. La
pendiente en la curva estandar para la amplificaciéon del gen lcc1 fue -3,261. La
eficacia de los pares de cebadores fue del 94,6% y del 102,6% para los
cebadores del gen ARNr 18S y del gen lcc1, respectivamente.

Los niveles de expresion relativa del gen problema se calcularon usando
el método Delta-Delta (Livak y Schmittgen, 2001), que se resume en la

siguiente expresion matematica:
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Exp.gen/Exp.basal gen

Niveles de expresion= =2
v Xprest Exp.enddgeno/Exp.basal enddgeno

-AA Gt

Donde: A Ct=Ct (diana) — Ct (referencia)
AA Ct= A Ct — A Ct (calibrador)

El calibrador fue la muestra que se us6 para comparar.

Para asegurar que las amplificaciones eran obtenidas a partir del ADNc
y no de restos de ADN gendmico no eliminado por el tratamiento con ADNasa
I, se realizaron reacciones de PCR control en las que como molde se utilizaron
las mezclas de reaccidn realizadas para la transcripcion inversa a las que no

se anadié la enzima retrotranscriptasa.

9. Tratamiento de extracto acuoso de alpeorujo con lacasa

La incubacion del extracto acuoso del alpeorujo con la lacasa
semipurificada de C. rigida, se realiz6 en un volumen final de 400 pl. EIl ADOR
diluido al 10% y modificado su pH hasta un valor de 7 partiendo de un
concentrado de tampén fosfato sédico 500 mM pH 7, se incubd con 1 U/ml de
lacasa semipurificada durante 24 h a temperatura ambiente. Se realizaron
también controles bajo las mismas condiciones pero en ausencia de lacasa. De
las muestras obtenidas se analiz6 la actividad lacasa y el contenido en fenoles
al inicio y al final de la incubacién.

El tratamiento del extracto acuoso de alpeorujo con extracto de lacasa
de C. rigida en medio MB con glucosa y cobre, se llevd a cabo con diferentes
diluciones y a distintas temperaturas. Asi, diferentes diluciones de extracto
acuoso de alpeorujo (50, 25 y 10%) se anadieron a un medio con 1 U/ml de
actividad lacasa hasta completar un volumen final de 6 ml. La incubacién se
llevd a cabo en bafo termostatizado a 28, 37 y 60 °C durante 5 dias. En este
periodo se recogieron muestras a los 0, 2 y 5 dias para las distintas
determinaciones. Se utilizaron controles sin actividad lacasa y con lacasa

inactivada por choque térmico.
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También se realizd un ensayo donde se incubé el ADOR con las
lacasas: lacasa comercial de T. versicolor, semipurificada de C. rigida y
producida en el cocultivo de C. rigiday P. commune. La lacasa comercial de T.
versicolor (Fluka) se preparé en una solucion en agua milliQ, preparada
extemporaneamente, y se esterilizd por filtracion con filtros Millipore de 0,2 um
de tamano de poro. La lacasa semipurificada de C. rigida se obtuvo mediante
cromatografia de exclusion molecular siguiendo la metodologia descrita
anteriormente en el proceso de purificacién de dicha enzima. Ademas, también
se utilizé muestras del cocultivo en medio MB con glucosa de C. rigida'y P.
commune crecido durante 21 dias en condiciones estaticas, con un desfase de
inoculacion de P. commune de 6 dias respecto a C. rigida y niveles altos de
actividad lacasa.

El extracto acuoso de alpeorujo diluido al 25% se incubdé en banos
termostatizados a 37 °C durante 2 dias con 1 U/ml de lacasa comercial de T.
versicolor o semipurificada de C. rigida. En el caso de lacasa producida en
cocultivos de C. rigida con P. commune y sus respectivos monocultivos
controles, se us6 también 1 ml pero sin ajustar las unidades con objeto de
poder comparar la eficacia de la productividad de la lacasa de C. rigida por

unidad de volumen en condiciones de mono y cocultivo.

10. Determinacion de la toxicidad del alpeorujo

10.1. Analisis de fitotoxicidad

El test de fitotoxicidad se realizé siguiendo la metodologia descrita por
Zucconi et al, (1981) modificada, mediante la medicion del indice de
germinabilidad en semillas de Lepidium sativum L., comunmente denominado
“berro de agua”. A placas Petri de 9 cm de diametro con un disco de papel de
filtro se le anadieron 2 ml del extracto acuoso de alpeorujo a distintas
concentraciones y tras los correspondientes tratamientos, de manera que el
papel quede bien empapado. Finalmente, se distribuyeron al azar 20 semillas
de berro por placa previamente hidratadas en agua durante 1 h. Los controles
se realizaron con agua destilada y con extracto acuoso de alpeorujo sin tratar
con lacasa. Las semillas se incubaron a 25 °C en oscuridad durante 48 h,
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transcurrido este tiempo se detuvo la germinacion afadiendo 1 ml de etanol a
la placa. Posteriormente se contaron las semillas germinadas por placa y se
determinéd la longitud de la radicula de las mismas. Para cada tratamiento se
establecieron 4 repeticiones.

El porcentaje del indice de germinacién (IG) se determind de acuerdo

con las siguientes férmulas:

N? de semillas germinadas (extracto)

% Germinacién = x 100

N? de semillas germinadas (control)

Porcentaje de germinacion x Longitud radicular (extracto)
IG = x100
Porcentaje de germinacion x Longitud radicular (control)

10.2. Analisis de microtoxicidad

La obtencion del cultivo bacteriano para las pruebas de microtoxicidad
se realizd incubando A. brasiliense en medio liquido LB (esterilizado en
autoclave a 121 °C durante 20 min) durante 24 h en agitacion a una
temperatura de 37 °C hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento.
Posteriormente, el cultivo bacteriano se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min,
se elimind el sobrenadante y las células se resuspendieron en una solucién
salina estéril hasta alcanzar un valor de D.O. de 0’5 a 540 nm (Weber et al.,
2001).

El analisis de microtoxicidad se realizé afadiendo alicuotas de 100 ul de
la suspension bacteriana de A. brasiliense en 900 ul de extracto acuoso de
alpeorujo a distintas concentraciones y tras los correspondientes tratamientos.
Tras la incubacion de esta mezcla a 37 °C y 500 rpm durante 24 h se
centrifugd durante 20 min a 4000 rpm y las células se resuspendieron en 1 ml
de solucién salina estéril. La supervivencia relativa del cultivo de A. brasiliense

se evalu6 mediante recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/mI) de
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diluciones seriadas de dicha mezcla. En placas de Petri con LB y Rojo Congo a
una concentracion de 15 ml/l se sembraron 100 pl de las diluciones del cultivo
bacteriano y se observd la supervivencia de A. brasiliense mediante la
visualizacién de las colonias tras su incubacion a 37 °C durante 5 dias
(Rodriguez-Céaceres, 1982).

11. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos tras los distintos tratamientos, se sometieron a
un andlisis de normalidad y homogeneidad de varianzas. Después de no
observar diferencias significativas, se procedié a efectuar un andlisis de
varianza (ANOVA). Las barras de error en las graficas representan la
desviacion estandar y las letras representan valores estadisticamente distintos

mediante el test de Duncan para comparaciones multiples (p<0,05).
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CAPITULO 1

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA LACASA
PRODUCIDA POR EL HONGO Coriolopis rigida EN PRESENCIA
DE EXTRACTO ACUOSO DE ALPEORUJO

Obijetivo general

El hongo de la podredumbre blanca C. rigida produce lacasa de forma
constitutiva como unica actividad ligninolitica (Saparrat et al., 2002; Jaouani et
al., 2005). La presencia de determinados elementos en el medio o las
condiciones de cultivo no sélo pueden incrementar esta actividad enzimética
sino que pueden incluso inducir la expresién de nuevas isoenzimas de lacasa
en determinados hongos (Saparrat et al., 2002; Dantan-Gonzélez et al., 2008).
Por ello se plantea la posibilidad de que C. rigida, en presencia de los
numerosos compuestos fendlicos que contiene el alpeorujo, incremente la
actividad lacasa o exprese nuevas isoenzimas de ésta.

Con el fin de estudiar la influencia del alpeorujo en la induccion de la
actividad lacasa de C. rigida se purificd dicha enzima a partir de medios de
cultivo en ausencia o presencia de extracto acuoso de alpeorujo (ADOR),
fraccion que contiene la mayor parte de los fenoles implicados en su toxicidad
(Aranda et al., 2007). Asimismo, con objeto de conocer el papel exacto de la
lacasa de C. rigida producida en presencia de extracto acuoso de alpeorujo en
la degradacion del residuo, se traté extracto acuoso de alpeorujo con la enzima
purificada.
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1. Cinética de produccion de actividad lacasa en presencia del
extracto acuoso de alpeorujo

Material y métodos

Se estudioé la produccion de la enzima lacasa por C. rigida en matraces
de 250 ml de capacidad con 70 ml de medio MB, el mismo medio basal en el
que se identificaron las dos isoenzimas de lacasa de C. rigida en trabajos
previos (Saparrat et al., 2002) y al que se anadieron distintas concentraciones
de ADOR (25, 50 y 100%), en presencia o no de glucosa (5 y 10 g/l) tal y como
se describe en el apartado general de Material y métodos (2.2.).

La actividad lacasa se valor6 utilizando 2,6-dimetoxifenol (DMP) segun
la metodologia descrita anteriormente en el capitulo general de Material y
métodos (4.1.).

Resultados

C. rigida produjo actividad lacasa en medio MB con 25, 50 y 100% de
extracto acuoso de alpeorujo, aunque se observdé una mayor produccién de
dicha actividad en los medios con 50 y 100% de ADOR. Los niveles maximos
de actividad lacasa se obtuvieron a partir de los 21 dias de incubacion del
hongo en medio basal con 50 6 100% de ADOR (Figura 1). Si bien la maxima
actividad lacasa se consiguié obtener cuando C. rigida se cultivd con un 100%
de ADOR, para los ensayos posteriores se seleccion6 el medio MB con 50% de
extracto acuoso de alpeorujo como el 6ptimo para la produccion de este
enzima ya que en dicho medio se produjo una actividad lacasa muy similar y
ademas posee menor cantidad de pigmento, lo cual facilitaria su posterior
procesamiento y estudio.
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Figura 1. Actividad lacasa (U/ml) de C. rigida crecido en medio MB con diferentes porcentajes
de ADOR.

Con objeto de conseguir mayor produccion de lacasa, se estudio la
aplicacién de glucosa a concentraciones de 5y 10 g/l al medio de cultivo MB
con 50% de ADOR en el que se cultivé C. rigida.

Se observé que aunque existen niveles basales de lacasa durante la
primera fase de crecimiento, la produccién de este enzima por C. rigida se
incrementé realmente a partir de los 14 dias de incubacién (Figura 2). C. rigida
produjo significativamente mayor cantidad de actividad lacasa cuando se
cultivé en presencia de medio basal con 50% de extracto acuoso de alpeorujo y
10 g/l de glucosa. EI maximo nivel de actividad lacasa obtenido en estas
condiciones correspondi6 a los 60 dias de incubacién (1,466 U/ml).
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Figura 2. Actividad lacasa (U/ml) de C. rigida crecido en medio MB con un 50% de ADOR y
diferentes concentraciones de glucosa.

Se selecciond el medio de cultivo MB con 50% de ADOR y 10 g/l de
glucosa para el proceso de purificacion del enzima ya que es en el que C.

rigida produjo mayor cantidad de actividad enzimética.

2. Determinacidn de las propiedades fisico-quimicas del enzima

Material y métodos

Con objeto de conocer las propiedades del enzima, se determind la
estabilidad frente a diferentes pHs y temperaturas. Para ello C. rigida se cultivd
en medio MB con 50% de ADOR y 10 g/l de glucosa durante 60 dias, tras ese
tiempo el micelio se separd del medio de cultivo por filtracion al vacio a travées
de papel Whatman n® 4. El sobrenadante se dializ6 frente a tampdn acetato
soédico 10 mM pH 5 en membranas de celulosa de 12-14 kDa de tamarno de
poro y concentrd por ultrafiltracion en cartuchos Filtron de 3 kDa de tamaro de
poro.
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Muestras obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de C. rigida
dializado y concentrado se incubaron durante tres dias en tampén citrato-
fosfato-borato 100 mM en un rango de pH de 3 a 7. Una vez seleccionado el
pH del tampdn al que la actividad lacasa es mayor se comprobd el efecto de
varias temperaturas (4 °C y temperatura ambiente).

Resultados

2.1. Estabilidad frente a pH

Los resultados muestran que la actividad lacasa de C. rigida en
presencia de ADOR a pH 3 disminuy6é drasticamente tras 24 horas de
incubaciéon mientras que para el resto de los valores de pH ensayados esta
actividad fue homogénea a lo largo del tiempo. Los mejores valores de
actividad lacasa en los tres dias de incubacion se obtuvieron a pH 7 (Figura 3).

1,6
1,2 A
0,8

0,4

Actividad lacasa (Umi)

0 24 48 72
Tiempo de incubacion (horas)

pH3 m pH4 A pH5 X pH6 x pH7

Figura 3. Estabilidad de la actividad lacasa de C. rigida crecido en presencia de ADOR a
diferentes pHs.
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2.2. Estabilidad frente a temperatura

No se observaron diferencias significativas de actividad lacasa en las
diferentes temperaturas estudiadas tras 72 horas de incubacién (Figura 4).
1,8 -
1,2 1

0,6 -
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Figura 4. Estabilidad de la actividad lacasa de C. rigida crecido en presencia de ADOR a
diferentes temperaturas.

3. Purificacion de la enzima

3.1. Isoelectroenfoque

Material y métodos

La caracterizacion de la lacasa de C. rigida crecido en presencia de
extracto acuoso de alpeorujo se realiz6 mediante un isoelectroenfoque con
objeto de conocer el punto isoeléctrico (pl). Para ello se utilizaron muestras de
C. rigida en medio MB con 50% ADOR y 10 g/l de glucosa y, como controles,
cultivos del mismo hongo en medio basal con un 50% de extracto acuoso de
alpeorujo sin glucosa y medio MB con 10 g/l de glucosa y 150 uM de CuSOQy,
en ausencia de ADOR.
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Resultados

El zimograma de la actividad lacasa obtenido por isoelectroenfoque de
muestras de C. rigida crecido en presencia de extracto acuoso de alpeorujo y
glucosa permitié observar dos bandas de pl muy similar, con valores de 3.3 y
3.4 (Figura 6). Se observdé ademas que las bandas de actividad de C. rigida
cultivado en medio MB con ADOR sin glucosa y medio basal en ausencia de
extracto acuoso de alpeorujo y con glucosa y cobre eran similares a las
observadas en el cultivo de C. rigida en medio MB con 50% de ADOR y 10 g/l

de glucosa.
i
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6.24 488 472 454 424 40 37 338 294 1.63
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Figura 6. Isoelectroenfoque de C. rigida crecido en medio MB con 50% de ADOR (Linea 1),
medio MB con 50% de ADOR y 10 g/l de glucosa (Linea 2) y medio MB con 10 g/l de glucosa y
150 uM de CuSQq, (Linea 3).
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3.2. Cromatografia de intercambio aniénico de baja resolucién

Material y métodos

Para la purificacion de la actividad lacasa se realiz6 una cromatografia
de intercambio aniénico de baja resolucién basandonos en los resultados
obtenidos en el isoelectroenfoque y en los ensayos de estabilidad de la enzima
a distintos pHs. Como muestra se utiliz6 10 ml del sobrenadante dializado y
concentrado del cultivo C. rigida crecido en medio MB con 50% de ADOR y 10
g/l de glucosa durante 60 dias al que se le afiadié 20 ml de tampo6n acetato
soédico 10 mM pH 5 para diluir los pigmentos y demas impurezas del residuo.
La fraccién retenida en la columna se eluyé utilizando un gradiente lineal de
tampdn acetato sddico 10 mM, NaCl 1 M, pH 5 entre 0 y 100% durante 160
min. Para la conservacion de las fracciones recogidas, se les anadi6 0,45 ml de
tampoén fosfato 500 mM pH 7, valor de pH al que la enzima se mostr6 mas
estable a lo largo del tiempo segun el ensayo de estabilidad frente a distintos
pHs descrito anteriormente.

Una vez recogidas las fracciones se determiné la actividad lacasa de las

mismas.

Resultados

La cromatografia de intercambio anionico de baja resolucion de cultivos
de C. rigida en presencia de ADOR permiti6 la deteccion de un pico mayoritario
de actividad lacasa a los 32 min de iniciarse el gradiente de NaCl, que
correspondié con un 16% de concentracion de NaCl, aproximadamente (Figura
7). Este pico de actividad lacasa, aunque se habia separado de bastantes
impurezas de la muestra, aun presentaba gran cantidad de croméforos del
ADOR que absorben a 280 nm, por lo que se planteé una siguiente etapa de

purificacion.
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Figura 7. Perfil cromatogréafico de intercambio aniénico de baja resolucién de la lacasa de C.
rigida crecido en presencia de ADOR.

3.3. Cromatografia de exclusion molecular

Material y métodos

Las fracciones con mayor actividad lacasa recogidas en la cromatografia
de intercambio aniénico de baja resolucién se concentraron por ultrafiltracion
hasta alcanzar un volumen de 1 ml, que se someti6 a una cromatografia de

exclusién molecular.

Resultados

En el perfil de elucion de la cromatografia de exclusion molecular se
observd un pico de gran absorbancia a 280 nm a los 290 min de elucién pero
sin actividad lacasa (Figura 8). El pico mayoritario de actividad lacasa se
observo a los 200 min de elucién y mostré muy poca absorbancia a 280 nm lo

que indican que estas fracciones con mayor actividad lacasa poseen muy poca
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cantidad de proteinas (Figura 8). Comparando con los patrones utilizados, se
estimé que el peso molecular de la lacasa detectada en C. rigida cultivada en
presencia de ADOR se encuentra cercano a los 60 kDa.
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Figura 8. Perfil cromatografico de exclusion molecular de la lacasa de C. rigida crecido en

presencia de ADOR.

3.4. Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucién

Material y métodos

El dltimo paso de purificacién de la lacasa de C. rigida fue una
cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion. Se utilizé una
columna Mono-Q HR 5/5 (Amersham Biosciences) a la que se aplico una
muestra de 2 ml procedente del pico mayoritario de actividad lacasa recogido
de la cromatografia de exclusion molecular, una vez concentrada y dializada
con tampon acetato soédico 10 mM pH 5.

La cromatografia consistiéo en un gradiente de tampén acetato sédico 10
mM, NaCl 1 M, pH 5 de 0 a 25% en 42 min, y de 25 a 100% en 5 min, a un flujo
de 0,8 ml/min. Los picos recogidos de mayor actividad lacasa se conservaron a

4 °C con un 10% (p/v) de glicerol para los posteriores analisis.
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Resultados

La separacion cromatografica de intercambio anionico de alta resolucion
determind la presencia de dos picos de actividad lacasa: Lac | y Lac Il que
eluyen a diferentes tiempos y concentraciones de NaCl (Figura 9).
Concretamente, Lac | eluye a los 26 min, con una concentracion de NaCl del

12%, y Lac Il a los 28 min con 15% de NaCl aproximadamente.

25 - + 100
+ 90
20 - + 80
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E 15 Lo + 60 g
& %3
< 10 + 40 %
+ 30
5 + 20
+10
o> ‘ ‘ ‘ ‘ 0
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—e— Actividadlacasa —— Absorbancia 280 nm —— Concentracion de NaCl

Figura 9. Perfil cromatogréafico de intercambio anidnico de alta resolucién de la lacasa de C.

rigida crecido en presencia de ADOR

La evaluacién global del proceso determiné que las isoenzimas Lac |y
Lac Il se obtuvieron con un factor de purificacion del 32,7 y 31,2,
respectivamente, y que el rendimiento total de la purificacién de la actividad

lacasa fue del 2,2% para la isoenzima Lac | y 2,6% para la Lac Il (Tabla 1)
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Tabla 1. Rendimiento del proceso de purificacion de las isoenzimas de lacasa de C. rigida
crecido en presencia de ADOR.

Paso de Proteina Actividad Actividad Rendimiento Factor de
purificacion (mg/l) un especifica (%) purificacion
(U/mg)

Cultivo liquido 3,600 1983,0 550,8 100,0 1,0
HiTrap-Q 0,174 405,0 2327,6 20,4 4,2
Superdex 200 0,007 225,0 34090,9 11,3 61,9
Mono-Q (Lac I) 0,002 43,2 18000,0 2,2 32,7
Mono-Q (Lac II) 0,003 51,6 17200,0 2,6 31,2
Mono-Q (Total) 0,005 94,8 35200,0 4.8 63,9

Asimismo, como control y siguiendo este mismo protocolo, se
purificaron, a partir de medio MB con 10 g/l de glucosa, 150 uM de CuSO4y en
ausencia de ADOR, las dos isoenzimas de lacasa descritas ya por Saparrat et
al. (2002).

3.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida, SDS-PAGE

Material y métodos

El peso molecular, la pureza y el contenido en carbohidratos de las
isoenzimas de lacasa purificada a partir de medio con 50% de ADOR y 10 g/l
de glucosa tras 60 dias de incubacion, se determind mediante electroforesis en
condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 7,5% y 0,1% de
SDS. Para el calculo del contenido en carbohidratos de las isoenzimas, se
procedi6 al tratamiento de las muestras con endo-N-acetilglucosaminidasa tal y
como se detalla en el apartado general Material y métodos (5.3.1.). Las bandas
de proteinas se visualizaron mediante tincién de plata.

88




Capitulo 1

Resultados

Mediante los patrones de peso molecular utilizados se comprob6 que las
dos isoenzimas de lacasa de C. rigida purificadas en presencia de extracto

acuoso de alpeorujo poseian un peso molecular similar de 66 kDa (Figura 10).

Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE de las isoenzimas de lacasa purificada de cultivos de C.
rigida en presencia de ADOR. Lac | (Linea 1), Lac | tras tratamiento con enzima endo-H (Linea
2), Lac Il (Linea 3), Lac Il tras tratamiento con enzima endo-H (Linea 4) y patrén de alto peso
molecular (Linea 5).

El contenido en carbohidratos de las isoenzimas de lacasa purificadas
en presencia de ADOR se calculé mediante la diferencia de masa molecular
(estimada en dicho gel SDS-PAGE) entre las isoenzimas de lacasa antes y
después del tratamiento de las mismas con endo-N-acetilglucosaminidasa. En
nuestro gel de electroforesis se observd que las isoenzimas de lacasa en
estudio tenian un contenido en carbohidratos que representa el 9% de la masa
de la proteina (Figura 10).
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4. Calculo del parametro cinético K,

Objetivo

Mediante este ensayo se pretende completar el estudio de las
caracteristicas fisico-quimicas de las isoenzimas de lacasa de C. rigida
purificadas en presencia de extracto acuoso de alpeorujo y determinar las
posibles diferencias entre éstas y también respecto a las isoenzimas de lacasa
de C. rigida purificadas a partir de cultivos sin ADOR y en presencia de cobre
por Saparrat et al. (2002).

Material y métodos

La determinacion de la Ky, de cada una de las isoenzimas se realiz6 a
temperatura ambiente usando ABTS y DMP como sustratos y con diferentes
concentraciones de enzima para cada isoenzima purificada (63,27 mU/ml para
Lac | y 149,1 mU/ml para Lac Il). El calculo de K se realiz6 mediante la

representacion gréafica de Lineweaver-Burk.

Resultados

En el célculo de la cinética enzimatica realizado segun la representacion
grafica de Lineweaver-Burk, se obtuvieron valores de K, muy similares entre
las dos isoenzimas purificadas usando ABTS o DMP como sustrato (Tabla 2).
Los valores de la constante cinética utilizando ambos sustratos tanto en

presencia como en ausencia de ADOR fueron similares.
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Tabla 2. Constante cinética K, de las isoenzimas de lacasa de C. rigida crecido en presencia o
ausencia de ADOR

Isoenzimas de lacasa de Isoenzimas de lacasa de
Kn (MM) C. rigida cultivado en presencia C. rigida cultivado en ausencia
de ADOR de ADOR
Sustrato Lacl Lac Il Lac | Lac Il
ABTS 14 14 12 11
DMP 21,2 18,5 15,3 17,5

5. Tratamiento del

extracto acuoso de alpeorujo con

lacasa

semipurificada de C. rigida

Material y métodos

Para el tratamiento del extracto acuoso de alpeorujo con la lacasa de C.
rigida purificada en presencia de ADOR se preparé dicho extracto con agua en
una dilucion al 10% y se ajusté el pH a 7 mediante el tamp6n fosfato sédico
500 mM pH 7. La incubacion del ADOR con 1 U/ml de lacasa semipurificada se
realizé durante 24 h a temperatura ambiente. Tras la incubacion se procedié al
andlisis del contenido en fenoles totales de la mezcla de reaccion y a la
determinacion de la variacion en peso molecular de las fracciones presentes
en el extracto acuoso mediante cromatografia de exclusion molecular en
columna Sephadex G-100 (Pharmacia, 1x48 cm) siguiendo la metodologia
descrita en los apartados 4.6. y 5.4.2. de Material y métodos, respectivamente.

Resultados
La incubacién del ADOR con la lacasa purificada de C. rigida crecido en
el residuo durante 24 horas produjo una disminucidén significativa en el

contenido en fenoles totales llegando a alcanzar el 41,7% de reduccion (Figura
11).

91



Capitulo 1

pg fenoles/mi

Tiempo (horas)

I ADOR HE ADOR+lacasa

Figura 11. Contenido fendlico del ADOR incubado con lacasa purificada de C. rigida cultivada
en ADOR.

Los perfiles obtenidos tras la cromatografia de exclusion molecular de
las muestras de ADOR incubadas o no con la lacasa de C. rigida crecido en el
residuo durante 24 horas muestran diferencias notables entre ambas muestras.
En este tipo de cromatografia, los componentes de mayor peso molecular
eluyen antes que los componentes fendlicos de menor peso. Por tanto, se
observa un aumento de la fraccion correspondiente a los fenoles de mayor
peso tras la incubacién con la lacasa purificada respecto al control sin tratar. La
fraccidon donde se encuentran la mayor parte de los compuestos fendlicos de
bajo peso, disminuye sensiblemente respecto al control tras el tratamiento con
la lacasa purificada (Figura 12).
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Figura 12. Perfil cromatografico de exclusidon molecular de ADOR tratado o no con lacasa

purificada de C. rigida crecido en ADOR

DISCUSION

Los hongos de la podredumbre blanca han desarrollado un sistema
oxidativo no especifico, en el que destacan las lacasas y peroxidasas, capaces
de degradar polimeros organicos complejos y compuestos xenobidticos
(Martinez et al.,, 2005). Se sabe que la composicion de los medios de cultivo
puede influir considerablemente en la produccion de actividad lacasa de
algunos hongos de la podredumbre blanca. De hecho, dependiendo de la
fuente de carbono principal utilizada en el medio, puede producirse aumento o
inhibicion en la actividad lacasa. Por ejemplo, en medios con glucosa como
fuente de carbono, se observa inhibicion de la producciéon de lacasa por el
hongo T. pubescens en comparacion con medios basados en fructosa
(Galhaup et al., 2002).

Ademas existen una serie de compuestos inductores de muy distinta
naturaleza que pueden incrementar en gran medida la produccion de la
actividad lacasa. Asi, la presencia de etanol y nitrégeno en el medio de cultivo
puede incrementar los niveles de lacasa de P. cinnabarinus ss3 y T. versicolor
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respectivamente (Collins y Dobson, 1997; Meza et al., 2007). El hongo
Botryosphaeria rhodina también produce mayores niveles de actividad lacasa
en presencia de aceite de soja, Tween 80 o Cu?* (Dekker et al., 2007). Otros
inductores importantes de la actividad lacasa son los compuestos aroméaticos,
de hecho, se han realizado numerosos estudios sobre el papel de dichos
compuestos sobre la lacasa. Concretamente, la presencia de xilidina en
cultivos de T. versicolor o P. tigrinus aumenta significativamente la produccién
de actividad lacasa de estos hongos (Minussi et al.,, 2007; Quaratino et al.,
2008a). Algunos autores han descrito el aumento de los niveles de la lacasa
por compuestos como la o-toluidina y 1-hidroxibenzotriazol (Collins y Dobson,
1997; Tong et al., 2007)

La presencia de gran cantidad de compuestos aromaticos como los
fenoles en los residuos de la industria olivarera nos hizo plantear el posible
efecto inductor de la lacasa por el alpeorujo. De la Rubia et al. (2008) observo
un gran aumento en los niveles de actividad lacasa de los hongos T. versicolor,
P. cinnabarinus, Poria subvermispora y P. pulmonarius en medios de cultivo sin
Mn?* y en presencia de alpechin.

En nuestro estudio hemos detectado niveles considerables de actividad
lacasa en cultivos de C. rigida crecidos en presencia de extracto acuoso de
alpeorujo, aunque fueron menores que los producidos por este hongo crecido
en medio MB con glucosa y Cu®* y en ausencia de ADOR (Saparrat et al.,
2002). La menor actividad lacasa de C. rigida en presencia de ADOR puede
deberse a la ausencia de inductores especificos de esta actividad enzimatica.
Concretamente, se ha demostrado que la presencia de cobre en el medio de
cultivo, aumenta considerablemente la produccion de lacasa en hongos de la
podredumbre blanca como T. versicolor (Collins y Dobson, 1997) y C. rigida,
mas concretamente, tal y como demostraron Saparrat et al. (2002).

Por otro lado también hemos podido observar un aumento de la
actividad lacasa relacionada con el incremento de la concentracion de ADOR
en los cultivos de C. rigida estudiados. Este hecho se ha observado
anteriormente en cultivos de Pleurotus spp. y P. flavido-alba donde la
produccion de lacasa se incrementaba a medida que aumentaba Ila
concentracién de alpechin (Pérez et al.,, 1998; Ruiz et al., 2002; Tsioulpas et
al., 2002).
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La aplicaciéon de glucosa al medio MB con 50% de ADOR aumenté el
tiempo de incubacion necesario para que C. rigida obtuviera un nivel de
actividad lacasa de 1 U/ml. Esto puede deberse a que, en los medios con
glucosa, la actividad lacasa aumenta cuando la glucosa comienza a ser
limitante (14 dias de incubacién) mientras que en otros medios, al no tener
fuente de carbono de facil asimilacion, la actividad lacasa se detecta desde los
inicios del ensayo (Rogalski et al., 1991; Vinciguerra et al., 1995). De hecho
Dias et al. (2004) observaron un retraso en la produccién de lacasa en medio
de cultivo con glucosa interpretandose como fase de adaptacion al mismo.

Diversos estudios han corroborado este retraso en la produccion de
actividad lacasa por la presencia de glucosa en hongos como el basidiomiceto
Euc-1 y otros como T. pubescens y Trametes sp. AH28-2 (Galhaup et al. 2002;
Dias et al., 2004; Xiao et al, 2006). Este efecto inhibidor esta relacionado con la
presencia de elementos de regulacion transcripcional dependientes de glucosa
y denominados secuencias CreA que han sido identificadas en el promotor del
gen lap2 de lacasa de T. pubescens (Galhaup et al, 2002). La funcién
represora de estas secuencias conlleva el aprovechamiento por el organismo
de la fuente de carbono del medio de mas facil asimilacién, como es la glucosa,
y permite la produccién de lacasa cuando ésta se agota y es necesaria la
busqueda de una segunda fuente carbonada.

Las caracteristicas de la lacasa de C. rigida crecido en presencia de
ADOR son similares a las descritas para otras lacasas fungicas. Asi, el
isoelectroenfoque mostro la presencia de dos bandas de actividad lacasa con
un pl muy similar (3.33 y 3.43) y dentro del rango acido descrito para lacasas
de otros hongos de la podredumbre blanca como P. eryngiiy P. ostreatus (pl
2.9y 4.7) (Palmieri et al., 1993; Munoz et al., 1997b), P. cinnabarinus (pl 3.7)
(Eggert et al., 1996), Grammothele subargentea (pl 3.5), Cerrena unicolor 137
(p! 3.6 y 3.7 ) y P. tigrinus (pl 3.15) (Michniewicz et al., 2006; Quaratino et al.,
2007; Saparrat et al., 2008).

Sin embargo, las condiciones de cultivo pueden producir diferentes
patrones de isoenzimas o inducir la aparicion de isoenzimas de lacasa aun no
identificadas. Concretamente, se ha comprobado que la actividad Lac Il de P.

eryngii aumenta considerablemente ante la presencia de inductores como el
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acido vainillico y veratrico y el cobre induce la aparicion de la isoenzima POXA
1b de la lacasa de P. ostreatus (Mufioz et al., 1997a; Giardina et al., 1998).

Se han realizado algunos estudios con alpechin como posible inductor
de enzimas ligninoliticas y se ha observado que la inclusién del mismo en los
medios de cultivo afecta considerablemente la produccién y actividad de dichas
enzimas. Concretamente, Dias et al. (2004), demostré que el alpechin inducia
una isoenzima de lacasa (Lac2) del basidiomiceto Euc-1, no detectable en
ausencia del residuo. En otros estudios, la lacasa del hongo P. flavido-alba se
mostré muy estable en presencia de alpechin no siendo inhibida por la
presencia de los componentes aromaticos monoméricos de este residuo
anadidos al medio de cultivo. Por el contrario, la enzima MnPx del mismo
hongo presentd una nueva isoenzima en presencia de alpechin no detectable
en medio sin residuo (Pérez et al., 1998).

En base a estas observaciones se pens6 que C. rigida podia producir
otras lacasas en presencia de los compuestos fendlicos presentes en el medio
de cultivo con extracto acuoso de alpeorujo o que dicho residuo influyera en la
produccion de las isoenzimas ya descritas de dicho hongo. Sin embargo,
nuestros estudios han indicado que la presencia de ADOR no induce la
produccion de nuevas isoenzimas de la lacasa de C. rigida.

La mayoria de las lacasas son glicoproteinas monoméricas que
muestran un peso molecular entre 50 y 80 kDa (Thurston et al, 1994;
Yaropolov et al., 1994). Las dos lacasas purificadas de C. rigida en cultivos en
presencia de extracto acuoso de alpeorujo son proteinas monomeéricas, como
se deduce del idéntico peso molecular (66kDa) observado tras la cromatografia
de exclusion molecular y posterior electroforesis SDS-PAGE. Una pequefa
diferencia en el punto isoeléctrico es la que ha permitido la separacion de dos
isoenzimas mediante cromatografia de intercambio iénico al igual que se ha
descrito en C. rigida crecido en medio MB con glucosa y en ausencia de ADOR
(Saparrat et al., 2002).

En contraste con la purificacion de la lacasa de C. rigida crecido en
medio MB con glucosa y en ausencia de ADOR llevado a cabo por Saparrat et
al. (2002), el rendimiento global obtenido para cada una de las isoenzimas de
la lacasa en presencia de alpeorujo fue muy bajo (2,2 y 2,6% del rendimiento
final para la Lac | y Lac ll, respectivamente), debido probablemente a la poca
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cantidad de proteina producida por dicho hongo en presencia de extracto
acuoso de alpeorujo. La actividad especifica obtenida fue muy alta en
comparacién con la descrita por Saparrat et al. (2002), probablemente como
consecuencia de las diferentes condiciones del cultivo. Sin embargo, tanto la
Lac | como la Lac Il muestran similar afinidad a los dos sustratos estudiados
(ABTS y DMP) independientemente de que se hayan producido en ausencia o
presencia de ADOR. La mayor afinidad de las isoenzimas se obtuvo para
ABTS, al igual que observaron Saparrat et al. (2002). Sin embargo, estas dos
isoenzimas de lacasa, tanto purificadas a partir de medios sin extracto de
alpeorujo o con dicho residuo, presentan diferente afinidad a la indicada en el
trabajo de Saparrat et al. (2002) observandose que, en nuestro caso, la
afinidad por el DMP es mucho mayor que la obtenida en dicho trabajo. Valores
similares de K, a los descritos en nuestros ensayos se observaron para otros
hongos de la podredumbre blanca como P. coccineus (27 y 36 para DMP y
ABTS) y Daedalea quercina (48 y 38 uM para DMP y ABTS) (Baldrian, 2004;
Jaouani et al., 2005). En estudios con los hongos P. sanguineus o P. tigrinus,
se ha observado que los medios o el uso de cepas distintas pueden producir
diferencias cataliticas entre las lacasas del mismo organismo (Dantan-
Gonzalez et al., 2008; Quaratino et al., 2007).

Los resultados de la Ky, asi como los datos de peso molecular, grado de
glicosilacion y punto isoeléctrico observados en nuestros ensayos, indican que
las isoenzimas de lacasa descritas en presencia de ADOR son las mismas que
las encontradas en medios sin extracto acuoso de alpeorujo (Saparrat et al.,
2002).

La aplicacién de la enzima purificada de C. rigida al extracto acuoso de
alpeorujo produjo disminucion en el contenido de fenoles. Ademas, los perfiles
cromatograficos de exclusion molecular del ADOR tratado con lacasa de C.
rigida purificada muestran que la fraccion de los compuestos fendlicos de bajo
peso molecular, disminuye sensiblemente respecto al control sin tratar mientras
que la fraccion correspondiente a los fenoles de mayor peso molecular
aumenta tras la incubacién del residuo con la lacasa purificada. Estos
resultados indican que C. rigida produce en el ADOR la polimerizacion de los
fenoles de menor peso molecular. Se piensa que la lacasa actuan sobre los
fenoles produciendo radicales que polimerizan dando lugar a compuestos de
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mayor peso. Este hecho coincide con estudios anteriores de la accion de la
lacasa de hongos ligninoliticos sobre los fenoles de residuos de la industria
oleicola. Se ha demostrado que la lacasa de P. coccineus produce la
polimerizacion de los fenoles de menor peso molecular del alpechin (Jaouani et
al., 2005; Berrio et al., 2007). También se ha descrito que la reduccién de la
fitotoxicidad del alpeorujo esta relacionada directamente con la polimerizacion
de los fenoles de dicho residuo (Aranda et al., 2007).

La actividad de la lacasa de C. rigida parece ser la responsable de la
polimerizacion de los fenoles del extracto acuoso de alpeorujo hecho que
podria estar relacionado con la reduccién de la fitotoxicidad del residuo.
Estudios adicionales de la toxicidad del ADOR sobre semillas de berro tras el
tratamiento con la lacasa determinaran la relacion entre la polimerizacién de los
fenoles producida por la lacasa y la posible reduccion de la fitotoxicidad del
ADOR.
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CAPITULO 2

IDENTIFICACION DEL GEN DE LACASA DE Coriolopsis rigida
EXPRESADO EN PRESENCIA DE EXTRACTO ACUOSO DE
ALPEORUJO

Obijetivo general

El estudio de purificacion de la actividad lacasa de C. rigida producida en
presencia de extracto acuoso de alpeorujo, determind la presencia de dos
isoenzimas de lacasa cuyas -caracteristicas fisico-quimicas y cinéticas
demostraron que se trataban de las mismas isoenzimas producidas por dicho
hongo crecido en medio basal e identificadas por Saparrat et al. (2002). Se
pretende identificar el gen de la lacasa de C. rigida en presencia de alpeorujo
para asi corroborar dicha conclusion y completar el estudio de dicha
fenoloxidasa.

Material y métodos

Para el estudio de la secuencia génica de la lacasa de C. rigida
producida en presencia de alpeorujo se utilizd el mismo tipo de cultivo usado
previamente para la purificacion de la enzima, un cultivo liquido de C. rigida en
medio MB con 50% de ADOR y 10 g/l de glucosa durante 60 dias con maxima
actividad lacasa. En dicho cultivo se separé el sobrenadante para la
purificacién de la proteina, tal y como se indica en el capitulo anterior, y el
micelio del hongo para el estudio de identificacién del gen de la lacasa. Este
micelio se lavo con agua DEPC y conservé a -80 °C hasta su posterior uso. A
partir del micelio de C. rigida, se extrajo el ARN del hongo, y tras tratamiento
con ADNasa, se obtuvo el ADNc mediante una reaccion de transcripcion
inversa. Todos estos procesos se realizaron siguiendo la metodologia descrita
en el apartado general Material y métodos (7.2., 7.3.).

101



Capitulo 2

Para la obtencion del gen completo de la lacasa de C. rigida en
presencia de extracto acuoso de alpeorujo, se incub6 el hongo en cultivo
liquido de glucosa y extracto de levadura durante 5 dias, y de ahi se extrajo el
ADN genomico tal y como se describe en el apartado general de Material y
Métodos (7.1.).

La estrategia que se siguid para conseguir el gen completo de la lacasa
se desarrollo en dos etapas:

a) Amplificacion del fragmento del gen de la lacasa de C. rigida

correspondiente al extremo amino terminal

En una primera etapa se procedié a la obtencion de un fragmento inicial
del gen de la lacasa de C. rigida utilizando como molde el ADNc conseguido a
partir del ARN. Para la obtencién de este primer fragmento se disefiaron los
cebadores degenerados: CR1, basado en la secuencia amino terminal descrita
por Saparrat et al. (2002) tras la purificacion de la lacasa de C. rigida producida
en medio MB con glucosa y cobre, y Pcus, basado en la secuencia del sitio de
union al cobre IV (HCHIDFH) altamente conservado en las lacasas fungicas y

descrito previamente por Hong et al. (2007).

CR1 5 GCNATHGGNCCNAARGC &
Pcus 5 TGRAARTCDATRTGRCARTG 3

La mezcla de reaccion utilizada para la amplificacién fue similar a la
descrita en el apartado 7.4. de Material y métodos. Las condiciones de
amplificacién fueron: 95 °C durante 3 min seguida de 35 ciclos de 94 °C
durante 1 min, 52 °C durante 40 s y 72 °C durante 1 min concluyendo con una
etapa de extension final de 72 °C durante 10 min. Se realizaron reacciones sin
ADNc molde en paralelo como control. El producto de amplificacion obtenido se
visualizd6 en gel de agarosa y se extrajo para su insercidbn en vectores de
clonacién y posterior transformacién de células competentes de E. coli DH5a
con dicho vector. La secuenciacion del fragmento se obtuvo a partir del
plasmido aislado del clon transformado. Todos estos procesos se realizaron
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segun la metodologia previamente descrita en los apartados 7.5., 7.6. y 7.7. del
apartado general de Material y métodos.

La secuencia obtenida se comparé mediante una busqueda BLAST
(Altschul et al., 1997) en la base de datos GenBank.

b) Amplificacion de las secuencias flanqueantes del gen de la lacasa de C.
rigida

Para la obtencion del gen completo de la lacasa de C. rigida se procedi6
a una segunda etapa de amplificacién del extremo flanqueante del gen de la
lacasa correspondiente a la secuencia C-terminal de la proteina. En este caso
se disefaron nuevos cebadores basandonos en la informacion proporcionada
por el fragmento obtenido en la fase anterior de amplificacion. Concretamente
se utilizé el cebador degenerado CR2, basado en el extremo 3 de las
secuencias de lacasas fungicas con las que el fragmento inicial present6
maxima homologia; y el cebador CR3, basado en la secuencia exacta del
fragmento amino terminal del gen de la lacasa obtenido en la etapa anterior.

CR2 5 AACGACGCCATAAGCCCAAAC 3
CR3 5 GCCATCGGGCCCAAGG 3’

Las condiciones para la reaccién de PCR fueron las mismas que las
utilizadas en la etapa anterior. En este caso, se realizaron reacciones de
amplificacién usando como molde tanto el ADNc obtenido del ARN del cultivo
de C. rigida crecido en presencia de alpeorujo como ADN gendmico, a fin de
identificar los intrones y exones y los dominios caracteristicos del gen de la
lacasa de C. rigida en presencia de alpeorujo.

El producto de la amplificacién obtenido se visualizé en gel de
agarosa y posteriormente se insertd en vectores para ser clonado en células
competentes de E. coli DH5a. La secuenciacion del fragmento se obtuvo a
partir del plasmido aislado del clon transformado segun se describe en los
apartados 7.7., 7.6. y 7.7. del apartado general de Material y métodos.
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Por dltimo, se procedié al estudio de la secuencia obtenida mediante
busqueda BLAST (Altschul et al., 1997) para comparacion con las secuencias
homologas en la base de datos GenBank (Material y métodos 7.7.5.).

Resultados

Del micelio de C. rigida en condiciones de maxima actividad lacasa en
presencia de ADOR vy tras una primera etapa de amplificacion del gen usando
los cebadores degenerados CR1 y Pgu4, se consiguié una banda simple de
ADNCc de 1.2 kb.

La secuencia obtenida mostrdé la maxima homologia (87%) con el gen
Icc1 de la lacasa de Trametes sp. C 30 (Numero de identificaciéon en Genbank
AF491759.1). Otros genes de lacasas para los que este primer fragmento
obtenido present6 gran homologia fueron los genes lac1 y lacA de C. gallica
(86 y 85% de homologia, respectivamente) (Numero de identificacion en
Genebank: DQ431716.1 y AY875867.1, respectivamente).

Para la obtencion de las regiones flanqueantes del gen de la lacasa, se
llevaron a cabo reacciones de amplificacion con los cebadores CR2 y CRS3,
disenados gracias a la secuencia del fragmento anteriormente obtenido, y
usando como molde ADNc y ADN gendmico. En esta segunda etapa de la
secuenciacién del gen, se obtuvo una banda simple de 2.1 kb, si se utilizaba
ADN gendémico como molde, y una banda de 1.4 kb, al usar ADNc
correspondiente al marco abierto de lectura del gen (Figuras 1y 2).

El alineamiento del fragmento gendmico y la correspondiente secuencia
codificante del gen de lacasa mostr6 una correspondencia completa de las
regiones coincidentes e indic la presencia de un total de 11 exones (Figura 2).
El marco de lectura abierto del gen de la lacasa de C. rigida producida en
presencia de alpeorujo, nombrado como /ccl1, se depositdé en GenBank
(Namero de identificacién en Genbank: GQ377839).
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GCCATCGGGCCCAAGGCTGACATGACCATCACCGATGGTGCGGTCAGTCCCGATGGTTT
TGAGCGTCAGGCCATCCTGGTCAACAATGGCTTTCCCAGTCCTCTCATTGTTGGAAACA
AGGGCGACCGCTTCCAACTGAACGTCGTTGACAACCTGACGAACCACACCATGTTGAAG
TCCACCAGTATCCACTGGCACGGCTTCTTCCAACACGGTACCAACTGGGCTGACGGCCC
CGCCTTCGTCAACCAGTGCCCCATTTCCACGGGCCACTCGTTCCTCTACGACTTCCAGG
TCCCTGACCAGGCAGGTACTTTCTGGTACCACAGTCACTTGTCCACCCAGTACTGTGAT
GGTCTCAGGGGCCCCATGGTGGTCTATGACCCGCAAGACCCCCACAAGGACCTCTACGA
CGTTGATGATGAATCCACCGTGATCACTCTGGCGGACTGGTACCACTTGGCTGCCAAGG
TCGGCCCTGCCGTCCCGGCTGACGCGACGCTCATCAACGGCCTCGGTCGCAGCTTGAGC
ACGCTTAACGCCGATTTGGCTGTCATCTCGGTCACGAAGGGCAAGCGCTACCGCTTCCG
CTTGGTGTCGCTCTCATGCGACCCCAACCACACCTTCAGCATTGATGGTCACACCATGA
CTGTCATTGAGGCGGACAGCGTCAACCTGAAGCCCCAGGTTGTCGACTCCATCCAGATC
TTCGCTGCTCAGCGTTACTCGTTTGTGCTCAACGCAGATCAGGACATTGGCAACCACTG
GATCCGTGCCTTGCCCAATTCCGGCAATAGGGGATCTGATGCCGGTGTTAACTCCGCCA
TCCTCCGCTACGACGGTGCTGACCCTGTCGAGCCGACTACATCGCAAACGCCCTCGACG
CagCCTTTGATCGAGTCTGCCCTCACCACCCTCGAGGGTACGCCTGCGCCCGGTGACCC
GACCCCCGGCGGTGTCGACCTGGCTATCAACATGGCCTTTGGCTTCGCTGCCGGCAAAT
TCACCATCAACGGCGCGAGCTTCACCCCGCCCACCGTGCCCGTGCTCCTACAGATCCTG
AGCGGTGCGCAGTCGGCGCAGGACCTCCTCCCCTCCGGTAGCGTGTACTCGCTCCCGTC
GAACGCGAACATTGAGATCTCGCTGCCCGCGACCGCGGCCGCCCCCGGCTTCCCCCACC
CCTTCCACTTGCACGGAGCACACCTTCGCCGTCGTCCGCAGCTCGGGCCAGCAGACGTA
CAACTACGCGAACCCCGTCTACCGCGACGTCGTCAGCACGGGCTCGCCTGGGGACAACG
TCACGATCCGCTTCCGCACTGACAACCCCGGCCCGTGGTTCCTCCACTGCCACATCGAC
TTCCACCTCGAGGCTGGGTTTGCGGTCGTCTTCGCCGAGGACATCCCCGATGTTGCGGC
GACGAACCCGGTCCCCCAGGCGTGGTCGGACCTTTGCCCGACATATGATGCGCTCGCGC
CTGAGGATCAGTAG

Figura 1. Secuencia del ADNc para el gen de la lacasa de C. rigida (lcc 1) expresado en
presencia de extracto acuoso de alpeorujo.
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GCCATCGGGCCCAAGGCTGACATGACCATCACCGATGGTGCGGTCAGTCCCGATGGTTT
TGAGCGTCAGGCCATCCTGGTCAACAATGGCTTTCCCAGTCCTCTCATTGTTGGAAACA
AGGCGAGTTGGCTTTGGTTGTCATTGCAGCTCCTCACTTATGCTGACCTGCCTACAGGG
CGACCGCTTCCAACTGAACGTCGTTGACAACCTGACGAACCACACCATGTTGAAGTCCA
CCAGTATCGTGAGTAGCTCGGCGTACTGCATGATCTACCGCTCATATTTCTCCTTTTAG
CACTGGCACGGCTTCTTCCAACACGGTACCAACTGGGCTGACGGCCCCGCCTTCGTCAA
CCAGTGCCCCATTTCCACGGGCCACTCGTTCCTCTACGACTTCCAGGTCCCTGACCAGG
CTGGTGAGTGCAATCTCCGCGTTGTGGCATGTAAGAGATTAGTGCTCACAGCTGGGACA
TTGATTAGGTACTTTCTGGTACCACAGTCACTTGTCCACCCAGTACTGTGATGGTCTCA
GGGGCCCCATGGTGGTCTATGACCCGCAAGACCCCCACAAGGACCTCTACGACGTTGAT
GATGGTGAGCCTAATCGACGATAACATGCCCGCACATTCTCAAGCATTCCTTTGTAGAA
TCCACCGTGATCACTCTGGCGGACTGGTACCACTTGGCTGCCAAGGTCGGCCCTGCCGT
CCCGTGAGTCAATTTGGCTGCGCCAATACTCTATTTTTGACTGACCTTCATCTTCTCAC
AGGCAAGCTGACGCGACGCTCATCAACGGCCTCGGTCGCAGCTTGAGCACGCTTAACGC
CGATTTGGCTGTCATCTCGGTCACGAAGGGCAAGCGGTATGTTTCGGAGCGAAGCACCG
ATTAGACCGTGATCCTGATCGATTGTTCTCTAGCTACCGCTTCCGCTTGGTGTCGCTCT
CATGCGACCCCAACCACACCTTCAGCATTGATGGTCACACCATGACTGTCATTGAGGCG
GACAGCGTCAACCTGAAGCCCCAGGTTGTCGACTCCATCCAGATCTTCGCTGCTCAGCG
TTACTCGTTTGTTGTAAGTCAACATCGAGGTTCTATCATTGTCGGAGTCTGCTCACAGC
CCTTCATAGCTCAACGCAGATCAGGACATTGGCAACCACTGGATCCGTGCCTTGCCCAA
TTCCGGCAATAGGGGATCTGATGCCGGTGTTAACTCCGCCATCCTCCGCTACGACGGTG
CTGACCCTGTCGAGCCGACTACATCGCAAACGCCCTCGACGCagCCTTTGATCGAGTCT
GCCCTCACCACCCTCGAGGGTACGCCTGCGGTATGTAATCCACACATGCACGCCACGAA
CGAGTGTCTGACCTGTTCCGTTCGCTAGCCCGGTGACCCGACCCCCGGCGGTGTCGACC
TGGCTATCAACATGGCCTTTGGCTTCGTAAGTCTTCAGCTCCGCTTCGGTCCGTCGTGC
ACGCATGGCTGACCATCATTCCCCATTCTAGACTGCCGGCAAATTCACCATCAACGGCG
CGAGCTTCACCCCGCCCACCGTGCCCGTGCTCCTACAGATCCTGAGCGGTGCGCAGTCG
GCGCAGGACCTCCTCCCCTCCGGTAGCGTGTACTCGCTCCCGTCGAACGCGAACATTGA
GATCTCGCTGCCCGCGACCGCGGCCGCCCCCGGCTTCCCCCACCCCTTCCACTTGCACG
GTGTACGTCTCCATTTCCGACCCTGACGCTCCCGCTCACGCACTCACCCTTCATCCCAC
AGCACACCTTCGCCGTCGTCCGCAGCTCGGGCCAGCAGACGTACAACTACGCGAACCCC
GTCTACCGCGACGTCGTCAGCACGGGCTCGCCTGGGGACAACGTCACGATCCGCTTCCG
CACTGACAACCCCGGCCCGTGGTTCCTCCACTGCCACATCGACTTCCACCTCGAGGCTG
GGTTTGCGGTCGTCTTCGCCGAGGACATCCCCGATGTTGCGGCGACGAACCCGGTCCCC
CAGGCGTGGTCGGACCTTTGCCCGACATATGATGCGCTCGCGCCTGAGGATCAGTAG

Figura 2. Secuencia de ADNg del gen de la lacasa de C. rigida (lcc1) expresado en extracto
acuoso de alpeorujo. Se muestran en sombreado los exones.

Mediante anadlisis BLASTp en la base de datos del EMBL, se encontr6
que la secuencia aminoacidica deducida para la lacasa presentaba la maxima
homologia (90%) con la Lac1 de T. frogii (Numero de identificacion en
Genbank: CAC 13040) y una identidad del 89% con la lacasa de C. gallica
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(Numero de identificacién en Genbank: ABD93940), seguidas por lacasas de

otros hongos, muchos de ellos del género Trametes (Tabla 1).

Tabla 1. Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida para la lacasa de C. rigida

expresada en extracto acuoso de alpeorujo con otras proteinas

basidiomicetos de la base de datos Genbank tras analisis BLASTp.

lacasa de hongos

N¢ Identificacion Organismo Proteina Aminoacidos % ldentidad

1 CAC13040.1 T. trogii Lacasa Lcc1 517 90

2 ABD93940.1 C. gallica Lacasa 517 89

3 ACS26245.1 C. gallica Lacasa 517 88

4 AAM10738.1 Trametes C30 Lacasa 1 517 90

5 CAA781441 Basidiomicete PM1  Lacasa 517 90

6 AAWE5489.1 C. gallica Lacasa 496 87

7 AAM18407.1 T. pubescens Lacasa 2 520 79

8 AAB63444.1 Trametes sp. 1-62 Fenoloxidasa 520 77

9 ACN69056.1 P. sanguineus Redoxasa 518 76
multicobre

10 ACO53432.1 Trametes sp. 30 Lacasa 5 518 75

11 ACO53431.1 Trametes sp. 30 Lacasa 520 76
hibrida

12 AAQ12269.1 Trametes sp. 1-62 Lacasa 520 77

13 AAA33103.1 T. hirsuta Fenoloxidasa 520 80
ligninolitica

14 AAL93622.1 T. versicolor Lacasa lll 520 80

15 BAA22153.1 T. versicolor Lacasa 520 80

16 AAA33104.1 T. hirsuta Fenoloxidasa 520 79
ligninolitica

17 CAA77015.1 T. versicolor Lacasa 520 79

18 AAL07440.1 T. versicolor Precursor de 520 79
lacasa B

19 AAC41686.1 T. villosa Lacasa 520 79

Q99044.1
20 AAQ12268.1 Trametes sp. 1-62 Lacasa 520 75
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La proteina deducida presenta 496 aminoacidos con una masa
molecular de 66 kDa. En esta secuencia aminoacidica se han podido identificar
los cuatro dominios de union al cobre (ll) altamente conservados en lacasas.
Se observa el patron repetitivo de His-X-His que siguen estos dominios
implicados en la coordinacion del sitio trinuclear tipo 2/tipo 3 de unién al cobre.
Se observaron también los cuatro residuos de union al cobre tipo I: His 394, His
455 y Cys 450, unidas fuertemente al ion cobre, y Phe 460. Igualmente se
identificaron cuatro sitios susceptibles de N-glicosilacién en las posiciones 51,
54,207 y 433 siguiendo el patrén Asn-X-Ser/Thr (Figura 3).

ATGPKADMTITDGAVSPDGFERQATLVNNGFPSPLIVGNKGDRFQOLNVVDNL TNHTMLK
STSTIHWEGFFQHGTNWADGPAFVNQCPI STGHSFLYDFQVPDQAGTFWYHBHLSTQYCD
GLRGPMVVYDPQDPHKDLYDVDDESTVITLADWYHLAAKVGPAVPTADATLINGLGRSL
STLNADLAVISVTKGKRYRFRLVSLSCDPNHTFSIDGHTMTVIEADSVNLKPQVVDSTQ
TFAAQRYSFVLNADQDIGNHWIRALPNSGNRGSDAGVNSATLRYDGADPVEPTTSQTPS
TQPLIESALTTLEGTPAPGDPTPGGVDLAINMAFGFAAGKF TINGASFTPPTVPVLLQT
LSGAQSAQDLLPSGSVYSLPSNANIEISLPATAAAPGFPHPFEBEGHTFAVVRSSGQQT
YNYANPVYRDVVSTGSPGDNVTIRFRTDNPGPWEFLEGH T DFHLEAGEAVVFAEDIPDVA
ATNPVPQAWSDLCPTYDALAPEDQ

Figura 3. Secuencia aminoacidica deducida para la lacasa de C. rigida expresada en extracto
acuoso de alpeorujo. Los aminoacidos subrayados pertenecen al sitio de unién al cobre tipo .
En verde, se identifica el cuarto aminodacido de esta region, la fenilalanina en posicién 460. Se
muestran en sombreado los residuos pertenecientes a los sitios de unién correspondientes al
complejo hibrido tipo 2/tipo 3, que siguen el patrén His-X-His. En rojo se sefialan los cuatro
sitios potenciales de glicosilacion de la proteina.

DISCUSION

La secuencia nucleotidica de la banda simple de ADNc de 1.2 kb
obtenida tras una primera etapa de amplificacién del gen, mostr6 la méaxima
homologia con el gen lcc1 de la lacasa de Trametes sp. C 30 (Klonowska et al.,
2005). Sin embargo, la secuencia aminoacidica deducida del gen de la lacasa
de C. rigida en presencia de extracto acuoso de alpeorujo identificado en el
presente trabajo, mostr6 gran homologia con la lacasa del hongo T. trogii
(Colao et al., 2003). Esta gran similitud ha sido descrita anteriormente entre la
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secuencia amino terminal de la lacasa de C. rigida cultivado en medio MB con
glucosa y cobre y la de la lacasa de T. trogii con una homologia del 80%
(Saparrat et al., 2002). La secuencia aminoacidica mostro todos los dominios
observados para las lacasas azules de otros hongos basidiomicetos como el
mencionado T. trogii (Colao et al., 2003). En nuestro caso, el cuarto aminoacido
del sitio de union al cobre tipo | y de enlace mas débil al idn, se correspondia
con una fenilalanina al igual que en el caso de la lacasa de T. trogii (Colao et
al., 2003).

Tanto en el presente trabajo, en presencia de alpeorujo, como en los
anteriores realizados por Saparrat et al. (2002), en medio basal MB con
glucosa y cobre, se purificaron y caracterizaron dos isoenzimas de lacasa del
hongo C. rigida. El zimograma realizado, ademas, muestra la presencia de dos
bandas de actividad. Sin embargo, en nuestro estudio sélo se ha podido
amplificar una sola banda de ADNc de lacasa, utilizando un cebador basado en
la secuencia amino terminal de la proteina descrita por Saparrat et al. (2002).

Este hecho sugiere que las dos isoenzimas Lacl y Lacll producidas tanto
en medio basal MB en ausencia de alpeorujo como en presencia de este
residuo, son variantes del mismo gen lcc1y que las pequenas diferencias entre
ellas podrian explicarse por la existencia de variantes alélicas del gen, ya que
C. rigida es un hongo dicaridtico (lbanez, 1998). Estudios anteriores han
constatado este mismo hecho en otras enzimas de hongos dicariéticos,
concretamente en la enzima VP de P. eryngii (Ruiz-Duenas et al., 1999).

En definitiva, este estudio demuestra tanto protebmica como
genéticamente que las isoenzimas de lacasa de C. rigida producidas en medio
basal y en presencia de alpeorujo son las mismas ya que estan codificadas por

el mismo gen lcc1.
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CAPITULO 3

REGULACION DE LA EXPRESION DE LA LACASA DE
Coriolopsis rigida POR EXTRACTO ACUOSO DE ALPEORUJO
Y COBRE

Objetivo general

Se ha descrito que las isoenzimas de lacasa producidas por C. rigida en
presencia de alpeorujo son las mismas que las identificadas anteriormente en
medio basal MB con glucosa y cobre tanto proteémica como genémicamente
(Saparrat et al., 2002). Se sabe, ademas, que determinados metales pesados,
como el cobre, son capaces de aumentar significativamente los niveles de
produccion de actividad lacasa (Collins y Dobson, 1997; Saparrat et al., 2002).
De hecho, se ha estudiado el papel del cobre en la regulacién del gen de
determinadas lacasas y la expresién de las diferentes isoenzimas de dicha
proteina (Collins y Dobson, 1997; Palmieri et al., 2000; Quaratino et al.,
2008a). Los compuestos aromaticos son también decisivos en la produccién de
lacasa por determinados hongos como P. tigrinus (Quaratino et al., 2007) y T.
versicolor (Collins y Dobson, 1997; Minussi et al., 2007).

Por ello en este capitulo se va a investigar la influencia del alpeorujo y el
cobre en el desarrollo de cultivos de C. rigida y la expresion del gen de la
lacasa de dicho hongo en esas condiciones.

Material y métodos

Para el estudio del efecto del extracto acuoso de alpeorujo y cobre en el
desarrollo de los cultivos de C. rigida y en la expresion de la actividad lacasa
se prepararon preindculos de dicho hongo en medio de cultivo basal MB en
presencia de glucosa y cobre tal y como se ha descrito anteriormente en
Material y métodos (2.2.).
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El medio de cultivo de C. rigida utilizado en este ensayo fue MB con
glucosa, 300 uM CuSO4 y concentraciones del 0, 2,5, 10 y 20% (v/v) de
extracto acuoso de alpeorujo (ADOR). Se realizaron los respectivos controles
con suspension de micelio autoclavado, sin ADOR vy sin cobre. Estos cultivos
se incubaron a 28 °C en agitaciéon (150 rpm) durante 0, 5, 10 y 15 dias.
Transcurridos los diferentes tiempos de incubacion se centrifugaron las
muestras a 8000 rpm durante 10 min a 4 °C, separando el micelio del medio de
cultivo. A los medios de cultivo de C. rigida se les determind: pH, color,
azucares reductores, proteinas, biomasa, contenido en polifenoles totales y
actividad lacasa tal y como se ha descrito anteriormente en el apartado general
de Material y métodos. El micelio se conservd inmediatamente a -80 °C para
evitar la degradacién del ARN del mismo. Posteriormente se extrajo el ARN
para el posterior estudio por PCR cuantitativa a tiempo real (PCR-Q) de la
expresion del gen de la lacasa de C. rigida en estas condiciones.

Para las reacciones de PCR-Q se extrajo el ARN del micelio de los
cultivos de C. rigida con diferentes concentraciones de ADOR y cobre
siguiendo la metodologia descrita en el apartado general de Material y
métodos (2.2.). Las muestras de ARN obtenidas se trataron con ADNasa | para
eliminar cualquier resto de ADN gendmico que pudiera interferir en los
resultados. Posteriormente se procedid a la transcripcion inversa del ARN para
la obtencion del ADNc correspondiente segun el apartado 7.3. de la seccion
general de Material y métodos. Para ello, se realizaron dos mezclas de
reaccibn para cada una de las muestras: una que incluia la enzima
retrotranscriptasa y otra control sin dicha enzima. Ambas mezclas se utilizaron
en las reacciones de PCR-Q asegurandonos asi que las amplificaciones
obtenidas eran a partir del ADNc y no de restos de ADN gendmico no
eliminado por el tratamiento con ADNasa I.

Para normalizar los resultados de las amplificaciones se utiliz6 como
control el gen constitutivo para el ARNr 18S, cuyos cebadores especificos
fueron 18S-R y 18S-F. Para determinar la expresion del gen de lacasa de C.
rigida se utilizaron los cebadores LCC1-F y LCC1-R. Las secuencias exactas
de todos estos cebadores se encuentran descritas en el apartado 8.1. del
apartado general de Material y métodos. Las reacciones de PCR cuantitativa a
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tiempo real se llevaron a cabo siguiendo las condiciones descritas en la
seccion general de Material y métodos (8.1.).

Resultados

pH

La determinacion de pH a lo largo del proceso de incubacion de C. rigida
en ausencia de ADOR, mostré un pequeio descenso del mismo respecto a los
controles con micelio de C. rigida inactivado tanto en ausencia como en
presencia de cobre al inicio de la incubacién. Sin embargo, a partir de los 10
dias de incubacién se observd un aumento de pH en los medios de cultivo de
C. rigida respecto a los controles independientemente de la presencia o

ausencia de cobre (Figura 1A).

Tiempo de incubacion (dias) Tiempo de incubacion (dias)

L] Control [ Tratamiento [ ]| Control con cobre

Figura 1. pH de cultivos de C. rigida en presencia o no de cobre y de diferentes
concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante 5, 10 y 15 dias de incubacién. Las letras
distintas en cada barra para cada concentracién de ADOR indican diferencias significativas

segun el test de Duncan (p<0,05).
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En los medios de cultivo en presencia de diferentes concentraciones de
extracto acuoso de alpeorujo se obtuvieron los mismos resultados que los
observados en los cultivos sin ADOR detectandose una ligera acidificacion del
medio tras 5 de incubacién y un aumento significativo de pH a los 10 y 15 dias
de incubacién tanto en ausencia como en presencia de cobre (Figuras 1B, C y
D).

Color

La determinacién de unidades colorimétricas en cultivos de C. rigida en
ausencia o presencia de ADOR permitié la deteccién de color tanto en los
controles como en los tratamientos en todas las concentraciones estudiadas de
extracto acuoso de alpeorujo, siendo mayor éste al aumentar la concentracion

de residuo (Figura 2).

300007 A 0%ADOR 2,5%ADOR

Tiempo de incubacion (dias) Tiempo de incubacion (dias)

[l Control [ Tratamiento Control con cobre

Figura 2. Unidades colorimétricas (UC) de cultivos de C. rigida en presencia o no de cobre y
de diferentes concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante 0, 5, 10 y 15 dias de
incubacion. Las letras distintas en cada barra para cada concentracion de ADOR indican

diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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Durante la incubacién, no se detecto variacion en la medicion del color
en ninguno de los cultivos en ausencia de extracto acuoso de alpeorujo. Sin
embargo, si se observdé un aumento similar de las unidades colorimétricas
respecto a sus controles a partir de los 5 dias de incubaciéon en todos los
medios de cultivo de C. rigida que presentaban extracto acuoso de alpeorujo
independientemente de la presencia o no de cobre asi como del tiempo de

incubacion (Figura 2).

Azucares reductores

La cantidad de azucares reductores en el medio de cultivo de C. rigida
sin ADOR disminuyé drasticamente tras 5 de incubacién, tanto en los
tratamientos en ausencia como en presencia de cobre (Figura 3A).

Tiempo de incubacion (dias) Tiempo de incubacion (dias)

L] Control [ Tratamiento [] Control con cobre

Figura 3. Azlcares reductores (mM glucosa) de cultivos de C. rigida en presencia o no de
cobre y de diferentes concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante 0, 5, 10 y 15 dias
de incubacién. Las letras distintas en cada barra para cada concentracion de ADOR indican
diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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La aplicacion de ADOR al medio produjo también una rapida
disminucién del contenido de azucares de los cultivos de C. rigida que se
incrementd al aumentar el periodo de incubacién (Figura 3B, C y D). Sélo en
los casos en los que el medio de cultivo del hongo tenia concentraciones de 10
6 20% de alpeorujo se observo un mayor descenso en la cantidad de azlcares
en los tratamientos con cobre respecto a los controles en ausencia de cobre a
los 5 dias de incubacion (Figura 3C y D).

Proteinas

En general se observé un aumento progresivo de la cantidad de
proteina de los cultivos a medida que la concentracion de ADOR fue mayor, lo
que hace pensar en una posible interferencia del color del residuo con la
medicidn de proteinas del cultivo (Figura 4).

0%ADOR 2,5%ADOR

5 8
>
:
W

;

Mg proteinas/mi

ug proteinas/ml

Tiempo de incubacion (dias) Tiempo de incubacion (dias)

L] Control [ Tratamiento [] Control con cobre

Figura 4. Determinacién de proteinas (ug proteina/ml) de cultivos de C. rigida en presencia o
no de cobre y diferentes concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante 0, 5, 10 y 15
dias de incubacién. Las letras distintas en cada barra para cada concentracién de ADOR
indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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Se produjo un aumento significativo en la cantidad de proteinas en
cultivos de C. rigida en ausencia de ADOR a partir de los 5 dias de incubacion.
Este aumento fue superior en medios con cobre respecto a sus controles tras
10 dias de cultivo (Figura 4A).

La presencia de 2,5% de extracto acuoso de alpeorujo en los medios de
cultivo produjo un ligero aumento de proteinas en el tratamiento con cobre a
partir de los 10 dias de incubacion (Figura 4B). Sin embargo, no se aprecian
diferencias significativas de proteinas en los medios de cultivo con
concentraciones altas de alpeorujo (Figura 4C y D).

Biomasa

El crecimiento de C. rigida en ausencia de ADOR y cobre, medido
mediante la determinacidén de biomasa fungica experimentd un aumento a los
10 dias de incubacion que se mantuvo a lo largo del ensayo. Cabe destacar
que tras 15 dias de incubacién se provocd una reduccién de biomasa de C.
rigida en los tratamientos en presencia de cobre (Figura 5A).
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Figura 5. Determinacién de la biomasa de cultivos de C. rigida en presencia o no de cobre y
de diferentes concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante 0, 5, 10 y 15 dias de
incubacion. Las letras distintas en cada barra para cada concentraciéon de ADOR indican
diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Tal y como se puede apreciar en las Figuras 5B, C y D la cantidad de
biomasa al inicio de la incubacién (dia 5) es mayor cuanto mas cantidad de
extracto acuoso de alpeorujo posea el medio de cultivo de C. rigida. Sin
embargo, en estos medios en presencia de distintas concentraciones de
ADOR, la biomasa del hongo se redujo a lo largo del proceso de incubacién,
tanto en ausencia como en presencia de cobre (Figuras 5B, C y D).

Fenoles
Los resultados del estudio muestran que en cultivos de C. rigida sin
ADOR, se detectan cantidades muy pequenas de fenoles en todos los

tratamientos probablemente debidas al color basal del medio de cultivo que

produce interferencia con esta técnica colorimétrica (Figura 2A).
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Figura 6. Contenido fendlico (ug fenoles/ml cultivo) de cultivos de C. rigida en presencia 0 no
de cobre y de diferentes concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante 0, 5, 10y 15
dias de incubacién. Las letras distintas en cada barra para cada concentracion de ADOR
indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

La cantidad de fenoles en medios con extracto acuoso de alpeorujo se
incrementd progresivamente a medida que aumenté la concentracién de
extracto acuoso de alpeorujo en el medio de cultivo. La inoculacién de C. rigida
en estos medios de cultivo con ADOR, produjo un descenso significativo en el
contenido de fenoles libres del medio desde el quinto dia de incubacién. Cabe
destacar que la presencia de cobre en los medios de cultivo de C. rigida

favoreci6 el descenso de fenoles (Figura 6B, C y D).

Actividad lacasa

Se detecto actividad lacasa en cultivos de C. rigida sin cobre, tanto en
presencia como en ausencia de ADOR, aunque esta actividad aumenté en
presencia de porcentajes altos de residuo (Figura 7).
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Figura 7. Determinacién de la actividad lacasa (U/ml) de cultivos de C. rigida en presencia o
no de cobre y de diferentes concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante 0, 5, 10y 15
dias de incubacién. Las letras distintas en cada barra para cada concentracién de ADOR
indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

La presencia de cobre en los medios de cultivo de C. rigida produjo un
aumento significativo de dicha actividad enzimatica tanto en presencia o
ausencia de ADOR. La actividad lacasa no se modificd a lo largo del periodo

de incubacion en ninguno de los tratamientos ensayados (Figura 7).

Regulaciéon de la expresion de la lacasa de C. rigida por extracto
acuoso de alpeorujo y cobre

El estudio del nivel de transcripciéon del gen lcc1 de la lacasa del hongo
C. rigida mostr6 un aumento significativo de la expresién del gen en los
tratamientos sin cobre a lo largo del proceso de incubacién,

independientemente de la cantidad de ADOR presente en el medio de cultivo
(Figura 8).
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Figura 8. Expresion del gen medido como nivel de transcripcion de cultivos de C. rigida en
presencia o no de cobre y de diferentes concentraciones de ADOR (0, 2,5, 10 y 20%) durante
0, 5, 10 y 15 dias de incubacion. Las letras distintas en cada barra para cada concentracion de

ADOR indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

La expresién del gen de la lacasa de C. rigida fue significativamente
superior en cultivos con cobre a los 5 dias de incubacién, tanto en presencia
como en ausencia de ADOR. Sin embargo, hay que destacar que esta
activacion del gen de la lacasa en presencia de cobre no se mantuvo a lo largo
del periodo de incubacion (Figura 8). De hecho, en nuestro ensayo se
observan generalmente niveles parecidos del nivel de transcripcion del gen a
los 5 y 15 dias de incubacion sobre todo en concentraciones elevadas de
extracto acuoso de alpeorujo, aunque este nivel de expresién disminuye

considerablemente a los 10 dias de incubacion (Figura 8).

Con los resultados obtenidos podemos concluir que a los 15 dias de
incubacion de C. rigida no hubo correlacién entre la concentracion de ADOR
en medios de cultivo y el porcentaje de reduccion de fenoles. Sin embargo, si

se obtuvo buena correlacién entre la concentracion de extracto acuoso de
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alpeorujo y el nivel de actividad lacasa en medios sin cobre (r=0,91). Cabe
destacar también que los niveles de actividad lacasa y el porcentaje de
reduccion de fenoles de C. rigida no mostraron correlacion. No obstante se
observo correlacion entre el nivel de transcripcion del gen lcc1 y la
concentraciéon de ADOR en los medios de cultivo de C. rigida en ausencia de
cobre al final del proceso de incubacion (r=0,99). Ademas, el nivel de
expresion del gen de lacasa del hongo C. rigida y la actividad lacasa del mismo
tuvieron también una correlacién positiva en los casos de medios de cultivo sin
cobre (r=0,92). Esta correlacién entre el nivel de transcripcion del gen lcc1 y la
actividad lacasa fue menor en aquellos cultivos en presencia de cobre
(r=0,384).

DISCUSION

Las lacasas de los hongos de la podredumbre blanca son enzimas muy
influenciables por las distintas variables del medio en las que se producen, por
ello es importante optimizar las condiciones de cultivo para conseguir la
maxima produccion enzimdtica. Se han identificado numerosos compuestos de
diferente naturaleza con efecto inductor o inhibidor de esta enzima como las
distintas fuentes de carbono, el etanol, el nitrégeno y la presencia de metales
pesados o compuestos aromaticos (Galhaup et al., 2002; Meza et al., 2007;
Minussi et al., 2007; Quaratino et al., 2008a; Fonseca et al., 2009).

En el estudio de la influencia del extracto acuoso de alpeorujo y del
cobre en el crecimiento y produccion de lacasa del hongo C. rigida se
comprobd que tras 10 6 15 dias de incubacién se produjo un incremento de pH
del medio de cultivo. De hecho, Sampedro et al. (2007a) observaron un
aumento de pH del alpeorujo seco y extractado tras 20 semanas de incubacién
con los hongos saprobios P. subvermispora y P. radiata. También se ha
descrito un aumento del pH en el medio de cultivo de C. rigida sin ADOR al
igual que ocurre en el caso de T. pubescens tras el agotamiento de la glucosa
como fuente principal de carbono (Galhaup y Haltrich, 2001). Este aumento de
pH podria deberse a la degradacion de compuestos acidos y la mineralizacion
de compuestos organicos como proteinas, aminoacidos y péptidos a amonio
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(Paredes et al, 2002). Sin embargo, C. rigida produjo un descenso
generalizado del pH del medio de cultivo tras 5 dias de incubacion. Esta misma
evolucion del pH la observaron Saparrat et al. (2002) en su estudio sobre la
produccion de lacasa de C. rigida en medio basal tanto en ausencia como en
presencia de cobre como inductor. El descenso inicial de pH se identificé con
la etapa de crecimiento vegetativo inicial del hongo, y el aumento posterior del
mismo con el agotamiento de la glucosa del medio, tal y como se ha descrito
anteriormente.

En nuestros ensayos el color del cultivo de C. rigida con extracto acuoso
de alpeorujo en ausencia o presencia de cobre, aument6 tras 5 dias de
incubacion, tiempo en el que se observd un descenso generalizado de fenoles.
Se ha descrito un aumento de color en medios de cultivo de ciertos hongos en
presencia de residuos de la industria del olivar debido a la polimerizacién de
fenoles producida por la actividad lacasa (Jaouani et al., 2005; Canfora et al.,
2008). No obstante, en otros trabajos se ha identificado un proceso de
decoloracion de residuos de la industria del olivar tras su incubacion con
hongos. Concretamente, los hongos P. coccineus, P. sajor-caju, C. polyzona 'y
L. tigrinus, mostraron gran capacidad de decoloracion del alpechin asi como de
disminuir la demanda quimica de oxigeno del residuo (Jaouani et al., 2003). Se
han descrito las enzimas peroxidasas del sistema ligninolitico de los hongos de
la podredumbre blanca como las responsables de esta decoloracién de los
residuos de la industria del olivar. De hecho, en estudios con medios de cultivo
de P. flavido-alba a los que se anadié el pigmento del alpechin a tiempo cero
de incubacién, no se observd decoloracién en aquellos cultivos en los que
predominaba la actividad lacasa y si en aquéllos en los que se detectaron
peroxidasas como la MnP y la LiP (Ben Hamman, 1997). Asimismo, Sayadi y
Ellouz (1995) demostraron que la LiP era la principal responsable de la
decoloracién del alpechin y que este efecto se debia a la degradacion de los
compuestos polifendlicos del residuo en fragmentos mas pequenos
susceptibles de ser absorbidos por las células fungicas y subsecuentemente
mineralizados. Sin embargo, en otros trabajos se ha relacionado la actividad
lacasa con la decoloracion de los residuos. Concretamente, Dias et al. (2004)
comprueban que la actividad lacasa del basidiomiceto Euc-1 puede decolorar
el alpechin, residuo de la industria del olivar. Igualmente, Minussi et al. (2007)
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detectaron reduccién de color en el alpechin tras su tratamiento con lacasa
semipurificada del hongo T. versicolor. Hay que tener en cuenta que otros
estudios revelan que no siempre hay relacidén directa entre la disminucion en el
contenido fendlico del medio de cultivo de hongos en presencia de residuos del
olivar con cambios en la coloracion del mismo (D’Annibale et al., 1998).

Por tanto, hay resultados contradictorios en la relacién entre el color de
los cultivos y la actividad lacasa que podria explicarse por la diferente
composicién fendlica de cada uno de los residuos. De hecho en un estudio
sobre la transformacién oxidativa de mezclas fendlicas realizada por Canfora et
al. (2008) se observd que la lacasa de T. versicolor conseguia un
oscurecimiento de aquellas soluciones de fenoles considerados altamente
reactivos como el catecol o el metilcatecol, e incluso se producia la formacion
de un precipitado visible. Sin embargo para soluciones de fenoles mas
recalcitrantes, como m-tirosol o protocatecuico, la solucion mantenia su color.
La reactividad de los fenoles depende de su masa molecular, nimero de
grupos OH, su localizacion y del resto de sustituyentes de la molécula fendlica.

Los azucares de los medios de cultivo de C. rigida disminuyeron
rapidamente tras 5 dias de incubacion en todos los tratamientos ensayados,
efecto que produjo un aumento considerable de los niveles de actividad lacasa
y del valor de pH. Como se sabe, se produce incremento de la actividad lacasa
en cultivos de hongos donde la glucosa comienza a ser limitante debido al
agotamiento de esta fuente de carbono rapida (Galhaup et al., 2002; Xiao et al,
2006). En estos casos, el hongo tras agotar la glucosa conseguiria una
segunda fuente de carbono mediante la degradacién de lignina u otros
compuestos fenodlicos del medio por la actividad lacasa. Ademas, este hecho
se ha descrito anteriormente en esta Memoria Doctoral pues se constata un
retraso en la produccién de lacasa en medios suplementados con ADOR vy
glucosa respecto a medios con la misma concentracion de extracto acuoso de
alpeorujo pero sin glucosa. Se puede establecer una relacién directa entre la
produccion de lacasa y el agotamiento de la glucosa que puede deberse a la
inhibicion de la transcripcién del gen de la lacasa regulado por los elementos
CreA en presencia de glucosa (Galhaup et al., 2002).

La cantidad de proteinas de los cultivos de C. rigida con diferentes
concentraciones de ADOR y en presencia o ausencia de cobre aumenté
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significativamente a medida que se incrementaba la cantidad de residuo en el
medio de cultivo, independientemente del crecimiento del hongo medido como
produccion de biomasa. Esto hecho evidencia la interferencia del color del
extracto acuoso de alpeorujo en la determinacion de proteinas del medio, por
lo que no es posible determinar con fiabilidad la concentracién y posibles
variaciones en la cantidad de proteinas de los cultivos de C. rigida a lo largo
del proceso de incubacién. Este hecho se ha descrito también por Canfora et
al. (2008) en su trabajo sobre la transformacién oxidativa de mezclas de
fenoles tanto naturales como sintéticos por parte de la lacasa de T. versicolor.

En cultivos de C. rigida sin ADOR la presencia de cobre disminuye el
crecimiento del hongo al final del proceso de incubacion. Algunos estudios han
constatado un efecto inhibidor del crecimiento de los hongos T. pubescens, P.
tigrinus, Coriolus versicolor y P. sanguineus por la presencia de cobre en el
medio de cultivo (Galhaup y Haltrich, 2001; Quaratino et al., 2008a; Fonseca et
al., 2009). En medios con ADOR, C. rigida disminuyd su biomasa a lo largo de
la incubacién en presencia o no de cobre, lo que induce a pensar que en este
caso la inhibicién del crecimiento pueda ser debida a la presencia de alpeorujo.
Sin embargo, también hemos observado que los valores iniciales de biomasa
en medios con alpeorujo son superiores a los que se obtuvieron sin extracto
acuoso de alpeorujo, aunque, el aumento de la concentraciéon de ADOR no
conllevé un incremento proporcional de la biomasa del hongo. A este respecto,
se han observado resultados contradictorios, ya que en estudios realizados por
de la Rubia et al. (2008) se comprobé que la presencia de alpechin en el medio
de cultivo aumentaba la biomasa de los hongos T. versicolor, P. cynnabarinus,
P. subvermispora, P. flavido-albay P. pulmonarius, sin embargo, otros estudios
indicaron una disminucion del crecimiento del hongo P. chrysosporium cuando
se incubd en presencia de alpechin (Sayadi y Ellouz, 1995).

C. rigida disminuy6 significativamente la cantidad de fenoles libres de
cultivos con ADOR tras sélo 5 dias de incubacion, incrementandose este
descenso al aumentar el tiempo de incubacion. La reduccién fendlica del
alpeorujo tras la incubacion con hongos de la podredumbre blanca se observo
previamente en trabajos como el de Sampedro et al. (2007a) en el que se
consiguié practicamente la eliminacion total del contenido fendlico del residuo

tras su incubacion durante 20 semanas con distintos hongos ligninoliticos,
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entre los cuales destacd C. rigida. Otros autores han detectado un 73% de
reduccion de fenoles en el extracto acuoso de alpeorujo tras 15 dias de
incubacién con P. cinnabarinus (Aranda et al., 2006). De la Rubia et al. (2008)
consiguieron un gran descenso de fenoles (83%) del alpechin mediante su
incubacion con T. versicolor, P. cinnabarinus, P. subvermispora y P. flavido-
alba.

Se observd que al incrementar la concentracion de ADOR en el medio
de cultivo de C. rigida en tratamientos sin cobre se produjo mayor nivel de
actividad lacasa. Este efecto, que también se observé previamente en esta
Memoria Doctoral (Capitulo 1), apoyaria la hipétesis de la activacion de la
lacasa por los componentes fendlicos del residuo para su transformacién. Este
hecho ademas esta apoyado por los estudios de Tsioulpas et al. (2002) donde
se observé que el alpechin aumentaba la produccion de lacasa de Pleurotus
spp. a medida que se incrementaba la concentracion del residuo en el medio
de cultivo. Los fenoles de los residuos de la industria del olivar, como el
alpeorujo, son compuestos téxicos para el hongo y provocan la activacion de la
lacasa para su detoxificacion mediante la polimerizacion de los fenoles que
evita su entrada en las células (Sarkanen, 1991; Quaratino et al.,, 2008a). A
este respecto, se sabe que los compuestos aromaticos son decisivos en la
produccion de actividad lacasa por determinados hongos. Concretamente, la
xilidina es uno de los compuestos aromaticos que mas induce esta actividad
enzimatica en hongos como P. tigrinus (Quaratino et al., 2007), T. villosa
(Yaver et al., 1996) y T. versicolor (Collins y Dobson, 1997; Minussi et al.,
2007). Otros compuestos aromaticos estudiados como posibles inductores de
la actividad lacasa son la o-toluidina y el 3,5-dihidroxitolueno que pueden
incrementar la actividad de diferentes isoenzimas del hongo Trametes sp.
AH28-2 (Xiao et al., 2006). No obstante, compuestos como los &cidos veratrico
y galico no producen efecto inductor en la actividad lacasa de T. versicolor
(Collins y Dobson, 1997). Sin embargo, se ha encontrado muy baja correlacion
entre la concentracion de ADOR vy el nivel de actividad lacasa en aquellos
medios que contenian cobre en su composicién indicando una posible
interaccion de este compuesto en el efecto inductor del extracto acuoso de
alpeorujo sobre los niveles de actividad lacasa. Collins y Dobson (1997)

observaron el efecto contrario al afadir simultaneamente cobre y xilidina en
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cultivos de T. versicolor, pues ambos inductores actuaron sinérgicamente en la
activacion de la transcripcion del gen Icc resultando en una mayor y mas rapida
expresion de este gen comparado con la actuacién por separado de los
compuestos.

Se han realizado numerosos estudios sobre la relacién existente entre la
actividad lacasa de los hongos ligninoliticos y el descenso de fenoles. Asi, de
la Rubia et al. (2008) observaron un descenso similar de fenoles del alpechin
en cultivos de los hongos T. versicolor, P. cinnabarinus, P. subvermisporay P.
flavido-alba con diferentes actividades lacasas. Tampoco se encontrd
asociacion entre los niveles de lacasa de Pleurotus spp. crecido en cultivos con
alpechin y el descenso en su contenido fendlico (Tsioulpas et al., 2002). De
hecho, en nuestros ensayos no se encontrd correlacién entre la cantidad de
actividad lacasa de C. rigida y la reduccion de fenoles del extracto acuoso de
alpeorujo. No obstante, en otros trabajos con L. edodes si se mostrd6 una
correlacion positiva entre el nivel de actividad lacasa y la reduccion de fenoles
del alpechin (D’Annibale et al., 2000; Casa et al., 2003).

En relacibn a la expresidon del gen de actividad lacasa pudimos
observar, al final del proceso de incubacion, una correlacién positiva entre la
cantidad de extracto acuoso de alpeorujo anadido al medio de cultivo de C.
rigida en medios sin cobre y la transcripcion del gen. Se han estudiado los
mecanismos moleculares mediante los cuales se regula la transcripcion de
genes de lacasa de hongos basidiomicetos. Concretamente, se han
identificado las denominadas secuencias XRE, secuencias consenso
localizadas en los promotores de los genes de las enzimas lacasa que activan
la transcripcion de los mismos ante la presencia de elementos xenobibticos,
como la o-toluidina y el 3,5-dihidroxitolueno, en el medio (Collins y Dobson,
1997; Xiao et al., 2006). Su mecanismo de accién consiste en la unién de dicho
elemento xenobidtico a proteinas receptoras especificas, lo cual produce la
formacion de un complejo que identifica e interactia con las secuencias XRE
en el promotor del gen de lacasa, aumentando la expresion del mismo (Collins
y Dobson, 1997). Estas secuencias se han estudiado en el mecanismo de
induccion del citocromo P-450c de mamiferos (Fujisawa-Sehara et al., 1987).
Ademas, se han localizado en los genes lac1 y lac4 del hongo P. sajor-cajuy
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en las regiones reguladoras de lacA, lacB y lacC de Trametes sp. AH28-2
(Soden y Dobson, 2001; Xiao et al., 2006).

Cabe destacar en nuestros ensayos el aumento considerable de los
niveles de actividad lacasa de C. rigida en presencia de cobre. Se ha descrito
el efecto inductor del cobre sobre la actividad lacasa en T. pubescens
(Galhaup et al., 2002), G. applatanum, Peniophora sp., P. sanguineus y C.
versicolor f. antarcticus (Fonseca et al, 2009). El cobre, en grandes
cantidades, resulta toxico para las células (Labbé y Thiele, 1999) por lo que el
aumento de la lacasa ante altas concentraciones del metal pesado se ha
planteado como posible papel defensivo de la célula frente al cobre.
Fernandez-Larrea y Stahl (1996) atribuyen la funcion protectora de la lacasa a
la quelacion de iones de cobre durante la sintesis de la enzima, ya que este
metal pesado forma parte de la estructura proteica de la misma. Una segunda
hipétesis es la formacion de melanina, en la que interviene la enzima lacasa,
cuya funcion podria ser la de barrera fisiolégica a altas concentraciones de
cobre en el medio (Gadd y Griffith, 1980; Henson et al, 1999). De hecho,
Galhaup y Haltrich (2001) comprueban que cuando T. pubescens crece con
altas concentraciones de cobre, el micelio se oscurece debido a un aumento
del contenido en melanina de la biomasa fungica. Por ultimo, se ha especulado
también con el papel defensivo de la melanina frente a altas concentraciones
de cobre al comprobarse que este pigmento es capaz de captar metales muy
eficientemente (Gadd y de Rome, 1988; Fogarty y Tobin, 1996; Henson et al.,
1999). En nuestros ensayos, sin embargo no se ha encontrado una fuerte
correlacién positiva, en presencia de cobre, entre la cantidad de ADOR en el
medio de cultivo y el nivel de transcripciéon del gen lcc1 poniéndose de
manifiesto, de nuevo, que el cobre interfiere en el papel inductor del extracto
acuoso de alpeorujo en la expresion del gen de lacasa de C. rigida.

Estudios moleculares indicaron un aumento de los niveles de expresion
del gen de la lacasa del hongo C. rigida en presencia de cobre respecto a los
tratamientos sin cobre independientemente de la cantidad de ADOR en el
medio de cultivo. Se ha descrito también que la induccion de la actividad
lacasa por cobre va asociada a un incremento de la transcripcion del gen
codificante de esta proteina en los hongos T. versicolor (Collins y Dobson,
1997) y P. ostreatus (Palmieri et al., 2000). Se han identificado secuencias
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activadoras de la expresion del gen como respuesta a la presencia de metales
pesados, las denominadas secuencias MRE. Estas secuencias se han descrito
en regiones promotoras de diferentes genes de lacasa de hongos de la
podredumbre blanca como el gen lap2 de lacasa de T. pubescens y en la
regién promotora del gen pfal de lacasa de P. flavido-alba (Galhaup y Haltrich,
2001; Rodriguez, 2006).

De hecho, los estudios que relacionan el nivel de transcripcion del gen 'y
la cantidad de actividad lacasa indicaron una gran correlaciéon entre ambos
factores pero sélo en los medios en ausencia de cobre. El hecho de que los
niveles de transcripcién del gen de la lacasa sean similares tanto en ausencia
como en presencia de cobre sugiere que se ha sintetizado la misma cantidad
de enzima en ambos tratamientos. Sin embargo, el hecho de que haya mayor
actividad lacasa en presencia de cobre sugiere que en ausencia de cobre, no
se activa todo el enzima. En nuestros ensayos no puede demostrarse la
existencia de una lacasa inactiva por ausencia de cobre ya que se ha
encontrado interferencia en la medicion de los niveles de proteina total de las
muestras debido al color del ADOR. Sin embargo, trabajos anteriores han
demostrado la presencia de una enzima inactiva que depende de la presencia
de cobre para presentar actividad enzimatica (Collins y Dobson, 1997). Se ha
descrito en cultivos de T. versicolor que la concentracion de proteinas era igual
en los medios con o sin cobre pero la actividad lacasa detectada en presencia
de cobre era mucho mayor que en ausencia del metal.
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CAPITULO 4

INDUCCION DE LA ACTIVIDAD LACASA DE Coriolopsis rigida

POR Penicillium commune

Objetivo general

Las lacasas de los hongos de la podredumbre blanca tienen gran
aplicabilidad industrial, entre las que destaca su utilizacion en tratamientos de
biorremediacién de subproductos agroindustriales como el alpeorujo (Aranda et
al., 2006; Morillo et al., 2009). Sin embargo, para que el proceso de
biorremediacién enzimatica sea efectivo en la revalorizacién de grandes
volumenes de residuo, como es el caso de la mayoria de los subproductos, se
necesita una elevada produccién de dicha actividad enzimatica. Se sabe que la
aplicacién de inductores quimicos incrementan de forma significativa los niveles
de actividad lacasa pero que su utilizacién industrial supone problemas
adicionales como el alto coste y la posible toxicidad de los mismos (Baldrian,
2006). Por ello, en esta Memoria se intenta encontrar estrategias alternativas
para conseguir una produccion elevada de la lacasa de C. rigida.

En el presente capitulo se intentara aumentar la produccién de lacasa de
C. rigida sin la utilizacion de inductores quimicos sino mediante cambios en las
condiciones de crecimiento del cultivo y/o a través del cocultivo con otro hongo
saprobio. Ademas, se investigara si la presencia de otro microorganismo en el
cultivo de C. rigida induce la produccion cuantitativa de lacasa o la expresién
de otras isoenzimas.
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1. Seleccion de hongos inductores de actividad lacasa

Material y métodos

Se cultivé C. rigida conjuntamente con los siguientes hongos saprobios
de nuestra coleccion: P. chrysogenum 10, P. farinosus, Penicillium sp., P.
brevicompactum, P. chrysogenum, F. lateritium, F. oxysporum 738, F. concolor,
F. graminearum y Mucor racemosus (Tabla 1). Para ello, se prepararon
indculos de los hongos en medio de cultivo glucosa y extracto de levadura con
las condiciones descritas en el apartado general de Material y métodos (2.2.).
En Erlenmeyer de 250 ml que contenian 70 ml de medio MB con 5 g/l de
glucosa se inocularon 500 mg del micelio de C. rigida y de los potenciales
hongos inductores de actividad lacasa y se mantuvieron en agitacién durante
15 dias a 28 °C. Tras este periodo, los cultivos se centrifugaron a 8000 rpm
durante 10 min y el sobrenadante resultante se uso para la determinacion de la

actividad lacasa (Material y métodos 4.1.).
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Tabla 1. Especies fungicas utilizadas en la seleccion de inductores de la actividad lacasa de C.
rigida.

Especie/cepa Procedencia Referencia

P. chrysogenum 10  Aislado suelo Castafar Ibor Thom, C. 1910, EEZ 10

P. farinosus Aislado de esporocarpos Samsom,1974, BAFC F8846
Penicillium sp Aislado suelo bosque Xalapa Thom, C. 1910, CCIE 1000
P. brevicompactum  Aislado suelo de Granada Samsom et al., 1976

P. chrysogenum Aislado suelo de Granada Thom, 1910, EEZ 1

F. lateritium Aislado suelo Buenos Aires  Booth, C.1977, BAFC, 2317
F. oxysporum 738  Aislado suelo Buenos Aires  Booth, C. 1977, BAFC, 738
F. concolor Aislado suelo Buenos Aires  Reinking, 1934, BAFC, 2183
F. graminearum Aislado suelo Buenos Aires  Booth, C. 1977 BAFC, 122
M. racemosus Aislado de alpeorujo Bull, 1791, EEZ 2
Resultados

Tras la incubaciéon en agitacion de C. rigida con los distintos hongos
objeto de estudio se observo que ciertos hongos como P. chrysogenum 10y M.
racemosus no modificaron la actividad lacasa de C. rigida, sin embargo el resto
de los hongos ensayados aumentaron su actividad sensiblemente. Hay que
destacar que los hongos F. lateritium, F. oxysporum, P. chrysogenum vy
Penicillium sp. incrementaron la actividad lacasa de C. rigida notablemente tras
12 dias de incubacién (Figura 1). Dado que la interaccion que mas actividad
lacasa produjo fue la de C. rigida con Penicillium sp. (1,03 U/ml) se decidi6
identificar el microorganismo responsable de dicha induccion asi como realizar
un estudio detallado de la produccion de lacasa en los cocultivos de C. rigida 'y
Penicillium sp.
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1,2

Actividad lacasa (Wmi)

C.rig Pch10 P.fa P.sp P.br P.ch Flat F.ox F.co Fg Mra

Hongos saprobios

Figura 1. Actividad lacasa (U/ml) de cocultivos de C. rigida con los hongos saprobios P.
chrysogenum 10 (P. ch 10), P. farinosus (P. fa), Penicillium sp. (P. sp.), P. brevicompactum (P.
bn), P. chrysogenum (P. ch), F. lateritium (F. lat), F. oxysporum 738 (F. ox), F. concolor (F. co),
F. graminearum (F. gr), y M. racemosus (M. ra) tras 12 dias de incubacion.

2. ldentificacion molecular de Penicillium sp.
Obijetivo

Tras la eleccion del hongo Penicillium sp. como inductor de la actividad
lacasa de C. rigida, se identifico la especie concreta mediante la secuenciacion
del espaciador transcrito interno (ITS) de los genes de ARNr y comparacion en

las bases de datos Genbank.

Material y métodos

Se prepararon matraces de 250 ml con 70 ml de medio glucosa y
extracto de levadura y se inocularon mediante trozos de 0,5x0,5 cm de medio
con el hongo a identificar. Estos cultivos se incubaron a 28 °C durante 7 dias
tras lo cual se centrifugaron y el micelio resultante se homogeneizé, lavé con

DEPC y se mantuvo a -80 °C hasta la extraccion de ADN.
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Para la extraccion de ADN gendmico, este micelio se congeldé con
nitrégeno liquido y se tritur6 hasta obtener un polvo fino en un mortero de
porcelana. A partir de este homogeneizado se procedi6 a la extraccion del ADN
genomico mediante el kit Genomix DNA extraction (Talent, Italia) y se cuantificd
la concentracion de ADN obtenido (Material y métodos, apartado 7.1.) mediante
espectrofotometria.

Posteriormente se amplific6 el ADN resultante mediante PCR
utilizandose los cebadores degenerados correspondientes a las regiones ITS1

e ITS4 de hongos basidiomicetos descritos por White et al. (1990).

ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCG 3’
ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

Para la amplificacion por PCR se usé un termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer) y se preparé la mezcla de reaccién tal y como se
describe en el apartado general de Material y métodos (7.4.). Los pardmetros
usados para la amplificacion fueron: una etapa inicial de desnaturalizacién a 95
°C durante 3 min, seguidos de 30 ciclos de amplificacion, cada uno de los
cuales se desarrollaron a 94 °C durante 30 s, luego 45 °C durante 30 s,
seguido de 72 °C durante 2 min y, una etapa final de extension de 72 °C
durante 10 min.

Los fragmentos amplificados se visualizaron en geles de agarosa y se
extrajeron posteriormente mediante el kit de extraccién Gene-clean, Q-BlOgene
siguiendo las instrucciones del fabricante (Material y métodos 7.5. y 7.6.). El
fragmento aislado se insert6 en el vector de clonacion pGEM-T Easy
(Promega) con el que se procedi6 a la transformacién de células competentes
de Escherichia coli DH5a siguiendo la metodologia descrita en el apartado
general de Material y métodos (7.7.1.y 7.7.3.).

Tras la identificacion del clon con el fragmento inserto se procedié a la
purificacion del ADN plasmidico mediante el kit Wizard Plus SV Minipreps
(Promega) segun se indica en el apartado general Material y métodos (7.7.3. y
7.7.4.). Finalmente, se procedio6 a la secuenciacion de dicho fragmento para su
posterior busqueda BLAST (Altschul et al., 1997) en la base de datos GenBank
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para la identificacién del microorganismo objeto de estudio (Material y métodos
7.7.5.).

Resultados

Se amplificé el ADN gendmico del organismo Penicillium sp. usando los
cebadores universales ITS1-ITS4 y se obtuvo un fragmento especifico de 600
pb aproximadamente. La secuencia nucleotidica mostr6 un 100% de homologia
con la secuencia del espaciador transcrito interno del hongo P. commune
(Ndmero de acceso DQ132843.1).

3. Estudio de la actividad lacasa de C. rigida

Material y métodos

Se cultivaron los hongos C. rigiday P. commune en matraces con 70 ml
de medio MB con 10 g/l de glucosa, a partir de los respectivos inéculos
preparados tal y como se describe en el apartado general de Material y
métodos (2.2.), tanto en monocultivo como en cocultivo. En los hongos en
cocultivo se inoculd en primer lugar C. rigida y posteriormente P. commune, al
mismo tiempo, a los 3 y a los 6 dias de crecimiento de C. rigida.

Tras 12, 18 y 21 dias de incubacién a 28 °C tanto de forma estacionaria
como en agitacién (150 rpm) los cultivos se centrifugaron a 8000 rpm durante
10 min y en el sobrenadante resultante se determind la actividad lacasa
(Material y métodos 4.1.).

Resultados

3.1. Produccién de lacasa de C. rigida en monocultivo

El analisis de la produccion de lacasa por el hongo C. rigida se realizé
tanto en condiciones estaticas como de agitacion. Los resultados de nuestro

trabajo muestran una mayor produccion de actividad lacasa en condiciones
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estaticas, observandose cantidades 20 veces superiores a las de cultivos en
agitacion (Figura 2). Ademas, el incremento de actividad lacasa de C. rigida en
condiciones estéticas se observo desde el inicio del cultivo fungico. La maxima
actividad lacasa del hongo se detectd a los 21 dias de cultivo tanto en cultivos
de C. rigida en condiciones estaticas como de agitacion, con valores de 25y 2
U/ml, respectivamente (Figura 2).

5%

5

g 40 -
:§207 r—e
g (OF | = —l n ‘

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo de incubacion (dias)

Estatico M Agitacion

Figura 2. Actividad lacasa (U/ml) de C. rigida en monocultivos en condiciones estéticas y de
agitacion. Las barras de error expresan la desviacion estandar.

3.2. Produccion de lacasa de C. rigida en cocultivos con P. commune

Cultivos estaticos

El cocultivo estatico de C. rigida y P. commune inoculados ambos
hongos simultdneamente mostré menor actividad lacasa que el monocultivo de
C. rigida en las mismas condiciones (Figura 3A). Sin embargo, como se puede
ver en la Figura 3B la inoculacion de P. commune a cultivos de 3 dias de C.
rigida produjo un incremento significativo de la actividad lacasa de C. rigida. El
efecto inductor de P. commune sobre la actividad lacasa de C. rigida se
observd desde el inicio del cultivo aunque alcanzé un maximo a los 12 dias de
cultivo del mismo (Figura 3B). Cabe destacar el efecto de la inoculacién de P.
commune a los 6 dias de cultivo de C. rigida ya que, tras un periodo de
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crecimiento de 21 dias, se detectaron valores de actividad lacasa de 60 U/ml.

Podemos concluir que P. commune inoculado a cultivos estaticos de C. rigida

de 6 dias triplicd la produccion de lacasa respecto al monocultivo de C. rigida

crecido en las mismas condiciones (Figura 3C).

Actividad lacasa (UW/ml) Actividad lacasa (UW/mi)

Actividad lacasa (U/ml)

A

T

3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo de incubacion (dias)

Monocultivo E Cocultivo

Figura 3. Actividad lacasa (U/ml) de C. rigida en monocultivo y cocultivos con P. commune

estaticos e inoculado al mismo tiempo (A), tras 3 (B) y 6 dias de inoculacién (C) de C. rigida.

Las barras de error expresan la desviacion estandar.
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Cultivos en agitacion

Los valores de actividad lacasa de C. rigida, tanto en monocultivo como
cocultivo en agitacion fueron muy inferiores a los obtenidos en condiciones
estaticas, independientemente del tiempo de inoculacién de P. commune
respecto a C. rigida (Figura 3 y 4). En cocultivos de C. rigida'y P. commune
inoculados de forma simultdnea se obtuvo una inhibicion de la produccién de
lacasa a tiempos de incubacion mayores de 12 dias mientras que cuando P.
commune se inocul6 a cultivos de C. rigida de 3 y 6 dias, la actividad lacasa fue
mayor que en los monocultivos de C. rigida. El mayor valor de actividad lacasa
de C. rigida (4,7 U/ml) se detect6 tras 12 dias de crecimiento del cocultivo con
P. commune, inoculado éste 3 dias después de C. rigida (Figura 4).

Actividad lacasa (U/mi)

0 v T T T 1
0] 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo de incubacion (dias)

Monocultivo B Odias de diferencia A 3 dias de diferencia X 6 dias de diferencia

Figura 4. Actividad lacasa (U/ml) de C. rigida en monocultivos y cocultivos con P. commune en
agitacién e inoculado al mismo tiempo, tras 3 y 6 dias de la inoculacion de C. rigida. Las barras
de error expresan la desviacién estandar.
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4. Purificaciéon de la actividad lacasa de C. rigida en cocultivo con

P. commune

Material y métodos

La purificacibn de la actividad lacasa se realizd mediante
isoelectroenfoque y cromatografia de los sobrenadantes dializados y
concentrados de C. rigida cultivado tanto individualmente como conjuntamente
con P. commune. Para ello se utilizaron cultivos estédticos de C. rigida
cultivados durante 21 dias en monocultivo o cocultivo con P. commune
inoculado tras 6 dias de crecimiento de C. rigida, ya que mostraron la maxima
actividad lacasa.

El punto isoeléctrico de la lacasa se determindé mediante analisis por
isoelectroenfoque (zimogramas) en geles de poliacrilamida con las
caracteristicas descritas en el apartado general de Material y métodos (5.2.).
Sin embargo, en este caso, la composicion de los geles fue la siguiente:

Componente Cantidad
Acrilamida 30%
Anfolitos 4%
Glicerol 50%
Agua milli Q 14 ml
Persulfato aménico 10%
N,N,N",N"- Tetramethyleyhylene- diamine (TEMED) 2,5%

Las muestras se prepararon con un tampén compuesto por: glicerol 30%
(v/v), anfolitos (10%) y agua milli Q. El isoelectroenfoque se realiz6 en un
equipo Mini-Protean Il de Bio-Rad a una temperatura de 4 °C, y un voltaje
variable: 100 V durante 30 min, 150 V 30 min, 200 V otros 30 min y finalmente
250 V durante 1,5-2 h. La visualizacion de las bandas y la determinacion del
gradiente del pH se realiz6 tal y como se describe en el apartado general de
Material y métodos (5.2.).
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Para la separacion cromatografica, muestras de los medios de cultivo de
C. rigida en monocultivo y cocultivo con P. commune dializadas y concentradas
se aplicaron a una columna Superdex 200 de alta resolucion (Amersham
Pharmacia Biotech HR 16/60) acoplada a un equipo AKTApurifier (Amersham
Biosciences). Se sigui6é toda la metodologia descrita en el apartado 5.4.2. de
Material y métodos. Posteriormente, dichas fracciones se dializaron a travées de
una columna Pd 10 (Amersham Biosciences, Sephadex G-25) tal y como se
indica en el apartado general de Material y métodos (5.4.3.). A continuacién, 1
ml de la muestra obtenida se aplicé a una columna de intercambio iénico Mono-
Q (Pharmacia HR 5/50) equilibrada previamente con tampén acetato sodico 10
mM pH 5. Las dos isoenzimas de lacasa detectadas se eluyeron con un
gradiente lineal de NaCl de 0 a 250 mM durante 50 min y posteriormente con
otro de 250 mM a 1 M durante 7,5 min con un flujo de 0,4 ml/min. Los picos de
lacasa se agruparon, concentraron y conservaron tal y como se describe en el

apartado general de Material y métodos (5.4.3.).
Resultados
4.1. Isoelectroenfoque

El zimograma de la actividad lacasa obtenido por isoelectroenfoque de
las muestras de C. rigida en monocultivo y cocultivo con P. commune permitio
detectar dos bandas con un pl de 3.4 y 3.6, respectivamente. Como muestra la

Figura 5, se observan las mismas bandas de actividad lacasa en C. rigida

crecido de forma individual o conjuntamente con P. commune.
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Figura 5. Isoelectroenfoque de monocultivos C. rigida (Columnas 1 y 2) y cocultivos de C.
rigiday P. commune (Columnas 3y 4).

4.2. Separacion cromatografica de la lacasa

4.2.1. Cromatografia de exclusién molecular

La separacion cromatografica de exclusidon molecular de la lacasa de C.
rigida producida tanto en monocultivo como cocultivo con P. commune
determind la presencia de un pico sin actividad lacasa y con gran absorbancia
a 280 nm a los 260 min de elucién que corresponderia a los pigmentos e
impurezas de las muestra (Figura 6A y Figura 7A). El pico mayoritario de
actividad lacasa eluido a los 140 min en la separacién cromatografica tenia
muy poca absorbancia a 280 nm lo que indicaba que estas fracciones con
mayor actividad lacasa poseian muy poca cantidad de proteinas. Comparando
las cromatografias de C. rigida cultivado de forma individual y conjuntamente
con P. commune volvemos a constatar una actividad lacasa muy superior en

las muestras de C. rigida en cocultivo (Figura 6A y Figura 7A).
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4.2.2. Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion

En la separacion cromatografica de intercambio anionico de alta
resoluciéon mediante una columna MonoQ, tanto para el monocultivo como
cocultivo de C. rigida y P. commune, se detectaron dos picos de actividad
lacasa: Lac | y Lac Il que eluyen a los mismos tiempos y concentraciones de
sal (Figura 6B y 7B). Concretamente, Lac | eluye a los 48 min con una
concentracién del 14% de NaCl, y Lac Il a los 50 min con 16% de NaCl (Tabla
3).
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250

3
c
<
O T T T T 0
0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)
—m— Actividad lacasa —— Absorbancia 280 nm —— Concentracion de NaCl

Figura 6. Perfil cromatografico de exclusién molecular (A) y de intercambio aniénico de alta
resolucion (B) de C. rigida.
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Figura 7. Perfil cromatografico de exclusién molecular (A) y de intercambio aniénico de alta

resolucion (B) de C. rigida en cocultivo con P. commune.
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Tabla 3. Datos relativos a los perfiles cromatograficos de exclusion molecular e intercambio

anionico de las lacasas del monocultivo de C. rigida y cocultivo C. rigida 'y P. commune.

Monocultivo C. rigida

Cocultivo C. rigida/P. commune

Tiempo Volumen % NacCl

Tiempo Volumen % NaCl

Cromatografia

intercambio

anionico

48,67 min 19,47 ml 14,70%
Lacll Lac ll Lac ll
51,55 min 20,62 ml 16,20%

exclusion 140 min 56 ml 140 min 56 ml
molecular
Cromatografia Lacl Lacl Lacl Lacl Lac | Lac |

47,71 min 19,09 mi 14,20%
Lac ll Lac ll Lac Il
50,47 min 20,19 ml 15,60%

La evaluacion global del proceso de purificacibn en ambos tipos de

cultivos determiné un rendimiento del 6 y del 6,1% para la isoenzima Lac | y del

7,5y 7,6% para la Lac Il de C. rigida en mono y cocultivos, respectivamente

(Tablas 4 y 5). Se consiguié un grado de purificacién del 2,9 para Lac | en

ambos casos y del 1,71 y 2,10 para Lac Il en mono y cocultivo de C. rigida,

respectivamente (Tablas 4 y 5).

Tabla 4. Rendimiento del proceso de purificacion de las isoenzimas de lacasa de C. rigida en

monocultivo.
Purificacion Proteinas Actividad Actividad  Rendimiento Grado
(mg/1) un especifica (%) purificacion
(U/mg)
Medio de cultivo 114,24 13335,83 116,74 100 1
Superdex200 9,50 1923 202,41 14,42 1,73
Mono-Q (Lac I) 2,36 802 340,53 6,02 2,92
Mono-Q (Lac II) 5,07 1009 199,13 7,57 1,71
Mono-Q (Total) 7,42 1811 540 14 5
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Tabla 5. Rendimiento del proceso de purificacion de las isoenzimas de lacasa de C. rigida en

cocultivo con P. commune.

Purificacion Proteinas Actividad Actividad Rendimiento Grado de
(mg/l) un especifica (%) purificacion
(U/mg)
Medio de cultivo 100,76 24434,09 242,50 100 1
Superdex200 9,5 1922,90 202,41 7,87 0,83
Mono-Q (Lac I) 2,09 1500,12 715,23 6,14 2,95
Mono-Q (Lac II) 3,64 1855,91 509,92 7,60 2,10
Mono-Q (Total) 5,74 3356,03 1225,15 13,74 5,05
DISCUSION

Se sabe que la actividad lacasa puede variar en funcion de determinados
factores fisicos como pH, grado de aireacién o agitacion del medio de cultivo
(Jaouani et al., 2003; Saparrat, 2004; D’Annibale et al., 2006). En nuestros
ensayos los valores de actividad lacasa de C. rigida en ausencia de cobre y en
agitacion fueron similares a los indicados previamente por Saparrat et al.
(2002). Sin embargo se ha observado que en cultivos estaticos C. rigida
produjo niveles de actividad lacasa 20 veces superiores a los descritos en
condiciones de agitacién. Resultados similares se observaron con T. gallica
donde la produccién de actividad lacasa también dependié de las condiciones
de cultivo (Dong et al., 2005). Sin embargo, en ensayos de produccion de
lacasa por C. hirsitus no se detectaron diferencias de produccion de dicho
enzima en funcién de las condiciones de cultivo (Koroleva et al., 2002).

La produccibn de lacasa en cultivos en agitacion disminuye
dramaticamente respecto a los cultivos estacionarios, este fendbmeno podria
deberse a roturas en el micelio causadas por dicha agitacion o por cambios en
la morfologia del hongo, tal y como observd Hess et al. (2002). No obstante,
otros autores aducen este efecto a la desnaturalizacién enzimatica causada por
las fuerzas mecanicas generadas por la alta velocidad de los cultivos en
agitacion (D’Annibale et al., 2006).
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El cocultivo de C. rigida con los hongos saprobios P. chrysogenum 10, P.
farinosus, Penicillium sp, P. brevicompactum, P. chrysogenum, F. lateritium, F.
oxysporum 738, F. concolor, F. graminearumy M. racemosus permitio observar
que determinados hongos inducian la actividad lacasa de C. rigida. Se sabe
que la produccion de lacasa por determinados hongos puede activarse
biologicamente por la presencia en el cultivo de otros hongos de la
podredumbre blanca (lakovlev y Stenlid, 2000). Por ello en nuestros ensayos
se selecciond Penicillium sp. como hongo inductor de la lacasa de C. rigida, ya
que alcanz6 una gran actividad tras 12 dias de cultivo. El estudio molecular de
Penicillium sp. para determinar la especie concluyé que se trataba de P.
commune. Este hongo es de los mas extendidos y faciimente aislables de
materias primas agricolas y productos alimenticios (Lund, 1995; Sosa et al.,
2002) y posee gran capacidad para la hidrolizacion y condensacion de taninos
como fuente de carbono (Aguilar et al., 2004; Cruz-Hernandez et al., 2005) por
lo que se ha aplicado en la decoloracién de tintes (Abd EI-Rahim, 2006).

En nuestro estudio queda patente el aumento de produccion de lacasa
del hongo C. rigida cuando éste se cultiva en presencia de P. commune. La
mayor produccion de lacasa en los cocultivos se consiguié en condiciones
estaticas y con una diferencia de inoculacion de seis dias entre C. rigida'y P.
commune, llegando a alcanzarse niveles de actividad lacasa 3 veces superior
respecto al monocultivo de C. rigida en condiciones estaticas y 30 veces
superior al monocultivo en agitacion. Se ha descrito que la mezcla de hongos
en un mismo medio de cultivo puede dar lugar a una mayor produccién de
enzimas ligninoliticas, aunque el resultado final parece depender de las
especies y las condiciones nutricionales especificas que se utilicen (Chi et al.,
2007). Ademas, se tienen evidencias que sugieren que la competencia por
espacio y nutrientes determinan una mayor degradacion de lignina vy
produccion de enzimas ligninoliticas como la lacasa (Sundman y Nase, 1972;
Freitag y Morrel., 1992; White y Boddy, 1992; Asiegbu et al., 1996; Score et al.,
1997; lakovlev y Stenlid, 2000; Savoie et al., 2001; Baldrian, 2004).

C. rigida produce lacasa como unica enzima ligninolitica y en
determinadas condiciones de cultivo esta produccion es superior a las
encontradas en otros hongos. De hecho se ha observado que utilizando lignina
kraft, subproducto de la industria papelera considerado como uno de los
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inductores mas eficaces, se obtienen actividades entre 4-8 U/l por el hongo
Trametes sp (Xiao et al., 2003) También se ha descrito que usando metales
pesados por ejemplo el Cu?* como inductor del hongo Trametes sp. se
obtienen valores de actividad lacasa no superiores a 3,5 U/l (Xiao et al., 2003).
Sin embargo, en C. rigida se ha observado que utilizando como inductores una
mezcla de fenoles se obtienen valores de actividad lacasa no superiores a 200
U/l (Saparrat et al., 2010) y con metales pesados, por ejemplo el Cu?*, como
inductor se obtienen valores de 7.000 U/l (Saparrat et al., 2002), que pueden
incrementarse a 30.000 U/l después de 30 dias de cultivo si se anade salvado
de cebada al medio de cultivo ademas de cobre (Gomez et al., 2006). Nuestros
resultados muestran que los niveles de produccion de lacasa de C. rigida
cultivado estacionariamente y en presencia de P. commune inoculado con 6
dias de diferencia respecto a C. rigida llegan a producir 60.000 U/l de actividad
lacasa, valores que son muy superiores a los descritos en otros trabajos con
inductores quimicos y bajo condiciones de agitacién. Este hecho supone una
gran ventaja pues el incremento de lacasa mediante la utilizacién de
compuestos fendlicos y/o metales pesados puede ocasionar graves problemas
medioambientales (Zhang et al., 2006). Por tanto, la modificacion de las
condiciones de cultivo y la presencia de un inductor biol6gico es una estrategia
eficaz para incrementar la produccion de actividad lacasa, imprescindible para
el uso de estos hongos en biorremediacion sin necesidad de recurrir al uso de
inductores quimicos. Se han descrito inducciones biologicas también
interesantes, como en el trabajo realizado por Griffith et al. (1994) donde se
observdé un incremento de la produccion de lacasa del hongo Hypholoma
fasciculare mediante el cocultivo con la bacteria Bacillus subtilis. También se ha
descrito que la produccion de lacasa por P. ostreatus (Velazquez-Cederio et al.,
2004) y Trametes sp. AH28-2 (Zhang et al., 2006) se mejora mediante el
cocultivo con Trichoderma, aunque hay que tener en cuenta que este hongo no
siempre induce biolégicamente la produccién de lacasa de otros hongos
(Savoie et al., 2001). Sin embargo, los niveles de produccion de lacasa
obtenidos en nuestros ensayos con P. commune como inductor biolégico de la
actividad lacasa de C. rigida son muy superiores a los observados en estas

investigaciones.
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La lacasa de C. rigida crecida en presencia de P. commune mostré dos
bandas con pl acido (3.4 y 3.6, respectivamente) que se encuentran dentro del
rango descrito para lacasas de otros hongos de la podredumbre blanca (2.6-
6.9) como P. eryngii, P. ostreatus o P. cinnabarinus (Palmieri et al., 1993;
Eggert et al., 1996; Munoz et al., 1997b; Saparrat et al., 2008; Baldrian et al.,
2009). Este valor de pl es similar al detectado para las dos isoenzimas de
lacasa de C. rigida, identificadas previamente en esta Memoria Doctoral, en
presencia y ausencia de alpeorujo (pl 3.3 y 3.4 para Lacl y Lacll,
respectivamente).

Se sabe que las diferentes condiciones de cultivo o el crecimiento del
hongo en condiciones de cocultivo pueden inducir la expresion de nuevas
isoenzimas de lacasa (Giardina et al., 1998; Xiao et al., 2006; Zhang et al.,
2006; Dantan-Gonzélez et al.,, 2008). En nuestro caso, los resultados de las
cromatografias de exclusion molecular e intercambio aniénico muestran cémo
las dos isoformas (Lacl y Lacll) que produce C. rigida en cocultivo con P.
commune son las mismas que en condiciones de monocultivo. Sin embargo, la
actividad especifica detectada fue mayor en cocultivos que en monocultivos.
Probablemente, este hecho pueda deberse a las diferentes condiciones de
cultivo de las cepas o a diferencias en las propiedades cataliticas entre las
lacasas de un mismo organismo como se ha descrito en P. sanguineus
(Dantan-Gonzalez et al., 2008) y P. tigrinus (Quaratino et al., 2008b).

Por tanto, se pone de manifiesto un nuevo sistema de produccién de
actividad lacasa mediante el cultivo conjunto del hongo ligninolitico C. rigida
con el hongo saprobio P. commune en condiciones estaticas de incubacién.
Mediante este sistema se consiguen los niveles de actividad enzimatica mas
altos hasta ahora descritos y evita el uso de inductores quimicos que suponen
un riesgo medioambiental, debido a su efecto toxico, ademas de abaratar y

acortar el proceso de produccion.
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Capitulo 5

CAPITULO 5

TRATAMIENTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPEORUJO
POR LACASA

Objetivo general

Los compuestos fendlicos del alpeorujo son los principales responsables
de la toxicidad de este residuo (Aranda et al., 2007). Por tanto, para evitar los
efectos contaminantes del alpeorujo, se necesita un tratamiento previo a su
utilizacién como fertilizante organico, que garantice la reduccién del contenido
fenodlico de dicho residuo. Se ha descrito el posible uso de hongos ligninoliticos
en la biorremediacion de alpeorujo (Sampedro et al, 2007a), debido
principalmente a su capacidad para reducir el contenido fendlico del mismo,
aunque, se sabe que para ello se necesitan periodos de incubacion bastante
largos, lo que supone un gran inconveniente para este tipo de procesos. La
utilizaciéon de enzimas extracelulares en los procesos de biorremediacion
permite acortar los tratamientos respecto a procesos de compostaje o
fermentacion de tales residuos (Rodriguez Couto y Toca Herrera, 2006).

En este capitulo se describen los experimentos llevados a cabo para
optimizar la reduccién de la toxicidad del extracto acuoso de alpeorujo por la
lacasa de C. rigida y determinar el papel que tiene dicha enzima en este
proceso. Asimismo, para conocer la eficacia de la lacasa producida por C.
rigida en dicho proceso de biorremediacién del alpeorujo, se procedi6 al

tratamiento del residuo con diferentes tipos de esta enzima.
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1. Condiciones experimentales del tratamiento de extracto acuoso
de alpeorujo por lacasa

Material y métodos

Para la produccion de actividad lacasa de C. rigida, el hongo se cultivo a
28 °C en matraces de 250 ml que contenian 70 ml de medio liquido de glucosa-
extracto de levadura en un agitador a 150 rpm durante 7 dias. Posteriormente,
el micelio se homogeneizé con Ultra Turrax (lka-Werk Alemania) y la
suspension se utilizé como indculo del medio MB al que se anadieron 10 g/l de
glucosa y 300 pM de cobre como inductores de la actividad lacasa. En este
medio, C. rigida se incubd durante 9 dias a 28 °C en oscuridad y sin agitacion.
El medio de cultivo resultante, considerado como medio rico en actividad
lacasa, se utilizé para tratar el extracto acuoso de alpeorujo.

El tratamiento del extracto acuoso de alpeorujo con el medio de cultivo
de C. rigida rico en actividad lacasa, se llevo a cabo a diferentes diluciones y
temperaturas. El extracto acuoso de alpeorujo se diluyé en tubos de ensayo
hasta un 50, 25 y 10% con agua y medio de cultivo de C. rigida con alta
concentracién de actividad lacasa en un volumen de 6 ml y con una
concentracion final de lacasa de 1 U/ml. La incubacion se llevo a cabo en
bafios termostatizados a 28, 37 y 60 °C durante 5 dias. Se recogieron muestras
para las determinaciones posteriores a los 0, 2 y 5 dias. Se realizaron los
respectivos controles sin actividad lacasa y con lacasa inactivada por choque
térmico tal y como se describe anteriormente.

De cada una de las muestras recogidas se analizaron las unidades
colorimétricas, fenoles, actividad lacasa vy fitotoxicidad segun la metodologia

descrita en el apartado general de Material y métodos (4.3., 4.6., 4.1., 10.1.).
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Resultados

Color

Tal y como puede observarse en la Figura 1 no se detecté aumento de
color tanto en los controles sin lacasa como con lacasa inactiva en ninguno de
los tratamientos ensayados. Los tratamientos realizados con lacasa activa en
muestras de ADOR al 10 y 25% mostraron diferencias en el nivel de color en
comparacién con sus respectivos controles sélo en algunos casos concretos de
temperatura y tiempo de incubacion (Figura 1 Il y Ill). Sin embargo, la
determinacion de las unidades colorimétricas (UC) del extracto acuoso de
alpeorujo al 50% tratado con extracto de lacasa de C. rigida producida en
medio MB con glucosa y cobre, mostré un aumento significativo a todas las
temperaturas ensayadas (Figura 1 1).

Concretamente, la incubacion del ADOR al 50% a 60 °C de temperatura,
produjo similar incremento de color a los 2 y 5 dias de tratamiento (Figura 1 1C).
La incubacion a 28 °C, sin embargo, produjo mayor aumento de las UC a los 2
que a los 5 dias de incubacién (Figura 1 IA). El maximo aumento en la
coloracion del residuo se consiguié en el tratamiento realizado a 37 °C con
extracto acuoso de alpeorujo al 50% tras 5 dias de incubacién, llegando a
alcanzarse 44489 UC (Figura 1 IB).
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Figura 1. Unidades colorimétricas (UC) en ADOR a diferentes diluciones (50, 25 y 10%) tratado
con lacasa de C. rigida producida en medio MB con glucosa y cobre durante 0, 2 y 5 dias a 28,
37 y 60 °C. Las letras distintas en cada barra para cada temperatura de tratamiento del ADOR
indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Fenoles

Se observd que la concentracion de fenoles permanece inalterable
durante todo el tratamiento tanto en los controles incubados sin actividad
lacasa como en los que contenian lacasa inactiva por choque térmico (Figura
2).

La determinacion del contenido fendlico del ADOR tratado con 1 U/ml de
lacasa de C. rigida producida en medio MB con glucosa y cobre a diferentes
temperaturas y diluciones mostré un descenso paulatino en la mayoria de los

casos, observandose los mejores resultados con concentraciones bajas de
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extracto acuoso de alpeorujo. Los mayores descensos en el contenido de
fenoles de ADOR se consiguieron a 37 °C de incubacion. Asi, el tratamiento de
extracto acuoso de alpeorujo diluido al 25% a una temperatura de 37 °C
consiguié un 77,9 y un 92,6% de reduccion del contenido fendlico respecto al
control sin lacasa, a los 2 y 5 dias de incubacion, respectivamente (Figura 2
11B).
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Figura 2. Contenido en polifenoles totales extractables (ug fenoles/ml cultivo) en ADOR a
diferentes diluciones (50, 25 y 10%) tratado con lacasa de C. rigida producida en medio MB con
glucosa y cobre durante 0, 2 y 5 dias a 28, 37 y 60 °C. Las letras distintas en cada barra para
cada temperatura de tratamiento del ADOR indican diferencias significativas segun el test de
Duncan (p=0,05).
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Actividad lacasa

Ante la presencia de concentraciones elevadas de extracto acuoso de
alpeorujo 50 y 25%, la actividad lacasa se mantuvo mas estable a los dos dias
de incubacion del residuo a 60 °C, manteniendo un 90 y 76% de actividad
respectivamente (Figura 3). Sin embargo, esta actividad no se mantuvo en el
tiempo ya que tras 5 dias de tratamiento se observaron sélo niveles de 8,4 y
0,5% respectivamente. No obstante, la actividad lacasa de C. rigida en las
diluciones de 50 y 25% incubadas a 28 y 37 °C, aunque fue menor a los dos
dias de incubacién que en el tratamiento a 60 °C, se mantuvo méas estable a lo
largo del proceso de incubacién. La mayor estabilidad de la actividad lacasa a
lo largo de los cinco dias de incubacion se consiguié en el tratamiento del
ADOR al 50 y 25% a 37 °C, con un 27,5 y 20,4% de actividad en dichas
diluciones, respectivamente (Fig 3A y B). La actividad lacasa de C. rigida en los
tratamientos con 10% de ADOR so6lo mantuvo un 20% de actividad tras dos
dias de incubacién a 28 °C (Figura 3C).
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Figura 3. Actividad lacasa (U/ml) en ADOR a diferentes diluciones (50, 25 y 10%) tratado con
lacasa de C. rigida producida en medio MB con glucosa y cobre durante 0, 2 y 5 dias a 28, 37 y

60 °C. Las barras de error expresan la desviacion estandar.

Fitotoxicidad

El ADOR control y el incubado con enzima inactiva tuvieron marcados
efectos fitotoxicos a las concentraciones de 25 y 50%. La dilucién del 10% del
residuo no fue fitotoxico para las semillas de berro ya que superaron el 60% de

germinabilidad, limite que marca la toxicidad de una sustancia para la planta
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segun diversos autores. Se pone de manifiesto que la fitotoxicidad del residuo
se incrementa conforme aumenta la concentracion del mismo (Figura 4).

La concentracion de extracto acuoso de alpeorujo del 50% sin tratar con
lacasa activa produjo practicamente la total inhibicion de la germinacion de las
semillas de L. sativum (Figura 4 1). La aplicacién de lacasa del hongo C. rigida
producida en medio MB con glucosa y cobre tras 5 dias de tratamiento a 28°
fue el tratamiento mas efectivo ya que produjo un aumenté significativo de la
germinabilidad del 55% aproximadamente (Figura 4 I|A). La incubaciéon de
ADOR al 25% con medio de cultivo de lacasa de C. rigida a 37 °C durante 2
dias mostrd6 un efecto potenciador de la germinacion cercano al 50%,
incremento que se redujo al aumentar el tiempo de incubacién (Figura 4 11B). A
pesar de su ausencia de fitotoxicidad, el extracto de ADOR diluido al 10%
tratado con extracto de lacasa a 28 y 60 °C de temperatura, produjo aumento
del indice de germinabilidad respecto a su control tras dos dias de tratamiento
(Figura 4 111).
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Figura 4. indice de germinabilidad (%|G) del ADOR a diferentes diluciones (50, 25 y 10%)
tratado con lacasa de C. rigida producida en medio MB con glucosa y cobre durante 0, 2 y 5
dias a 28, 37 y 60 °C. Las letras distintas en cada barra para cada temperatura de tratamiento

del ADOR indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

Tras este ensayo se puso de manifiesto que el mayor descenso de fenoles
y fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo se obtuvo tras el tratamiento del
mismo diluido al 25% durante dos dias de incubacién con extracto de lacasa
activa a 37 °C de temperatura. Bajo estas condiciones se demostréo que se
producia un descenso en la concentracion de fenoles del residuo que se
correspondié con un aumento del indice de germinabilidad respecto a los
controles sin lacasa o con enzima inactiva. Se seleccionaron, por tanto, tales
condiciones como las 6ptimas para la biorremediacién enzimatica del alpeorujo

con actividad lacasa.
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2. Tratamiento de extracto acuoso de alpeorujo por distintas

lacasas

Material y métodos

Para este experimento se utilizaron varios tipos de lacasa: comercial de
T. versicolor, semipurificada de C. rigida y producida en el cocultivo de C. rigida
y P. commune. La lacasa comercial de T. versicolor (Fluka) se prepard en una
solucién en agua milliQ, preparada extemporaneamente, y se esterilizé por
filtracion con filtros Millipore de 0,2 uym de tamano de poro. La lacasa
semipurificada de C. rigida se obtuvo mediante cromatografia de exclusion
molecular siguiendo la metodologia descrita anteriormente en el proceso de
purificacion de dicha enzima. Ademas, también se utiliz6 muestras del cocultivo
en medio MB con 10 g/l de glucosa de C. rigiday P. commune crecido durante
21 dias en condiciones estaticas, con un desfase de inoculacion de P.
commune de 6 dias respecto a C. rigida con niveles elevados de actividad
lacasa.

El ADOR diluido al 25% se incub6 en bafios termostatizados a 37 °C
durante 2 dias con 1 U/ml de lacasa comercial de T. versicolor o semipurificada
de C. rigida. En el caso de lacasa producida en cocultivos de C. rigida con P.
commune y sus respectivos monocultivos controles, se us6 también 1 ml pero
sin ajustar las unidades en el caso del cocultivo con objeto de poder comparar
la eficacia de la productividad de la lacasa de C. rigida por unidad de volumen
en condiciones de mono y cocultivo.

Tras el periodo de incubacién al medio de cultivo se le determinaron las
unidades colorimétricas, el contenido fendlico, la actividad lacasa, y la
fitotoxicidad siguiendo los protocolos descrito en el apartado general de
Material y métodos (4.3., 4.6., 4.1., 10.1.).
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Resultados

2.1. Tratamiento de extracto acuoso de alpeorujo con lacasa comercial

de T. versicolor

La aplicacién de lacasa comercial de T. versicolor a extracto acuoso de
alpeorujo produjo un aumento significativo del color tras dos dias de incubacion
(Figura 5A).

Asimismo, en el estudio sobre el contenido fendlico del extracto acuoso
de alpeorujo tras el tratamiento con esta lacasa comercial, se observd un
53,6% de reduccién del mismo (Figura 5B).

Tras el tratamiento del ADOR diluido al 25% con lacasa comercial de T.
versicolor bajo las condiciones de incubacion seleccionadas como éptimas se
pudo observar la baja estabilidad de la enzima a lo largo del tratamiento,
llegando a mantener solo un 14,5% de actividad (Figura 5C).

El ensayo sobre la fitotoxicidad del residuo sefal6é que el tratamiento del
alpeorujo con lacasa comercial de T. versicolor se tradujo en un aumento en el

indice de germinabilidad del 61,6% tras dos dias de tratamiento (Figura 5D).
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Figura 5. Unidades colorimétricas (A), contenido fendlico (B), actividad lacasa (C) e indice de
germinabilidad (D) del ADOR diluido al 25% tratado con lacasa comercial de T. versicolor
durante 2 dias a 37 °C. Las letras distintas en cada barra para cada parametro estudiado
indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).
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2.2. Tratamiento de extracto acuoso de alpeorujo con lacasa del

cocultivo de C. rigida con P. commune

Tras la incubacion durante dos dias a 37 °C de ADOR diluido al 25% con
medio de cultivo de C. rigida, P. commune'y el cocultivo de ambos se observo
un aumento de unidades colorimétricas en todos los tratamientos realizados.
Dicho incremento fue similar en el tratamiento con medio de cultivo de C. rigida
y del cocultivo C. rigida/P. commune. Se obtuvo la maxima coloracién del
residuo tras el tratamiento con el monocultivo de P. commune (Figura 6A).

El analisis del contenido fendlico de extracto acuoso de alpeorujo
incubado con los medios de cultivo de los diferentes hongos mostré que el P.
commune no produjo disminucion de dicho contenido respecto al ADOR
control. Sin embargo, el tratamiento de dicho residuo con el medio de cultivo de
C. rigida y el del cocultivo de C. rigida con P. commune, supuso una reduccion
similar del contenido fendlico del residuo, concretamente, del 74,4 y 76,4%,
respectivamente (Figura 6B).

La incubacién de ADOR diluido al 25% con 1 ml de mono o cocultivo de
C. rigida con P. commune mostr6 mayor actividad lacasa en el cocultivo
respecto a los monocultivos de C. rigida, tal y como se indicé anteriormente en
el capitulo 4 de la presente Memoria Doctoral. No se detect6 actividad lacasa
en el monocultivo del hongo P. commune. Tanto en el tratamiento del extracto
acuoso de alpeorujo al 25% con lacasa de monocultivo de C. rigida como del
cocultivo C. rigida'y P. commune a 37 °C durante dos dias, se observé similar
estabilidad de la actividad enzimatica (Figura 6C).

Los resultados de nuestros ensayos mostraron un alto indice de
fitotoxicidad del ADOR, que se constatd por la drastica disminucion del indice
de germinabilidad de L. sativum (Figura 6D). Los medios de cultivo de P.
commune no produjeron modificaciones en la fitotoxicidad del extracto acuoso
de alpeorujo. Por el contrario, si se observd una reduccion significativa de la
fitotoxicidad del residuo respecto a sus controles cuando éste se traté con la
lacasa del monocultivo de C. rigida ya que la germinabilidad aument6 hasta un
85,7% respecto al control. No obstante, la mayor reduccién de fitotoxicidad se
obtuvo en el tratamiento del ADOR con la lacasa producida en el cocultivo de
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C. rigida y P. commune, ya que en este caso, el indice de germinabilidad

aumenté en un 91,5% respecto al control sin tratar (Figura 6D).
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Figura 6. Unidades colorimétricas (A), contenido fendlico (B), actividad lacasa (C) e indice de
germinabilidad (D) del ADOR diluido al 25% tratado con monocultivo de C. rigida, P. commune
y cocultivo de C. rigiday P. commune durante 2 dias a 37 °C. Las letras distintas en cada barra
para cada parametro estudiado indican diferencias significativas segun el test de Duncan
(p=0,05).

Por otro lado, el andlisis de regresion entre el porcentaje de germinacion
de las semillas de L. sativum y el contenido fendlico del extracto acuoso de

alpeorujo mostré una correlacion negativa (r =- 0,94; P=0,01).

2.3. Tratamiento de extracto acuoso de alpeorujo con lacasa

semipurificada de C. rigida

El tratamiento del extracto acuoso de alpeorujo diluido al 25% con lacasa
semipurificada de C. rigida no produjo cambios en la coloracién respecto a los
controles tras 2 dias de tratamiento a 37 °C (Figura 7A).

Sin embargo, esta actividad lacasa mostré un descenso significativo del
contenido fendlico del extracto acuoso de alpeorujo, concretamente un 57,5%
(Figura 7B).
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La actividad lacasa semipurificada de C. rigida mantuvo un 37,5% de
actividad residual tras dos dias de incubacion (Figura 7C).

En el estudio de la fitotoxicidad del extracto acuoso de alperujo tras su
tratamiento con lacasa semipurificada de C. rigida se detectaron indices de
germinabilidad muy bajos, concretamente se obtuvieron valores de 3,52 y 1,48
en el ADOR incubado con lacasa semipurificada inactiva y con lacasa
semipurificada activa, respectivamente. Mediante estos resultados se pudo
comprobar cémo el tampoén en el que se realiza la purificacion resulté tdxico

para el crecimiento de semillas de L. sativum.
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Figura 7. Unidades colorimétricas (A), contenido fendlico (B) y actividad lacasa (C) del ADOR
diluido al 25% tratado con lacasa semipurificada de C. rigida durante 2 dias a 37 °C. Las letras
distintas en cada barra para cada parametro estudiado indican diferencias significativas segun
el test de Duncan (p=<0,05).
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3. Efecto de la lacasa del cocultivo de C. rigida con P. commune en

la microtoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo

Material y métodos

Para la determinacion de la microtoxicidad del extracto acuoso de
alpeorujo tratado durante 2 dias a 37 °C con medios de C. rigiday P. commune
en monocultivo o en cocultivo tal y como se describe anteriormente en el
capitulo 4 de la presente Memoria Doctoral, se usé la bacteria A. brasiliense.
Una alicuota de la suspension bacteriana se inoculd6 en ADOR sin tratar o
previamente tratado con el medio de cultivo de C. rigida crecido tanto en
monocultivo como en cocultivo con P. commune y se incub6 en agitacion (500
rom) a 37 °C durante 24 h. La supervivencia relativa de la bacteria en ADOR
sin tratar y tratado con medio de cultivo de C. rigida crecido en monocultivo o
cocultivo con P. commune se evalué siguiendo la metodologia descrita en el

apartado 10.2. de Material y métodos.

Resultados

Nuestros ensayos indicaron una alta microtoxicidad del extracto acuoso
de alpeorujo ya que la aplicacién de este residuo al 25% inhibié totalmente el
crecimiento de la bacteria A. brasiliense (Figura 8). La incubacién del ADOR
con el medio de cultivo de C. rigida no redujo la microtoxicidad del residuo, sin
embargo, el medio de cultivo de P. commune si permitié el crecimiento de la
bacteria de estudio. La mayor reduccién de microtoxicidad se detecté cuando el
extracto acuoso de alpeorujo se incubé con el medio del cocultivo de C. rigida 'y
P. commune ya que se observé un crecimiento de 3,73.10° UFC/ml (Figura 8).
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Figura 8. Supervivencia de A. brasiliense después de 24 horas de incubacién en ADOR con
extracto de C. rigida 'y P. commune crecidos tanto en monocultivo como en cocultivo. Las letras

distintas en cada barra indican diferencias significativas segun el test de Duncan (p<0,05).

DISCUSION

En este estudio se plantea la biorremediacion del extracto acuoso de
alpeorujo mediante la lacasa del medio de cultivo de C. rigida, ya que se ha
demostrado en estudios previos asi como en los capitulos 1 y 3 de la presente
Memoria, que este hongo so6lo produce lacasa como enzima ligninolitica aun en
presencia de peptona, reconocido inductor de actividades peroxidasas
(Saparrat et al., 2002; Jaouani et al., 2005).

Diversos estudios demuestran que la fitotoxicidad de los residuos de la
industria del aceite de oliva, debida principalmente a sus componentes
fendlicos, es especialmente severa durante la germinacién y desarrollo de las
semillas (Krogmeier y Bremner, 1989; Bonanomi et al., 2006). Se ha sugerido
que la toxicidad de los fenoles en plantas superiores es debida a alteraciones
en la absorcién de agua o en el metabolismo de auxinas y/u otras fitohormonas
(Lyu y Blum, 1990). Por tanto, en nuestros ensayos se midi6 la fitotoxicidad del
alpeorujo mediante el estudio del indice de germinacion en semillas de L.
sativum ya que esta descrita como una de las mas sensible al efecto fitotdxico
de este tipo de residuos (Bonanomi et al, 2006). Nuestros resultados

mostraron una evidente relacidon entre la concentracion del residuo y la
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inhibicion de la germinacion, de hecho los extractos acuosos de alpeorujo
diluidos al 25 y 50% disminuyeron drasticamente la germinacion del berro y
concentraciones bajas del mismo no mostraron fitotoxicidad. Este hecho se ha
observado también con otros residuos de aceite de oliva como el alpechin,
donde sélo las diluciones superiores a 1:8 no se consideraron fitotéxicas (Casa
et al.,, 2003).

En nuestros ensayos se puso de manifiesto que el mayor descenso de
fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo tuvo lugar tras el tratamiento del
mismo, diluido al 25%, durante dos dias de incubacion a 37 °C con medio de
cultivo de C. rigida con actividad lacasa. Se seleccionaron, por tanto, tales
condiciones como las optimas para los estudios de biorremediacion de este
residuo mediante enzima lacasa. Bajo estas condiciones se demostrd que la
lacasa parece ser la principal responsable de la disminucién de la fitotoxicidad
del ADOR. Si bien, el proceso de purificacién de la lacasa producida por C.
rigida no nos permitié determinar su efecto sobre la fitotoxicidad del extracto
acuoso de alpeorujo, el hecho de que tanto la lacasa comercial de T. versicolor
como el extracto de lacasa de cultivos de C. rigida incrementaran el indice de
germinabilidad de las semillas de berro en presencia de ADOR, apoya la idea
del papel de esta enzima en la disminucion de la fitotoxicidad del alpeorujo.

La incubacion del extracto acuoso de alpeorujo diluido al 25% con 1 U/ml
de medio de C. rigida producida en medio MB con glucosa y cobre durante 2
dias a 37 °C, mostré una gran reduccién del contenido fendlico del residuo. La
biorremediacion enzimatica de residuos del olivar mediante su incubacion con
lacasa de hongos de la podredumbre blanca produce un descenso significativo
en la concentracion fendlica de estos subproductos. Asi, Casa et al. (2003)
consiguié una reduccién del 65% en el contenido de fenoles totales del
alpechin tras la incubacion de este con lacasa de L. edodes. Este mismo
subproducto del olivar se sometid a biorremediacion enzimatica con lacasa
semipurificada de T. versicolor en ausencia o presencia del mediador 1-
hidroxibenzotriazol (HBT), llegando a reducir un 50% la concentracién fendlica
en ausencia de mediador, y hasta un 67% en presencia del mismo (Minussi et
al., 2007).

En nuestros ensayos se puso de manifiesto que el mayor descenso de
fenoles y fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo tuvo lugar tras el
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tratamiento del mismo, diluido al 25%, durante dos dias de incubacién a 37 °C
con extracto de medio de cultivo de C. rigida con actividad lacasa. Bajo estas
condiciones se demostré que el aumento del indice de germinabilidad se
correspondié con el descenso en la concentracion de fenoles del residuo
respecto a los controles sin lacasa o con enzima inactiva. La correlacion
positiva entre el contenido fendlico y la fitotoxicidad del alpeorujo también se ha
puesto de manifiesto por otros autores en estudios de fermentacién del
alpeorujo con otros hongos de la podredumbre blanca (Aranda et al., 2006;
Sampedro et al., 2007a; Sampedro et al., 2009b). Asimismo, se ha descrito un
descenso del efecto fitotoxico del alpechin en semillas de Triticum durum tras
un proceso de biorremediacion con lacasa de L. edodes (Casa et al., 2003).
Trabajos en nuestro grupo nos indican que la relacidon existente entre la
reduccion de la fitotoxicidad del ADOR y su contenido fendlico, es
probablemente debida a la formacién espontanea de polimeros a partir de
fenoles monomeéricos glicosilados por hongos (Aranda et al., 2007).

Sin embargo, hay controversia en la relacidén entre el contenido fendlico
y la fitotoxicidad de estos residuos, ya que existen otros trabajos de
subproductos del aceite de oliva fermentados con hongos de la podredumbre
blanca que muestran resultados contrarios. Tsioulpas et al. (2002) afirma que
no existe correlacion positiva entre el descenso fendlico del alpechin y el efecto
fitotdéxico tras su tratamiento con cepas de Pleurotus spp. En estudios con
alpechin también se observé una reduccién del contenido fendlico debido a un
tratamiento fungico (P. ostreatus) no relacionado con la reduccion de la
fitotoxicidad del residuo (Fountoulakis et al, 2002). En nuestro trabajo
encontramos que la aplicacién de lacasa comercial de T. versicolor al ADOR
incrementé el indice de germinabilidad de las semillas a unos niveles
superiores al alcanzado por el extracto de lacasa de C. rigida cultivada en
medio MB con glucosa y cobre a pesar de que la reduccion de fenoles por la
lacasa comercial de T. versicolor fue menor. Por otro lado, en el cocultivo de C.
rigida'y P. commune se observo el triple de actividad lacasa que el monocultivo
de C. rigida en un mismo volumen. Sin embargo, a pesar de la diferencia de
actividad, ambos medios de mono y cocultivo de C. rigida produjeron un
descenso de fenoles similar en el extracto acuoso de alpeorujo. En este
sentido, se han observado tasas similares de eliminacion de fenoles y
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disminucién de fitotoxicidad en medios con grandes diferencias en su actividad
lacasa, por lo que se piensa que aunque las lacasas parecen las principales
responsables de estas disminuciones, hay otros mecanismos que pueden
contribuir en este proceso (Saparrat et al., 2010).

El tratamiento del extracto acuoso de alpeorujo con medio de cultivo del
hongo C. rigida produjo aumento de color cuando el residuo acuoso estaba
mas concentrado, es decir, a la concentracién del 50%. El incremento de color
del ADOR tratado con lacasa podria ser debido a la reaccién de la enzima con
los fenoles monomeéricos de la muestra, a los cuales retira un electron del
grupo hidroxilo, formandose radicales susceptibles de reaccionar entre si
dando lugar a polimeros que confieren un color mas oscuro a las muestras e
incluso llegan a formar un precipitado visible (Casa et al, 2003). El
oscurecimiento de las muestras se comprobd también en el tratamiento de
mezclas acuosas de determinados fenoles comerciales como m-tirosol y
metilcatecol durante 24 horas con lacasa de R. vernificera (Gianfreda et al.,
2003).

En nuestro estudio se observo un aumento de color del extracto acuoso
de alpeorujo en medios que contenian actividad lacasa de C. rigida
(monocultivo de C. rigida y cocultivo de C. rigida/P. commune), y otros con
lacasa comercial de T. versicolor. Estos resultados corroboran los resultados
obtenidos en nuestros trabajos de biorremediacién del alpeorujo descritos en el
capitulo 1 de la presente Memoria Doctoral, en los que el aumento de color del
ADOR se deberia al proceso de polimerizacion de sus fenoles mediante la
actividad lacasa del medio. Sin embargo, otros trabajos de biorremediacion de
residuos de la industria del olivar han obtenido resultados totalmente
contradictorios ya que observan una decoloracion del residuo tras el
tratamiento enzimatico o mediante la incubacibn con hongos de la
podredumbre blanca (Dias et al., 2004; Sampedro et al., 2004). Concretamente,
se ha comprobado la reduccién de color del alpechin tras 24 horas de
tratamiento con lacasa de T. versicolor, efecto que fue mas significativo ante la
presencia del mediador HBT (Minussi et al., 2007). La decoloracién de este
residuo se ha observado también tras su tratamiento con las enzimas
ligninoliticas del hongo P. chrysosporium LiP y MnP purificadas, poniendo de
manifiesto que el efecto producido en el color de la muestra no se debio
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exclusivamente a la actividad lacasa (Sayadi y Ellouz, 1995). El hecho de que
se produzca aumento de coloracion en el monocultivo de P. commune en
ADOR, carente de actividad lacasa, nos hace pensar que también debe de
haber otros mecanismos por los que se produzca este aumento de coloracion
del medio.

La actividad lacasa de extracto acuoso de alpeorujo incubado con medio
de cultivo de C. rigida desciende de forma generalizada a lo largo del tiempo de
incubacion. Algunos autores han visto que la desaparicion de moléculas activas
de lacasa es paralela a la disminucion del contenido fendlico de la muestra
tratada (Filazzola et al., 1999; Canfora et al.,, 2008). Gianfreda et al. (2003)
observaron este efecto en el tratamiento de diferentes mezclas acuosas de
fenoles puros con lacasa comercial de Rhus vernificera, explicandolo como la
eliminacién paulatina de moléculas enzimaticas de la soluciébn al ser
incorporadas (mediante procesos de adsorcién o unién) a los nuevos polimeros
formados por la actividad lacasa.

Observando la estabilidad de las distintas lacasas ensayadas en el
tratamiento con extracto acuoso de alpeorujo comprobamos que la lacasa
comercial de T. versicolor conservaba menos actividad residual (14,5%) que la
lacasa de C. rigida producida en medio MB con glucosa y cobre, ya que de ésta
ultima se conservaba un 49% de actividad tras dos dias de incubacion en
ADOR vy en las mismas condiciones. La actividad lacasa producida tanto en el
cocultivo C. rigida/P. commune como en el monocultivo de C. rigida mostraron
similar estabilidad a lo largo del proceso de incubacion con extracto acuoso de
alpeorujo al 25% a 37 °C de temperatura. Por otro lado, la estabilidad de la
enzima semipurificada de C. rigida en el tratamiento de 2 dias del extracto
acuoso de alpeorujo a 37 °C fue superior a la de la lacasa comercial de T.
versicolor, al obtenerse un 37,5% de actividad residual frente a un 14,5% de
dicha lacasa comercial al final de la incubacion con ADOR, aunque la
estabilidad fue menor que la de la lacasa de C. rigida cultivada en medio MB
con glucosa y cobre (49%). En general, la actividad lacasa de C. rigida parece
ser mas estable cuanto mayor es la concentracion de extracto acuoso de
alpeorujo en la mezcla de incubacion. Este hecho es especialmente
significativo en el caso de la incubacién de extracto acuoso de alpeorujo con
lacasa de C. rigida a 60 °C, ya que se mantiene la actividad enzimética tras dos
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dias de tratamiento a concentraciones de 25 y 50% de ADOR. Estos resultados
coinciden con los estudios de Mai et al. (2000) en los que se observd que la
estabilidad de la actividad lacasa de T. versicolor en el proceso de
almacenamiento aumentaba en presencia de los compuestos fendlicos
fluoroglucinol 'y &cido 3,5-dihidroxibenzoico. Estos compuestos son
susceptibles de ser oxidados por la lacasa pero mucho mas lentamente que
otros compuestos fendlicos, por lo que confieren un efecto protector a las
moléculas proteicas.

Para analizar la microtoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo se
utilizé una técnica muy empleada que tiene como objeto ver si una determinada
especie bacteriana es capaz de crecer en determinados residuos (Fountoulakis
et al., 2002). De hecho, Kissi et al. (2001) en estudios de detoxificacion del
alpechin con P. chrysosporium, comprobd la eficacia del tratamiento mediante
el crecimiento de la bacteria B. cereus con el residuo tratado. En nuestros
ensayos utilizamos la bacteria A. brasiliense, por ser una bacteria muy sensible
ante sustancias toxicas y ademas un microorganismo promotor del crecimiento
vegetal.

Se sabe que existe una posible relacion entre la disminucién del
contenido fendlico de determinados residuos y la reduccion de sus efectos
antibacterianos (Rodriguez et al., 1988). En cambio, en nuestros ensayos no se
observa este efecto ya que la incubacién del extracto acuoso de alpeorujo con
la lacasa de C. rigida aunque disminuyé el contenido fendlico no produjo una
reduccion de la toxicidad. Estos resultados estan de acuerdo con otros estudios
que afirman que los efectos antibacterianos del alpeorujo tienen poca relacién
con la cantidad de fenoles o la actividad lacasa (de la Rubia et al., 2008).
Hemos observado que aunque C. rigida crecido en monocultivo no redujo la
microtoxicidad del ADOR no ocurrié lo mismo cuando este hongo crecié en
presencia de P. commune ya que los niveles de reduccién de toxicidad fueron
mayores incluso a los del monocultivo de P. commune. Este hecho puede
deberse a la posible induccién de otro tipo de enzimas u otros metabolitos por
parte de P. commune o C. rigida cuando se crecen conjuntamente. Por otro
lado se sabe que la presencia de otros componentes del ADOR ademas de los
fenoles, asi como determinados productos del metabolismo de los hongos,
podrian ser responsables de este efecto antibacteriano.
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DISCUSION GENERAL

La escasez de materia orgénica en los suelos de la cuenca mediterranea
y la elevada generacion de residuos agroindustriales plantean la necesidad de
la busqueda de nuevos abonos orgénicos a traveés de la revalorizacion de estos
residuos.

El alpeorujo posee un pH ligeramente acido, macro y micronutrientes y un
alto contenido en materia organica que lo hacen susceptible de ser empleado
como abono para los cultivos. Sin embargo, el alpeorujo posee propiedades
fitotdxicas y antimicrobianas que hacen inviable su aplicacion directa al suelo.
Estas caracteristicas han sido demostradas en estudios anteriores a la
presente Memoria Doctoral, constatandose que la aplicacién de alpeorujo en
dosis menores a la recomendada como abono organico producen indices de
germinacion de semillas de Lepidium sativum inferiores al 60%, limite
estipulado por diversos autores para la determinacion de la ausencia de
fitotoxicidad en residuos y su posible utilizacion en agricultura como abonos
organicos sin riesgo para las plantas.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que son los compuestos
fenodlicos del alpeorujo los que juegan el papel mas importante en la toxicidad
del residuo, afectando al crecimiento de plantas superiores o inhibiendo incluso
la germinacion de semillas debido a alteraciones en la absorcién de agua y al
incremento de la accion inhibidora del acido abscisico en la germinacion por
parte de compuestos monohidroxifendlicos.

Para el estudio de la biorremediacién enzimatica del alpeorujo se
procedio a la obtencién del extracto acuoso del residuo mediante Soxhlet ya
que mediante este sistema se realiza una extraccion muy efectiva de los
compuestos activos presentes en el mismo, incluidos los de naturaleza
fitotoxica.

Se han descrito varios procesos de revalorizacién del alpeorujo como
fertilizante organico destacando el uso de hongos ligninoliticos de la
podredumbre blanca, debido a su capacidad para reducir el contenido fendlico

del residuo. Sin embargo, este tipo de tratamientos requieren periodos largos
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para conseguir un sustrato totalmente estable y sin efectos téxicos. El uso de
enzimas extracelulares en los procesos de biorremediacion de tales residuos
permite la realizacion de estos tratamientos en un periodo de tiempo mucho
mas corto. Ademas, este proceso conlleva otras muchas ventajas respecto a la
biorremediacién con organismos ya que las enzimas tienen gran especificidad
de sustrato, son biodegradables y pueden actuar en condiciones ambientales a
menudo desfavorables para el desarrollo de microorganismos o plantas, como
pueden ser rangos amplios de pH, temperatura, salinidad, altas
concentraciones de contaminantes, presencia de toxicos o predadores. Entre
estos enzimas cabe destacar por su eficacia las lacasas, enzimas
fenoloxidasas que producen la oxidacion directa de las unidades de lignina
fendlicas, compuestos fendlicos y otros compuestos aromaticos, con el oxigeno
molecular como aceptor de electrones, que se reduce a agua.

Por lo tanto, en este trabajo de investigacion se planted la revalorizacion
del alpeorujo como fertilizante organico mediante su biorremediacién
enzimatica con la lacasa producida por el hongo de la podredumbre blanca C.
rigida. La seleccion de este hongo para la realizacion del trabajo se basé en
estudios anteriores en los que se observé que C. rigida fue el hongo mas eficaz
en la degradacién de lignina, fenoles totales y reduccién de la fitotoxicidad del
alpeorujo seco y extractado tras 20 semanas de incubacion.

La optimizacion de la revalorizacion del alpeorujo mediante
biorremediacion enzimatica con la lacasa del hongo C. rigida implicaba el
estudio previo de dicha enzima. La actividad lacasa de este hongo se describio
en trabajos anteriores en los que se purificaron dos isoenzimas Lacl y Lacll de
similar punto isoeléctrico (pl), masa molecular, contenido en carbohidratos,
secuencia N-terminal, espectro de absorcion y pH 6ptimo, a partir de un medio
basal. Sin embargo, se sabe que la composicién de los medios de cultivo
puede influir considerablemente en la produccion de actividad lacasa de
algunos hongos de la podredumbre blanca. Asimismo, existen una serie de
compuestos inductores de muy distinta naturaleza que pueden incrementar en
gran medida la produccion de la actividad lacasa o inducir la aparicién de
nuevas isoenzimas no descritas aun. La presencia de gran cantidad de

compuestos aromaticos como los fenoles en los residuos de la industria
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olivarera nos hizo plantear el posible efecto inductor del alpeorujo sobre la
lacasa del hongo C. rigida.

Por tanto, se procedié a la purificacion y caracterizaciéon de la lacasa de
C. rigida crecido en medio basal con extracto acuoso de alpeorujo. Para ello, se
estudié la produccion de lacasa por el hongo C. rigida en un medio con un 25,
50 6 un 100% de extracto acuoso de alperoujo. Se detecté un aumento de la
actividad lacasa relacionada con el incremento de la concentracion de extracto
acuoso de alpeorujo en el medio, evidenciando el posible papel inductor de los
componentes de este residuo en la produccidén de esta enzima. Sin embargo,
estos niveles de actividad lacasa fueron menores que los producidos por este
hongo crecido en el mismo medio basal con cobre, conocido inductor quimico
de esta enzima, posiblemente debido a la ausencia en el extracto acuoso de
alpeorujo de otros inductores especificos de esta actividad.

Si bien la maxima actividad lacasa se consiguié cuando C. rigida se
cultivé con un 100% de extracto acuoso de alpeorujo, para los ensayos
posteriores se seleccion6 el medio basal con 50% de extracto acuoso de
alpeorujo como el éptimo para la produccion de este enzima ya que en dicho
medio se produjo una actividad lacasa muy similar y con menor cantidad de
pigmento, lo cual facilitaria su posterior procesamiento y estudio.

Con objeto de incrementar la produccion de lacasa, se aplicaron
diferentes concentraciones de glucosa al medio basal con 50% de extracto
acuoso de alpeorujo anteriormente seleccionado. Sin embargo, la aplicacion de
glucosa aumentd el tiempo de incubacién necesario para que C. rigida
obtuviera un nivel de actividad lacasa de 1 U/ml. Este efecto inhibidor en la
produccion de la enzima lacasa ha sido explicado en otros trabajos por la
presencia de elementos de regulacion transcripcional dependientes de glucosa
y denominados secuencias CreA. La funcién represora de estas secuencias
conlleva el aprovechamiento por el organismo de la fuente de carbono del
medio de mas facil asimilacion, como es la glucosa, y permite la produccion de
lacasa cuando ésta se agota y es necesaria la busqueda de una segunda
fuente carbonada.

El estudio de produccién de lacasa de C. rigida en presencia de
alpeorujo permitio la seleccion del medio de cultivo basal con 50% de extracto
acuoso de alpeorujo y 10 g/l de glucosa para el proceso de purificacion del
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enzima ya que es en el que C. rigida produjo mayor cantidad de actividad
lacasa.

El proceso de purificacién de la lacasa de C. rigida producida en
presencia de extracto acuoso de alpeorujo, mostrdé la presencia de dos
isoenzimas de lacasa denominadas Lacl y Lacll. Su caracterizacion posterior
determind que poseian propiedades similares a las descritas para otras lacasas
fungicas. De hecho, el isoelectroenfoque mostré la presencia de dos bandas de
actividad lacasa con un pl muy similar (3.33 y 3.43) y dentro del rango acido
descrito para lacasas de otros hongos de la podredumbre blanca. La
cromatografia de exclusion molecular y posterior electroforesis SDS-PAGE
permiti6 determinar el peso molecular de ambas isoenzimas (66kDa)
tratdndose, por tanto, de dos proteinas monomeéricas.

El rendimiento global obtenido para cada una de las isoenzimas de la
lacasa en presencia de extracto acuoso de alpeorujo fue muy bajo (2,2 y 2,6%
del rendimiento final para la Lacl y Lacll, respectivamente), debido
probablemente a la poca cantidad de proteina existente en este residuo
agroindustrial. Por otro lado, la actividad especifica obtenida fue muy alta.

Para completar el estudio de las caracteristicas de las isoenzimas
purificadas, se realiz6 el estudio de la constante de Michaelis-Menten (Kn)
mediante el cual se pudo observar que las dos isoenzimas presentaron la
mayor afinidad para el sustrato ABTS y que la afinidad para el DMP era mayor
que la observada en trabajos previos.

Los resultados de la K, asi como los datos de peso molecular, grado de
glicosilacion y punto isoeléctrico descritos anteriormente, indican que las
isoenzimas de lacasa descritas en presencia de extracto acuoso de alpeorujo
son las mismas que las encontradas en medios sin extracto acuoso de
alpeorujo, por tanto, el alpeorujo no induce la produccién de nuevas isoenzimas
de la lacasa de C. rigida.

La purificaciéon de la lacasa de C. rigida permitié el estudio del papel
exacto que esta enzima realiza sobre el contenido fendlico del extracto acuoso
de alpeorujo. La aplicacion de la enzima purificada de C. rigida al extracto
acuoso de alpeorujo produjo la disminucién en el contenido de fenoles del
residuo. Asimismo, los perfiles cromatogréficos de exclusibn molecular del

residuo tratado con lacasa de C. rigida purificada mostraron que la fraccién de
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los compuestos fendlicos de bajo peso molecular, disminuye sensiblemente
respecto al control sin tratar mientras que la fraccién correspondiente a los
fenoles de mayor peso molecular aumenta tras la incubacion del residuo con la
lacasa purificada. Estos resultados indican que la lacasa de C. rigida produce
en el extracto acuoso de alpeorujo la polimerizacion de los fenoles de menor
peso molecular. En estudios previos se ha constatado que las lacasas actuan
sobre los fenoles monomeéricos eliminando un electron del grupo hidroxilo,
formandose radicales susceptibles de reaccionar entre si dando lugar a
polimeros que confieren un color mas oscuro a las muestras e incluso llegan a
formar un precipitado visible.

Una vez realizado el estudio de purificacién, caracterizacion y papel de
la lacasa de C. rigida producida en presencia de extracto acuoso de alpeorujo,
se procedio a la secuenciacion del gen de la misma para completar el estudio
sobre esta enzima ligninolitica. Tras una primera etapa de amplificacién del
gen, se obtuvo una banda simple de ADNc de 1.2 kb cuya secuencia
nucleotidica mostré la maxima homologia con el gen lcc1 de la lacasa de
Trametes sp. C 30. Sin embargo, la secuencia aminoacidica deducida del
marco abierto de lectura del gen de la lacasa de C. rigida identificado
posteriormente y en presencia de alpeorujo, mostré gran homologia con la
lacasa del hongo T. trogii. Esta gran similitud ha sido descrita anteriormente
entre la secuencia amino terminal de la lacasa de C. rigida crecido en medio
basal con glucosa y cobre y la de la lacasa de T. trogii con una homologia del
80%. La secuencia aminoacidica mostro todos los dominios observados para
las lacasas de otros hongos basidiomicetos como el mencionado T. trogii. En
nuestro caso, el cuarto aminoacido del sitio de unién al cobre tipo | y de enlace
mas deébil al ién, se correspondia con una fenilalanina al igual que en el caso
de la lacasa de T. trogii.

A pesar de purificar dos isoenzimas de lacasa de C. rigida tanto en
ausencia como en presencia de alpeorujo, en nuestro estudio s6lo se ha podido
amplificar una banda de ADNc de lacasa. Este hecho sugiere que las dos
isoenzimas Lacl y Lacll producidas tanto en medio basal en ausencia de
alpeorujo como en presencia de este residuo, son variantes del mismo gen lcc1
y que las pequenas diferencias entre ellas podrian explicarse por la existencia
de variantes alélicas del gen, ya que C. rigida es un hongo dicariético.

185



Discusién general

Por tanto, se demuestra, tanto protedémica como genéticamente, que las
isoenzimas de lacasa de C. rigida producidas en ausencia de alpeorujo son las
mismas que las producidas en presencia de este residuo y que estan
codificadas por el mismo gen lcc1.

La identificacién del gen de la lacasa del hongo C. rigida permitié realizar
un estudio mas exhaustivo sobre el comportamiento de esta enzima en el
proceso de revalorizacion del alpeorujo. Para ello se procedid, por un lado, al
estudio de la influencia del alpeorujo mediante las concentraciones de 0, 2,5,
10 y 20% de extracto acuoso de alpeorujo en el medio de cultivo, y por otro
lado, al estudio de la influencia de un conocido inductor quimico de esta
actividad enzimatica, como el cobre, en la expresion del gen lcc1 del hongo C.
rigida.

En el estudio de la influencia del extracto acuoso de alpeorujo y del
cobre en la produccién de lacasa de C. rigida se comprobd que la glucosa del
medio disminuia rapidamente tras lo cual se observé un aumento del pH y de
los niveles de la actividad lacasa, evidenciandose la influencia de la fuente de
carbono en el metabolismo y demas factores del cultivo del hongo C. rigida. De
hecho, durante los primeros dias de incubacidén, se detectdé un descenso
generalizado del pH del medio de cultivo independientemente de la
concentracién de extracto acuoso de alpeorujo y la presencia o ausencia de
cobre y que se identificd con la etapa de crecimiento vegetativo inicial del
hongo. Posteriormente, se produjo un aumento del pH en todos los
tratamientos estudiados y se relacion6 con el agotamiento de la glucosa del
medio ya que podria deberse a la degradacién de compuestos acidos y a la
mineralizacion de compuestos organicos como busqueda de una segunda
fuente de carbono.

Se ha observado un aumento del nivel de actividad lacasa en cultivos de
hongos donde la glucosa comienza a ser limitante, tras un retraso en la
produccion de esta enzima debido a la presencia de esta fuente de carbono
rapida. En estos casos, el hongo tras agotar la glucosa conseguiria una
segunda fuente de carbono mediante la degradacién de lignina u otros
compuestos fendlicos del medio por la actividad lacasa. De hecho, en nuestros
resultados se puede establecer una relacion directa entre la producciéon de
lacasa y el agotamiento de la glucosa. Esta relacibn ha sido observada

186



Discusion general

anteriormente en nuestros ensayos sobre la produccion de lacasa por el hongo
C. rigida en presencia de alpeorujo en los que se describié un retraso en la
produccion de lacasa en medios suplementados con ADOR vy glucosa respecto
a medios con la misma concentracién de extracto acuoso de alpeorujo pero sin
glucosa. Se evidencia, por tanto, que la produccion de lacasa tiene lugar tras el
agotamiento de la fuente principal de carbono y que esta regulacién podria ser
debida a la presencia de elementos CreA en el promotor del gen.

En nuestros ensayos, el color de los cultivos de C. rigida con extracto
acuoso de alpeorujo en ausencia o presencia de cobre aumento a lo largo del
tiempo de incubacion mientras que la cantidad de fenoles mostraba un
descenso generalizado en los medios de cultivo. Se ha descrito un aumento de
color en medios de cultivo de ciertos hongos en presencia de residuos de la
industria del olivar debido a la polimerizacion de fenoles producida por la
actividad lacasa. No obstante, en otros trabajos se ha identificado un proceso
de decoloracién de estos residuos tras su incubacién con hongos. A este
respecto, hay resultados contradictorios en la relacién entre la evolucion del
color de los cultivos y la actividad lacasa. Asi, esta enzima produce la
polimerizacion de los fenoles monoméricos, tal y como se ha descrito
anteriormente, produciendo la aparicion de un polimero de mayor tamarno
molecular que proporciona un color mas oscuro al residuo. De hecho, en otros
trabajos no se ha descrito descenso de color en cultivos con residuos de la
industria del olivar incubados con hongos de la podredumbre blanca en los que
sOlo se detectaba actividad lacasa, y si se describia un proceso de
decoloracién sélo en aquellos medios en los que se encontraban actividades
peroxidasas, como la MnP y la LiP. Estas enzimas serian responsables de la
degradacion de los compuestos polifendlicos del residuo en fragmentos mas
pequenos susceptibles de ser absorbidos por las células fungicas y
subsecuentemente mineralizados. Sin embargo, en otros estudios la lacasa ha
sido relacionada con la decoloracion de estos subproductos agroindustriales.
Hay que tener en cuenta que no siempre hay relacién directa entre la
disminucién en el contenido fendlico del medio de cultivo de hongos en
presencia de residuos del olivar con cambios en la coloracion del mismo. Por
otro lado hay que tener en cuenta la complejidad de las reacciones que existen

entre la lacasa y sus sustratos cuando estan involucrados compuestos
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fenolicos en relacion al color del medio. Se ha comprobado que en la
degradacion de los residuos del olivar u otras mezclas fendlicas por enzimas
lacasas, influye la composicion fendlica, ya que, dependiendo del tipo y
reactividad de los diferentes fenoles, éstos pueden producir un efecto inhibidor
o protector de la actividad lacasa durante el tratamiento del residuo y producir
mayor 0 menor decoloracion del mismo.

La evolucién del color del alpeorujo en su incubaciéon con hongos de la
podredumbre blanca como C. rigida, ademas de depender de la composicion
fendlica del mismo, puede verse afectada por el tipo y cantidad de la fuente
principal de carbono en el cultivo, que puede facilitar el proceso de
decoloracién del residuo, asi como del tipo de enzima producida por el
organismo, tal y como se ha descrito.

El estudio del contenido proteico de los cultivos de C. rigida con las
diferentes concentraciones de 0, 2,5, 10 y 20% de extracto acuoso de alpeorujo
y en presencia 0 ausencia de cobre mostréo un incremento significativo de
proteinas a medida que se aumentaba la cantidad de residuo en el medio de
cultivo, independientemente del crecimiento del hongo medido mediante la
biomasa. Esto evidencia la interferencia del color del extracto acuoso de
alpeorujo en la determinacion de proteinas del medio por lo que no es posible
determinar con fiabilidad la concentracidn y posibles variaciones en la cantidad
de proteinas de los cultivos de C. rigida a lo largo del proceso de incubacion.

En este estudio sobre la influencia del alpeorujo y el cobre en el hongo
C. rigida y en la produccion de su enzima lacasa, se pudo observar que en los
cultivos de C. rigida sin extracto acuoso de alpeorujo la presencia de cobre
tiene un efecto inhibidor del crecimiento del hongo. Igualmente, en medios con
extracto acuoso de alpeorujo, C. rigida disminuyé su biomasa a lo largo de la
incubacion en presencia o no de cobre, lo que induce a pensar que tal
inhibicion del crecimiento pueda deberse a la presencia de alpeorujo. Sin
embargo, también hemos observado que los valores iniciales de biomasa en
medios con alpeorujo son superiores a los que se obtuvieron sin extracto
acuoso de alpeorujo, aunque, el aumento de la concentraciéon de residuo no
conllevé un incremento proporcional de la biomasa del hongo. Se puede

concluir, por tanto, que pequenas concentraciones de extracto acuoso de
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alpeorujo producen un incremento en el crecimiento del hongo que, sin
embargo, no se mantiene a lo largo del periodo de incubacion.

Respecto a los fenoles libres de los cultivos con extracto acuoso de
alpeorujo, C. rigida disminuy6 significativamente su concentracion tras sélo 5
dias de incubacién, incrementandose este descenso al aumentar el tiempo del
proceso. La concentracion de fenoles en el medio de cultivo se ha relacionado
con el nivel de actividad lacasa ya que los fenoles de los residuos de la
industria del olivar, como el alpeorujo, son compuestos toxicos para el propio
hongo que provocan la activacién de la lacasa para la detoxificacion del
residuo. La lacasa aumentaria el tamafo molecular de los fenoles por su
polimerizacion, evitando asi su entrada en las células fungicas. A este
respecto, se sabe que los compuestos aromaticos son decisivos en la
produccion de actividad lacasa por determinados hongos. Se observa que al
incrementar la concentracion de extracto acuoso de alpeorujo en el medio de
cultivo de C. rigida en tratamientos sin cobre se produce mayor nivel de
actividad lacasa. Este efecto, que también se observd previamente en esta
Memoria Doctoral, apoyaria la hipétesis de la activaciéon de la lacasa para la
transformacién de residuos por los componentes fendlicos del mismo.

Sin embargo, a pesar de la induccion de mayores niveles de actividad
lacasa gracias a la creciente presencia de fenoles en el medio, en nuestros
ensayos no se encontré correlacion entre la cantidad de actividad lacasa de C.
rigida y la reduccién de fenoles del extracto acuoso de alpeorujo. Este hecho
ha sido observado en trabajos anteriores a la presente Memoria Doctoral, en
los que se detectaba similar descenso del contenido fendélico en cultivos con
residuos de la industria del olivar con diferentes niveles de actividad lacasa.

En relacion a la expresion del gen de la enzima lacasa pudimos observar
una relacion positiva entre la cantidad de extracto acuoso de alpeorujo anadido
al medio de cultivo de C. rigida en medios sin cobre y la transcripcion del gen.
En estudios sobre los mecanismos moleculares mediante los cuales se regula
la transcripcion de genes de lacasa de hongos basidiomicetos, se han
identificado las denominadas secuencias consenso XRE que se encuentran
localizadas en los promotores de los genes de las enzimas lacasa y que
activan la transcripcion de los mismos ante la presencia de elementos

xenobibticos en el medio. Su mecanismo de accién consiste en la unién de
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dicho elemento xenobidtico a proteinas receptoras especificas, lo cual produce
la formacion de un complejo que identifica e interactda con las secuencias XRE
en el promotor del gen de lacasa aumentando la expresién del mismo. El
aumento del nivel de expresion de la lacasa en relacion con el incremento de
la concentracidén de extracto acuoso de alpeorujo en el medio podria, por tanto,
deberse a la presencia de secuencias XRE en el gen lcc1 de la lacasa de C.
rigida.

Ademas de la influencia del alpeorujo en la produccién de la lacasa y
expresion del gen de la misma, se estudié la influencia del cobre como inductor
quimico de dicha enzima. En este estudio, cabe destacar el aumento
considerable de los niveles de actividad lacasa de C. rigida en medios con
cobre. Se han postulado varias teorias que explican este efecto afirmando,
muchas de ellas, el papel de la lacasa como mecanismo de defensa frente a
altas concentraciones de cobre ya que éste es un micronutriente necesario
para el metabolismo de los seres vivos pero en concentraciones muy bajas,
concretamente, del orden de 1-10 uM. Mayores concentraciones de este metal
pesado lo convierten en toxico para las células, por lo que se plantea que el
efecto inductor que este i6n genera en los niveles de actividad lacasa es en
realidad la activacion de un mecanismo de defensa frente al efecto téxico que
puede ocasionar en el organismo. Se ha atribuido la funcién protectora de la
lacasa a la quelacion de iones de cobre durante la sintesis de la enzima, ya
que este metal pesado forma parte de la estructura proteica de la lacasa. Sin
embargo, posteriormente se demostré que dicho efecto quelante seria
insuficiente para retirar una cantidad idénea de cobre del medio para evitar sus
efectos toxicos, por lo que se trataria de un mecanismo ineficaz de defensa
frente a una alta concentracion de este metal pesado en el medio de cultivo.
Ademas, los hongos presentan otros mecanismos de quelacién mas eficaces
frente al cobre, ya que poseen las denominadas metalotioneinas: complejos
intracelulares capaces de captar los iones de cobre que posteriormente
quedaran retenidos en la pared celular del organismo. Otras teorias expuestas
sobre el mecanismo de la actividad lacasa como defensa frente a altas
concentraciones de cobre, son las relacionadas con la formacion de pigmentos.
Concretamente, la lacasa interviene en la formacién de melanina, polimero

oscuro pigmentado que protege al organismo del estrés ambiental y que podria
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funcionar como barrera fisioldgica a la alta concentracién de cobre en el medio
ademas de ser un mecanismo adicional para conseguir cobre del medio
extracelular en las concentraciones necesarias para el organismo, debido a que
las melaninas fungicas son pigmentos capaces de captar metales muy
eficientemente.

En resumen, en esta Memoria Doctoral se demuestra el efecto inductor
en la actividad lacasa de C. rigida por la presencia en los medios de cultivo de
cobre y extracto acuoso de alpeorujo.

Respecto al efecto de estos factores en la expresion del gen de la lacasa
de C. rigida, se observdé que su nivel de transcripcién fue superior en
tratamientos con cobre respecto a los sin cobre en los dias iniciales de la
incubacion. Este incremento de la transcripcién del gen codificante de esta
lacasa podria deberse a la presencia de secuencias activadoras de la
expresion del gen como respuesta a la presencia de metales pesados
identificadas en otros estudios y denominadas secuencias MRE.

Sin embargo, a mayor tiempo de cultivo de C. rigida, los niveles de
transcripcién de la actividad lacasa se igualan entre los distintos tratamientos
en presencia o no de cobre. De hecho, los estudios de correlacién entre el nivel
de transcripcion del gen y la cantidad de actividad lacasa indicaron una gran
correlacién entre ambos factores pero so6lo en los medios en ausencia de
cobre. El hecho de que los niveles de transcripcion del gen de la lacasa sean
similares tanto en ausencia como en presencia de cobre sugiere que se ha
sintetizado la misma cantidad de enzima en ambos tratamientos. Sin embargo,
el hecho de que haya mayor actividad lacasa en presencia de cobre sugiere
que en ausencia de cobre, no se activa todo el enzima. En nuestros ensayos
no puede demostrarse la existencia de una lacasa inactiva por ausencia de
cobre ya que se ha encontrado interferencia en la medida de los niveles de
proteina total de las muestras debido al color del extracto acuoso de alpeorujo.
Sin embargo, trabajos anteriores han demostrado la presencia de una lacasa
inactiva que depende de la presencia de cobre para presentar actividad
enzimatica.

Para poder llevar a cabo la aplicacién industrial de las enzimas en la
revalorizacidén de residuos, es necesaria la produccion de gran cantidad de las
mismas, por lo que se han utilizado compuestos inductores capaces de
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incrementar los niveles de produccién de estas enzimas por los organismos
correspondientes. Los inductores quimicos como el cobre, aunque, como se ha
demostrado, incrementan la produccién de actividad lacasa, tienen una serie de
inconvenientes que los hacen inviables para su utilizacién a nivel industrial ya
que suelen tener efectos contaminantes y ademas, debido al proceso de
elaboracion, disminuyen la rentabilidad del proceso. Como alternativa al uso de
inductores quimicos, se propuso el estudio de otros factores tanto fisicos como
bioldgicos que incrementaran la produccion de la lacasa. Como inductor fisico,
se investigd la forma de incubacion del cultivo, en agitacion o en condiciones
de reposo, en la produccién de esta enzima. Como factor bioldgico, se procedid
al estudio de la producciéon de la enzima lacasa de C. rigida crecido en
condiciones de cocultivo con otro hongo saprobio, ya que se sabe que la
produccion de lacasa por determinados hongos puede activarse biolégicamente
por la presencia en el cultivo de un segundo hongo.

En nuestros ensayos observamos que en cultivos estaticos, C. rigida
produjo niveles de actividad lacasa 20 veces superiores a los encontrados en
cultivos en agitaciéon. La disminucion dramatica de la produccion de lacasa en
cultivos en agitacidén respecto a los cultivos en condiciones estaticas podria
deberse a roturas en el micelio causadas por dicha agitacién, por cambios en la
morfologia del hongo o por la desnaturalizacién enzimatica causada por las
fuerzas mecanicas generadas por la agitacion.

El cocultivo de C. rigida con los hongos saprobios P. chrysogenum 10, P.
farinosus, Penicillium sp, P. brevicompactum, P. chrysogenum, F. lateritium, F.
oxysporum 738, F. concolor, F. graminearum y M. racemosus permitié observar
que determinados hongos inducian la actividad lacasa de C. rigida. Se
selecciond Penicillium sp. como hongo inductor de la produccion de actividad
lacasa de C. rigida, ya que se alcanz6 la mayor actividad enzimatica respecto
al resto de cocultivos probados llegandose a alcanzar 1,03 U/ml de actividad
lacasa tras 12 dias de cultivo en agitacion. El estudio molecular de Penicillium
sp. para determinar la especie concluyd que se trataba de Penicillium
commune, uno de los hongos méas extendidos y facilmente aislables de
materias primas agricolas y productos alimenticios. Este hongo se ha utilizado

también en procesos de biorremediacion como la decoloracion de tintes debido
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a su gran capacidad para la hidrolizacion y condensacion de taninos como
fuente de carbono.

En nuestro estudio queda patente el aumento de la produccién de lacasa
del hongo C. rigida cuando éste se cultiva en presencia de P. commune. La
mayor produccion de lacasa en los cocultivos se consiguié en condiciones
estaticas y con una diferencia de inoculacion de seis dias entre C. rigida'y P.
commune, llegando a alcanzarse niveles de actividad lacasa 3 veces superior
respecto a un monocultivo de C. rigida en condiciones estaticas y 30 veces
superior a un monocultivo en agitacion. Este incremento de produccion
enzimatica bajo condiciones de cocultivo se debe a la competencia por espacio
y nutrientes entre los organismos, lo cual determina una mayor degradacion de
lignina y produccién de enzimas ligninoliticas como la lacasa.

Nuestros resultados muestran que los niveles de produccion de lacasa
de C. rigida crecido en condiciones estéaticas y en presencia de P. commune
inoculado con 6 dias de diferencia respecto a C. rigida, son muy superiores a
los descritos en otros trabajos con inductores quimicos y bajo condiciones de
agitacion. Este hecho supone una gran ventaja ya que existen estudios que
indican cémo el incremento de lacasa mediante la utilizacién de compuestos
fendlicos y/o metales pesados puede ocasionar graves problemas
medioambientales. Por tanto, la modificacién de las condiciones de cultivo y la
presencia de un inductor biolégico supone una estrategia eficaz para
incrementar la produccién de actividad lacasa, imprescindible para el uso de
estos hongos en biorremediacion sin necesidad de recurrir al uso de inductores
quimicos. Con estos resultados queda demostrado el gran potencial de P.
commune como inductor biolégico de lacasa.

El incremento de la actividad lacasa observada en los cocultivos de C.
rigida con P. commune podia deberse a la aparicion de nuevos isoenzimas de
lacasa. Se sabe que las diferentes condiciones de cultivo o el crecimiento del
hongo en condiciones de cocultivo pueden inducir la expresion de nuevas
isoenzimas de lacasa. Por ello se procedio a la purificacion y caracterizacion de
la lacasa producida mediante el crecimiento conjunto de C. rigida con P.
commune. Bajo estas condiciones, la lacasa de C. rigida mostré dos bandas
con pl acido (3.4 y 3.6, respectivamente) que se encuentran dentro del rango
descrito para lacasas de otros hongos de la podredumbre y similar al detectado
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para las dos isoenzimas de lacasa de C. rigida identificadas, previamente en
esta Memoria Doctoral, en presencia de alpeorujo (pl 3.3 y 3.4 para Lacl y
Lacll, respectivamente). Los resultados posteriores de las cromatografias de
exclusion molecular e intercambio anidnico muestran cémo las dos isoformas
(Lacl y Lacll) que produce C. rigida en cocultivo con P. commune son las
mismas que en condiciones de monocultivo. Sin embargo, la actividad
especifica detectada fue mayor en cocultivos que en monocultivos. Por otro
lado, el rendimiento global de cada isoenzima fue mas bajo, tanto en
monocultivo de C. rigida como en cocultivo, respecto al descrito en trabajos
anteriores sobre purificacién de la lacasa de C. rigida en medio basal en
ausencia de alpeorujo y con cobre como inductor, aunque la actividad
especifica detectada fue mucho mayor que la obtenida en dichos trabajos.
Estas diferencias pueden deberse, probablemente, a las diferentes condiciones
de cultivo de las cepas o a diferencias en las propiedades cataliticas entre las
lacasas de un mismo organismo.

Tras el estudio basico sobre la identificacion, caracteristicas y produccion
de la enzima lacasa del hongo de la podredumbre blanca C. rigida, producida
en presencia de alpeorujo y tras la descripcion de un método de produccion
eficaz a través del cocultivo del hongo C. rigida con P. commune, se procedio
al disefo del proceso de biorremediacion enzimatica de dicho residuo. Para
ello, se midid la fitotoxicidad del alpeorujo mediante el estudio del indice de
germinacién en semillas de L. sativum. Nuestros resultados mostraron una
evidente relacion entre la concentracién del residuo y la inhibicion de la
germinaciéon. De hecho, el extracto acuoso de alpeorujo diluido al 25 y 50%
disminuyeron drasticamente la germinacién de semillas de berro mientras que
concentraciones mas bajas del residuo no mostraron fitotoxicidad.

En nuestros ensayos se puso de manifiesto que el mayor descenso de
fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo tuvo lugar tras la incubacién del
residuo diluido al 25%, durante dos dias a 37 °C con medio de cultivo de C.
rigida con actividad lacasa. Se seleccionaron, por tanto, tales condiciones como
las Optimas para los estudios de biorremediacién de este residuo mediante su
tratamiento con lacasa. Bajo estas condiciones se demostré que la lacasa
parece ser la principal responsable de la disminucion de la fitotoxicidad del
extracto acuoso de alpeorujo. Si bien, el proceso de purificacién de la lacasa
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producida por C. rigida no nos permitio6 determinar su efecto sobre la
fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo, el hecho de que tanto la lacasa
comercial de T. versicolor como el extracto de lacasa de cultivos de C. rigida
incrementaran el indice de germinabilidad de las semillas de berro en presencia
de extracto acuoso de alpeorujo, apoya la idea del papel de esta enzima en la
disminucién de la fitotoxicidad del alpeorujo.

En nuestros ensayos se puso de manifiesto que el descenso conjunto de
fenoles y fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo tuvo lugar tras el
tratamiento del mismo con medio de cultivo de C. rigida con actividad lacasa.
Bajo estas condiciones se demostrd la existencia de una correlacion positiva
entre el contenido fendlico y la fitotoxicidad del alpeorujo mediada por la accion
de la lacasa. Sin embargo, en nuestro trabajo también encontramos que la
aplicacién de lacasa comercial de T. versicolor al extracto acuoso de alpeorujo
disminuy6 su fitotoxicidad a unos niveles superiores al alcanzado por el medio
de cultivo de C. rigida con actividad lacasa, a pesar de que la reduccion de
fenoles por la lacasa comercial de T. versicolor fue menor. Por otro lado, en el
cocultivo de C. rigiday P. commune se observé el triple de actividad lacasa que
el monocultivo de C. rigida pero ambos produjeron un descenso de fenoles
similar. Estos resultados nos indican que aunque las lacasas parecen las
principales responsables de la disminucion del contenido fendlico y de la
fitotoxicidad del extracto acuoso de alpeorujo, hay otros mecanismos que
pueden intervenir en este proceso.

En nuestro estudio se observo un aumento de color del extracto acuoso
de alpeorujo en medios que contenian actividad lacasa de C. rigida
(monocultivo de C. rigida y cocultivo de C. rigida/P. commune), y otros con
lacasa comercial de T. versicolor. Estos resultados corroboran los obtenidos en
nuestros trabajos de biorremediacién de alpeorujo descritos en el capitulo 1 de
la presente Memoria Doctoral, en los que el aumento de color del extracto
acuoso de alpeorujo se deberia al proceso de polimerizacién de sus fenoles
mediante la actividad lacasa del medio. Sin embargo, el hecho de que se
produzca aumento de coloracién en el monocultivo de P. commune en extracto
acuoso de alpeorujo, carente de actividad lacasa, pone de manifiesto que el

efecto producido en el color del residuo no se debié exclusivamente a la
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actividad lacasa, lo que nos hace pensar que también debe de haber otros
mecanismos por los que se produzca este aumento de coloracion del medio.

La actividad lacasa del extracto acuoso de alpeorujo incubado con medio
de cultivo de C. rigida desciende de forma generalizada a lo largo del tiempo de
incubacion. Observando la estabilidad de las distintas lacasas comprobamos
que la lacasa comercial de T. versicolor conservaba menos actividad residual
que el extracto de lacasa de C. rigida producida en el medio de cultivo. La
actividad lacasa producida tanto en el cocultivo C. rigida/P. commune como en
el monocultivo de C. rigida mostraron similar estabilidad a lo largo del proceso
de incubacion con extracto acuoso de alpeorujo. Por otro lado, la estabilidad de
la enzima semipurificada de C. rigida en determinados tratamientos fue
superior a la de la lacasa comercial de T. versicolor, e inferior a de la lacasa
obtenida de C. rigida en el medio de cultivo. En general, la actividad lacasa de
C. rigida parece ser mas estable cuanto mayor es la concentracion de extracto
acuoso de alpeorujo en la mezcla de incubacién. Este hecho es especialmente
significativo en el caso de la incubacion del extracto acuoso de alpeorujo mas
concentrado con lacasa de C. rigida producida en el medio de cultivo a 60 °C.

Para completar el estudio sobre la revalorizacion del alpeorujo mediante
su tratamiento con actividad lacasa, se procedié al andlisis de la microtoxicidad
del residuo frente a A. brasiliense, por ser una bacteria muy sensible ante
sustancias tdxicas y ademas un microorganismo promotor del crecimiento
vegetal.

En nuestros ensayos no se observé relacion directa entre la disminucion
del contenido fendlico del alpeorujo y la reduccibn de sus efectos
antibacterianos, ya que la incubacion de extracto acuoso de alpeorujo con el
hongo C. rigida, aunque disminuy6 el contenido fendlico, no produjo una
reduccion de la toxicidad. Estos resultados estan de acuerdo con otros estudios
que afirman que los efectos antibacterianos del alpeorujo tienen poca relacién
con la cantidad de fenoles o la actividad lacasa. Hemos observado que aunque
C. rigida crecido en monocultivo no redujo la microtoxicidad del extracto acuoso
de alpeorujo, no ocurrié lo mismo cuando este hongo crecié en presencia de P.
commune ya que los niveles de reduccién de toxicidad fueron mayores incluso
a los del monocultivo de P. commune. Este hecho puede deberse a la posible
induccion de otro tipo de enzimas u otros metabolitos por parte de P. commune
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o C. rigida cuando se cultivan conjuntamente. Por otro lado se sabe que la
presencia de otros componentes del extracto acuoso de alpeorujo, ademas de
los fenoles, asi como determinados productos del metabolismo de los hongos
podrian ser responsables de este efecto antibacteriano.

En base a los resultados obtenidos se pone de manifiesto, por tanto, que
la enzima lacasa de C. rigida actua en la polimerizaciébn de los fenoles
existentes en el alpeorujo, eliminando su efecto toxico en las plantas. Esto hace
posible llevar a cabo un proceso muy eficaz de biorremediacién enzimatica sin
la necesidad de purificacion o inmovilizacién de la enzima. Este proceso se
puede optimizar incrementando la produccion del enzima mediante el
crecimiento conjunto de C. rigida con el hongo saprobio P. commune que va a
dar lugar a una gran produccion de actividad lacasa y también de otro tipo de
enzimas o0 metabolitos cuyo efecto conjunto proporciona mayor descenso no
solo en la fitotoxicidad sino también en la microtoxicidad del residuo. Estos
procesos van a permitir la revalorizacién del alpeorujo de una forma barata,

efectiva y no contaminante.
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CONCLUSIONES

Coriolopsis rigida en presencia de extracto acuoso de alpeorujo produce
solo dos isoenzimas de lacasa: Lacl y Lacll de igual peso molecular,
grado de glicosilacién y afinidad para los sustratos DMP y ABTS.

La lacasa de Coriolopsis rigida en presencia de extracto acuoso de
alpeorujo produce la reduccion de la cantidad de fenoles del residuo
mediante la polimerizacion de los mismos.

Coriolopsis rigida en presencia de extracto acuoso de alpeorujo posee
un solo gen de lacasa, llamado /cc1, por lo que las dos isoenzimas Lacl
y Lacll producidas en medio en presencia de extracto acuoso de
alpeorujo son variantes del mismo gen lcc1.

Tanto el cobre, conocido inductor quimico de la lacasa, como el extracto
acuoso de alpeorujo producen un aumento de los niveles de actividad
lacasa en el medio de cultivo de Coriolopsis rigida, siendo mayor la
induccion de actividad lacasa producida por la presencia de cobre que
por el extracto acuoso de alpeorujo.

Se sintetiza la misma cantidad de enzima lacasa de Coriolopsis rigida
tanto en ausencia como en presencia de cobre ya que los niveles de
transcripcién del gen de la lacasa son similares en ambos casos. Sin
embargo, en ausencia de cobre no se activa todo el enzima ya que se
detecta mayor actividad lacasa en presencia de cobre que en ausencia
de este ion.

El cocultivo estatico de Coriolopsis rigida con Penicillium commune,
inoculado este ultimo tras 6 dias de incubacién de Coriolopsis rigida,
produjo una gran induccién de actividad lacasa y muy superior a la

obtenida con inductores quimicos.

El cultivo de Coriolopsis rigida junto con Penicillium commune en
extracto acuoso de alpeorujo produjo las mismas isoenzimas de lacasa
Lacl y Lacll descritas anteriormente en ausencia de Penicillium

commune.
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8. Lalacasa es la principal pero no unica responsable de la reduccion de la
fitotoxicidad del alpeorujo.

9. Existe una correlacion positiva entre la disminucion de la fitotoxicidad y
el descenso del contenido fendlico del extracto acuoso de alpeorujo,
mediada por la accion de la lacasa de Coriolopsis rigida.

10.La incubacién del extracto acuoso de alpeorujo con el medio del
cocultivo Coriolopsis rigida/Penicillium commune produjo el mayor
descenso de la fitotoxicidad y microtoxicidad del residuo favoreciendo,

de ese modo su utilizacién con fines agrondémicos.
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