UNIVERSIDAD DE GRANADA

Facultad de Farmacia

Departamento de Microbiologia

Lacasa de Phanerochaete flavido-alba: regulaciéon, expresion heterdloga y
comparacion de las formas nativa y recombinante

Benghazi Akhlaki Lamiae

TESIS DOCTORAL

Universidad de Granada
Facultad de Farmacia
2015




Editor: Universidad de Granada.Tesis Doctorales
Autor: Benghazi Akhlaki Lamiae

ISBN: 978-81-9125-051-7

URI: http://hdl.handle.net/10481/39922






Memoria presentada por Lamiae Benghazi Akhlaki para optar al grado de
Doctor por la Universidad de Granada

Fdo: Lamiae Benghazi Akhlaki

Dr. José Martinez Lépez
Catedratico de Microbiologia
Facultad de Farmacia
Universidad de Granada

Los directores iii

Dr. Antonio Suarez Garcia
Profesor titular de Bioquimica
Facultad de Farmacia
Universidad de Granada

Dra. Teresa de la Rubia
Catedratica de Microbiologia
Facultad de Farmacia
Universidad de Granada







AUTORIZACION DE LOS DIRECTORES DE LA TESIS
PARA SU PRESENTACION

Los doctores, D. José Martinez Lépez, D. Antonio Sudrez Garcia y D2 Teresa de la
Rubia Nieto, como Directores de la Tesis Doctoral titulada: “Lacasa de
Phanerochaete flavido-alba. regulacion, expresiéon heterdloga vy
comparacion de las formas nativa y recombinante”, realizada por D2 Lamiae
Benghazi Akhlaki en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Granada autorizan la presentacion a tramite, dado que
retne todos las condiciones necesarias para su defensa.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firman la presente autorizacion en
Granada a 20 de Diciembre de 2014.

Fdo. José Martinez- Lépez Fdo. Antonio Suarez Garcia

Fdo. Teresa de la Rubia Nieto



Vi



D. Alfonso Ruiz-Bravo, catedratico de Microbiologia y Director del
departamento de Microbiologia de la Universidad de Granada;

CERTIFICA:

Que Da. Lamiae Benghazi Akhlaki , Licenciada en Biologia por la Universidad de
Abdelmalek Esaadi, ha realizado en el Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Granada, bajo la direccion de los Doctores D. José Martinez Lopez,
D. Antonio Sudrez y D2 Teresa de la Rubia Nieto, el trabajo de investigacion
titulado: “Lacasa de Phanerochaete flavido-alba: regulacion, expresion
heter6loga y comparacion de las formas nativa y recombinante“, que
presenta para optar al grado de Doctor en Biologia.

Y para que asi conste, firmo el presente certificado en Granada a 20 de Diciembre
de 2014.

Fdo.: Alfonso Ruiz-Bravo

vii



viii



El presente trabajo desarrollado en el Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Granada y en el Departamento de Biotechnologie des
Champignons Filamentoeux INRA, Aix Marseille Université, se ha realizado
gracias a las ayudas al grupo de investigacion BIO 250 de la Junta de Andalucia en
los afios de desarrollo de la tesis, al contrato de investigacion AG2006-11697
del Ministerio de economia y competitividad y a la ayuda para la movilidad de
estudiantes del Ministerio de Educacion y Ciencia de Espafia.






“Vivimos en el mundo cuando amamos. Solo una vida vivida para los
demas merece la pena ser vivida”

Albert Eorstein

Xi



Xii



A mis Padnes que e piy descarsen

xiii




Xiv



Agadecimienton

Y sbora b parte mén Aificil, come agpadicen 4 Todos aquellos que de wrs forma
directa o indinecla ban participado en eta Tesia,

Lo cirte s qut 1o quarde wn rtcurdo precise Al momerde e que decidi Unvan
4 calo ela avertina, bo que 48 Tngo lare e que durarte Tode et Limpo ban
tido muchas lis perionas gue me barn agudado an e camine, 4 4 las que me

En primer luganr, quitre apudicnn 4 wis dindors por bindarme la
ofortunided A valigan et halajo, por d spoyo incordicioral 4 la
confiargh qut ban depositade in mi desde que ewhh 4 forman parte dd grupo
de imestigacién. Quivina agpadicnles la Liposicién para ofprcrme siompre o
Tampo 4 aypds, que lantas veets e weridedo. Quine darle las pacias
Gundibn por s colaboracién un d Aistio 4 raligaciin Ao muchor
tepprimenton, en Loy qut Tantas veets be Twido que solvsdan los prollemas
tor & s tusisimo gue ban mostrade 4 la bora de discwtin Los resllados lo que
mt ba apudado 4 Avsanollan wn epinite eritico.

AL Du. Vool Antomio Gomey Vidil, por la rmaligacion de los anilisis de lis
matstras de decoloracion de colorantes toctiles por Cromatogalia de gares o

Especronetria de mashs o por la apuda prestada e la trnpritacién de los
resllados obtwidos un este etudio,

XV




XVi

AL D, Eric Record , por babrme acogide en s laloratorio de Marsella 4 por
Todo dd Linpo que dedicé 4 enstiarme s conacimitntor 1ol expresiin Ae
tnginas scombivirts, pacias 4 los cuales pude realigan muchos de los
eeperimentos presentidos un et halajo.

A los  compaivror Al Dypartamente de Microliologin de li Faculiad de
Farmacia, porgue poden alajan con dlor wo séle la lrcle wucho nés
Uvaders esta Tesis, simo porgue e dlos le encortrado wma panm anislad.

A wi familia n gunral, por spogirme, por intrtianes ditmprt por mis
arderghs, y por darme o qut we simprt st nentnha, wri [pnmilis Tan
wida. Y & mis padnts gue en pay descaraes o eopecial, por sr wn Gmplo para
mi y porgue 41 e Ueiado barta aqui, ba 4ido gacias 4 vorohros,



Indice

I. Introduccién.
1.1. La pared celular vegetal.
I.1.2. Polisacaridos.
1.1.3. Lignina.
1.2. Los hongos ligninoliticos.
1.2.1. Hongos de la podredumbre blanca de la madera.
1.2.2. Hongos de la podredumbre parda de la madera.

[.2.3. Hongos de la podredumbre blanda de la madera.

1.3. Biodegradacion de los materiales lignocelulésicos.

1.3.1. Biodegradacion de celulosas y hemicelulosas.
1.3.2. Biodegradacion de la lignina.

1.3.2.1 Peroxidasas ligninoliticas.

1.3.2.2. Lacasas.

1.3.2.3. Oxidasas productoras de H,0,.

1.3.2.4. Enzimas reductoras intracelulares.

1.3.2.5. Agentes oxidantes de bajo peso molecular.

1.4. Lacasas.

I.4.1. Lacasas Yy sus funciones fisioldgicas.

Pag.

12
12
12
13
13

14

XVii



XViii

1.4.2. Produccion de lacasas: condiciones nutricionales y de cultivo.
1.4.2.1. Influencia del pH en la produccion de lacasas.
1.4.2.2. Influencia de la temperatura en la produccién de lacasas.
1.4.2.3. Influencia del carbono sobre la produccion de lacasas.

1.4.2.4. Influencia de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de
lacasas.

1.4.2.5. Influencia de compuestos aromaticos sobre la produccion de
lacasas.

1.4.2.6. Influencia del cobre sobre la produccidn de lacasas.
1.4.3. Induccién de la produccién de las lacasas.
1.4.3.1. Induccién de la lacasa por metales.
1.4.3.2. Induccion de la lacasa por compuestos aromaticos.
1.4.3.3. Induccidn de la lacasa por interacciones bioldgicas.
1.4.4. Propiedades fisicoquimicas de las lacasas.
1.4.5. Mecanismo catalitico de las lacasas.
1.4.6. Actividad catalitica de las lacasas.
1.4.7. Potenciales de reduccion de las lacasas.
1.4.8. Sistemas lacasa mediador.
1.4.9. Caracterizacion molecular de las lacasas.
1.4.10. Familias de genes de las lacasas.
1.4.11. Expresion heterdloga de las lacasas.
1.4.12. Regulacion de las lacasas.
1.4.13. Aplicaciones biotecnoldgicas de las lacasas.

1.4.13.1. Papel de las lacasas en biorremediaciacion.

17

17

17

18

18

18

19

19

19

20

20

21

22

24

25

25

26

27

27

32

34

35



1.4.13.1.1. Degradacién de xenobidticos por las lacasas.

1.4.13.1.2. Papel de las lacasas en la decoloracion de colorantes

textiles.

[.4.13.1.3. Papel de las lacasas en el tratamiento de efluentes.

1.4.13.2. Papel de las lacasas en la industria del papel.

1.4.13.3. Papel de las lacasas como biosensores.

1.4.13.4. Papel de las lacasas en la industria del vino y bebidas.

1.5. Referencias de la introduccion.
1. Objetivos.
I11. Material y métodos.
111.1. Microorganismos.
II1.1.1. Cepas fungicas.
III. 1.2. Cepas bacterianas.
111.2. Vectores plasmidicos.
111. 3. Medios de cultivo y soluciones.
II1.3.1. Medios de cultivo para AP. flavido-alba.
II1.3.1.1. Medio de mantenimiento.
I11.3.1.2. Medio basal.

II1.3.1.3. Medio para la produccién de lacasa.

I11.3.1.4. Medio para la induccién de la actividad lacasa.

II1.3.2. Medios de cultivo para Aspergillus niger.
I11.3.2.1. Medios generales.

I11.3.2.2. Medios selectivos.

36

36

37

38

38

39

40

69

73

75

75

75

75

76

76

76

77

79

79

79

79

81

XiX



I11.3.2.3. Medio acetamida ABTS.
I11.3.3. Medios de cultivo para bacterias.
I11.3.3.1. Medio de Luria Bertani.
111.4. Cultivo de P. flavido-alba.
I11.4.1. Obtencidén de indculos.
I11.4.2. Condiciones de cultivo.

I11.4.3. Cultivos inducidos para el estudio de la induccién de la
expresion de la lacasa.

I11.4.3. 1. Induccién por vainillina y acido suberanilo hidroxamico
(SAHA).

111.5. Cultivos de A. niger.
111.6. Purificacion de la lacasa de P. flavido-alba.
XX I11.6.1. Ultrafiltracion y dialisis.
I11.6.2. Cromatografias.
I11.6.2.1. Cromatografia de intercambio anidnico.
I11.6.2.2. Cromatografia de exclusion molecular.
I11. 7. Determinaciones analiticas.
II1.7.1. Valoracién de proteinas.
I11.7.2. Valoracion de la actividad lacasa.
IT1.7.3. Electroforesis.
IT1.7.4. Western blot e inmunodeteccion de la lacasa.
I11.7.5. Determinacién del extremo amino terminal.
111.8. Métodos de analisis de acidos nucleicos.

I11.8.1. Aislamiento y purificacion de ARN de A. flavido-alba.

82

82

82

83

83

83

83

83

84

85

85

85

85

85

86

86

86

86

89

90

90

90



I11.8.2. Sintesis de ADNc mediante transcripcion inversa (RT).

I11.8.3. Determinacion de la expresion de pfal mediante PCR
semicuantitativa (QPCR).

I11.8.4. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).
I11.8.5. Electroforesis en gel de agarosa.

I11.8.6. Purificacion de ADN de geles de agarosa.
I11.8.7. Clonacion del fragmento de ADN.

I11.8.8. Preparacion de células de £.coli XL1.Blue electrocompetentes y
transformacion.

I11.8.9. Preparacion de ADN plasmidico.
I11.8.10. Digestion con endonucleasas de restriccion.
I11.8.11. Secuenciacion de ADN.
111.9. Preparacion de protoplastos y cotransformacion de A. niger.

111.10. Caracterizacion de la enzima recombinante y comparacion
enzimatica con la enzima nativa.

I11.10.1. Produccién de lacasa de P, flavido-alba por A. niger .
III. 10.2. pH 6ptimo y estabilidad frente al pH y la temperatura
I11.10.3. Estabilidad a disolventes organicos.
I11.10.4. Parametros cinéticos.
I11.10.5. Valoracién de las actividades enzimaticas con distintos sustratos.
I11.10.6. Efecto de los iones metalicos.
I11.10.7. Efecto de los inhibidores.
111.11. Decoloracion de colorantes textiles.

I11.11.1. Colorantes textiles.

91

92

94

94

95

95

96

97

97

97

98

100

100

101

102

102

102

103

103

103

103

XXi



II1.11.2. Productos quimicos y reactivos.

111.12. Degradacion del colorante textil NY1 por las lacasas nativa
y recombinante.

II1.12.1. Preparacion de las muestras.

I11.12.2. Analisis de los compuestos por cromatografia de gases y
espectrometria de masas.

I11. 13. Referencias del material y métodos.
IV. Resultados.

IV.1. Induccién de la produccion de la lacasa de P. flavido-alba
IV.1.1. Induccién por sustratos aromaticos.

IV.1.2. Produccion y purificacion de lacasa nativa en cultivos de 2.
flavido-alba afadidos de vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido).

B IV.1.3. Induccién de la produccién de la lacasa de A. flavido-alba por
XX inhibidores de histona desacetilasas.

IV.1.4. Demostracion del efecto inductor de vainillina y SAHA por
cuantificacion de la produccién de ARNm.

IV. 2. Expresion heterdloga del gen pfal en A. niger.

IV. 2.1. Clonacién de la secuencia codificante del gen pfal.
IV. 2.2. Obtencién de transformantes.

IV.2.3. Produccion y purificacion de PfaLr.

IV.2.4. Purificacion de la lacasa recombinante.

104

104

104

104

106

111

113

113

113

118

122

124

124

125

127

128



IV.2.5. Comparacion de los enzimas nativo y recombinante.

IV.2.5.1. pH éptimo.
Iv.2.5.2. Estabilidad frente al pH.

Iv.2.5.3 Estabilidad frente a la temperatura.

IV.2.5.4. Estabilidad en disolventes organicos.

V.2.5.5. Constantes cinéticas.

IV.2.5.6. Sensibilidad a inhibidores.

1V.2.5.6.1. Interferencia de moléculas organicas en la oxidacion del

ABTS.

1V.2.5.6.2 Interferencia de metales en la oxidacion del ABTS.

1V.3. Decoloracién de tintes textiles.

1V.4. Referencias de los resultados.

V. Discusion.

V.1. Induccién de la lacasa de P.flavido-alba y T.versicolor por

vainillina y por SAHA.
V.1.1. Aspectos metodoldgicos.
V.1.2. Induccion de las lacasas por vainillina y por SAHA.
V.2. Expresién heterdloga de pfal en A. niger.

V.2.1. Purificacion de la lacasa recombinante.

V.2.2. Comparacion de la enzima nativa y recombinante.
V.2.2.1. pH 6ptimo y estabilidad al pH.
V.2.2.2. Estabilidad frente a la temperatura.

V.2.2.3. Estabilidad a disolventes organicos.

132
132

133

134

135

136

137

137

138

139

144

147

149

149

150

152

153

154

154

154

155

XXiii



XXiv

V.2.2.4. Constantes cinéticas.
V.2.2.5. Sensibilidad a inhibidores.

V.2.2.6. Efecto de los iones metalicos.

V.3. Decoloracion y degradacion de colorantes textiles.

V.4. Consideracion final.
V.5. Referencias de la Discusion.
V1. Conclusiones.

VII. Indice de Figuras y Tablas.

155

156

157

157

157

158

171

176



Publicaciones

De la presente Tesis Doctoral se han obtenido las siguientes publicaciones:

e Benghazi. L., Record, E., Suarez, A., Gdbmez-Vidal, J., Martinez, J. y de la
Rubia, T. (2014).

Titulo: Production of the Phanerochaete flavido-alba laccase in Aspergillus

niger for synthetic dyes decolorization and biotransformation.
JOURNAL: World Journal of Biotechnology and Microbiology. 30: 201-211.
e Benghazi, L., Record, E., Martinez, J. y de la Rubia, T. (2013)

Titulo: Comparison of biochemical properties of recombinant and native

Phanerochaete flavido-alba laccases

JOURNAL: Journal of Agricultural Science and Technology B 3: 776-782

Contribuciones a Congresos

1. Benghazi, L., Suarez, A., Gomez-Vidal, J., Martinez, J., de la Rubia, T.,
(2013). Lacasa recombinante de Phanerochaete flavido-alba para
su aplicacion en la transformacion y decoloracion de colorantes
sintéticos. XXIV Congreso de Microbiologia, Barcelona, 10-13 julio.
Espana.

2. Benghazi, L., Gomez-Vidal, J., Martinez, J. y de la Rubia, T., (2012).
Expression and Purification of recombinant Laccase from
Phanerochaete flavido alba en Aspergilus niger and its use for
decolorization of textile synthetic dyes. Congreso Internacional de
Microbiologia, Marrakech, 2-4 Octubre. Marruecos.

XXV



XXVi

3. Benghazi, L., Record, E., Martinez, J. y de la Rubia, T., (2012).

Comparison of biochemical properties of recombinant and native
Phanerochaete flavido alba Laccases. Congreso Internacional de
Microbiologia, Marrakech, 2-4 octubre .Marruecos.

. Benghazi, L., Suarez, A., de la Rubia, T., Record, E. y Martinez, J. (2011).

Expresion de la lacasa de Phanerochaete flavido alba en Aspergilus-
Niger. SEM XXIII Congreso Nacional de Microbiologia. Salamanca, 11-14
julio. Espaiia.

5. Benghazi, L., Martinez-Lépez, J., Suarez, A. y Rodriguez-Rincon F.

(2010). Régulacion de la expresiéon de la Lacasa de Phanerochaete
flavido alba. Congreso national de la sociedad Francesa De Microbiologia.
Marseille, 2-3-4 Junio, Francia



ABTS
ADN
ADNc
ARN
ARNmM
BL
BSA
BTEX
Ce
DDT
DMF
DMSO
dNTPs
DO
EDTA
EGTA

&
FPLC

GC-MS
HDACs
HPLC

Kcat
Km

LB
LMS
MB
MCOs
MRNA
NCBI
NY1

PAGE

PAH
PBS

Abreviaturas

2.2'-azinobis (3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato)
Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Medio basal para la produccidn de lacasa de P. flavido-alba
Seroalbumina bovina

Benceno, tolueno y xileno

Ciclo umbral de PCR en tiempo real
1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano
N,N-Dimetilformamida

Dimetilsulféxido

Desoxirribonucledtidos trifosfato

Densidad Optica

Acido etilén-diamino-tetraacético

acido etilenglicol tetraacético

Potencial de reduccién

Coeficiente de extincién molar a una longitud de onda (1) XxVii

Cromatografia liquida rapida de alta eficacia (Fast protein liquid
cromatografy)

Cromatografia de gases asociada a espectrometria de masas
Inhibidores de las histonas desacetilasas

Cromatografia liquida de alta resolucion. (High Performance Liquid
Chromatography)

Constante catalitica de una reaccion enzimatica

Constante Michaelis-Menten

Medio de cultivo de Luria Bertrani

Sistema lacasa mediador

Medio basal para el cultivo de P.flavido-alba

Oxidasas multicobre

RNA mensajero

National Center for Biotechnology Information

Acid red 299: (acido 3-(4-(4-(bis(2-hidroxietil) amino) fenildiazenil)
naftalen-1-il) diazenil) benceno sulfénico.

Polyacrilamide Gel Electrophoresis (electroforesis en geles de
poliacrilamida)

Hidrocarburo policiclico aromatico

Tampon fosfato salino



XXviii

PCB
PCP
PCR
praL
PfaL
QPCR
rpm
RT
SAHA
SDS
SPE
TAE
TBS
TBS-T
TEMED
TEMPO
Tm
TNT

VAN
Vmax
WRF
X-Gal
YMPG

Bifenoles policlorados

Pentaclorofenoles

Reaccién en cadena de la polimerasa

Gen de la lacasa de P. flavido-alba

Lacasa de A. flavido-alba

PCR cuantitativa en tiempo real

Revoluciones por minuto

Transcripcion reversa

Acido suberanilo hidroxamico (vorinostar)
Dodecilsulfato sddico

Extraccion en fase sdlida

Buffer tris acetato EDTA

Buffer tris salino

Buffer tris salino-Tween
N,N,N’,N’-tetrametilendiamina
2,2',6,6'-tetrametil-piperidina-N-oxil
Temperatura media de desnaturalizacion del DNA
Trinitrotolueno

Unidad internacional de actividad enzimatica
Metoxibencil alcohol

Velocidad maxima de una reaccidon enzimatica
White-rot-fungi: hongos de la podredumbra blanca de la madera
5-bromo-4-cloro-3-indolin-B-D-galactdsido
Medio de cultivo “Yeast-Malt-Peptone-Glucose”



Resumen

Los hongos de la podredumbre blanca constituyen un interesante grupo de
organismos con gran potencial biotecnoldgico debido a su habilidad para degradar
el polimero de la lignina y compuestos aromaticos.

La lacasa de Phanerochaete flavido-alba tiene unas propiedades que la hacen
particular entre las enzimas de este tipo de los basidiomicetos. El objetivo principal
de este trabajo ha sido estudiar la induccién, produccion, purificacion de esta
lacasa, y expresidon heterodloga del gen que la codifica en Aspergilus niger. Para ello
hemos definido los efectos de inhibidores de histona desacetilasas (HDACs) vy el
efecto de otros inductores aromaticos sobre la produccién de la enzima nativa.
Finalmente el trabajo describe un sistema de expresion heterdloga del gen de lacasa
de P. flavido-alba que ha permitido la caracterizacion fisico-quimica de la enzima
expresada. Ademas ha permitido estudiar la capacidad de esta enzima
recombinante para degradar colorantes textiles. Los resultados presentados en esta
tesis doctoral confirman su potencial aplicacion en este tipo de estrategias de
biorremediacion.

En este sentido hemos demostrado que la laccasa de P. flavido-alba puede
producirse en cantidades razonables en A. niger, con mayor rendimiento que la
lacasa nativa y con propiedades ventajosas como su estabilidad a pH alcalino y
frente a disolventes organicos. Ademas, hemos comprobado que no necesita
mediadores redox para oxidar de manera eficiente dos colorantes textiles de
diferente estructura quimica. Todos estos resultados indican la utilidad potencial de
la lacasa recombinante de P. flavido-alba.
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Resume

Grace a leur capacité a dégrader les polymeres de lignines et les composés
aromatiques, les champignons de la pourriture blanche constituent un groupe
intéressant d'organismes avec un remarquable potentiel biotechnologique.

Dans le cadre de la thése, nous avons essayé de déterminer ce potentiel avec pour
modele, la laccase de Phanerochaete flavido-alba. 'objectif principal de ce travail a
été d'étudier l'induction, la production et la purification de cette laccase, ainsi que
I'expression heterologue du géne codant chez Aspergillus niger. Nous avons tout
d’'abord défini l'effet inhibiteur des histones desacetilases (HDACs) et I'effet
d'inducteurs aromatiques sur la production de I'enzyme native. Nous avons
également mis en place un systeme d'expression heterologue du géne codant pour
la lacase de A.flavido-alba, ce qui a permis d'obtenir la caractérisation physico-
chimique de I'enzme recombinante. En outre, nous avons étudié la capacité de cette
enzyme a dégrader des colorants textiles. Les résultats présentés dans cette thése
doctorale confirment son application potentielle en bio-rémédiation.

Nous avons démontré que la laccase de P.flavido-alba peut étre produite en
quantité raisonnable dans A. niger, avec un rendement plus élevé que la souche
sauvage. Les propriétés de la lacase natif se sont révélées avantageuses, comme sa
stabilité au pH alcalino ou a des solvants organiques. De plus, nous avons Vérifié
qu'il n'a pas besoin des médiateurs redox pour oxyder de maniére efficace deux
colorants textiles de différentes structures chimiques. Tous ces résultats indiquent la
possiblité d'utilser la laccase recombinante de P. flavido-alba dans des applications
biotechnologiques






1. INTRODUCCION







1.1. La pared celular vegetal

En la tierra, las plantas son las encargadas de fijar el CO, atmosférico que se
acumula mayoritariamente en las paredes celulares vegetales de naturaleza
lignoceluldsica y constituye el paso mas importante en la incorporacidon de carbono
inorganico a los ecosistemas. Parte de este carbono es incorporado en las plantas
en forma de tejidos de defensa y sostén, son los conocidos como materiales
lignoceluldsicos: los polisacaridos: celulosa y hemicelulosa y la lignina que son los
principales componentes de las paredes celulares de las plantas superiores (Figura
1).
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Figura 1. Esquema de la localizacién de los principales componentes de la pared celular de
los tejidos lefnosos vegetal. P: pared primaria, S1-S3: capas de la paredes celular
secundarias y ML: lamina media (Kirk y Cullen, 1998).

1.1.2. Polisacaridos

La celulosa supone un 45% del peso de la madera. Es un polimero lineal de largas
cadenas de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos B-(1,4). Las cadenas se unen
entre si, dando lugar a las fibrillas elementales, que a su vez se unen formando las
microfibrillas que estan cubiertas de hemicelulosa y lignina (Fugita y Harada, 1991).
La composicion de la celulosa es semejante en todas las plantas (angiospermas y
gimnospermas). Las hemicelulosas representan entre un 25% y un 30% del peso



de la madera. Son heteropolimeros constituidos por diversos azlcares unidos por
enlaces B-(1,4) y a veces B-(1,3). Sus constituyentes principales son D-xilosa, D-
manosa, D-galactosa, L-arabinosa y los acidos 4-O-metilglucuréonico y D-
galacturdénico. Las hemicelulosas difieren de la celulosa en que presentan
ramificaciones con cadenas laterales cortas de azlcares diferentes a los de la
cadena principal. La composicion de las hemicelulosas varia entre las diferentes
especies. Las de angiospermas son ricas en xilanos, mientras que las de
gimnospermas lo son en mananos (Fengel y Wegener, 1984).

1.1.3. Lignina

La lignina es, junto con la celulosa, el polimero mas abundante en la naturaleza,
representa mas del 15% de la biomasa terrestre. Proporciona a la pared celular
vegetal: soporte estructural, impermeabilidad y resistencia frente al ataque
microbiano y al estrés oxidativo (Higuchi, 1990). Es un heteropolimero aromatico
complejo, altamente ramificado e insoluble, formado por unidades sustituidas de
fenilpropano unidos por enlaces éter y C-C entre el carbono del anillo aromatico y
las cadenas laterales alifaticas.

Este polimero se sintetiza en las paredes celulares de las plantas por acoplamiento
oxidativo de los radicales fenoxi originados en las oxidaciones de los alcoholes
precursores fenilpropano, producidos principalmente por las peroxidasas y fenol
oxidasas de las plantas.

La biosintesis de los precursores tiene lugar a partir de la fenilalanina, a través de la
ruta de los acidos cindmicos (Higuchi, 1990). Inicialmente se sintetizan los alcoholes
cinamilicos, cumarilico (4-hidroxicinamilico), coniferilico (4-hidroxi-3-
metoxicinamilco) y sinapilico (4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamilico), que representan
respectivamente las unidades 4-hidroxifenilio (H), guayacilo (G) y siringilo (S) de la
lignina (Higuchi, 1997). Recientemente, se ha descrito la existencia de otro tipo de
monomeros no convencionales, como los alcoholes p-hidroxicinamilicos acetilados
en el carbono-y de la cadena lateral (Lu y Ralph, 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Precursores fenilpropano de la unidad estructural de la lignina.

La polimerizacion de los precursores tiene lugar por la sucesion de etapas
enzimaticas que generan radicales, y etapas quimicas en las que los radicales se
unen formando dimeros, estos son de nuevo oxidados y se unen con los
monomeros o entre si y progresivamente se forma el polimero (Higuchi, 1990).

Las diversas unidades H, G y S se unen entre si por diferentes tipos de enlaces,
aungue el mas abundante (mas del 50% del total de enlaces) es el enlace aril-éter
B-O-4 entre el C4 del anillo bencénico y el C; de la cadena lateral, que implica al
oxigeno fendlico de los precursores, por ello el contenido de unidades fendlicas de
la lignina es muy bajo y esto provoca su dificil degradacion. En la Figura 3 se
muestra un esquema de la estructura de la lignina de coniferas, en ella se recogen
los diversos tipos de enlaces que se establecen entre los mondmeros fenilpropano.
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Figura 3. Modelo estructural de la lignina de coniferas basado en el propuesto por Adler
(1977). Se indica con una flecha el tipo de enlace mayoritario f-O-4.

La heterogeneidad de la lignina es debida a la expresion diferencial de las enzimas
monooxigenasas y reductasas, que participan en la ruta de los acidos cinamicos, lo
que conduce a diferentes proporciones de unidades H, S y G (Higuchi, 1997;
Donaldson, 2001), y a la reactividad entre diferentes radicales fenoxilo formados
durante la oxidacion de estas unidades por enzimas de tipo fenol-oxidasa. La
variedad de los tipos de enlaces y su estructura amorfa confieren a la lignina una
gran complejidad (Fengel y Wegener, 1984) que conduce a diferencias en el
contenido, distribucion y composicion a nivel de organismos, tejidos e incluso capas
dentro de la pared celular de una misma planta (Higuchi, 1990).



1.2. Los hongos ligninoliticos

Los hongos ligninoliticos son organismos que pertenecen al grupo de Basidiomicetos
o de Ascomicetos, estos Ultimos juegan un papel muy importante en el ciclo de
carbono (Wesenberg y col., 2003). Dentro de este grupo encontramos hongos de la
podredumbre blanda, parda y blanca de la madera.

1.2.1. Hongos de podredumbre blanca de la madera (WRF)

Los hongos de podredumbre blanca de la madera constituyen un interesante grupo
de organismos con gran potencial biotecnolégico debido a su habilidad para
degradar el polimero de lignina (Kirk y Farrell, 1987) y compuestos aromaticos.
Producen acumulos de celulosa que dan a la madera una apariencia blanquecina
(Pointing, 2001). Estos hongos degradan los componentes de la madera y causan
su mineralizacién y despolimerizacion (Cheng y Chang, 1985). 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)

1.2.2. Hongos de podredumbre parda de la madera

Los hongos de la podredumbre parda son exclusivamente Basidiomicetos y
representan Unicamente el 7% de los hongos degradadores de la madera. Atacan
fundamentalmente la celulosa y la hemicelulosa y producen una degradacion parcial
de la lignina generando una acumulacion de lignina oxidada que aporta el color
pardo a la madera y de esto proviene su nombre (Martinez y col., 2005).

1.2.3. Hongos de podredumbre blanda de la madera

Los hongos que pertenecen a este grupo son en su mayoria Ascomicetos y también
algunos basidiomicetos, pueden provocar este tipo de podredumbre (Martinez y
col., 2005), estos hongos atacan la celulosa y la hemicelulosa de la madera
reblandeciendo sus tejidos y producen una descomposicion superficial de la misma.

1.3. Biodegradacion de los materiales lignocelulésicos
La biodegradacion de materiales lignoceluldsicos es un proceso natural de gran

importancia para su reciclado en los ecosistemas (Blanchette, 1995; Pérez y col.,
2002).



1.3.1. Biodegradacion de celulosas y hemicelulosas

La conversion de celulosas y hemicelulosas en azlicares mas simples es llevada a
cabo por un gran numero de organismos (bacterias, hongos y protozoos) que
secretan diferentes tipos de hidrolasas capaces de degradar estos polisacaridos en
mono y disacaridos (Leonowicz y col., 1999).

Las celulasas de origen flungico, principalmente de los géneros T7richoderma,
Phanerochaete y Fusaruim, han sido las mas estudiadas ya que estos organismos
las producen extracelularmente y por tanto se facilita su separacién en los medios
de cultivo. EI complejo celulolitico de estos hongos esta formado por distintos
componentes que actian sinérgicamente. Este sistema enzimatico tiene tres tipos
diferentes de actividades, endo-B-glucanasa, exo-p-glucanasa y p-glucosidasa
(Montenecourt y Eveleigh, 1979). La endoglucanasa actda al azar en el interior del
polimero hidrolizando enlaces p-(1,4) y generando nuevos extremos de cadena no
reductores. Las exoglucanasas actuan sobre ellos liberando moléculas de celobiosa
o de glucosa y la B-glucosidasa hidroliza celobiosa y oligosacaridos de pequeio
tamano. Existen distintos tipos de enzimas que degradan hemicelulosas (endo y
exoxilanasa y B—xilosidasas) que presentan alta especificidad segln los azlcares
que constituyen las cadenas

1.3.2. Biodegradacion la lignina

La lignina es por sus caracteristicas estructurales un polimero de muy dificil
degradacion (Barr y Aust, 1994), ademas su gran tamano, impide su metabolismo
intracelular, por ello, la degradacién de la lignina es un paso limitante en el
reciclado del carbono en los ecosistemas terrestres (Buswell y Odier, 1987).

Existen diferentes organismos capaces de degradar la lignina, en mayor o menor
medida, entre los que se encuentran bacterias como Pseudomonas, Xantomonas y
Streptomyces, (Buswell y Odier, 1987), hongos ascomicetos como Chrysonilia
sitophyla (Buswell y Odier, 1987) y deuteromicetos como Fusarium proliferatum
(Buswell y Odier, 1987; Regalado y col., 1997). El principal grupo de hongos que
degradan la lignina de la madera es el de los basidiomicetos. Dentro de este grupo
de basidiomicetos, se encuentran los Unicos organismos capaces de mineralizar
eficientemente la lignina: los hongos de la podredumbre blanca (Crawford, 1981;
Buswell y Odier, 1987). Entre estos organismos, Phanerochaete chrysosporium ha
sido histéricamente el organismo utilizado como modelo en los estudios de
biodegradacion de la lignina (Schoemaker y col., 1991) a pesar de que no es el mas



selectivo en la degradacion del polimero.

La biodegradacion de lignina es un proceso complejo catalizado por enzimas que
muestran una gran inespecificidad (Kirk y Farrell, 1987). El proceso implica tanto la
despolimerizacion inicial de la lignina como la transformacidn que sufren los
productos derivados de la lignina para incorporarse en las rutas generales del
metabolismo.

Es un proceso oxidativo, enzimatico y radicalario. En él intervienen las enzimas
oxidorreductasas ligninoliticas propiamente dichas (lacasas y peroxidasas) y
variedad de enzimas auxiliares (oxidasas productoras de H,0,, celobiosa
deshidrogenasa, reductasas miceliares, etc.). También intervienen radicales
altamente oxidativos generados durante el proceso. Entre estos ultimos se incluyen
especies activas de oxigeno, iones de metales oxidados y radicales de compuestos
de bajo peso molecular, liberados durante la degradacion del polimero, que son
capaces de atacar la lignina de forma no especifica y penetrar en la pared celular,
accediendo a zonas donde, por sus tamanos, las enzimas no pueden acceder (Kawai
y col., 1989; Evans y col., 1994; Guillén y col., 2000; Camarero y col., 2005;
Martinez y col., 2005; Gorbacheva y col., 2009).

1.3.2.1. Peroxidasas ligninoliticas

La primera peroxidasa ligninolitica identificada fue la lignina peroxidasa (LiP) (Tien,
1988; Glenn y col., 1983), con posterioridad a su hallazgo en P. chrysosporium, la
LiP ha sido detectada en otros muchos hongos (Hatakka, 1994).

La LiP posee un fuerte poder oxidante y no solamente oxida los sustratos habituales
de las peroxidasas como, fenoles y anilinas, sino también una variedad de
estructuras no fendlicas y éteres aromaticos semejantes a las unidades estructurales
basicas de la lignina (Tuor y col., 1992).

La interaccién de LiP con un substrato se lleva a cabo mediante un mecanismo
“ping-pong” donde el H,0, oxida la enzima dando lugar al compuesto I & LiP-I
(Figura 4). Posteriormente, el compuesto I es reducido en dos pasos consecutivos
por sustratos organicos para formar el compuesto II 6 LiP-II y la enzima nativa. En
exceso de H,0,y ausencia de sustratos reductores, ocurre la inactivacion del enzima
al compuesto III 6 LiP-III. Este puede ser convertido a la enzima nativa por
autooxidacion espontanea o por oxidacidn con el radical catidnico del alcohol
veratrilico (Wong, 2009).
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Figura 4. Ciclo catalitico de la LiP tomado de Wong, 2009.

Un afio después del descubrimiento de la LiP, se descubrié una segunda peroxidasa
ligninolitica: manganeso peroxidasa (MnP) (Kuwahara y col., 1984). A diferencia de
la LiP, la MnP solo es capaz de oxidar compuestos fendlicos, ademas requiere la
presencia de Mn?* para cerrar su ciclo catalitico (Figura 5). El enzima es oxidada
por H,O, o peroxidos organicos para dar el compuesto I (MnP-I), la reduccidon de
este compuesto I por Mn** da lugar al compuesto II (MnP-II) y este es reducido a la
enzima nativa de forma similar por la oxidacién de otra molécula de Mn?*. Mientras
que el compuesto I de la MnP puede ser reducido al compuesto II no solo por Mn?*
sino por otros donadores de electrones, el compuesto II de la MnP solo puede ser
reducido al enzima nativa por el Mn** por lo que este es un reductor obligado para
cerrar el ciclo (Hofrichter, 2002).
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Figura 5. Ciclo catalitico de la MnP tomado de Hofrichter, 2002.

El Mn** formado por la MnP es a su vez un agente oxidante que, una vez
estabilizado en forma de quelatos, es capaz de oxidar rapidamente las unidades
fendlicas y también las no fendlicas a través de reacciones de peroxidacion de
lipidos (Jensen y col., 1996). La capacidad de sintetizar manganeso peroxidasa esta
ampliamente distribuida entre los hongos ligninoliticos (Hatakka, 1994; Peldez y
col., 1995).

Al igual que la LiP, la MnP también se inactiva en exceso de perdxidos y ausencia de
sustratos reductores.

La tercera peroxidasa ligninolitica es la peroxidasa versatil (VP) descrita por primera
vez en Pleurotus eryngif como un tipo de manganeso peroxidasa capaz de oxidar
Mn?* y sustratos no fendlicos tipicos de la lignina peroxidasa (Ruiz-Duefias y col.,
1999; Camarero y col., 1999). Posteriormente se han aislado de otros hongos como
Bjerkandera adusta (Wang y col., 2003), Bjerkandera sp. B33/3 (Moreira y col.,
2007) y Pleurotus ostreatus (Kamitsuji y col., 2004).

Este grupo de enzimas no solo oxidan el Mn** como las MnPs sino que también
oxidan sustratos aromaticos de alto potencial redox tipicos de la LiP como el alcohol
veratrilico, metoxibencenos y modelos de lignina en ausencia de manganeso
(Camarero y col., 1999). Esta enzima puede también oxidar eficazmente colorantes
de alto potencial redox como el colorante Reactive Black Blue 5 (RB5) asi como una
variedad de fenoles e incluso hidroquinonas (Heinfling y col., 1998).

La participacion de la VP en la degradacion del polimero de lignina se ha puesto de
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manifiesto recientemente por Salame y col., 2013. Estos autores demuestran que la
inactivacion del gen mnp2 de P. ostreatus, que codifica la VP2, provoca una
reduccidon de entre un 14% a un 36% de la mineralizacién de la lignina tanto en
medios adicionados como no adicionados de Mn?*.

1.3.2.2. Lacasa

La mayoria de los hongos de la podredumbre blanca de la madera secretan una o
varias lacasas (Giardina y col., 2009). Por ser el objetivo de esta tesis, la descripcion
de esta enzima se realizara en el apartado 2 de esta introduccion.

1.3.2.3. Oxidasas productoras de H,0,

Para la actuacion de las peroxidasas ligninoliticas, en la degradacion de la lignina,
los WRF requieren perdxido extracelular. Este perdxido es producido principalmente
por dos enzimas: glioxal oxidasa (Kersten y Kirk, 1987) y aril alcohol oxidasa (AAO)
(Guillén y col., 1994).

La glioxal oxidasa fue descrita por primera vez en cultivos de P. chrysosporium en
condiciones ligninoliticas (Kersten y Kirk, 1987), y posteriormente también en otros
hongos como en Phlebia radiata (Vares y col., 1994). Esta enzima es capaz de
generar H,0, extracelular mediante la oxidacion de muy diversos metabolitos
secretados por el hongo, como el glioxal, metilglioxal o el acido glioxilico (Kersten,
1990).

La aril alcohol oxidasa se ha descrito en hongos del género Pleurotus (Bourbonnais
y Paice, 1988; Guillén y col., 1990; Sannia y col., 1991), y en otras especies, como
B. adusta (Muheim y col., 1990). Tiene una amplia especificidad de sustrato. En 2.
eryngli se ha comprobado que es capaz de oxidar alcoholes primarios alfa-
insaturados y alcoholes alifaticos insaturados generando H,0, extracelular (Guillén y
col., 1994). Algunos sustratos de la aril alcohol oxidasa (principalmente los alcoholes
aromaticos) son producidos durante la despolimerizacion de la lignina a través de
reducciones enzimaticas de esta forma estos sustratos estan disponibles para la
actuacion de esta enzima durante la degradacion del polimero.

1.3.2.4. Enzimas reductoras intracelulares

El micelio de los WRF reduce las quinonas, los aldehidos y los acidos aromaticos
producidos por ellos o liberados durante la degradacion de la lignina (Ander y col.,



1984). Entre las enzimas reductoras miceliares cabe destacar la aril alcohol
deshidrogenasa y la quinona reductasa (Constam y col.,, 1991). Sus funciones
podrian ser: la reduccion de quinonas y radicales fenoxilo impidiendo su
repolimerizacion y toxicidad, y la reduccién de los productos derivados de la
despolimerizaciéon de la lignina, que es un requisito para que continlde su
degradacion, ya que al ser reducidos, se convierten de nuevo en sustratos de las
enzimas ligninoliticas (Schoemaker y col., 1989).

1.3.2.5. Agentes oxidantes de bajo peso molecular

Los hongos ligninoliticos se caracterizan por producir gran cantidad y variedad de
metabolitos extracelulares (Shimada y Higuchi, 1991). Algunos de estos compuestos
participan en la degradacion de la lignina; como mediadores de las enzimas
ligninoliticas, como el alcohol veratrilico o el acido hidroxiantranilico mediadores de
la LiP (Cancel y col.,, 1993) y de la lacasa (Eggert y col., 1996); otros como
sustratos de las enzimas (como el glioxal o metilglioxal) para la glioxal oxidasa o los
acidos dicarboxilicos que estabilizan al Mn** producido por la MnP (Kishi y col.,
1994) y ademas estan implicados en la formacion de especies reactivas del oxigeno

Ademas de estos metabolitos aromaticos estos hongos producen también especies
reducidas del oxigeno como H,0,, anién superdxido (O,") y radical hidroxilo (OH)
que debido a su alto potencial redox son capaces de atacar directamente a la lignina
(Backa y col., 1993).

1.4. Lacasas

La lacasa (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigeno oxidoreductasa) es una de las pocas
enzimas que han sido estudiadas desde el siglo XIX. Fue descrita por primera vez en
1883 en exudados de la laca del arbol japonés RhAus vernicifera (Yoshida, 1883).
Ese descubrimiento hace a esta enzima una de las enzimas mas antiguas. En 1896
se demostr6 en hongos (Bertrand, 1896) y posteriormente ha sido descrita en otros
organismos.

Son enzimas comunes en la naturaleza y se encuentran ampliamente distribuidas en
plantas y hongos asi como en bacterias y en insectos (Minussi y col., 2007). Las
lacasas de vegetales se encuentran en el xilema donde presumiblemente oxidan
monolignoles en las primeras etapas de la lignificacion (Gavnholt y Larssen, 2002) y
también participan en la formacidn del polimero de la lignina mediante mecanismos
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radicalarios. No obstante la distribucién de estas enzimas en vegetales es mucho
mas limitada que en los hongos (Mayer y Staples, 2002; Moin y Omar, 2014).

Solo se han descrito unas pocas lacasas de origen procariota. La primera de ellas se
detectd en la bacteria Azospirillum lipoferum (Givaudan y col., 1993) donde esta
implicada en la formaciéon de la melanina. Se ha descubierto en Marinomonas
mediterranea una lacasa atipica con seis sitios de union al cobre de funcién
desconocida (Sanchez-Amat y col., 2001). En las cubiertas de las esporas de Bacillus
subtilis se ha descrito una lacasa (Enguita y col., 2003) que participa en la
produccion de pigmento en las endosporas. También se han descrito lacasas en
especies del género Streptomyces (Arias y col., 2003), a pesar de todas estas
descripciones, no parece que esta actividad sea un hecho comun entre procariotas.

Sin embargo, son muchas las descripciones de lacasas en hongos, principalmente
en ascomicetos y basidiomicetos habiéndose purificado a partir de muchas especies.
Las lacasas son tipicas de hongos basidiomicetos de la podredumbre de la madera y
relacionados, como los hongos saprofitos descomponedores de restos vegetales del
suelo, esto es, de especies que provocan la degradacidn de la lignina. Entre estos
grupos casi todas las especies de WRF producen lacasa en mayor o menor
proporcidn y esta enzima ha sido purificada de muchas especies (Hatakka, 2001).
La mayoria de las lacasas caracterizadas derivan de WRF que son eficaces
degradadores de la lignina, muchos contienen algunos genes codificadores pero sus
papeles fisioldgicos no son del todo comprendidos (Mander y col., 2006). Agaricus
bisporus (Wood, 1980), Botrytis cinerea (Marbach y col., 1984), Coprinus cinereus
(Scheneider y col., 1999), AP. radiata (Niku-Paavola y col.,, 1988), P. ostreatus
(Sannia y col., 1986) y Trametes versicolor (Rogalski y col., 1991) son ejemplos de
basidiomicetos que producen lacasas.

1.4.1. Lacasas y sus funciones fisioldgicas

Como ya hemos comentado, las lacasas son un tipo de multicobre oxidasas azules
(MCOs) ampliamente distribuidas en la naturaleza y muy estudiadas por su
participacion en la degradacion de la lignina.

Sus funciones bioldgicas son diferentes segin los organismos productores aunque
todas catalizan reacciones de polimerizacion y despolimerizacion. En plantas, las
lacasas estan implicadas en la respuesta primaria a heridas (Davies y Ducros, 2001)
y en la sintesis y polimerizacion de lignina (Bao y col., 1993). En insectos en la
esclerotizacion y ensamblaje de las cuticulas (Dittmer y col., 2004). En procariotas



se han relacionado con la morfogénesis (Sharma y col., 2007) (Tabla 1) en la
biosintesis de pigmentos de las esporas, en la proteccidn que proporciona las
cubiertas de las esporas a la radiacion UV (Hullo y col., 2001).

Tabla 1. Posible funcion bioldgica de las principales oxidasas multicobre tipo lacasa
descritas en procariotas (Modificado de Sharma y col., 2007).

Especie (gen)

Posible funcién

Referencia

Azospiriflum lipoferum

Pigmentacioén
Oxidacion de compuestos
fendlicos

Givaudan y col., 1993

Bacillus sp. (mnx G)

Esporulacion, oxidacién Mn**

Van Waasbergen y col.,
1996.

Bacillus sphaericus

Esporulacion, pigmentacion

Claus y Filip, 1997

Bacillus subtilis (cot A)

Pigmentacion de esporas
Resistencia a UV y H,0,

Hullo y col., 2001

15

Bacillus Pigmentacién de esporas

licheniformes (coth) Resistencia a UV y H,0, Koschorreck y col., 2008
. . Pigmentacion de esporas .

Bacillus pumilus (coth) Resistencia a UV y H,0, Reiss y col., 2011

Marinomonas Pigmentacion ?gg;hez-Amat v solano,

mediiterranea (ppoh) 9

Sanchez-Amat y col., 2001

Streptomyces antibioticus

Sintesis de fenoxacinonas

Hsieh y Jones, 1995

Pigmentacién Jones, 2000
Streptomyces griseus Pigmentacion
(epon) Morfogénesis Endo y col., 2003

Xanthomonas campestris

(coph)

Resistencia al Cu®*

Lee y col., 1994

La alta actividad lacasa en WRF sugiere que su principal funcién es la
despolimerizacion de constituyentes de la pared celular de los vegetales como la

lignina.

El papel de las lacasas en la degradacién de la lignina es evidente porque:

e La mayoria de los WRF que degradan lignina también producen lacasa

extracelularmente

e El polimero de lignina contiene grupo fendlicos que constituyen sustratos de

las lacasas
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e En la naturaleza la degradacién de la lignina asi como la catélisis de la lacasa
es un proceso oxidativo

Este proceso de degradacion también implica la participaciéon sinérgica de algunas
otras enzimas y componentes no enzimaticos, que ayudan a establecer un equilibrio
entre la polimerizacion y despolimerizacion enzimatica (Barbosa y col., 1996;
Galliano y col., 1991). Ademas de la degradacidon de biopolimeros, las lacasas
fungicas llevan a cabo otras funciones fisioldgicas como la produccion de pigmentos
(que suelen producirse frente a estrés medioambiental), la morfogénesis flngica,
detoxificacion, esporulacion y en la patogénesis (Thurston, 1994; Nagai y col.,
2003). En hongos patdgenos de plantas la produccion de lacasa se relaciona con la
detoxificacion de componentes toxicos generados por la planta como sistema de
defensa (Mayer y Stapel, 2002). En el hongo patdgeno humano Cryptococcus
neoformans, las lacasas son expresadas como factores de virulencia, estas lacasas
convierten catecolaminas del hospedador en melanina que protege a C
neoformans, por lo que este hongo provoca un mayor dano en el hospedador (Zhu
y Williamson, 2004).

En hongos las lacasas intervienen en la degradacion de la lignina junto con otras
enzimas ligninoliticas (Leonowicz y col., 2001).

1.4.2. Produccion de lacasas: condiciones nutricionales y de cultivo

La produccién de lacasa por hongos esta muy influenciada por muchos parametros
como tiempo de cultivo, cultivos sumergidos o estacionarios, concentraciones de
compuestos organicos o inorganicos, concentracion de inductores (Palmieri y col.,
2000), aireacion (Dekker y Barbosa, 2001) y actuacion de proteasas (Palmieri y col.,
2001).

Las lacasas son producidas durante el metabolismo secundario de WRF en cultivos
sumergidos o sustratos naturales (Scraddha y col., 2011). Las demandas fisioldgicas
varian entre los WRF y hay numerosos estudios sobre la influencia de la agitacion,
pH, temperatura, niveles de fuentes de carbono, nitrogeno y elementos traza.

1.4.2.1. Influencia del pH en la produccion de lacasa



El pH del medio de cultivo de los hongos es critico y juega un papel muy importante
no solo sobre el crecimiento sino también sobre la produccion de enzimas
ligninoliticas. Aunque no hay mucha informacién disponible sobre la influencia de pH
en la produccion de lacasa, se ha comprobado que el cultivo de los hongos a pH 5.0
proporciona altos niveles de actividad lacasa. Asi el pH optimo para la produccion de
lacasa en muchos hongos esta comprendido entre 5.0 y 6.0 (Minussi y col., 2007,
Thiruchelvam y Ramsay, 2007; Papinutti y col., 2003).

1.4.2.2. Influencia de la temperatura sobre la produccién de lacasa

La temperatura, como cualquier otro parametro fisico, juega un papel vital en el
crecimiento y produccidon de lacasa. La temperatura éptima para la formacion de
cuerpos fructificantes y para la produccion de lacasa es de 25° C en presencia de
luz, y de 30° C cuando los cultivos son incubados en oscuridad (Thurston, 1994). En
general los hongos presentan una mayor produccidon de lacasa a una temperatura
de 25° C a 30° C (Minussi y col., 2007), disminuyendo a temperaturas superiores
(Zadrazil y col., 1999).

1.4.2.3. Influencia del carbono sobre la produccién de la lacasa

La degradacion de compuestos de carbono proporciona energia que es utilizada por
los organismos para su crecimiento y desarrollo. La fuente de carbono mas
facilmente utilizada por los WRF es la glucosa (Levin, 2002). Entre las diversas
fuentes de carbono utilizadas, el extracto de malta resultd ser la mejor para la
produccion de lacasas por algunos WRF (Da Cunha y col., 2003).

1.4.2.4. Influencia de las fuentes de nitrégeno sobre la produccién de
lacasa

Las lacasas de WRF son generalmente producidas durante la fase de metabolismo
secundario, a menudo alcanzada por limitacion en nitrégeno (Leathan y Kirk, 1983),
aunque en algunas cepas de estos hongos se ha comprobado que las
concentraciones de nitrégeno no tienen ningun efecto sobre esta actividad (Janusz y
col., 2006), estas observaciones contradictorias fueron adscritas a diferencias entre
cepas de P. chrysosporium y Lentinus edodes (Buswell y col., 1995). Estos autores
encontraron que las lacasas fueron producidas a altas concentraciones de nitrégeno
aun cuando se acepte que para la produccion de lacasa se requiera una alta relaciéon
carbono/nitrégeno.
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Por otro lado, Leathan y Kirk 1983, probaron diferentes fuentes de nitrogeno
principalmente nitrato potdsico, acido glutamico, glicina, extracto de carne etc. y
encontraron que el acido glutamico a baja concentracién proporciond las mayores
cantidades de lacasa.

1.4.2.5. Influencia de compuestos aromaticos sobre la produccion de
lacasa

Los compuestos aromaticos de bajo peso molecular, tienen una influencia muy
significativa sobre el crecimiento y actividad de microorganismos lignoceluloliticos
(Guota y col., 1981). Algunos de estos compuestos relacionados estructuralmente a
la lignina como los acidos ferulico, veratrico y otros compuestos fendlicos, son
producidos de forma natural por estos hongos durante la degradacion del polimero.
Estos compuestos aromaticos por tanto son anadidos de forma rutinaria a los
medios de cultivo para incrementar la produccidén de la lacasa por estos hongos
(Arora y Rampal, 2002). Se ha propuesto que una de las funciones de la lacasa es la
polimerizacién de compuestos aromaticos producidos durante la degradacién de la
lignina (Thurston, 1994).

1.4.2.6. Influencia del cobre sobre la produccién de lacasa

El cobre es un micronutriente indispensable para la mayoria de los organismos vivos
(Arora y Rampal, 2002). La adicion de bajas concentraciones de cobre a los medios
de cultivo de WRF, estimula la produccién de lacasa (Giardina y col., 1999). Palmieri
y col., 2000, encontraron que la adicion de 150 uM de sulfato de cobre a los
medios de cultivo provoca un aumento de 5 veces la actividad lacasa cuando se
compara con el cultivo control.

1.4.3. Induccion de la produccion de lacasas

Debido a su amplio rango de sustratos, las lacasas fungicas tienen numerosas
aplicaciones industriales (ver apartado aplicaciones biotecnoldgicas). Hay
numerosos estudios sobre la regulacion de la expresion de los genes de las lacasas
con objeto de incrementar la productividad de las lacasas nativas y también para
descubrir el papel fisioldgico de las diferentes isoformas producidas por el mismo
organismo. Como ya hemos comentado, la sintesis y secrecion de lacasas estan
muy influenciadas por los niveles de nutrientes, etapa del desarrollo asi como por la
adicion de una amplia variedad de inductores al medio de cultivo que varian entre
las diferentes especies de hongos y las diferentes isoformas de una misma cepa.



La transcripcion de genes de lacasas esta con frecuencia regulada por iones metales
(Collins y Dobson, 1997), varios compuestos aromaticos relacionados con la lignina
o con derivados de la lignina (Terrén y col., 2004) y con los niveles de nutrientes
(Collins y Dobson, 1997; Soden y Dobson, 2001).

1.4.3.1. Induccidn de la lacasa por metales

La regulacion de la expresion de la lacasa por metales estd muy extendida en los
hongos. Se ha demostrado la induccién por Cu®*, Ag* y Mn**. En todos los hongos
analizados 7. versicolor, Ceriporiopsis subvermispora, P. ostreatus, Pleurotus sajor-
caju, Coriolopsis rigiday Trametes pubescens, la regulacion de la produccién de la
lacasa por cobre ocurre a nivel de la transcripcion (Collins y Dobson, 1997; Alvarez y
col., 2009; Palmieri y col., 2000; Faraco y col.,, 2003; Soden y Dobson, 2001;
Galhaup y col., 2002). Pero el efecto del cobre sobre la sintesis de la lacasa puede
explicarse no solo a nivel transcripcional. Los resultados de Palmieri y col., 2001
demuestran que la concentracion de cobre a 1mM disminuye la actividad proteolitica
extracelular en muchos hongos por lo que impide la degradacién de la proteina.

Los iones Ag* y el Mn** también modula la transcripcién de la lacasa (Soden y
Dobson, 2001; Manubens y col., 2007). No obstante estos iones pueden tener
efectos opuestos en diferentes especies. Asi el Mn** actda como inductor en A.
sajor-caju, Clitocybula duseniiy Nematoloma frowardii pero inhibe la expresion de la
lacasa en C. subvermispora (Scheel y col., 2000; Manubens y col., 2007).

1.4.3.2. Induccidn de la lacasa por compuestos aromaticos

Los fenoles y compuestos aromaticos relacionados con la lignina son generalmente
anadidos a los medios de cultivo para incrementar la produccion de la lacasa (de
Souza y col., 2004; Hou y col., 2004). La induccion de la lacasa por sustancias
fendlicas puede representar un mecanismo defensivo desarrollado por el hongo
frente a compuestos aromaticos tdxicos, ya que cataliza su polimerizacion. La lacasa
juega un papel defensivo disminuyendo el estrés oxidativo provocado por radicales
del oxigeno originados en la reaccion de estas moléculas (Thurston, 1994). Existen
numerosas descripciones de las respuestas en diferentes hongos a diferentes
compuestos aromaticos (Fukushima y col., 1995; Chen y col., 2003). La induccién
de la lacasa varia con el organismo y parece ser especifica de ciertos compuestos
aromaticos.

Esta induccion ocurre a nivel transcripcional y es diferente no solo entre los
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diferentes hongos analizados sino también entre las diferentes isoenzimas del
mismo organismo (Collins y Dobson, 1997; Terrdn y col., 2004; Xiao y col., 2006).

1.4.3.3. Induccidn de la lacasa por interacciones bioldgicas

Las lacasas son importantes en la virulencia de muchos hongos patégenos o como
mecanismo de defensa para hongos ligninoliticos (Missall y col., 2005). Muchos
autores sugieren que la lacasa juega un papel importante como mecanismo de
defensa de los basidiomicetos frente a microparasitos. Se ha examinado la induccién
y produccién de lacasa en cultivos de L. edodes, T. versicolor y P. ostreatus
infectados con especies de Trichoderma (Savoie y col., 1998) El interés en el
estudio de este tipo de respuesta deriva del hecho de que las cepas de 7richoderma
son parasitos muy agresivos de hongos de interés en la industria alimentaria como
Agaricus, Pleurotusy Lentinulalo que conduce a grandes pérdidas econémicas.

Baldrian, 2006 con 18 cepas de hongos ligninoliticos en cultivos en estado sélido,
describid el incremento de la produccién de lacasa en respuesta a la infeccion con
una cepa de Trichoderma harzianum, Flores y col., 2009 estudiaron la produccion y
el perfil de isoformas de lacasa de A. bisporus y P. ostreatus en respuesta a la
infeccion con especies de 7richoderma. Los resultados mostraron que la infeccion
con T7richoderma, hongo no productor de lacasa, incremento la produccién de lacasa
en ambos hongos tanto en cultivos en fase soélida como en cultivos sumergidos en
fermentadores.

1.4.4. Propiedades fisicoquimicas de las lacasas

Las lacasas flngicas generalmente son glicoproteinas extracelulares monomeéricas
con una masa molecular de entre 40 y 130 kDa. Como la mayoria de las proteinas
extracelulares fungicas, las lacasas son glicoproteinas. Sus contenidos en
carbohidratos unidos covalentemente pueden oscilar entre un 10 a un 25%, este
residuo glucidico suele consistir en manosa, N-acetilglucosamina y galactosa y
puede contribuir a la alta estabilidad del enzima (Claus, 2004). No obstante en
contenido glucidico de estas proteinas varia tanto en cantidad como en composicién
en funcion del medio de cultivo (Pickard y Hashimoto, 1988) por lo que los datos
son muy heterogéneos (Morozova y col., 2007).

Los puntos isoeléctricos son acidos entre 2.6-6.0 con un promedio de alrededor de
4.0 y el pH optimo depende del sustrato utilizado para valorar la actividad.
Generalmente las lacasas fungicas muestran un pH éptimo de entre 3.0-5.0 (Chang



y col., 2009).

En general son proteinas muy estables, con rango de temperatura entre 30 y 70° C
(Morozova y col., 2007) y 6ptimo de alrededor de 50° C (Chang y col., 2009) y
presentan actividad en un amplio rango de pH de entre 2.0 y 8.5 (Thurston, 1994).

La mayoria de las lacasas fungicas, especialmente las de hongos de la podredumbre
blanca de Ila madera son producidas y detectadas tanto intra como
extracelularmente (Susla y col., 2007; Wong, 2009).

Las lacasas se caracterizan por tener varios atomos de cobre en su estructura, en
estado de oxidacién Cu®*. Estos 4tomos de cobre se agrupan en tres tipos de
centros de cobre: tipo 1, tipo 2 y tipo 3 con diferentes propiedades (Yaroporov y
col. 1994).

e Tipo 1 (T1) el cobre azul, tiene un maximo de absorcion entre 600-610 nm y
proporciona color azul a estas proteinas. Este maximo es provocado por la
union covalente entre el cobre y la cisteina. Este cobre esta coordinado con
dos histidinas, una cisteina y un cuarto residuos que pueden ser leucina o
fenilalanina (Claus , 2004)

e Tipo 2 (T2): absorbe ligeramente en la region del visible y se encuentra muy
cerca del cobre T3 coordinado con dos histidinas y una molécula de agua.

e Tipo 3 (T3): Es un centro de cobre binuclear formado por un par de iones
Cu**-Cu®* con una banda de absorcién a 330 nm. Estd coordinado por 6
histidinas y un puente hidroxilo (Claus, 2004; Witayakran y Ragauskas,
2009).

En la naturaleza es posible encontrar lacasas no azules (Palmieri y col., 2000), se
denominan lacasas blancas se ha caracterizado estructuralmente y muestran la
presencia de un atomo de cobre, otro de hierro y dos atomos de zinc por molécula.

Los estudios de secuenciacion génica y del ADNc han puesto de manifiesto que la
mayoria de las lacasas flngicas muestran secuencias que suelen codificar para 520-
550 aminoacidos incluido el péptido de secrecion y que tienen muy conservadas las
secuencias de union al cobre (Thurston, 1994).

1.4.5. Mecanismo catalitico de las lacasas
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A pesar de la intensa investigacion llevada a cabo, el mecanismo catalitico de las
lacasas todavia no estd completamente definido.

Los electrones separados de los sustratos, se transfieren secuencialmente al cobre
T1 y luego al centro T2/T3 presentes en el centro activo del enzima (Figura 6),
finaliza con una molécula de oxigeno que se reduce a una molécula de agua
(Solomon y col., 1996). La eficacia en la oxidacién de sustratos depende de la
diferencia de potenciales entre el cobre T1 del enzima y el potencial del sustrato. Un
factor muy importante que juega un papel muy significativo en la catdlisis
enzimatica es el pH del medio de la reaccion, que afecta, no solo a la actividad
catalitica del enzima sino también la potencial redox de los sustratos. Los sustratos
de las lacasas pueden dividirse en dos grupos basicos, los donadores de electrones
y protones (compuestos organicos) Yy los donadores de electrones (compuestos
organicos y no organicos) (Solomon y col., 1996; Lindley, 2001; Claus, 2004). Los
fenoles son los sustratos tipicos porque sus potenciales redox (de 0.5 a 1.0 V son lo
suficientemente bajos como para permitir su transferencia al cobre T1. Las lacasas
son capaces de oxidar ciertos fenoles con valores de potenciales mayores mediante
la participacion de mediadores (apartado 1.4.8.)

La oxidacion de sustratos por las lacasas implica los siguientes pasos:

e Unidn del sustrato reductor al cobre T1, transferencia del electrén desde el
sustrato al cobre T1 y formacidon de un radical del sustrato que se conecta
con la reduccion del cobre T1.

e Transferencia electronica desde el cobre T1 al complejo trinuclear T2/T3

e Union del oxigeno al centro del cobre T2/T3, transferencia de electrones
desde los atomos de cobre T2/T3 al oxigeno y su reduccion a agua.

La explicacion seria la siguiente (Figura 6): la oxidacion del sustrato reductor
genera un radical libre tras la transferencia de un electréon al Cu T1, que se
encuentra totalmente oxidado (Cu®*), el producto de oxidacion inicial es tipicamente
inestable y es susceptible de una segunda oxidacion. Como la oxidacion del sustrato
mediante la pérdida de un electron estd acoplada con la reduccidon del oxigeno
molecular por cuatro electrones, la lacasa debe operar como una bateria,
almacenando los electrones de las oxidaciones individuales para reducir el O,
(Thurston, 1994). Por ello, para la completa reduccion de una molécula de oxigeno
a dos moléculas de agua (Figura 6) se requiere la oxidacion consecutiva de 4



moléculas de sustratos reductores. Cada electrén extraido de las cuatro oxidaciones
monoelectrénicas en el sitio T1 es transferido intramolecularmente, al agrupamiento
trinuclear T2/T3 a través del tripéptido His-Cys-His altamente conservado en las
oxidasas azules, donde se une el O, y se producen 2 moléculas de agua (Mc Guirl y
Dooley, 1999; Baldrian, 2006).

El primer paso de reduccién del centro T1 por el sustrato constituye el paso
limitante en el ciclo global de éxido reduccién de las lacasas (Xu, 1996; Solomon y
col., 1996).

2
—  His-Cys-His —»
®

(Cu*—Cu")

0, 2H,0

Figura 6. Ciclo catalitico de la lacasa tomado de Baldrian, 2006.

La determinacion de la estructura cristalografica es una herramienta esencial para
los estudios de relacion estructura-funcion de las enzimas: hasta la fecha solo
existen publicadas la estructura cristalina de cinco lacasas flngicas: una lacasa
inactiva del basidiomiceto Coprinus cinereus (Ducros y col., 1998), del ascomiceto
Melanocarpus albomyces (Hakulinen y col., 2002), dos de los basidiomicetos 7.
versicolor (Pionteck y col., 2002) y Rigidosporus lignosun (Garavaglia y col., 2004)
y otra bacteriana Cot A de la endospora de B. subtilis (Enguita y col., 2003).

En base a estas estructuras se han comprobado por mutagénesis dirigida que
ciertos residuos cercanos a los iones cobre cataliticos estan implicados en la
actividad y el potencial redox de estas lacasas fungicas (Xu y col., 1998), en
consecuencia se dispone de una coleccion de mutantes con alteraciones
estructurales en el centro del cobre T1.

El alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de lacasas y la resolucién de
su estructura, ha permitido identificar caracteristicas conservadas en todas ellas en
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cuanto a estructura terciaria de los sitios redox y coordinacién de los iones cobre
(Kumar y col., 2003, Valderrama y col., 2003 Claus, 2004).

El plegamiento estructural de las lacasas esta configurado en tres dominios de tipo
cupredoxina con arquitectura tipo barril-B, estabilizados por varios puentes
disulfuro.

Generalmente, los sitios de union del cobre T1 se encuentran dentro de un dominio;
en la lacasa de T. versicolor en el dominio D3, un bolsillo hidrofébico que contiene
el sitio del cobre T1 y en sus proximidades el sustrato reductor se une a una
pequefa cavidad cargada negativamente, que podria estabilizar el radical catidnico
que se produce durante su oxidacion (Piontek y col., 2002) (Figura 7).

El cluster trinuclear T2/T3 estad embebido entre los dominios D1 y D3 y el dominio
D2; contiene residuos implicados en la unidn al sustrato. El sitio de reduccién del
oxigeno en el agrupamiento T2/T3 tiene acceso al solvente por dos canales, uno
ancho que accede al sitio T3 y otro estrecho que conduce al cobre T2. Estos canales
facilitan la entrada del oxigeno molecular y la liberaciéon de las moléculas de agua
(Ducros y col., 1998; Piontek y col., 2002; Hakulinen y col., 2002; Enguita y col.,
2003).

Figura 7. A) Estructura tridimensional de la lacasa de 7. versicolor mostrando los canales
de entrada de oxigeno y salida de agua (esferas de color rojo) (tomado de Piontek y col.,
2002). B) Representacion del centro T2/T3 de la lacasa de Trametes troggi mostrando la

superficie del canal de oxigeno (en la parte superior) y del canal de agua (en la parte
inferior) (tomado de Matera y col., 2008).



1.4.6. Actividad catalitica de las lacasas

Las lacasas oxidan sustratos fendlicos, Mn** (en presencia de quelatos) y un amplio
numero de compuestos xenobidticos (Solomon y col., 1996). El mecanismo catalitico
como ya se ha descrito anteriormente en complejo y aun no completamente
aclarado (Andrzej y col., 2001). No obstante se sabe que para la actividad catalitica
se requieren los cuatro dtomos de cobre de la proteina y que durante el ciclo
catalitico, el cobre tipo 1 debe ser oxidado y reducido cuatro veces (Claus, 2004).
Por otro lado, las caracteristicas particulares de estas enzimas como el potencial
redox de los atomos de cobre, la estructura del centro activo u otras, pueden influir
en el rango de sustratos. No obstante por definicibn son multicobre oxidasas
capaces de oxidar polifenoles, fenoles metoxilados, diaminas aromaticas y otros
compuestos aromaticos pero incapaz de oxidar la tirosina (Enguita, 2011)

1.4.7. Potenciales de reduccién de las lacasas

En funcién de los potenciales de reduccidn, las lacasas se han clasificado en lacasas
de bajo y alto potencial (Xu y col., 1998). A partir de estudios voltimétricos, parece
que el potencial de reduccion del oxigeno a agua se relaciona con un alto potencial
de reduccién del cobre T1 (Kamitaka, y col. 2007). Las lacasas fungicas tienen
mayores potenciales de reduccion para los atomos de cobre que las de otros
organismos. Aunque es el potencial del cobre T1 el que parece relacionarse con el
potencial catalitico del enzima, el potencial de reduccion del centro trinuclear del
cobre estd menos relacionado, asi a diferencia del cobre T1, los cobre T2 y T3
reaccionan especificamente e internamente con el oxigeno, lo que produce estados
intermediarios altamente reactivos muy oxidantes y probablemente sufran
transferencias de electrones intramoleculares espontaneas (Christopher y col.,
2009).

1.4.8. Sistema lacasa-mediador

El potencial maximo de las lacasas fungicas descrito (0.8V) es inferior a las
peroxidasas ligninoliticas (mayor de 1V), por lo que no pueden oxidar compuestos
aromaticos de bajo E® como son las unidades no fendlicas de la lignina (Kawai y
col., 1989). Sin embargo, el potencial de oxidacion de estas enzimas puede ser
ampliado mediante el uso de moléculas pequefias conocidas como mediadores que
tienen la capacidad de cambiar el potencial redox durante la oxidacion desde 0.78 V
a 1.084 V (Zille y col., 2004. El mecanismo catalitico implica la oxidacion del
mediador que puede difundir lejos del enzima, oxidar al sustrato y volver al ciclo
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catalitico como una especie reducida (Wells y col., 2006; Riva, 2006) es lo que se
conoce como sistema lacasa-mediador (Figura 8).

0, lacasa __  __ mediador,, _ sustrato

\ Y]

H,0 = 4

f
/

~lacasa,, mediador ~~ ~  sustrato,,

Figura 8. Representacion esquematica del ciclo de oxido reduccion de sustratos catalizado
por el sistema lacasas-mediador.

Los mediadores pueden oxidar el sustrato por diferentes mecanismos; los que
contienen grupos N-OH oxidan el sustrato a través de la transferencia de atomo de
hidrégeno, mientras que otros como el ABTS (2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin-
6sulfonato) lo hacen por transferencia de electrones (Calcaterra y col., 2008).

El primer mediador utilizado en la oxidacion del alcohol veratrilico y dimeros de
lignina no fendlicos fue el ABTS (Bourbonnais y Paice, 1990). Hoy se dispone de
muy diversos mediadores sintéticos como el 1-hidroxibenzotriazol, la N-
hidroxiftalimida, el acido viollrico o la N-hidrociacetanilida (Kawai y col., 1989;
Bourbonnais y col., 1997; Xu y col., 2000).

Actualmente la investigacion se dirige hacia la bisqueda de mediadores naturales
que no presentan los inconvenientes de los sintéticos, no son tdxicos, son mas
estables, de bajo coste y compatibles con el medioambiente; entre estos cabe
destacar el acido 3-hidroxiantranilico (Eggert y col.,, 1996), el &acido 4-
hidroxibenzoico, y el 4-hidroxibenzol (Johannes y Majcherczyk, 2000), también
compuestos fendlicos de origen natural producidos durante la degradacion de la
lignina como la acetosiringona, siringaldehido o vainillina (Camarero y col., 2005).

1.4.9. Caracterizacion molecular de las lacasas

La actividad lacasa en los basidiomicetos en general esta codificada por varios
genes (Jonsson y col., 1995; Saloheimo y col., 1991).

Para el aislamiento de genes de las lacasas, se ha trabajado con el ADNc pues es
facil amplificar la primera cadena de ADNc utilizando primer degenerados disefiados
de secuencias conservadas de los dominios de unién al cobre. EI ADNc parcial



puede ser facilmente extendido a su longitud completa utilizando técnicas de
amplificacion de extremos de ADNc (RACE) (Chen y col., 2004). También se la
utilizado el ADNc para estudios de expresion de esta enzima (Kim y col., 2008). Para
estudiar las familias y nimero de genes es Util la construccién de una libreria de
ADN gendmico. La gran conservacion de secuencias de lacasas se ha utilizado para
el disefio de primers, hibridacion y el rastreo de uno o mas genes de lacasas de una
gran variedad de organismos.

1.4.10. Familia de genes de lacasas

Las lacasas generalmente se secretan como mudltiples isoenzimas (Susla y col.,
2007). Esta diversidad de isoenzimas se atribuyd a modificaciones
postransducionales del mismo producto del gen, pero la caracterizacion de algunas
familias de genes de lacasas sugirid que al menos parte de esta diversidad
bioquimica podria ser debido a la multiplicidad de genes en el genoma fuingico (Ong
y col., 1997).

En muchos hongos se ha descrito la expresion diferencial de los genes de lacasas
(Palmieri y col., 2000). Se puede concluir que los hongos son capaces de producir
diversas lacasas y la proporcion de los enzimas producidos, depende de la
composicion y condiciones de cultivo empleadas (Moldes y col., 2004).

Probablemente la familia de genes produce proteinas muy relacionadas que son solo
sutilmente diferentes en sus actividades lo que permite la transformaciéon de un
mayor numero de sustratos o que muestren diferencias en regulacion (Mansur y
col., 1997). Ademas hasta que no se detecten todos los transcritos de todos los
genes de lacasas, no puede descartarse la posibilidad de que algunos genes no se
transcriban o que su expresién esté condicionada a diferentes condiciones
fisiologicas.

1.4.11. Expresion heterdloga de las lacasas

La produccion de lacasas de fuentes naturales no puede satisfacer las demandas del
mercado por su bajo rendimiento lo que es incompatible con los procesos
industriales. La expresion de proteinas recombinantes en hospedadores de facil
manejo puede permitir una alta productividad en tiempos mas cortos y asi reducir
los costes de produccion (Ferrer-Miralles y col., 2009).

27



28

A partir de los afios 90 del siglo pasado, la expresion de lacasas ha sido un campo
de investigacion y materia de debate por muchos investigadores. Se han descrito
numerosos trabajos sobre la expresion heterdloga de lacasas en bacterias,
levaduras, hongos filamentosos y plantas asi como hay ejemplos de expresion
homologa (Alves y col., 2004; Kajita y col., 2004; Waterman y col., 2007; Mander y
col., 2006; Kataoka y col., 2007).

Desafortunadamente aln no se ha conseguido la expresidon funcional de lacasas
fungicas en bacterias (Escherichia col)) esto quizds se deba al requerimiento de
glicosilacion, carencia de chaperonas y distinto uso de codones entre otras razones.

Los sistemas de expresidon de lacasa basados en levaduras presentan problemas de
secrecion de la proteina heterdloga ya que posiblemente las levaduras carecen de
un sistema enzimatico adecuado que lleve a cabo las correctas modificaciones post-
traduccionales para la secrecién (Arana, 2002). Los hongos filamentosos tienen
varias ventajas respecto a otros sistemas de expresion como son las de realizar
modificaciones post-traduccionales apropiadas, por lo que han sido explotados para
la produccidon comercial de proteinas recombinantes (van Hartingsveldt y col., 1987,
Sims y col., 2005). Estos hongos tienen una gran capacidad para producir grandes
cantidades de proteinas secretadas. Aspergillus niger y Aspergillus oryzae se han
usado durante mucho tiempo en alimentacion, por lo que muchas especies de este
género son muy seguras. Sin embargo, la produccién de proteinas heterdlogas es a
menudo limitada. Para mejorar la produccidn de proteinas heterélogas. Muchos
trabajos han presentado métodos para solucionar este problema, como el sistema
de fusidon génica o el método de cultivo en estado solido (Iwashita, 2002).
Comparado con levaduras, la ruta de secrecion, que es la clave de la produccion de
proteinas extracelulares, estd muy poco caracterizada en hongos filamentosos.

En la Tabla 2 se recogen numerosas lacasas expresadas heterolégicamente

Tabla 2. Lacasas expresadas heterolégicamente.

Lacasa Fuente Hospedador Referencia

PO1 Coriolus hirsutus Saccharomyces cerevisiae Kojimay col., 1990
PO2 Coriolus hirsutus Saccharomyces cerevisiae Kojima y col., 1990
PrL Phlebia radiata Trichoderma reesei Saloheimo y Niku-

Paavola, 1991

LCC1,
LCC4

Wahleithner y col.,

Rhizoctonia solani Aspergillus oryzae 1996




LCC2

LCC1 Trametes villosa Aspergillus oryzae Yaver y col., 1996

MtL Myceliophtora Aspergillus oryzae; Berka y col.,1997
thermophila Sacharomyces cerevisiae  Bulter y col., 2003

LCC1 Trametes versicolor  Pichia pastoris Jonsson y col., 1997

LCC1 Trametes versicolor — Saccharomyces cerevisiae (fg;zland y Jonsson,

LCC2 Trametes versicolor — Saccharomyces cerevisiae fg;.;land y Jonsson,

. . . Gelo-Pujic y col.,

LCC1 Trametes versicolor  Pichia pastoris 1999

LCCIV Trametes versicolor  Pichia pastoris Brown y col., 2002

LCC1 Trametes versicolor Zea mays L Hood y col., 2003

LCC1 Trametes versicolor  Pichia methalonica Guo y col., 2006

LACIIIb  7rametes versicolor  Yarrowia ljpolytica Jolivalt y col., 2005

LCCa Trametes versicolor — Saccharomyces cerevisiae ggé:gchea y col.,

LCC1, , Pichia pastoris, .

LCC2 Trametes versicolor Aspergillus niger Bolhin y col., 2006

Gene IV Trametes versicolor — Aspergillus niger ;’gl(;:z-Jurado y col,

LAC chizophylum Aspergillus sojae Hatamoto y col.,1999
commune

LCC1 Coprinus cinereus Aspergillus oryzae Yaver y col., 1999

LCC1 Coprinus cinerea Coprinopsis cinerea Kilaru y col., 2006
i

LtLACC 2 /r/og’endron Tobacco cell LaFayette y col., 1999
tulpifera

LAC 1 P}./ cnop or_us Pichia pastoris Otterbein y col.,2000
cinnabarinus
Pycnoporus . .

LAC 1 cinnabarinus Aspergillus niger Record y col., 2002
Pycnoporus , L

LAC 1 cinnabarinus Aspergillus oryzae Sigoillot y col., 2004

LAC 1 P}./ cnop or'us Pycnoporus cinnabarinus  Alves y col., 2004
cinnabarinus

lAc1 ~ yemoporus Yarrowia lipolytica Madzak y col., 2005
cinnabarinus

LAC 2 Lobolly pine Saccharomyces cerevisiae Satoy col., 2001

29



30

Marinomonas Sanchez-Amat y col.,

PPOA mediterranea Escherichia coli 2001
LAC 4 Pleurotus sajor-caju  Pichia pastoris Soden y col., 2002
PPO Solanum tuberosum  Lycopersicum esculentum Liy Steffens, 2002
LAC1 Melanocarpus Trichoderma reesei Kiiskinen y col., 2004
albomyces
Mel.
LAC1 elanocaipus Saccharomyces cerevisiae Kiiskinen y col., 2004
albomyces
Trametes sp. cepa .. Klonowska y col.,
LAC 3 30 Saccharomyces cerevisiae 2005
POX ,
Alb, Pleurotus ostreatus Kluveromyces lactis .. Piscitelli y col., 2005
Saccharomyces cerevisiae
POX C
lccy  Pyemoporus Aspergillus oryzae o chida y col., 2005
coccineus Saccharomyces cerevisiae
LCC1 Coprinopsis cinerea  Coprinopsis cinerea Kilaru y col., 2006
LCC Trametes trogii Pichia pastoris Colao y col., 2006
LCC1 Trametes trogii Kluveromyces lactis Camattari y col., 2007
LACB Trametes sp. Pichia pastoris Liy col., 2007
LACD Trametes sp. 420 Pichia pastoris Hong y col., 2007
Ery3 Pleurotus eryngii Aspergillus niger sgg gguez y col.,
Pel3 Pleurotus eryngii Saccharomyces cerevisiae Bleve y col., 2008
LCC Fomes lignosus Pichia pastoris Hu y col., 2007

Asi las lacasas como otras enzimas oxidativas son dificiles de expresar en sistemas
no flngicos, por ello son numerosos los sistemas heterdlogos de expresion de
lacasas en hongos filamentosos como se recoge en la Tabla 2. Como puede
observarse hay una destacable excepcion con la expresién homdloga en la que el
hongo basidiomiceto P. cinnabarinus fue utilizado como hospedador para expresar
la lacasa activa de este hongo (Alves y col., 2004).

Los problemas asociados a la expresion heterdloga de enzimas flngicas incluyen el
incorrecto doblamiento y el ineficiente uso de codones de los organismos de
expresion, lo que provoca un bajo rendimiento de la proteina o una enzima no
funcional. También la sustitucion incorrecta de residuos de carbohidratos durante la
glicosilacion de las proteinas puede provocar un problema adicional en la expresion
heteréloga. Estos problemas estan siendo superados mediante la utilizacion de



organismos vectores de expresion mas avanzados cuyo uso de codones son mas
adecuados para la expresién correcta de estas proteinas.

La produccion heterdloga de lacasas a menudo se incrementa por variacion de las
condiciones de cultivo. Asi la adicion de cobre al medio de cultivo es un factor
importante para la produccion heterdloga de lacasa en Pichia pastoris'y Aspergillus
sp. (Liu y col., 2003; Cassland y Jénsson, 1999). Al contrario de lo que ocurre con
la produccion homologa de lacasa en la que la adicién de cobre a menudo afecta la
expresion génica. El aumento en la produccion de lacasa por adicién de cobre esta
probablemente relacionado con un apropiado doblamiento de la lacasa activa en la
produccion heterdloga (Uldschmid y col., 2003).

La capacidad de producir lacasas en sistemas heterdlogos de manera eficiente
también depende de los cambios que se hagan en la secuencia original del ADN. Por
ejemplo, se ha obtenido un incremento en la secrecidon de lacasas recombinantes
reemplazando el péptido sefial nativo por secuencias sefiales presentes en proteinas
con alto grado de secrecién por el hospedador (Salony y col., 2008). También
puede utilizarse la ingenieria de proteinas para incrementar la estabilidad, actividad
y/o especificidad de un enzima. Se han obtenido proteinas de alta calidad a través
de recombinacién, mutagénesis dirigida o al azar donde un simple cambio en la
secuencia de aminoacidos proporciona una mejora en las propiedades bioquimicas
(pH Optimo, termoestabilidad, especificidad de sustrato) y parametros cataliticos
(Vma)(/ Km y Kcat)-

Hoy como resultado del gran avance en biologia molecular y tecnologia de ADN
recombinante es posible explorar nuevas estrategias dirigidas a la produccién de
lacasas a nivel industrial. A partir de genes sintéticos que codifique lacasas,
modificar secuencias especificas de nucleétidos para mejorar la expresion de la
enzima o incluso para conseguir nuevas caracteristicas que representen ventajas
para ciertos procesos industriales.

1.4.12. Regulacion de las lacasas

Los diferentes genes de lacasas de un hongo generalmente son regulados
diferencialmente y los patrones de regulaciéon difieren substancialmente entre las
especies de hongos productores (Wahleithmer y col., 1995; Yaver y Golightly 1996;
Yaver y col.,, 1996; Smith y col., 1998; Palmieri y col., 2000; Soden y Dobson,
2001). Los transcritos de la lacasa de P. radiata se producen rapidamente bajo
limitacion en nitrégeno (Saloheimo y Niku-Paavola, 1991). En 7. villosa, el gen /ccl
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es fuertemente inducido por 2,5-xilidina pero no el gen /2. Por el contrario,
experimentos de Northern blots no detectaron transcritos /cc3, /Iccd, y /cc5 en todas
las condiciones (Yaver y Golightly, 1996; Yaver y col., 1996). Tres lacasas de R.
solani (lccl, lec2, Iec3) son transcritas a bajos niveles constitutivos y pueden ser
reprimidas en cultivos adicionados de p-anisidina. Sin embargo la expresion de /cc4
de R. solani es inducible por p-anisidina. En R. solani, los genes /ccl, lcc2, Icc3
estan agrupados y separados del gen /ccd, lo que sugiere una relacién entre la
organizacion gendmica y la regulacién transcripcional (Wahleithmer y col., 1995).
También se ha establecido una regulacidn transcripcional de las lacasas inducibles
por cobre y por otros metales (Karahanian y col., 1998; Palmieri y col., 2000; Soden
y Dobson, 2001; Galhaup y col., 2002).

Muchos estudios se han dirigido hacia la regulacién de la expresidon de lacasas por
metales. El cobre en particular influye a nivel de la transcripcién en 7. versicolor
(Collins y Dobson, 1997), C. subvermispora (Alvarez y col., 2009), P. ostreatus
(Palmieri y col., 2000), AP. sajor-caju (Soden y Dobson, 2001) y 7. pubescens
(Galhaup y col., 2002). Se han detectado posibles elementos de respuesta a
metales en regiones del promotor de muchas lacasas (Giardina y col., 2009).

Las diferencias en la respuesta transcripcional al cobre que ocurren en los genes de
las lacasas en diferentes especies o dentro del mismo género sugiere que ciertos
isoenzimas de lacasas deben ejercer un papel protector frente al estrés oxidativo
inducido por metales. Esta proteccidon podria ser ejercida por quelacion de iones de
cobre a través de la sintesis del pigmento protector de melanina (Eisenman y col.,
2007). De la misma forma los diferentes perfiles de expresion observados en los
genes de lacasas en respuesta a compuestos aromaticos podria indicar que algunos
isoenzimas estén especializados en hacer frente al estrés oxidativo provocado por
los radicales de oxigeno originados de estas moléculas (Thurston, 1994).

También se ha propuesto un cierto grado de especializacion para los genes de las
lacasas de C rigida (Saparrat y col.,, 2010). En este caso se cree las distintas
capacidades de las isoenzima de lacasa de este hongo pueden estar relacionadas
con las distintas regulaciones en funcion del estado de crecimiento o en respuesta a
inductores, de modo que las lacasas con altos potenciales redox son
reguladas positivamente cuando el nivel de sustrato es abundante, mientras
que ocurre una induccidon muy especifica de lacasas con bajo potencial redox
cuando la concentracion de sustrato es baja (Saparrat y col., 2010).



Hasta la fecha, aunque se ha mostrado una considerable atencidn sobre la mejora y
la regulacién de la produccién de lacasa, la mayoria de los estudios en este campo
se han focalizado en la busqueda de nuevas cepas con alto rendimiento de
produccion, identificacion de lacasas o de sus genes (Bose y col., 2007; Myasoedova
y col., 2009; Elisashvili y col., 2009; Eugenio y col., 2010). Aun se desconoce el
mecanismo molecular de regulacién de la produccién de las lacasas fungicas.

1.4.13. Aplicaciones biotecnolégicas de las lacasas

Las lacasas pueden oxidar/polimerizar/romper una amplia variedad de compuestos
bioldgicos o sintéticos fendlico y no fendlicos. Estos sistemas enzimaticos ofrecen
ventajas a los tratamientos fisicos y quimicos ya que son biodegradables y
especificos.

Aunque son enzimas con una alta variedad de utilizaciones biotecnoldgicas, el
requerimiento de modificaciones post-traduccionales para la actividad enzimatica en
algunas lacasas fungicas, ha impedido su amplia utilizacion en aplicaciones
biotecnoldgicas (Sigoillot y col., 2004).

Las reacciones que producen estos enzimas pueden ser utilizadas en procesos
industriales como en las industrias textil, de alimentos, de obtencién de papel y
farmacéutica (Tabla 3).

Tabla 3. Preparaciones comerciales de lacasas disponibles para uso industrial
(tomado de Osma y col., 2010).

Aplicacién Nombre comercial Empresa
Elaboracion de Advanced .Enzyme
. Flavoustar Technologies Ltd.
Industria cerveza .
. _ (India)
alimentaria Amano  Enzyme
Mej | color (té L Y2
ejora del color (t€) accase Y20 USA Co. Ltd.
. , Lignozym GmbH
Bioblanqueo Lignozym-process (Germany
Industria papelera e, Novozymes
Deslignificacion de Novozym 51003 (Denmark)

pasta de papel

Industria textil Desgastado tela Bleach Cut 3-S Season Chemicals
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vaquera (China)

Tratamiento tela Colotex
vaquera Cololacc BB Biotechnology Co.
d Ltd. (Hong Kong)
Desgastado tela DeniLite Novozymes
vaquera (Denmark)
Tratamiento tela Ecostone LC10 AB Enzymes
vaquera GmbH
Tratamiento tela IndiStar (Germany)
vaquera
Tratamiento tela Novoprime Base 268 Inc. (Rochester,
vaquera USA)
Desgastado tela Primagreen Ecofade Genencor Inc.
vaquera LT100 (Rochester, USA)
Zytex Pvt. Ltd.
Desgastado tela ZyLite (India)

vaquera

1.4.13.1. Papel de las lacasas en bioremediacion

Uno de los principales problemas medioambiental es la contaminacién del agua,
suelo y aire por compuestos toxicos. Ciertos compuestos como hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAH), pentaclorofenoles (PCP), bifenoles policlorados (PCB)
1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano (DDT), benceno, tolueno y xileno (BTEX)
asi como trinitrotolueno (TNT) son compuestos muy persistentes en el medio
ambiente y tienen efectos mutagénicos y/o carcinogénicos (Bollag y col., 2003). La
capacidad de los hongos de transformar una gran variedad de estas sustancia
quimicas ha incrementado el interés en su utilizacion en bioremediacién. Hoy el
tratamiento enzimatico es una alternativa para la eliminacion de xenobidticos del
medioambiente (Marbach y col., 1985).

1.4.13.1.1. Degradacion de xenobioticos por lacasas

Debido a su amplio espectro de sustrato, las lacasas pueden oxidar una gran
variedad de compuestos xenobidticos (Torres y col., 2003; Johannes y Majchercyk,
2000; Bezalel y col., 1996). Los experimentos de laboratorio han puesto de
manifiesto la aplicacion de lacasas para la eliminacion de fenoles y compuestos
aromaticos del agua y el mecanismo de eliminacion implica la oxidacién enzimatica
del toxico a radicales libres o a quinonas que sufren polimerizacion o parcial
precipitacion (Niku-Paavola y Viikari, 2000; Enguita, 2011).



En el suelo, las lacasas ademas de oxidar el sustrato pueden también inmovilizar
contaminantes por acoplamiento a sustancia hdmicas un proceso andlogo a la
sintesis de acidos humicos en el suelo (Ahn y col., 2002). Los xenobidticos que
pueden ser inmovilizados por este mecanismo son compuestos fendlicos como
clorofenoles y anilinas o fenoles clorados. La inmovilizacion disminuye la
disponibilidad bioldgica de los xenobidticos y por tanto su toxicidad (Gelo-Pujic y
col., 1999).

Los cultivos de 7. versicolor inducidos para la producciéon de lacasa, y la enzima
purificada con ABTS oxidan el benzo-[a]-pireno (Collins y col., 1996), también las
lacasas de especies de Pleurotus, degradaron contaminantes aromaticos y la
oxidacién se incrementd en presencia de mediadores (Rodriguez y col., 2004).

1.4.13.1.2. Papel de las lacasas en la decoloracion de colorantes textiles

Los reactivos quimicos utilizados en la industria textil son muy diversos en
composicion desde compuestos inorganicos a organicos y polimeros (Zollinger,
2002). Por su estructura quimica, los colorantes son resistentes a la decoloracion, a
la exposicion a la luz, agua y diferentes quimicos y la mayoria de ellos son dificiles
de decolorar por su origen sintético. La mayoria de los procesos de tratamiento de
las aguas residuales de esta industria son ineficaces y muy caros. El desarrollo de
procesos basados en las lacasas parece una solucidn atractiva por su potencial en la
degradacion de colorantes de diversa estructura quimica (Rodriguez-Couto y col.,
2005) incluyendo a colorantes sintéticos muy empleados industrialmente (Setti y
col., 1999) (Figura 9).
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Figura 9. Estructuras quimicas mas comunes de los colorantes textiles.

La utilizaciéon de lacasas en la industria textil esta creciendo muy rapidamente,
ademas de su utilizacion en la decoloracion de efluentes (Fernandez y col., 2009) se
estan utilizando lacasas en la sintesis de colorantes (Polak y Jarosz-Wilkolazka,
2012).

1.4.13.1.3. Papel de las lacasas en el tratamiento de efluentes

Muchos contaminantes xenobidticos aromaticos son generados en las industrias del
papel, petroquimica, destilerias y textil y son responsables del color y toxicidad de
sus efluentes. Los hongos de la podredumbre blanca de la madera producen
enzimas que son muy eficaces en la detoxificacion y decoloracién de estos efluentes
(Rubilar y col., 2008). Los métodos de tratamiento convencionales como lagunas
aireadas y plantas de lodos activados son ineficaces en la eliminacion del color de
estos efluentes.

Las lacasas flungicas pueden utilizarse en el tratamiento de efluentes de la industria
papelera y de las industrias de productos agricolas como la industria del aceite de
oliva (Bajpai, 1999; D’Annibale y col., 2000). También se ha utilizado con éxito el
sistema lacasa-mediador para el tratamiento de efluentes de la industria del papel y
en la detoxificacion de residuos de la industria del aceite de oliva y su efluentes
(Minussi y col., 2007; Sampedro y col., 2007).

En la detoxificacion de efluentes, se han propuesto procesos que se basan en la
decoloracion y detoxificacion en continuo del efluente con hongos productores de
lacasa inmovilizados (Archibald y col., 1990).

1.4.13.2. Papel de las lacasas en la industria del papel

La liberacion de las fibras de la celulosa de la lignina es un paso importante en el
procesamiento de la madera para la fabricacion de la pasta de papel. Los métodos
tradicionales para ello implican a oxidantes quimicas con cloro, sulfito u oxigeno que
imponen la liberacién de productos clorados y sulfitos o la pérdida de fuerza de la
fibra de celulosa. Para superar estos inconvenientes, se han utilizado sistemas
enzimaticos o microbianos de deslignificacion. La lacasa es capaz de degradar
polimeros naturales o sintéticos de la lignina. La oxidacion por este enzima provoca
la ruptura de uniones aromaticas o alifaticas y la despolimerizacion de la lignina
(Eggert y col., 1996).



En la industria del papel el blanqueo de la pasta se obtiene mediante tratamiento de
las pastas con compuestos clorados y aromaticos que pueden ser toxicos,
mutagénicos y cancerigenos (Taspinar y Kolankaya, 1998). Se ha utilizado el
sistema lacasa-mediador para el bioblanqueo de la pasta pero su utilizacion esta
condicionada por la falta de un mediador barato (Taspinar y Kolankaya, 1998). El
papel de bioremediacién de las lacasas en la industria del papel viene condicionado
por la alcalinidad del efluente. Asi se ha llevado a cabo un considerable esfuerzo
para identificar lacasas que puedan actuar en estas condiciones alcalinas. Asi se ha
implicado a la lacasa de Coriolopsis gallica en la decoloracion de efluentes alcalinos
como los de la industria del papel (Milstein y col., 1988). También las lacasas
pueden ser aplicadas a la bioremediacion de residuos de la industria del papel por
una decloronizacién directa (Bajpai, 1999) y separacion de clorofenoles y
cloroligninas del efluente (Wong y col., 2000). Otros usos de las lacasas en esta
industria es la reduccion del niUmero kappa de la pasta (Abadulla y col., 2000) y en
la mejora de las propiedades mecanicas de la pasta (Kuznetsov y col., 2001).

1.4.13.3. Papel de las lacasas como biosensores

La utilizacion de lacasas en la industria de los biosensores se atribuye
principalmente a su amplia variedad de sustratos lo que permite la detecciéon de un
amplio rango de fendlicos (Fogel y Limson, 2013; Palmore y Kim, 1999). Los
biosensores que utilizan lacasa incluyen un electrodo que puede ser utilizado para la
deteccidon de fenoles como catecoles en el té (Palmore y Kim, 1999), compuestos
fendlicos en el vino y ligninas y fenoles en aguas residuales (Giovanelli y Ravasini,
1993). Fogel y Limson, 2013, desarrollaron un método rapido y simple de detectar
sustratos fendlicos electroquimicamente por biosensores de lacasas.

1.4.13.4. Papel de las lacasas en la industria del vino y bebidas

La lacasa puede prevenir los cambios no deseables como decoloracion,
enturbiamiento o cambios en el sabor en cervezas, jugos de frutas y vinos por la
eliminacidon de compuestos fendlicos como acidos cumarico, flavanos y antocianinas
(Marbarch y col., 1985).

Las lacasas naturales no siempre son Utiles en aplicaciones industriales. Las
principales limitaciones son: (i) la necesidad de usar un mediador redox para la
oxidacion indirecta de sustratos diferentes a fenoles y arilaminas, y (ii) su actividad
es 6ptima generalmente a pH acido, lo que impide su uso en ambientes a otros pHs.
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Las técnicas de ingenieria genética permiten obtener lacasas recombinantes
modificadas con alto potencial de oxidacion, amplio rango de sustratos y de pHs.
Ello implica realizar mutagénesis dirigida en lacasas cuyas estructuras cristalinas
hayan sido estudiadas, o DNA “shuffling” (mutagénesis al azar /in vitro, sequida de
seleccion).

Sin embargo, estas metodologias requieren un sistema de expresion con alta
eficiencia de transformacion y de secrecion de metaloenzimas activas. Aunque todas
las lacasas fungicas poseen una estructura conservada en los sitios activos, exhiben
una alta diversidad en la proteina y en su parte polisacaridica, (Mayer y Staples,
2002). Esta compleja situacion, junto con la falta de un método eficiente de
transformacion para basidiomicetos, ha estimulado la blUsqueda de organismos
heterdlogos de expresidon para incrementar y abaratar el coste de produccién de
lacasas con propiedades biotecnoldgicas y estudiar su estructura y propiedades
cataliticas. Algunas lacasas han sido expresadas en Saccharomyces cerevisiae
(Cassland y Jonsson, 1999; Kojima y col., 1990; Larsson y col., 2001), P. pastoris
(Gelo-Pujic y col., 1999; Joénsson y col., 1997; Otterbein y col., 2000), 7. reese/
(Saloheimo y Niku-Paavola, 1991), A. oryzae (Berka y col., 1997; Ducros y col.,
1997; Xu y col., 1999; Yaver y col., 1996 y 1999), A. niger (Record y col., 2002;
Sigoillot y col., 2005) y Y. /ipolytica (Madzak y col., 2005).

Asi para el disefio de lacasas con aplicacion industrial, se han desarrollado eficientes
sistemas de expresion que permiten mutagénesis dirigida (Gelo-Pujic y col., 1999;
Xu y col.,, 1998 y 1999) o de evolucion molecular /in vitro. Se estima que, un
experimento de “DNA shuffling” del gen de una lacasa requiere el analisis de al
menos 10* transformantes para obtener un mutante con las propiedades de interés
(Madzak y col., 2005). Por otra parte, con el fin de comparar los efectos de varias
mutaciones es necesario seleccionar transformantes con el mismo nimero de copias
y loci integrados.

La lacasa de P. flavido-alba. resultados previos

P. flavido-alba es un hongo ligninolitico que de encuadra dentro del Phylum
Basidiomycota, Clase Hymenomycetes, Orden Aphyllophorales, Familia Corticaceae
(Alexopoulos, 1996).

P. flavido-alba fue seleccionado como objeto de estudio por nuestro grupo de
investigacion de entre otros WRF por ser mas eficaz que otros hongos probados
para la decoloracidn de los efluentes de la industria papelera (Pérez y col., 1997).



El sistema ligninolitico de este hongo esta constituido por peroxidasas (LiP y MnP) y
lacasa. Al menos se producen cinco isoenzimas de LiP de plIs entre 3.2 y 3.9 y masa
molecular entre 30 y 40 kDa, muy parecidas a las descritas en P. chrysosporium
(Ben Hamman y col., 1997) y otras MnPs (al menos cinco isoformas) en la fraccion
mayoritaria de actividad tras cromatografia de intercambio aniénico Mono Q de pls
entre 4.75 y 5.6 y masa molecular de 45 kDa (Ben Hamman y col., 1999). Ademas
este hongo produce minoritariamente otra MnP de masa molecular 55 kDa y pI mas
acido < de 2.8. (de la Rubia y col., 2002a). La deteccidn de la lacasa en este hongo
fue posible tras el desarrollo de un medio de cultivo apropiado para su expresion
(Pérez y col., 1996). En este medio la lacasa de este hongo una vez purificada fue
parcialmente purificada en cuanto a su masa molecular, pl, temperatura y pH
optimos asi como en termoestabilidad y estabilidad a pH (Pérez y col., 1996). Tras
la induccién con vainillina con objeto de aumentar su produccion, se pudo llegar a
una caracterizaciéon mas amplia bioquimica y molecular (de la Rubia y col., 2002b).

La lacasa de P. flavido-alba es poco similar a lacasas tipicas, especialmente en su
secuencia N-terminal, alta masa molecular, alto porcentaje de glicosilacion y altos
K, frente al ABTS y catecol. De la misma manera se ha encontrado algunas
particularidades en esta lacasa tales como la oxidacién del Mn?* (de la Rubia y col.,
2002b) y la oxidacion del hierro (Lucas y col., 2005), lo que sugiere que esta
enzima posee otras caracteristicas especiales para su estudio y aplicacién
biotecnoldgica. En este sentido ya se ha demostrado que la lacasa de P. flavido-alba
juega un papel muy importante en los procesos de decoloracion de las aguas
residuales de las almazaras (Pérez y col., 1998).

También hemos caracterizado el gen de la lacasa de P.flavido-alba (Rodriguez-
Rincon y col., 2010) mediante un método de screening por PCR. La secuencia del
ADNc completa (Gen Bank accesion number: EF446161) se obtuvo por
solapamiento de las secuencias obtenidas por este método y su alineamiento con el
ADNg.

Se determind un marco de lectura abierto de 1704 pb desde el coddn de iniciacién
hasta el de terminacién (ATG/TAA) de la traduccidn y codifica para un polipéptdo
(PfaL) de 567 aminoacidos. En la proteina deducida se identificd un péptido sefal
de secrecién de 25 aminoacidos, pero este péptido estaba separado del amino
terminal 19 aminoacidos, lo que sugiere que la PfaL madura puede requerir dos
procesamientos proteoliticos.

39



40

El gen pfal ocupa una regidon de 2978 pb y contiene 19 intrones con una longitud
promedio de 58 pb y sitios de corte con secuencias consenso GT/AG. La posible
region promotora del gen incluye sitios TATA y CAAT a -99 y -247 del coddn de
inicio respectivamente y secuencias consenso para elementos reguladores de la
transcripcion encontrados en otros genes de lacasas fungicas como: elementos de
respuesta a metales a -183, -504 y -1369; elementos de respuesta a xenobioticos a
-483; elementos de respuesta a antioxidantes a -331 y -916; un posible AP1 a -
1116; elementos de respuesta al nitrégeno a -900, -1036 y -1325; y un elemento
glucosa represor a -424.

Con objeto de establecer la relacion filogenética de la lacasa deducida de A.flavido-
alba se realizaron varios alineamientos de ella con las secuencias de las proteinas
multicobre (incluyendo lacasas y ferroxidasas) disponibles en las bases de datos.
Segun los estudios filogenéticos, las lacasas fungicas se agrupan en dos grandes
grupos, las lacasas de basidiomicetos y las de ascomicetos (Hoegger y col. 2006;
Valderrama y col. 2003). La secuencia de PfalL alined fuera de los grupos de las
lacasas o dentro del grupo de lacasas de los ascomicetos segun el algoritmo
utilizado.
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11. OBJETIVOS
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A partir del conocimiento actual de la lacasa de Phanerochaete flavido-albay por
su interés basico y su potencial aplicacién biotecnoldgica, en el presente trabajo se
plantearon los siguientes objetivos:

1. Analizar la regulacion de la expresion del gen de la lacasa de Phanerochaete
flavido-alba por compuestos aromaticos.

2. Definir la utilidad de inhibidores de las histonas desacetilasas como
inductores de la produccidn de lacasas en hongos.

3. Facilitar la produccion de la lacasa de P. flavido-alba mediante la expresion
heterdloga del gen en Aspergillus niger.

4. Purificacion y caracterizacion de la proteina recombinante.

5. Comparacion de las lacasas nativa y recombinante en propiedades cinéticas
y aplicadas a la decoloracion de tintes textiles.

6. Modificaciones estructurales de los tintes textiles oxidados por las formas
nativa y recombinante de la lacasa de P. flavido-alba

1. OBJECTIES

A partir des connaissances de la lacase de Phanerochaete flavido-alba et de son
intérét dans les applications biotechnologiques, ce travail présente les suivants
objectifs:

1. Analyser la régulation de l'expression du géne codant pour la lacase de
Phanerochaete flavido-alba.

2. Définir I'utilité des inhibiteurs des histonas desacetilases comme inducteurs de la
production de la lacase des champignons.
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3. Clonage et production de la laccase de P.flavido-alba par expression heterologue
chez Aspergillus niger.

4. Purification et caractérisation de la protéine recombinante.

5. Comparaison des propriétés cinétiques et application de la laccase de P.flavido-
alba a la décoloration de colorants textiles.

6. Etude des maodifications structurelles des colorants textiles oxydés par les
laccases native et recombinante de P.flavido-alba.



111. MATERIAL Y METODQOS
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I11. 1. Microorganismos
I11. 1. 1. Cepas fungicas

En este trabajo se ha utilizado el hongo basidiomiceto de la podredumbre blanca
de la madera P. flavido alba FPL106507, cepa cedida por la coleccién de cultivos de
hongos del Laboratorio de Productos Forestales de Madison, WI, USA.

Para estudios de la regulacion de la expresidon de la lacasa se ha utilizado también
el hongo basidiomiceto 7. versicolor A-136 de la coleccién de cultivos de hongos del
Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) CSIC, Madrid.

Para los estudios de expresién de la lacasa recombinante se ha utilizado el hongo
ascomiceto A. niger D-15 # 26 (Gordon y col., 2000). Se trata de una cepa
deficiente en proteasas extracelulares muy Util para expresién de proteinas
heterdlogas extracelulares.

I11. 1. 2. Cepas bacterianas

Se ha utilizado la cepa de E. coli XL1-Blue, Genotipo recAl endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac [F° proAB laclgZ0M15 Tnl10 (Tet)]. Células
ultracompetentes con una eficiencia de transformacién superior a 10°
transformantes por ug de ADN y permite la seleccion de clones recombinantes
mediante la deteccién de actividad p- galactosidasa.

I11. 2. Vectores plasmidicos
Los vectores utilizados en el presente trabajo fueron:

e pAN52-4 (GenBank Z32750): vector de expresion (5.721pb) en A. niger. La
expresion en A. niger es dirigida por el promotor de la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa de Aspergillus nidulans (Pgpdh) y por el terminador
transcripcional ¢rpC. El plasmido pAN52-4 permite la secrecion de la proteina
heterdloga porque es portador de la secuencia sefial del gen de la
glucoamilasa de A. niger.

e pPGEM-T (Promega): vector de clonacién directa de productos de PCR. Lleva
incorporado un marcador de resistencia a ampicilina, asi como el gen que
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codifica la B-galactosidasa de E. colj, que permite la identificacién de clones
recombinantes.

e PpAB4-1: vector de transformacién que contiene el marcador de seleccidn
pyrG (van Hartingsveldt y col., 1987).

111. 3. Medios de cultivo y soluciones
I11. 3. 1. Medios de cultivo para P. flavido-alba
I11. 3. 1. 1. Medio de mantenimiento

El hongo se mantuvo a 4° C sobre el medio YMPG (extracto de levadura, extracto
de malta, peptona y glucosa) (Bonnarme y Jeffries, 1990).

Tabla 4. Medio YMPG.

Composicién por litro:

Componentes (9)
Glucosa 10
Extracto de levadura 2
Extracto de malta 10
Peptona 2
L-asparragina 1
MgS04. 7H,0 1
KH,PO, 20
Agar 8

Se ajustd el pH a 4.5 con acido clorhidrico, se esterilizd en autoclave a 115° C
durante 30 minutos y se mantuvo en sobrefusién a 50° C, finalmente se afiadi6
tiamina esterilizada por filtracién (0.22 pm, Millipore®) a una concentracion final de
1 mg. It

I11. 3. 1. 2. Medio basal: MB

Se ha utilizado el medio descrito por Kirk y col., (1986) para la inducciéon de la
actividad ligninolitica en P. chrysosporium. En el texto que sigue se refiere como
MB.



Para su elaboracion se prepararon por separado tres soluciones: una solucién de
elementos traza, una solucién de nutrientes organicos e inorganicos y una solucién
de tiamina. La solucién de elementos traza se prepard tras disolver acido nitrilo
acético (1.5 % p/v) en 100 ml de agua y ajustar el pH a 6.5 con KOH saturada. Los
minerales se incorporaron en el siguiente orden y cantidad:

Tabla 5. Composicién de la solucion de elementos traza del medio de cultivo MB.

Composicién por litro:

Componentes (9)
MgS0,. 7H,0 3
MnSO4. H,0O 0.50
NaCl 1
FeS0, .7H,0 0.10
CoSO04 0.10
CaCl. 2H,0 0.10
ZnSQ04. 7H,0 0.10
CUSO4 5H20 0.01
AlK (S04),. 12H,0 0.01
H3BOs 0.01 79
Na,Mo0, .2H,0 0.01

Se completd el volumen a un litro y se esterilizd en autoclave a 115° C durante 30
minutos.

La mezcla de nutrientes organicos e inorganicos se prepard en 730 ml de agua
destilada, incorporando los siguientes nutrientes:

Tabla 6. Composicion de nutrientes organicos del medio de cultivo MB.
Composicién por litro:

Componentes (9)
Glucosa 10
KHPO, 2
CaC|2 2H20 0.10
Tartrato amonico 0.20
Tiamina hidrocloruro 0.001
Alcohol veratrilico 0.42
Tween 20 0.50
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Finalmente esta solucion se afiadid a 200 ml de tampdn tartrato sddico (4.6 g) pH
4.5 y se esterilizd en autoclave (115° C durante 30 minutos).

La preparacion del medio MB se llevd a cabo afiadiendo a esta Ultima soluciéon 70 ml
de elementos traza y 1ml de tiamina (1 mg. ml™) esterilizada por filtracion.

I11. 3. 1. 3. Medio basal para la produccion de lacasa (BL)
Es una modificacion del medio de cultivo MB, sin adicion de alcohol veratrilico,
Tween 20 ni sulfato de manganeso. La hemos denominado medio basal para la
produccion de lacasa o medio BL.

I11. 3. 1. 4. Medio para la induccién de la actividad lacasa
Para la induccién de la actividad lacasa se han realizado cultivos en medio BL a los
que tras 72 horas de incubacion se afiadid vainillina (3 metoxi bencil alcohol) a
concentracion final de 1 mM (Figura 10) y SAHA (acido suberanilo hidroxamico o
Vorinostar) a una concentracion final de 100 uM (Figura 11).

I11. 3. 2. Medio de cultivo para A. niger

111.3.2.1. Medios generales

Medio de crecimiento para ascomicetos utilizado en forma liquida o sdlida
(afiadiendo 8 g. I'* de agar).

Tabla 7. Medio de cultivo para ascomicetos.

Composicién por litro:

Componentes (9)
Glucosa 10
Casaminoacidos 2
Extracto de levadura 5
MgS0,.7H,0 0.5

Se esterilizd en autoclave (115° C durante 30 minutos). Posteriormente, se
anadieron las soluciones de sales con nitrogeno y los elementos traza a una
concentracion final 1X esterilizados por filtracion.



Tabla 8. Solucidon de sales con nitrogeno (50X) para el medio de cultivo de

ascomicetos.

Composicién por litro:

Componentes

()]

KCl

26.1

KH,PO,

74.8

NaNO3

297.0

Tabla 9. Solucién de elementos traza (1000X) para el medio de cultivo de

ascomicetos.

Composicién por litro:

Componentes (9)
ZnS0,4.7H,0 22.0
HsBO3 11.0
MnCl,.4H,0 5.0
FeSO4.7H20 5.0
CoCl,. 6H,0 1.69
CuS0,. 5H,0 1.6
Na, MOO4.2H20 1.5
EDTA Na,.7H,0 64.76

111.3.2.2. Medios selectivos

Son medios que, debido a su formulacidn, solo permiten el crecimiento de cepas

portadoras de alguna caracteristica selectiva.

Agar acetamida A: una vez autoclavado, se afade la solucion de elementos traza
a una concentraciéon de 0.5 X, una solucién de sales sin nitrogeno a una
concentracién de 1X, acetamida 0.6 g. I'* y CsCl, a una concentracién de 1.7 g. I

Solucidén stock de acetamida y CsCl,: se prepararon a una concentracion 10X (6 g. I
1y 17 g. I'', respectivamente) y se esterilizaron por filtracion.
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Componentes

(9)

Sacarosa

325

MgSO.

0.25

Agar

12

Solucién de sales sin nitrogeno (50X)

Componentes

C)

KCl

2.6

KH,PO,

7.5

Se ajusto el pH a 5.5 con KOH 5M

111.3.2.3. Agar acetamida ABTS: medio de seleccion de transformantes
portadores del pAN52-4 y del gen codificante para la lacasa de P. flavido-alba.

Composicidn por litro.

Componentes

@

Glucosa

10

MgSO4

0.5

Agar

12

Una vez autoclavado y atemperado, se afiaden, a una concentracion final de 1X, las
soluciones de elementos traza y de sales sin nitrdgeno, la de acetamida (0.6 g. I'") y

la de ABTS esterilizada por filtracion.

111.3.3. Medios de cultivo para bacterias

I11. 3. 3.1. Medio Luria- Bertani (LB) (Sambrook y Russell, 2001)

Se utilizd como medio de cultivo para el crecimiento de £. coli tras el proceso de

transformacion.
Tabla 10. Medio de Luria-Bertrani.

Composicién por litro:



Componentes (¢))

Triptona 10
Extracto de levadura 5
NadCl 10

Agar (para medios de solido) 15

El medio liquido y sdlido se esterilizaron en autoclave a 121° C durante 20 minutos.
I11. 4. Cultivo de P. flavido-alba
I11. 4. 1. Obtencion de indculos

Se obtuvieron cultivos sobre YMPG en placa sembrados con el micelio del
hongo. Tras 7 dias de incubacion a 30° C, se recortaron cinco cuadrados de 1
cm. Con ellos se inocularon lotes de 100 ml de medio de cultivo basal BL
dispuestos en matraces de 1000 ml. Tras nueve dias de incubacién en reposo
a 30° C los cultivos se homogeneizaron en esterilidad con Waring Blender
durante 10 segundos dos veces. La suspensidon obtenida se usd como inoculo.

I11. 4. 2. Condiciones de cultivo

Segun la finalidad, los experimentos fueron realizados en matraces Erlenmeyer
de 250 6 1000 ml de capacidad con 25 6 300 ml respectivamente de medio de
cultivo BL. Fueron tapados con tapones de caucho, e inoculados al 10% con el
homogeneizado. Se mantuvieron en reposo a 30° C durante siete u once dias.

I11. 4. 3. Cultivos inducidos para estudios de regulaciéon de la expresion
de la lacasa

I11. 4. 3. 1. Induccidén por vainillina y acido suberanilo
hidroxamico (SAHA)

Se prepararon cultivos en matraces de 250 ml con 25 ml de medio BL. Estos cultivos
fueron inoculados como se describe en el apartado anterior e incubado a 30° C en
reposo. A los tres dias de incubacidén se adicionaron los inductores; un inductor
fendlico monomérico (vainillina) (Figura 10) o un inhibidor de las histonas
desacetilasas (acido suberanilo hidroxamico) (Figura 11).

83



84

il
e

B

[&]

[

/C H3
OH

Figura 10. 3 metoxi bencil alcohol. Figura 11. Acido suberanilo hidroxamico.
Vorinostar (SAHA).

La eleccion de la vainillina se basd en estudios previos sobre la oxidacion de
componentes fendlicos del alpechin por P. flavido-alba (Ben Hamman y col., 1999a
y 1999b; Pérez y col., 1996; de la Rubia y col., 2002.

La vainillina y el SAHA se disolvieron en NN dimetilformamida: agua (3:7 v/v), se
esterilizaron en autoclave y se adicionaron separadamente a una concentracion final
de 1mM para la vainillina y 100 uM para el SAHA (cuatro réplicas por solucion).
Igualmente, se prepararon dos grupos de cultivos control (cultivos sin y con NN
dimetilformamida).

Finalmente los cultivos se incubaron a 30° C durante otros tres dias. El micelio de
cada uno de los cultivos se congeld en nitrogeno liquido y se almacend a -80° C
hasta su uso.

I11. 5. Cultivo de A. niger

A. niger se mantuvo en forma de suspensiones de esporas, conservadas a 4° C
hasta su uso. Para la obtencidn de estas suspensiones, se inocularon placas de
medio Agar acetamida y se incubaron hasta que se observé la esporulacion por
ennegrecimiento de la superficie (4-5 dias 30° C). La superficie de los cultivos
esporulados se rascd con la ayuda de un escobillén de algoddn y de solucion salina
(NaCl 9 g. I'*) Posteriormente, esta suspension se filtré a través de tejido Miracloth
para eliminar restos de medio de cultivo y micelio, y se cuantificd la concentracién
de esporas con la ayuda de una camara de contaje Thoma-Zeiss.

Para la conservacion a largo plazo, las suspensiones de esporas se congelaron a -
80° C en una solucién de glicerol 20 % (v/v).



A. niger se cultivo en el medio de crecimiento incubado a 30° C y en agitacion a 300
rpm. Como inoculo se utilizé una suspensién con 10° esporas por ml.

I11. 6. Purificacion de lacasa de P. flavido-alba
I11. 6. 1. Ultrafiltracion y dialisis

Tras diez dias de cultivo en BL con vainillina, se obtuvieron los fluidos extracelulares
por filtracién sobre papel. Estos fluidos extracelulares se congelaron a -20° C con
objeto de precipitar el polisacarido extracelular. Los fluidos extracelulares
descongelados vy filtrados por tejido de entretela se concentraron de la siguiente
manera: para volumenes grandes, por filtracion tangencial con membrana de 10
kDa (Minisette, Filtron®) y para volimenes menores, por centrifugacién en
Centriplus® 10 kDa, Centricon® 10kDa y Microcon® 3 kDa (Amicon). Los
concentrados de cada paso de filtracidon fueron dializados a 4° C frente a tampdn
acetato sodico 10 mM a pH 5.0 durante cuatro horas.

I11. 6. 2. Cromatografias
111.6.2.1. Intercambio aniénico

La cromatografia de intercambio anidnico se realizd en dos columnas. Los
concentrados crudos procedentes de la filtracion tangencial fueron purificados en
una columna (9 x 1.6 cm) de resina Acell Plus QMA (Waters®) equilibrada con
tampdn acetato sédico 10 mM a pH 5.0. La elucién de las proteinas se realizd con
tampdn acetato sddico 0.6 M pH 5.0. Las fracciones que presentaron actividad
lacasa fueron reunidas, dializadas en el tampdén de carga y concentradas en
Centriplus®. Las fracciones concentradas fueron purificadas por FPLC en otra
columna de intercambio anidnico Hi-Trap (Amersham Pharmacia). Se utilizaron los
mismos tampones que sobre Acell. Las fracciones eluidas con actividad lacasa
fueron reunidas, dializadas (frente a tampodn acetato sédico 10 mM pH 5.0) y
concentradas en Centricon®.

111.6.2.2. Exclusién molecular
Los concentrados procedentes de la purificacidon por intercambio anidnico se

purificaron por FPLC en una columna de exclusién molecular (Superdex® HR 75,
Pharmacia). Se recogieron las fracciones eluidas con tampdn acetato sodico 0.2 M a
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pH 5.0. Las que presentaron actividad lacasa fueron reunidas, dializadas (frente a
tampdn acetato sédico 10 mM pH 5.0) y concentradas en Centricon® y Microcon®.

I11. 7. Determinaciones analiticas
I11. 7. 1. Valoraciéon de proteinas

La cantidad de proteinas se determind por el método de Bradford (1976) utilizando
el reactivo y el procedimiento de Bio-Rad. El ensayo se basa en el cambio de
absorbancia del colorante Coomassie Blue G-250 al unirse a las proteinas (de 465 a
595 nm). Los datos de absorbancia se extrapolaron a una curva patron de albumina
de suero de bovina (BSA) a una concentracién de entre 5-100 pyg. ml*. Para la
determinacion de proteinas, la reaccion colorimétrica se llevo a cabo afadiendo 200
Ml de reactivo de Bio-Rad a 20 pl de muestra diluida con agua destilada hasta un
volumen de 800 pl. Tras incubacién de 15 minutos a temperatura ambiente, se
realizo la medida espectrofotométrica de cada una de las muestras problema a una
longitud de onda de 595 nm. Los resultados se expresaron en g de proteina por
ml de muestra.

I11. 7. 2. Valoracion de la actividad lacasa

La actividad lacasa se determind por la oxidacién de ABTS 5 mM en tampodn glicina
0.1 M, pH 5.0. Se determind el incremento de absorcién a 436 nm. La actividad
lacasa se expresé como nanomoles del radical catidénico formado (e43¢=29.300 M’
lem™) por ml de muestra por minuto (Niku-Paavola y col., 1988). La actividad
especifica se expresd en unidades internacionales por mg de peso seco de micelio o
por mg de proteina. Una unidad internacional (U) de actividad enzimatica se definio
como la cantidad de enzima necesaria para obtener 1 pmol de producto por minuto.

I11. 7. 3. Electroforesis

La pureza de la actividad lacasa de los cultivos fungicos y la separacién de los
perfiles de isoenzimas de dicha actividad por peso molecular se realizé mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La electroforesis se
llevo a cabo en geles de poliacrilamida al 12 % segun el método descrito por
Laemmli (1970).



Tabla 11. Composicion de los geles de acrilamida al 12%.

Componentes Gel concentrador Gel separador
Tampdn concentrador 2.5 ml -
Tampodn separador - 2.5 ml
Acrilamida 1ml 3ml
Agua bidestilada 6.4 ml 4.35 ml
SDS 10% 100 pl 100 pl

APS 10 % 50 ul 50 pl
TEMED 5l 5l

Los tampones correspondientes a cada tipo de gel se prepararon en Tris-HCl a
diferentes pH y concentraciones para garantizar la movilidad de las proteinas en el
gel concentrador y la posterior separacion segun la masa molecular en el gel
separador. Asi, el tampoén concentrador se prepardé en Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 y el
tampdn separador en Tris HCl 1.5 M a pH de 8.8.

Tabla 12. Composicion del tampdn de electroforesis de carrera para SDS.

Componentes Concentracién
Tris HCI pH 8.3 25 mM
Glicina 190 mM
SDS 0.1% (w/v)

Las muestras, previamente dializadas mediante ultrafiltracion, se sometieron a 100°
C durante 5 min con tampdn de muestra. Los pocillos del gel se cargaron con 20 pl
de la muestras (0.19 mg de proteina). La electroforesis se llevo a cabo en cubeta

Mini-Protean a corriente 150 V durante una hora.

Tabla 13. Composicion del tampdn para hervir la muestra para SDS.

Componentes Concentracion
Tris-HCI pH 8.5 1.45¢g
Glicerol 20 ml

SDS 044

Azul de bromofenol 0.1g
B-mercaptoetanol 5% (v/v)

87



88

Para la determinacidn del peso molecular de las distintas isoenzimas, se utilizaron
como patrones las siguientes proteinas de peso molecular conocido:

Tabla 14. Composicion de los patrones de proteinas (Pharmacia) para SDS.

Componentes kDa
B-Galactosidasa 116
Fosforilasa b 97
Albumina bovina 66
Ovoalbumina 45
Anhidrasa carbonica 30

Para la deteccion de las bandas de proteinas los geles se tifieron utilizando la tincion
de plata (Bio-Rad Silver Stain). Esta técnica estd basada en el uso de nitrato de
plata susceptible de unirse a proteinas en un pH acido y la consecuente reduccién
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 proteinas en la muestra es pequeia.

Para la tincion por plata se sumergio el gel en una solucién de metanol 40 % (v/v) y
acido acético al 10 % (v/v) durante 30 minutos. A continuacién se incubd en
dicromato-potasico y acido nitrico al 10% durante cinco minutos y se lavd tres
veces durante cinco minutos con agua destilada. Posteriormente se incubd el gel en
una solucion de nitrato de plata al 10% (v/v) 3.2 % (p/v) durante 20 minutos. A
continuacién se lavo el gel con agua destilada durante un minuto. Para el revelado,
se sumergio dicho gel en una solucion de carbonato sédico y paraformaldehido al
10% (v/v). Para fijar las bandas de proteina se usé una solucion de acido acético al
5% (v/v).

I111. 7. 4. Western blot e inmunodeteccién de la lacasa

Primero, se requiere la transferencia de las proteinas, separadas por SDS-PAGE, a
un soporte solido tal como una la membrana de nitrocelulosa. La membrana de
nitrocelulosa fue colocada sobre el gel de poliacrilamida. Posteriormente ambos
elementos fueron colocados entre papeles Wathman, esponjas y un soporte de
plastico. Las proteinas fueron transferidas por electroforesis hacia el anodo en
tampdn de transferencia.



Los sitios de unidon no especificos de la membrana fueron bloqueados por TBS-T
leche desnatada al 10 % durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, la
membrana fue incubada con el anticuerpo primario, lavado con TBS-T tres veces, e
incubada con el anticuerpo secundario. Los anticuerpos de conejo empleados fueron
diluidos en TBS-T leche. Después de tres lavados con tampén TBS la membrana se
reveld con reactivo de deteccidén ECL (Pharmacia).

Las proteinas purificadas se sometieron a electroforesis en un gel de SDS-PAGE al
12% vy se transfirieron a membrana de nitrocelulosa a 100 V a temperatura
ambiente durante 60 minutos. Después de tres lavados con tampodn PBST, se
incubd la membrana con la solucidon de leche desnatada y el sequndo anticuerpo
anti-inmunoglobulina G de conejo unido a peroxidasa (1:3000) durante dos horas a
37° C. Después de tres lavados con tampon PBST la membrana se reveld con
reactivo de deteccion ECL (Pharmacia).

Tabla 15. Composicion del tampoén PBST para Western Blot.

Componentes (9)
NaCl 8
KCI 0.2
Na,HPO4 1.44
KH,PO4 0.24
Tween 20 2 ml

Se ajusto el pH a 7.2 con HCI
I11. 7. 5. Determinacion del extremo amino terminal

La determinacion de la secuenciacion de aminoacidos del extremo amino terminal se
realizd sobre 5 pg de lacasa purificada mediante la degradacion de Edman
automatizada, utilizando un secuenciador de proteinas de pulso liquido (modelo
477A, Applied Biosystems) acoplado a un analizador de feniltiohidantoina (modelo
120A, Applied Biosystems). La concentracion de enzima utilizada para analizar la
secuencia N-terminal fue 1 nM.
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I11. 8. Métodos de analisis de acidos nucleicos
I11. 8. 1. Aislamiento y cuantificacion de ARN de P. flavido-alba

EL ARN se obtuvo del micelio congelado a -80° C obtenido de cultivos en medio BL
con vainillina. El ARN total fue extraido y purificado mediante RNeasy Plant mini kit
(Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante, que se describen brevemente:

— El micelio (100 mg) congelado en nitrégeno liquido se marcerd hasta un polvo
fino con mortero y pistilo previamente lavados con NaOH (0.1 M), EDTA (1 mM)
y H,0 libre de ARNasas.

— Se lisd el micelio con tampdn de lisis: RLC/B-mercaptoetanol (450 pl /5 pl), se
mezcld, se homogenizd v filtré a través de una columna “Qlashredder” para
obtener el filtrado.

— Elfiltrado se mezcld con 350 pl de etanol al 70% y se homogenizo.

— El homogenizado se filtr6 a través de una minicolumna “RNeasy” mediante
centrifugacion 1 min a 11.000 x g para adherir el ARN a la membrana de silica-
gel de la columna.

— La membrana se lavd con tampdén RW1 (500 pl) y luego con tampdn RPE (500
ul dos veces). En los dos lavados iniciales la minicolumna se centrifugd 11.000 x
g, el ultimo lavado se centrifugd 2 min a maxima velocidad. Una vez seca la
membrana, el ARN se eluyd dos veces con 50 pl de agua milli Q libre de ARNsas.

El ARN total se cuantifico por espectrofotometria a 260nm y 280nm. Para ello el
eluato se diluyd 1:100 en agua DEPC (agua libre de ARNasas) y la concentracién se
calculd teniendo en cuenta que 40 pg/ul equivalen a una unidad de absorbancia a
260 nm. la relacion 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 relacién 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.

La integridad de ARN se verificd por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
seguida de tincidon con bromuro de etidio. El ARN total se uso para la sintesis de
ADN



I11. 8. 2. Sintesis del ADNc mediante transcripcion inversa (RT)

Esta técnica se basa en la sintesis de una hebra de ADN complementario (ADNc) de
cadena simple a partir del ARN mensajero (ARNm) (Sambrook y col., 1989). Para
ello se usa transcriptasa inversa que sintetiza el ADNc a partir de los sitios
determinados por cebadores especificos.

Se mezclaron de 100 a 500 ng de ARN total con 1 pl de solucién de p (dT), de 10
ug. plIt o con 1pl de solucién de cebador especifico de 2 pg.ul™.

La mezcla se incubd durante diez minutos a 70° C para desnaturalizar el ARN e
inmediatamente se enfrio a 4° C, proceso durante el cual se hibrida el cebador. En
ese momento se anadioé una mezcla de 4 pl de tampodn de ditiotreitol 100mM, 1pl de
inhibidor de nucleasas de ARN, 1 pl de desoxinucledtidos (10mM), 1 ul de
transcriptasa inversa SuperScript II (Stratagen) y la cantidad de agua DEPC
necesaria para un volumen final de 20 pl.

Las muestras se centrifugaron mediante un pulso y se incubaron en el termociclador
a 42° C durante una hora a 70° C durante 15 minutos para terminar la reaccion y se
enfriaron a 4° C. El ADNc asi obtenido pudo ser utilizado inmediatamente o
guardado a -20° C hasta su utilizacion.

I11. 8. 3. Determinacion de la expresion de pfa/ mediante PCR
semicuantitatviva (QPCR)

Las reacciones de PCR semicuantitativa se realizaron en un termociclador Mx
3000P® (Stratagene) utilizando la mezcla maestra SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EEUU). Esta mezcla incorpora, como su nombre indica, el
colorante SYBR® Green que detecta ADN de doble hélice, por lo que no es necesario
el uso de sondas especificas. Este compuesto se une al ADN 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. Cada reaccion se llevo a cabo en un volumen de 25ul con los siguientes
componentes:

Tabla 16. Reactivos para la reaccién de QPCR.
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Componentes Volumen (ul)
Agua destilada 8.44
Master Mix 12.5
StrataScript RT/ARNse 0.06
Primer directo (5uM) * 1 (concentracion final 400nM)
Primer inverso (5uM) * 1 (concentracion final 400nM)
ADNCc 3

La amplificacion se realizd aplicando el siguiente protocolo: un ciclo inicial de 2
minutos a 50° C, diez minutos a 95° C seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C,
un minuto a 95° C, 65° C durante 30 segundos y una etapa final de 99° C durante 30
segundos.

Los cebadores especificos utilizados fueron los siguientes:

Como normalizador se us6 el gen constitutivo que codifica el ARNr 185 humano.
Para su amplificacion, se utilizaron los cebadores 18S-F (directo) y 18S-R (inverso).

En primer lugar, se construyd una curva patrén utilizando diluciones decimales de
una muestra de concentracion conocida para el gen problema, asi como para el gen
normalizador amplificado en la misma placa. Las curvas se obtenian representando
los valores de C; (ciclo threshold o ciclo umbral) frente al logaritmo de la cantidad
de ADNc molde de cada dilucién. El C; es el primer ciclo de amplificacién en el que
la sefial de fluorescencia es mayor que el nivel minimo de deteccidn, indicando que
los productos de la PCR comienzan a ser detectables, es decir, es el ciclo en el que
empieza a detectarse el amplicon. Los resultados se normalizaron con los niveles de
C; obtenidos para el gen constitutivo ADNr 18S.

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:

Exp. gen/Exp.basal gen = 9 -AA C,

Niveles de expresion =
Exp.endégeno/Exp.basal endégeno

Donde: A C; = C,(diana) — C, (referencia)
AA C;= A C;— A C, (calibrador)



El calibrador fue la muestra que se usé para comparar.
I11. 8. 4. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR permite la amplificacion “in vitro” de fragmentos concretos de
ADN utilizando cebadores especificos. Dependiendo de la enzima usada y de la
secuencia a amplificar se aplican diferentes protocolos que tienen en comuin la
existencia de un numero de ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacion.
Para amplificar la secuencia codificante de pfal/, se ejecuto el siguiente protocolo.

Se realizd mezclando en un Eppendorf:

— 2l de ADNc

— 10yl del tampdn de ADN polimerasa 5x

— 1pl de la mezcla de desoxinucledtidos

— 2l de la solucién de cloruro de magnesio,

— 1yl de una solucién de 10 mM de cada cebador

— 0.5 pl de ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion Hot Start IT y
completamos hasta 50 pl con agua Milli Q estéril.

Se aplicd un pulso en la centrifuga para mezclar los componentes de la reaccién y
se colocaron los tubos en un termociclador aplicandosele las siguientes condiciones
sucesivas: desnaturalizacion a 98° C durante 30 segundos, 30 ciclos de amplificacion
cada uno de los cuales se desarrollé a 98° C durante cinco segundos, hibridacion a
55° C durante diez segundos, extensidén a 72° C durante un minuto, y elongacion
final a 72°C durante diez minutos.

Los productos obtenidos fueron usados inmediatamente o conservados a -20° C
hasta su uso.

I11. 8. 5. Electroforesis en gel de agarosa
La separacion y deteccion de los productos de PCR se llevo a cabo mediante

electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% preparado en tampdén TAE y
revelado con bromuro de etidio (0.5 pg. ml™?).
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Tabla 17. Composicion del tampon TAE para geles de agarosa.

Componentes Concentracion

Tris-Base 40 mM
Acido acético 20mM
EDTA 1mM

I11. 8. 6. Purificacién de ADN de geles de agarosa

Una vez seleccionado el fragmento de ADN amplificado mediante PCR, se purifico
mediante QIAquick Gel Extraction Kit. Este método se basa en la unién del ADN a
una matriz de silicagel contenida en una pequefia columna en presencia de altas
concentraciones de sal y su posterior elucion a bajas concentraciones de la misma.
Brevemente, se recortd el ADN del gel de agarosa, usando una cuchilla estéril y se
introdujo en un tubo eppenddorf de 1.5 ml. A continuacién se afadieron tres
voliumenes del tampon de solubilizacion QG (suministrado por la casa comercial)
para fundir la agarosa calentando a 50 ° C durante diez minutos.

Posteriormente se afiadid un volumen de isopropanol y se afadié a la columna de
purificacion. Primero se centrifugd la columna a 10.000 x g durante un minuto para
que el ADN se uniera a la columna. Se lavé con Tampdn PE (suministrado por la
casa comercial) y se centrifugd para eliminar los restos de etanol que pudieran
quedar. Finalmente se eluy6 el ADN con 30 6 50 pl de agua milliQ.

I11. 8. 7. Clonacién de fragmentos de ADN

La clonacion consiste en la fusion del plasmido con el fragmento de ADN y su
posterior transformacién en £.coli competente. La ligacién entre el fragmento de
ADN vy el vector se realizd usando una relacion molar inserto: vector de 3:1 y la ADN
ligasa del fago T4 (Promega). Se incubd a 4° C durante 12 h.

Tabla 18. Composicion de la mezcla de reaccién de ligacion al vector de clonacion.

Reactivos Volumen

Tampon de ligacién 2X Sul
Vector 1ul
Producto de PCR 3ul
ADN Ligasa de T4 1l




I11. 8. 8. Preparacioén de células de E. coli XL1-Blue electrocompetentes
y transformacién

Las ligaciones fueron transformadas en células de £.coli electrocompetentes. Para
ello, se crecieron en 5 ml de medio de cultivo LB con tetraciclina (10 mg.ml™?). Tras
24 horas, 300 ul de este cultivo se utilizaron como inoculo para 30 ml de medio
fresco y se incubd a 37° C en agitacion hasta que la densidad déptica a 600 nm fue
de 0.6.

El cultivo se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos a 4° C, y se recuperaron las
células. Las células fueron resuspendidas en 30 ml de agua Milli Q estéril y fria. Se
repitid la centrifugacion y el lavado con agua, se resuspendieron en 600 pul de
glicerol (10%) estéril y frio y se centrifugaron nuevamente. Finalmente, las células
se resuspendieron en 100 pl de glicerol (10%) y se procedi6 a la transformacion.

La transformacion se llevd a cabo mediante electroporacién. A las células
electrocompetentes frias, se les afadio 10 pl de la ligacion y sometieron a un pulso
eléctrico de 2.500 V a 16-19 kV/cm? Inmediatamente, se les afiadi® medio de
cultivo LB y se incubaron a 37° C durante 1 hora en agitacién.

Tras la incubacién, se sembraron alicuotas de las células transformadas en placas
Petri de medio LB con los antibidticos adecuados en cada caso (ampicilina, 100
mg.ml™?) u otros compuestos quimicos necesarios (IPTG, 0.1M; X-gal, 1%) para la
seleccién y visualizacion de las colonias transformadas.

I11. 8. 9. Preparacion de ADN plasmidico

Para la obtencién 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 union del ADN
a una matriz de silicagel a altas concentraciones de sal y su elucidon a bajas
concentraciones. Brevemente, 1.5 ml de cultivo bacteriano crecido durante una
noche (10° UFC. ml™) se precipitdé mediante centrifugacion. Tras eliminar el medio
de cultivo, se resuspendieron las células en 200 pl de la solucién de suspension y se
anadié 200 pl de la solucion de lisis. A este lisado, se afiadiéd 350 ul de la solucién
de neutralizacion y se centrifugd a 13.000 rpm durante diez minutos. El
sobrenadante se afnadid a la columna de purificacion, se lavd con 750 pl de la
solucién de lavado y se eluyd con 50 ul de agua Milli Q.
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I11. 8. 10. Digestion con endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas son enzimas que reconocen secuencias diana en el ADN al que
se unen y digieren. Se emplearon endonucleasas de tipo II (HindIIl y BssH 11 de
NEB Biolabs) para digerir ADN plasmidico. En general, se digirieron de 1-10 ul de
ADN plasmidico (250 ng) con 10-20 unidades de enzima en un volumen total de 20
ul con el tampdn apropiado (suministrado por la casa comercial). Esta reaccién se
incubd durante 1-2 horas a 37° C. La reaccién se detuvo mediante choque térmico o
extrayendo el ADN usando fenol: cloroformo. La digestion fue confirmada por
electroforesis en gel de agarosa.

I11. 8. 11. Secuenciacion de ADN

La secuenciacién del ADN se llevd a cabo mediante el método de Sanger en el
servicio de Secuenciacién del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neira
(CSIC, Granada), utilizando un secuenciador automatico de Applied Biosystems
modelo 373 STRECHT. Brevemente, 400 ng de ADN plasmidico se mezclaron con
6.4 picomoles del cebador correspondiente, se completaron hasta 12 ul y se
secuenciaron con el reactivo BigDye Terminator de Applied Biosystems, que utiliza
en la reaccién de extension la enzima AmpliTag ADN polimerasa y emplea
dideoxinucledtidos marcados con cromdforos fluorescentes.

I11. 9. Preparacion de protoplastos y cotransformacién de A. niger

Para la obtencidn de protoplastos, se crecid A. niger (apartado 11.4.2.) y se separd
el micelio del medio de cultivo por filtracién a través de un filtro de tejido Miracloth,
se lavd con NaCl 9 g. I, se secd al aire y se resuspendieron en 20 ml. g* de micelio
de buffer Myc wash (Tabla 11). A esta solucidn se le afiadieron 40 mg de enzimas
liticas por g de micelio y se incubd a 30° C, 80 rpm durante dos horas, hasta que la
aparicion de protoplastos fue visible al microscopio. En este momento, los
protoplastos se separaron del resto de micelio por filtracion a través de filtro
Miraclothy se lavaron de nuevo con el buffer Myc Wash.

Tabla 19. Composicion del buffer Myc Wash para la cotrasnformacion.

Componentes Concentracion
Na Cl 600mM
C&Clz 270mM




Sobre la suspensidon de protoplastos se afadié un volumen de STC, se incubd en
hielo durante 10 minutos y se centrifugd a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4° C. El
precipitado se resuspendié de nuevo en un volumen de STC. Tras los lavados, el
precipitado se resuspendid en 200 pl de STC y se mantuvo en frid hasta la
transformacion. A continuacion se recoge la composicion del tampoén TSC.

Componentes Concentracion
Sorbitol 1.33M
CaCl, 0.05M
Tris-HCI pH 7.5 0.01M

La cotransformacion se llevd a cabo una cotransformacion utilizando el vector pAB4-
1, y el vector pAN52-4 portador del gen de la lacasa.

Se anadieron 10 pg de cada uno de los plasmidos, previamente, sobre 200 pl de la
solucién de protoplastos. Se agitd suavemente y se anadieron 50 pl de tampdn PEG
(STC mas 250 g. I'* de polietilenglicol 6000). Se volvié a agitar suavemente y se
incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras la incubacion se
anadieron 2 ml de tampdn PEG, se incubd a temperatura ambiente durante 5
minutos y se afadieron 4 ml de tampon STC. Tras este tratamiento, los protoplastos
se extendieron sobre placas de medio acetamida A, se incubaron a 30° C hasta la
aparicion de colonias.

Después de la cotransformacién, A. niger se cultivd a 30° C en placas de medio
sélido selectivo minimo (sin uridina) que contiene por litro:

Componentes Concentracion
NaNO; 70 mM

KCI 7 mM
KH,HPO4 11 mM
MgSO, 2 mM
Glucosa 1% (w/v)
Elementos traza iml

Agar 8g
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Componentes Concentracion
ZnS04 76 mM
HsBOs 178 mM
MnCl, 25 mM
FeSO, 18 mM
CoCl, 7.1 mM
CuSO4 6.4 mM
Na;Mo04 6.2 mM
EDTA 174 mM

Elementos traza 1000 X:

Para la seleccion de los transformantes productores de laccasa, el medio fue
suplementado con 0.2 mM de 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazolidine-6-sulfénico
(ABTS).

I1l. 10. Caracterizacion de la enzima recombinante y comparacion
enzimatica con la lacasas nativa

La comparacidon enzimatica entre las lacasas nativa y recombinante puras se realizé
cuantificando (por triplicado) en cada caso la oxidacién de ABTS en diferentes
condiciones. Ademas se compararon las constantes cinéticas para la oxidacién de
ABTS y 2,6 DMP y se caracterizd la oxidacion de los colorantes textiles.

I11. 10. 1. Produccién de lacasa de P. flavido-alba por A. niger

Las colonias crecidas en medio acetamida A, se replicaron en placas de medio
acetamida ABTS mediante agotamiento de asa y se incubaron en las mismas
condiciones. Los criterios de seleccion de transformantes fueron el crecimiento
sobre acetamida como Unica fuente de carbono y la formacion de halos de color
verde de las colonias, como consecuencia de la oxidacién del ABTS por la lacasa. Se
inocularon 1 x 10° esporas en un matraz de 300 ml. El cultivo se control durante 5
dias en incubacion a 30° C y agitdndose a 200 rpm. El pH se ajusté a cinco con
acido citrico 1M.



Componentes Concentracién
NaNOs; 70 mM

KCI 7 mM
Na,HPO, 200 mM
MgSO4 2 mM
Glucosa 10% (w/v)
Elementos traza iml

I11. 10. 2. pH 6ptimo y estabilidad frente al pH y temperatura

e pH O6ptimo: se determind la oxidacion de ABTS a diferentes pHs por la
enzima nativa y recombinante por triplicado. Para ello, se midi6 la actividad
de la enzima purificada (5 mM) a 30° C sobre ABTS en tampodn Britton y
Robinson 100 mM en un rango de pH de 2-9 (ajustado con NaOH).

Tabla 20. Composicion del tampén Britton y Robinson (1932).

Componentes Concentracion
H3BOs 0.04 M
HsPO, 0.04 M
CH5;COOH 0.04 M

e Estabilidad al pH y a la temperatura: Para determinar la estabilidad al
pH, la solucion de lacasa en tampon Britton y Robinson 100 mM se mantuvo
24 horas a 30° C a diferentes pHs (ajustado con NaOH entre 2.0 y 9.0).
Después se cuantificd la oxidacion del ABTS (5mM) en el mismo tampén a
pH 5.0.

e La determinacién de la estabilidad a la temperatura se realizd en forma
analoga, incubando una hora la solucién de lacasa a diferentes temperaturas
en el rango de 30 a 60° C.

I11. 10. 3. Estabilidad a disolventes organicos:

La tolerancia a disolventes organicos fue determinada incubando 12 pl de enzima en
tampon glicina-HCI 0.25 M a 30° C durante 3 horas, en presencia de 10 y 50 % de
cada uno de los siguientes disolventes organicos: acetona, acetonitrilo, etanol,
metanol, dimetil formamida (DMF) y dimetil sulféxido (DMSO).
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I11. 10. 4. Parametros cinéticos K,y V ax

Los parametros cinéticos se determinaron con 0.19 mg de enzima a 30° Cy pH 3.0
en tampdn glicina-HCl 0.25 M con tres sustratos: ABTS, 2.6-DMP y FeSO, y a en un
rango de concentracione entre 0.575 y 11.5 mM. Los resultados se ajustaron una
hipérbola mediante regresion no lineal con el paquete informatico Enzyme Kinetics,
v.1.1 Macintosh, Trinity Software.

I11. 10. 5. Valoracion de las actividades enzimatica con distintos
sustratos

La actividad enzimatica se cuantifico segin la unidad internacional (umol de
sustrato de transformado por minuto). Las sustancias y coeficientes de extincién
molar (M*cm™) utilizadas para la cuantificacion espectrofotométrica de su oxidacion
por la lacasa fueron: ABTS (&456=29300); 2,6-dimetoxifenol (g465=27500). La
estructura quimica de estos sustratos se representa en la Figura 12. Todas las
determinaciones se llevaron a cabo a 30°C en un espectrofotdmetro Shimazdu UV-
160.
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Figura 12: Sustratos de la lacasa nativa y recombinante de P. flavido-alba.
I11. 10. 6. Efecto de los iones metalicos
Para determinar el efecto de los iones metdlicos Hg**, Mn®*, Mg**, Fe**,Cu** y la K*

(2mM) sobre la actividad lacasa, el ensayo se realizd en tampodn acetato sodico 10
mM a pH 5, incubando la enzima (0.19 mg) a 30° C durante 24 horas. Alicuotas de



cada enzima (12 pl) fueron transferidas a una mezcla de reaccion estandar (138 pl
del tampdn acetato sddico, 50 pl de ABTS 93.5 mM).

I11. 10. 7. Efecto de los inhibidores

Se ensayaron varios inhibidores de lacasas descritos como azida sodica (NaNs),
EDTA (a concentraciones de 1, 5 y 10 mM), urea a 5M y SDS a 0.1 %. Cada
inhibidor se disolvid en tampdn acetato sédico 10 mM pH 5.0. A 12 pl de solucién
enzimatica se les anadieron 138 pl de solucidon del inhibidor. Las mezclas se
incubaron durante 15 minutos a 30° C. Se determind la oxidacién del ABTS en el
momento de anadir el inhibidor y tras los 15 minutos de incubacidn.

I11. 11. Decoloracion de colorantes textiles

La decoloracion de diferentes colorantes textiles: Remazol Brillant Blue (RBBR,
Anthraquinonic) y Acid Red 299 (NY1, diazo) por las lacasas nativa y recombinante
de P. flavido-alba, se llevd a cabo en placas microtiter en un volumen de reaccion
de 200 pl, la mezcla de reaccion contenia 0.19 mg de proteina pura, 0.2 % (w/v)
del colorante a ensayar, y tampon glicina—HCl pH 3.

Para evaluar la decoloracion de los colorantes, se determind la absorbancia a 590
nm para RBBR y a 520 nm para NY1 y fue calculada segin Guo y col. (2008). La
decoloracion fue expresada en % con respeto al control sin enzima. Los ensayos
fueron realizados por triplicado.

I11. 11.1. Colorantes textiles

El colorante textil diazo NY-1 (Pm= 519,16 g.mol® Figura 13) fue obtenido de
Yordshire Europe (Tertre, Bélgica) y se ensayé 100 mg.I™.

C,H,0H
A
\(‘ ,H,OH

Figura 13. Estructura quimica del colorante NY-1 (acido 3-(4-(4-(bis(2-hidroxietil)
amino) fenildiazenil) naftalen-1-il) diazenil) benceno sulfénico.
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I11. 11. 2. Productos quimicos y reactivos

Se utilizo acetonitrilo y metanol (Scharlab, grado HPLC). El agua se obtuvo desde un
sistema milli-Q (Synthesis A10). Las soluciones para HPLC se tamponaron con acido
férmico al 0.1%. Cada muestra se filtré sobre filtros de 0.45 um (celulosa).

Los productos de oxidacion del tinte se separaron de los componentes del cultivo
mediante extraccién en fase solida (SPE). Se utilizaron cartuchos C18 500mg.
(Phenomenex) que se acondicionaron con metanol/agua. Se cargd un ml de
muestra, se lavd tres veces con agua y se eluyeron los productos de oxidacion del
tinte con 3.0 ml de metanol.

Esta solucion se concentré en rotavapor a 30° C y finalmente se afadié un ml de
metanol, se filtrd (0.45 um) y se analizd por LC-MS.

111.12. Degradacion del colorante textil NY1 por las lacasas nativa y
recombinante

I11. 12. 1. Preparacién de las muestras

200 pl de una disolucién de acetonitrilo: agua (50:50) con 0.1% de acido férmico se
anadié a cada muestra para el analisis por HPLC.

I11. 12. 2. Analisis de los compuestos

Se ha utilizado un cromatdgrafo de liquidos (Alliance HT 2795. Waters) acoplado a
un detector de Espectrometria de Masas ESI-TOF (LCT Premier Xe. Micromass
technologies). La columna cromatografica utilizado fue: Nova PaK C18 3.9mm X 150
mm. Tamafio de particula de 4 um. La fase mévil (0.5 ml.min) fue para el Canal A:
Agua con 0.1% de acido férmico y por el Canal B: Acetonitrilo con 0.1% de férmico
a un flujo de 0.5 ml.min™.

El gradiente cromatografico utilizado fue:

« Tiempo 0 min: 50% canal Ay 50% canal B
« Tiempo 10 min: 0% canal Ay 90% canal B
« Tiempo 20 min: 0% canal Ay 90% canal B
« Tiempo 21 min: 50% canal A y 50% canal B



Condiciones del Espectrémetro de Masas: barrido de masas en modo negativo entre
100-700 uma.
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Para aproximarnos a revelar la importancia de la lacasa producida por P. flavido-
alba, hemos desarrollado dos estrategias; 1) definir particularidades de su
regulacion orientadas a aumentar la produccién y, 2) desarrollar un sistema de
expresion heterdloga. Finalmente hemos comparado las propiedades fisico-quimicas
de las especies moleculares nativa y recombinante asi como la capacidad de ambas
enzimas para la decoloracién y/o degradacion de colorantes textiles de diferentes
estructuras. Estos resultados demuestran que la enzima esta inducida por sustratos
aromaticos naturales como ocurre con otras lacasas fungicas y como novedad que
también su produccién esta regulada por inhibidores de histonas desacetilasas. La
expresion heterdloga en A. niger aumentd 10 veces la actividad lacasa especifica de
los cultivos.

IV.1. Induccidn de la produccion de la lacasa de P. flavido-alba
1V.1.1. Induccidén por sustratos aroméaticos

Con el fin de disponer de las herramientas adecuadas para estudios moleculares
posteriores, el trabajo experimental de esta tesis doctoral se inicid caracterizando
aspectos basicos de la lacasa de P. flavido-alba. Para ello fue necesario utilizar
cantidades relativamente grandes de enzima nativa. Para la produccién y
purificacion de estas soluciones nos basamos en estudios previos (Rodriguez-Rincon
y col., 2010). Como estrategia para aumentar el rendimiento de la produccion
utilizamos la induccion por vainillina en cultivos sobre el medio basal para la lacasa
(BL), se purificdé cromatograficamente, se comprobd la pureza del enzima y se
identificd antigénicamente mediante SDS-PAGE y Western blot.

IV.1.2. Producciéon y purificacion de lacasa nativa en cultivos de P.
flavido-alba afiadidos de vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido)

Para incrementar la produccidon de lacasa por P. flavido-alba se ensayo0 la vainillina
y teniendo en cuenta que se trata de un compuesto de origen natural, su eleccion
se basd en estudios previos sobre la oxidacidon de componentes fendlicos del
alpechin por AP. flavido-alba (Ben Hamman y col., 1999a y 1999b; Pérez y col., 1996;
de la Rubia y col., 2002). La Figura 14 muestra la produccién de lacasa en cultivos
de P. flavido-alba de diez dias de incubacién. La actividad lacasa aumentd
rapidamente después de 4 dias y gradualmente alcanzd un pico de 190 U.I™.
Finalmente la actividad disminuyd bruscamente después de 8 dias.
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Figura 14. Acumulacién de la actividad lacasa en los cultivos de 10 dias de
incubacion (los resultados representan valores promedio y desviacion estandar de

tres repeticiones).
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Los fluidos extracelulares se concentraron y purificaron primero por cromatografia
de intercambio anidnico (Figura 15) y posteriormente por cromatografia de
exclusion molecular (Figura 16).
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Figura 15. Perfil cromatografico de la columna de intercambio anidnico Hi-Trap
(Amerscham, Pharmacia) de la lacasa de A. flavido-alba crecido en medio BL
suplementado con vainillina. Absorbancia a 280 nm (----) y a 405 nm (—).
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Figura 16. Perfil cromatografico de la columna Superosa 12 de exclusién molecular
(Amersham, Pharmacia) de lacasa de P. flavido-alba crecido en medio BL
suplementado con vainillina. Absorbancia a 280 nm (----) y a 405 nm (—).

La Tabla 21 muestra el resumen de la purificacion de la lacasa de P.flavido-alba.

Seis litros de sobrenadante fueron concentrados con una recuperacion de la
actividad de 157.7%. Se llevo a cabo el primer paso de la cromatografia de
intercambio anidnico con Acell, con una recuperacién de 127.78 %, después se
realizd los otros dos pasos de cromatografia (Hi-Trap y Superosa 12).



Tabla 21. Purificacidn de la lacasa PfaL. (U) unidad internacional de actividad.

Proteinas Actividad Actividad

Purificacion Volumen e Grado de Rendimiento
(ml) totales total especifica purificacion %
(mg) ) (U.mg™)

Crudo 6100 52.70 104.10 2.00 1 100
Concentrado 55.50 4.40 157.90 3.60 1.82 157.70
Centriplus 5.30 2.45 95.50 39 19.72 91.68
Acell 4.25 1.40 133 95 48.10 127.78
Centricon 0.40 1.56 226 145 73.40 217.10
Hi-Trap 13 0.70 103.50 147.70 74.80 99.39
Superosa 12 2 0.75 103.60 148 74.90 99.50

El efecto de la vainillina induciendo la produccién de lacasa se demostré tras analisis

de las soluciones purificadas mediante SDS-PAGE y Western-blotting. En los geles

de SDS-PAGE, la proteina extracelular mayoritaria purificada mostré un tamafio de 113
97 kDa idéntico al descrito para la proteina no inducida (Pérez y col., 1996) (Figura

17).

Tras el Western-blotting usando anticuerpos policlonales de conejo demostramos la
identidad inmunoldgica de las proteinas purificadas de los cultivos en presencia y en
ausencia de las sustancias ensayadas como inductores, puesto que en los cultivos
inducidos con vainillina solo se detecté reaccién inmunoldgica con la proteina de 97
kDa (Figura 17).
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Figura 17. SDS-PAGE (a) de fluidos extracelulares de P. flavido-alba. Western blot
(b), (1): control (cultivos sin inductor) (2): cultivos afiadidos de NN-dimetil
formamida, (3): cultivos anadidos de vainillina, (C): lacasa purificada de cultivos
inducidos con vainillina.

1V.1.3. Induccion de la producciéon de la lacasa de P. flavido-alba por
inhibidores de histona desacetilasas

Dado el conocido papel regulador de la expresion genética de las histonas
desacetilasas en los organismos eucariotas, y la ausencia relativa de estudios para
conocer la posible utilidad de los inhibidores de estas enzimas para mejorar la
produccion de enzimas flungicas de interés biotecnoldgico, hemos definido el efecto
del acido suberenilo hidroxamico (SAHA) sobre la induccion de la produccion de
lacasa en P. flavido-alba. EI SAHA pertenece al grupo de los inhibidores de las
histonas desacetilasas mejor conocido y para observar si la respuesta al SAHA
pudiera ser particular de este hongo, se determind al mismo tiempo el papel
regulador sobre la produccion de una de las lacasas de otro basidiomiceto:
Trametes versicolor, Los experimentos incluyeron: 1) la determinacion de los
efectos sobre la actividad lacasa de los cultivos, 2) el analisis por SDS-PAGE de las
proteinas extracelulares y 3) la cuantificacion de la expresion del gen de la lacasa
mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR). Los resultados demuestran por
primera vez la induccidon de la produccion de lacasa por bajas concentraciones de
inhibidores sintéticos de HDACs.



Para determinar el efecto del SAHA sobre la produccion de la lacasa, se procedié en
forma andloga a la descrita para la determinacion de los efectos de la vainillina: los
hongos fueron crecidos en medio basal (BL) durante 7 dias a 30° C en reposo y
anadidos al tercer dia de SAHA. Con fines comparativos se afadieron cultivos
inducidos con vainillina y cultivos anadidos de NN-dimetil formamida, el disolvente
empleado para afadir estas sustancias a los cultivos

Tanto el SAHA como la vainillina proporcionaron un fuerte incremento en la
produccion de lacasa por los cultivos de P, flavido-alba alcanzando maximos de 150
U.I'"y 140 U.I'") respectivamente. Resultados analogos se obtuvieron en los cultivos
de 7. versicolor aunque con menor actividad lacasa.
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Figura 18. Actividad lacasa en cultivos de P. flavido-alba en medio basal (BL), y en
medio basal afiadidos de vainillina (VAN, 1mM), de SAHA (100 uM) o de NN-dimetil
formamida (DMF).
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Figura 19. Actividad lacasa en cultivos de 7. versicolor en medio basal (BL) y en
medio basal afiadidos de vainillina (VAN, 1mM), de SAHA (100 uM) o de NN-dimetil
formamida (DMF).

La estimacion de la cantidad de lacasa por SDS-PAGE confirmé la mayor
acumulacién de esta proteina en los cultivos afadidos de SAHA en ambos hongos
(Figuras 20 y 21). Las bandas de 97-99 kDa para P. flavido-alba'y 54 kDa para 7.
versicolor.

Estos resultados describen por primera vez que el SAHA puede emplearse para
aumentar la produccion de lacasa en los dos hongos ensayados y por analogia, con
otros posibles hongos productores de enzimas de interés biotecnoldgico. Como
veremos a continuacion el efecto de este inhibidor de HDACs sobre la produccion de
lacasa es consecuencia de su accion aumentando su expresion génica.
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Figura 20. SDS-PAGE de los fluidos extracelulares de cultivos de 24 horas de A.
flavido-alba cultivos anadidos de SAHA (1), cultivos afiadidos de NN-dimetil
formamida (2), cultivos afiadidos de vainillina (3), control (cultivos sin inductor) (4).
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Figura 21. SDS-PAGE de los fluidos extracelulares de cultivos de 24 horas de 7.
versicolor, cultivos afadidos de NN-dimetil formamida (1) cultivos afiadidos de SAHA
(2), cultivos afiadidos de vainillina (3), control (cultivos sin inductor) (4).
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IV.1.4. Demostracion del efecto inductor de vainillina y SAHA por
cuantificaciéon de la produccion de ARNm

La confirmacion directa de que el aumento de la produccion de la lacasa por
vainillina y por SAHA se debe a una induccién de la expresion génica de esta
enzima, para ello, se cuantificaron los niveles de ARNm de la lacasa de ambos
hongos mediante QPCR.

La cinética de la evolucion del contenido en ARNm fue semejante durante las 72
horas tras la adicion de los inductores en los cultivos de ambos hongos (Figuras 22
y 23). En ambos casos, la cantidad de ARNm fue maxima a las 24 horas de la
adicion de la vainillina o del SAHA y minima a las 72 horas. Las cantidades de ARNm
cuantificados en ambos hongos fue muy semejante para los cultivos en medio basal
y en los cultivos afadidos del disolvente en el que se incorporan los inductores NN
dimetil formamida.

Tomando estos resultados en conjunto, hemos demostrado que:

a) El efecto de la vainillina incrementando la produccion de la lacasa de A~.
flavido-alba, se debe a la induccidn de la expresion del gen. Este aumento se
produce también por un inhibidor de las HDACs.

b) El efecto inductor de la produccién de lacasa de P. flavido-alba por SAHA no
es exclusiva de este hongo, abriendo la posibilidad de usar los inhibidores de
HDACs para aumentar la produccion de enzimas flungicas de interés
biotecnoldgico, sobre todo considerando las cantidades infimas de SAHA
(100 uM) que proporcionan un rendimiento semejante a concentraciones mil
veces mayores de vainillina.
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Figura 22. Niveles de expresion del gen pfal a diferentes tiempos de incubacién
(6, 12, 24, 48 y 72 horas) en cultivos en medio basal (BL), en medio basal afiadidos
de NN-dimetil formamida (DMF), de vainillina (VAN) (1mM), y de SAHA (100 uM).
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Figura 23. Niveles de expresion del gen tv/de 7. versicolora 6, 12, 24, 48y 72
horas en cultivos en medio basal (BL), en medio basal afiadidos de NN
dimetilformamida (DMF), de vainillina (VAN 1mM), y de SAHA a 100 pM.
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IV. 2. Expresion heteréloga del gen pfal en A. niger

Este apartado describe la clonacién y expresion de la secuencia codificante del gen
prfal asi como la obtencion de transformantes productores para la purificacion de la
lacasa (PfaLr) y su comparacion con la nativa.

IV. 2.1. Clonacién de la secuencia codificante del gen pfaL

Para la expresion en A. niger se escogid el vector pAN52-4 que permite clonar en
fase de lectura al péptido sefial mediante las enzimas BssHII y HindIIL. Por ello, se
disefiaron dos cebadores (AnigerPfalF, GCGCGCAGACACTGTCTCGCTTCCATCC;
AnigerPfalR, AAGCTTCAGGCCGAGCATTGATCCAC) que incluian estas dianas
(subrayadas) y se amplific la secuencia con una ADN polimerasa que garantizara la
fidelidad de la sintesis. El producto de PCR fue clonado en el vector de clonaje
pGEM-T y enviado a secuenciar para comprobar la fidelidad del ADN amplificado.
Una vez garantizada la calidad, se digirid6 con las enzimas BssHII y HimdIII, se
purificod y se cloné en pAN52-4 (Figura 24).

PANGZ-4-plal (5348 o)

Figura 24. Mapa del vector pAN52-4-pfalL indicando los puntos de corte y los
elementos genéticos que porta. PgpdA, promotor; ss, seucuencia sefal; pfal, gen
de la lacasa; TrpC, terminador transcripcional; b/a, gen de la beta-lactamasa.



1V. 2.2. Obtencidn de transformantes

Al margen de las estrategias de estimulacion de la produccion de la lacasa nativa de
P. flavido-alba que se han descrito en los apartados precedentes, hemos
desarrollado con éxito un sistema heterdlogo para la produccion de la lacasa PfaL
en A. niger similar al desarrollado para la produccién de la lacasa de AP. cinnabarinus
(Record y col., 2002).

Basicamente consiste en la obtencidon de protoplastos de una cepa de A. niger
deficiente en la secrecidn de diferentes tipos de proteasas (Mattern y col., 1992) y
cotransformacion con dos plasmidos, uno para la seleccion de transformantes
(pAB4-1) y otro para la expresion de la secuencia codificante del gen pfal.

El screening de transformantes se realizd en sucesivos aislamientos de las esporas
en el medio selectivo (Agar acetamida ABTS) hasta obtener transformantes
positivos para el marcador de seleccion (pyrG) y capaces de expresar la lacasa
recombinante de P. flavido-alba. Esta enzima se detecta por la formacién de halos
verdes de oxidacion del ABTS en medio Agar-ABTS (Figura 25). Asi mismo se
comprobd que los transformantes que solo contenian el pAB4-1 (con el marcador
para la seleccion) carecian de actividad lacasa.

De todos los transformantes se seleccionaron los que producian los halos de
oxidacién mas intensos. Posteriormente se evalud la produccion de lacasa en medio
liguido por los transformantes seleccionados. El transformante que presentd mayor
acumulacion de actividad lacasa en los cultivos (2500 U.I"* Figura 26) después de
5 dias, fue seleccionado para estudios posteriores, con la denominacion
transformante PfaLr.
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Figura 25. Deteccion de transformantes de A. niger que expresan PfaLr (forman el
halo verde de oxidacion de ABTS) en Agar-ABTS.

1V.2.3. Produccidn y purificacion de PfaLr

En los cultivos en medio liquido, la actividad lacasa aumentd rapidamente después
de 3 dias de incubacién a 30° C. Gradualmente alcanzé un pico de 2500 U.L*
(actividad especifica 92.1 U.mg™). Después del séptimo dia, la actividad lacasa
disminuyd bruscamente (Figura 26). Esta produccién de lacasa es mucho mayor
que la descrita para la produccion de la lacasa nativa inducidos con vainillina (de
0.557 U.L'" Pérez y col., 1998).

El pH de los cultivos fue mantenido alrededor de 5 para prevenir la degradacién de
la enzima. Aunque en general las lacasas fungicas son estables a pH acido, su
actividad disminuye bruscamente cuando las condiciones son neutras como para la
lacasa de P. cinnabarinus (Eggerty col., 1996).

En relacion a los parametros medidos, se puede observar una ligera dependencia de
la actividad lacasa en funcién del pH del medio, ya que aumenta conforme lo hace
el pH y comienza a disminuir cuando los valores del pH estan por debajo de cinco.
Por esta razén el pH fue mantenido y controlado alrededor de cinco al objeto de
prevenir su inactivacion.
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Figura 26. Cinética de acumulacién de la actividad lacasa recombinante (®) en
cultivos de A. niger. La actividad se determind por (oxidacion de ABTS). (A) pH de

los cultivos.

IV.2.4. Purificacion de la lacasa recombinante

La lacasa recombinante (PfaLr) se purificd a partir de extractos crudos de cultivos
de A. niger de 5-6 dias, utilizando cromatografia de intercambio anidnico (columna
Hi-Trap) seguida de cromatografia de exclusion molecular (Superosa 12) (Figuras

27y 28).
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Figura 27. Perfil cromatografico obtenido en la columna de intercambio anidnico de
las preparaciones crudas de PfaLr. Absorbancia a 280 nm (—) y @ 450 nm ().



2000

1500

Absorbancia (mAU)

1000

500

0 125
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Tiempo (min)

Figura 28. Perfil cromatografico obtenido en la columna de exclusiéon molecular
Superosa 12 de los sobrenadantes semipurificados de PfaLr. Absorbancia a 280 nm

La Tabla 22 muestra los distintos pasos de la purificacion de la lacasa
recombinante.

Un litro del sobrenadante de los cultivos fue concentrado 40.8 veces por
ultrafiltracién con una recuperacién de 1890 U de actividad total y un rendimiento
del 75.6%. Tras el primer paso de intercambio anidnico Hi-Trap se recuperd 973 U
de actividad total y un rendimiento de 38.92 % en 19.7 mg de proteinas totales. La
concentracion y cromatografia de exclusidn molecular proporciond a PfaLr con una
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actividad especifica de 92.1 U.mg, mucho mayor que la conseguida para la lacasa

nativa (Pérez y col., 1996).

Tabla 22. Purificacion de la PfaLr producida por A. niger. IU unidad internacional

de actividad.

Purificacion Volumen Proteinas Actividad Actividad Rendimiento Grado de
(ml) totales total especifica % purificacion

(mg) ) (U.mg™)

Cultivo 1000 320.5 2500 7.8 100 1

filtrado

Ultrafiltracion 6 106.7 1890 17.71 75.6 2

Hi-Trap 10 19.7 973 49.39 38.92 6

Superosa 2 3.8 350 92.1 14 12

La pureza de la PfalLr purificada se confirmé mediante SDS-PAGE vy tincién de plata
(Figura 29a). Su masa molecular fue de 97 KDa similar a la de la lacasa nativa. La
figura muestra ademas el analisis de SDS-PAGE del medio de cultivo de A. niger.
Este andlisis mostré que PfalLr era la enzima mayoritaria secretada por la cepa
transformada. El andlisis por Western blot (Figura 29b) utilizando anticuerpos
policlonales de conejo frente a la lacasa nativa de A. flavido-alba mostrd una sola
banda de hibridacion, la correspondiente a la proteina de 97 kDa, lo que confirma
las semejanzas entre la lacasa nativa y recombinante (Pérez y col., 1996).
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Figura 29. SDS-PAGE (a) de la PfalLr purificada y Western blot (b). 1: PfaLr
purificada; 2: concentrado del fluido extracelular de los cultivos de A. niger PfaLr
(©) A. niger sin transformar.

1V. 2.5. Comparacion de los enzimas nativo y recombinante

Para conocer las posibles diferencias entre la lacasa nativa y la recombinante se
compararon las siguientes propiedades de ambas: pH dptimo, estabilidad frente al
pH, a la temperatura, a la inactivacion por disolventes organicos y sensibilidad a
inhibidores. Los resultados se ofrecen a continuacion.

1IV.2.5.1. pH 6ptimo

La sensibilidad al pH de la oxidacion de ABTS por la lacasa nativa y por PfaLr fue
muy semejante (Figura 30). El pH 6ptimo detectado fue de 3.0, muy similar
también al de la lacasa nativa (Pérez y col., 1996).
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Figura 30. Oxidacion de ABTS a diferentes pHs por la lacasa nativa de P. flavido-
alba (A )y por PfaLr (m).

1V.2.5.2. Estabilidad frente al pH

La estabilidad frente al pH se evalué determinando la actividad enzimatica residual
de la lacasa recombinante y la nativa incubada 24 horas a 30° C a diferentes pH en
el tampon Britton y Robinson 100 mM. Como se puede observar en la Figura 31, la
lacasa recombinante retuvo mayor actividad enzimatica en el rango de pH de 5.0-
6.0.
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Figura 31. Estabilidad enzimatica frente al pH (durante 24 horas a 30° C) de la
lacasa recombinante (PfaLr) (m) y la nativa (A ).

1V.2.5.3 Estabilidad frente a la temperatura

La termostabilidad fue determinada a pH 5.0 tras mantener el enzima durante 60
minutos entre 30° C y 60° C. La Figura 32 demuestra que tanto la lacasa
recombinante como la nativa fueron estables durante una hora a 30 ° C con una
actividad lacasa de 100 U.I'*. Ambas enzimas disminuyeron su actividad cuando se
incubaron a mas temperatura 50 U.I'*a 40°C, y 10 U.I'* a 60°C (Figura 32).
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Figura 32. Actividad enzimatica residual de soluciones de PfaLr (B ) y de lacasa
nativa (A ) mantenidas una hora a diferentes temperaturas.

1V.2.5.4. Estabilidad en disolventes organicos

Hemos determinado el efecto sobre la actividad enzimatica de diferentes disolventes
organicos que forman mezclas acuosas en las que es estable el cation radical del
ABTS (Alcalde y col., 2005) que se origina cuando lo oxida la lacasa. Los
disolventes ensayados fueron acetonitrilo, acetona, etanol, metanol, (DMF) y
(DMSO0).

La lacasa nativa (Figura 33 a) fue relativamente estable solo en presencia de
(DMF) vy (DMSO), disolventes en los que se retuvo un 60% y 50 % de actividad
respectivamente (Figura 33 b), con unos valores mas bajos comparandoles con la
recombinante. Por otro lado la forma recombinante, también fue mas estable en
todos los disolventes ensayados.
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Figura 33. Efecto de los disolventes organicos en la actividad de la lacasa nativa
() y la actividad de la lacasa recombinante (b). NN dimetilformamida (DMF)
Dimetilsulféxido (DMSO). La actividad sin la adicion de los disolventes organicos fue
considerada al 100%.

1V.2.5.5. Constantes cinéticas

La determinacion de la X, de las enzimas se realizd a temperatura ambiente usando
ABTS, 2.6-DMP (2.6-dimetoxifenol) y FeSO, como sustratos a concentraciones entre
0.575 y 11.5 mM asumiendo la cinética Lineweaver-Burk. La mayor afinidad de
ambas lacasas fue por el 2,6-DMF (K, de 0.8 mM y de 0.65 mM para la
recombinante y la nativa respectivamente). La menor afinidad la mostraron ambas
enzimas para la oxidacion del Fell (Tabla 23). Sin embargo la lacasa recombinante
y nativa presenta menos afinidad respeto a FeSO..
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Tabla 23. Constantes cinéticas de las reacciones de oxidacion de tres sustratos
catalizadas por la lacasa recombinante y nativa.

Lacasa nativa Lacasa recombinante
Sustratos Km Vmax /(cat Km Vmax /(cat
(mM) | (umgh) | (s | KeKn | M) | umgh) | (1) | Kerkn
ABTS 1.07 800 70.16 65.57 0.89 770 67.54 75.88
2,6-DMP 0.8 320 28.07 35.08 0.65 300 26.31 40.47
Fe SO, 4.0 980 85.96 21.49 3.0 900 78.94 26.31

1V.2.5.6. Sensibilidad a inhibidores

Se han ensayado dos tipos de sustancias como posibles inhibidores de la actividad
lacasa por su interferencia en la oxidacién de ABTS, un grupo fueron diferentes
sustancias organicas y las otras diferentes sales metalicas.

1V.2.5.6.1. Interferencia de moléculas organicas en la oxidacion del
ABTS.

Para la determinacion de la inhibicidn de la actividad lacasa para las dos enzimas, se
cuantificd la oxidacion del ABTS en ausencia y en presencia del supuesto inhibidor
tras 15 minutos de incubacién a 30° C. La sensibilidad a la inhibicion de la actividad
fue menor para la forma recombinante que para la nativa (Tabla 24). La mayor
inhibicion la proporciond azida sédica a 10 mM (inhibid el 80% de la actividad de la
forma recombinante y el 90% de la forma nativa). Por otro lado el EDTA a 10 mM
inhibid un 40% vy 33.3% para P. flavido alba y A. niger respectivamente, sin
embargo a 1 mM el EDTA incremento la oxidacion del ABTS tanto por la enzima
recombinante que por la enzima nativa.



Tabla 24. Interferencia de varios sustancias de la oxidacion de ABTS por la lacasa
recombinante y nativa

Lacasa recombinante

Lacasa nativa

Inhibidor | Concentracion | Inhibicion | Inhibidor | Concentraciéon | Inhibicion
(%0) (%)
1mM 25 1mM 30
NaN; 5mM 66.66 NaN; 5mM 70.7
10mM 83.33 10mM 90
1mM -16 1mM -20
EDTA 5mM 16.66 EDTA 5mM 20
10mM 33.34 10mM 39.9
Urea 5mM 16 Urea 5mM 20
SDS 0.1% 1 SDS 0.1% 5
1mM -8.33 1mM -10.5
MnSO, 5mM -25 MNnSQO, 5mM -30
10mM -50 10mM -60

1V.2.5.6.2 Interferencia de metales en la oxidacion del ABTS

Ninguno de los metales ensayados disminuyd la actividad enzimatica de ninguna de
las dos formas del enzima. Por el contrario Cu** y Mn** incrementaron la oxidacion,
mas para la forma recombinante que para la nativa (Figura 34).
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Figura 34. Influencia de diferentes metales en la oxidacién del ABTS por las
134 lacasas recombinante y nativa.

1V.3. Decoloracion de tintes textiles

Se ha estudiado la decoloracién de dos tintes textiles (RBBR y NY1) de diferente
estructura quimica y se ha determinado la modificacion estructural asociada a la
decoloracion del tinte mas sensible (NY1). Como se muestra en la figura Res 23
ambos tintes fueron decolorados tanto por la enzima recombinante como por la
nativa. Después de tres horas de incubacién la decoloracion del RBBR alcanzé un 60
% para ambas enzimas. Sin embargo la decoloracion del NY1 fue mas rapida (60 %
en una hora) por la lacasa recombinante. Después de tres horas, la enzima
recombinante decolord totalmente la solucion de NY1 (Figura 35).
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Figura 35. Decoloracion de RBBR (a) y NY1 (b) por la lacasa recombinante (B ) y
nativa (A ).



El andlisis por LC-MS muestra diferentes resultados dependiendo de la lacasa usada
para la decoloracion del tinte NY-1. (Figura 36) HRMS (ESI,m/z)= 518.1506 [M-H]
! calculado para CoH24N50sS .

En la Figura 36 observamos el espectro de masas correspondiente a NY-1, el ion
molecular m/z=518.1506 corresponde a (M %)
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Figura 36. Espectro de masa del tinte textil NY-1

El colorante NY-1 es un derivado diazo. La oxidacion por la lacasa nativa origind dos
derivados parcialmente oxidados (Figura 37), a= HRMS (ESI, m/z)= 334.1551 [M-
H]™, calculado para CyHyN30; 334.1556; b= HRMS (ESI, m/z)= 311.0482 [M-H]?,
calculado para CieH11N,05S 311.0490.
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Figura 37. Espectro de masa del tinte NY1 decolorado por la lacasa nativa.

Sin embargo los resultados ilustrados en la Figura 38 muestran que la oxidacion de
NY-1 con la lacasa recombinante dio como resultado, dos componentes metabolitos
parcialmente oxidados (Figura 38) a= HRMS (ESI, m/z)= 334.1551 [M-H]?,
calculado para CyHyN3O, 334.1556; b= HRMS (ESI, m/z)= 311.0482 [M-H]!,
calculado para CigHi:N,OsS 311.0490, y un metabolito total', calculado para
CeHs03S 156.9959.



Dado que el producto b no fue encontrado en las soluciones oxidadas por la lacasa
nativa, se concluye una oxidacion mas eficiente del grupo azo por la lacasa
recombinate que por la nativa.
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Figura 38. Espectro de masa del tinte NY1 decolorado por la lacasa recombinante.
Producto de oxidacion parcial.
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La discusion que a continuacion se describe nos permite valorar el conocimiento que
nuestros resultados han aportado al pequefio mundo de las proteinas de cobre
(Mcos); en concreto estas proteinas, que como Pfal, se catalogan entre
ferroxidasas y lacasas.

Nuestros resultados obtenidos en esta tesis doctoral, han permitido conocer otros
aspectos de la lacasa de P. flavido alba, en primer lugar la regulacion de la
expresion de esta enzima por inhibidores de las histonas desacetilasas (HDACs) vy el
efecto de inductores aromaticos sobre la produccién de la enzima nativa. El trabajo
continlia con la descripcion de un sistema de expresion heterdloga en A. niger del
gen de lacasa de P. flavido-alba lo que ha permitido su caracterizacion fisico-
quimica y la capacidad del enzima recombinante para degradar colorantes textiles
sin la utilizacion de mediadores de oxidacidon. Finalmente discutiremos como los
resultados presentados confirman el potencial del enzima en estrategias de
biorremediacion.

V.1. Induccion de la lacasa de P. flavido-alba y de T. versicolor por
vainillina y por SAHA.

La discusion de este apartado se ha organizado en dos partes, primero sobre los
aspectos metodoldgicos y por otro se discuten los resultados de la propia induccién.

V.1.1. Aspectos metodoldégicos

Antes de detallar los resultados conviene mencionar tres aspectos metodoldgicos en
relacién a la incorporacion de las sustancias ensayadas como inductores. El estudio
de inductores de la produccion de lacasas flngicas se ha realizado bajo dos
condiciones experimentales ligeramente diferentes: en unos casos el inductor se
incorpora en el medio de cultivo (Palmieri y col., 2000; Elisachvili y col., 2010)
mientras que en los estudios mas recientes, el inductor se afade a cultivos
obtenidos tras una primera fase de crecimiento (Xiao y col., 2005; Dekker y col.,
2007; Jiang y col., 2013).

La razdn del cambio estd en que las lacasas forman parte del metabolismo
secundario del hongo, por lo que en la medida de lo posible, la adicion en la idiofase
(tras la fase de crecimiento del metabolismo primario) puede ayudar a comprender
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mejor los resultados obtenidos. Esta es la justificacion de haber empleado esta
metodologia en la realizacion de los experimentos que se discuten.

Otro aspecto metodoldgico que merece consideracion es el empleo de pequeiias
cantidades de disolventes organicos imprescindibles para eliminar el problema que
supone incorporar al cultivo sustancias de solubilidad limitada en agua, como es el
caso de muchas de las moléculas propuestas como inductores. En consecuencia los
experimentos deben incluir unos cultivos control que garanticen la identificacion del
posible efecto de las pequeias cantidades del disolvente solubilizador que pudieran
producirse en los cultivos afiadidos de inductor.

En la literatura se ha descrito el empleo de soluciones acuosas de etanol y de DMF
como disolventes (Mozhaev y col., 1989; Farnet y col., 2008).

No se ha encontrado informacion del efecto de la DMF sobre la transcripcion de
lacasas flingicas, pero si existe informacion sobre la transcripcion de otra enzima
ligninolitica, la MnP de PA. chrysosporium (Li y col.,, 1995) tanto la DMF (en
concentraciones analogas a las utilizadas en este trabajo) como el etanol, inducen la
transcripcion de la MnP. Obviamente los niveles de expresion de la MnP son
mayores en las soluciones de DMF que contienen inductores que en los que no los
contienen.

En nuestros experimentos hemos utilizado una solucidon acuosa de DMF como
disolvente para incorporar los inductores ensayados. En consecuencia en los cultivos
que contienen los compuestos ensayados, la vainillina y el SAHA, el efecto sobre la
transcripcion incluye no solo el efecto de este, sino también el de la DMF. Como
veremos mas adelante nuestros resultados confirman el aumento de produccion de
lacasa, la induccion de la produccién y la regulacion de la expresion de lacasa por
vainillina y por SAHA en cultivos de P. flavido-albay en los de T. versicolor.

El otro aspecto metodoldgico de interés es la introduccion de 7. versicolor en
algunos experimentos. El empleo de este hongo estd basado en la introduccién de
SAHA como posible inductor de la lacasa, no estudiado en el momento de iniciar
esto estudios. Parecid oportuno introducir un hongo diferente a A. flavido-alba para
descartar que el posible efecto observado fuese especifico de este hongo. Como
veremos los resultados fueron analogos en ambos hongos.

V.1.2. Induccidn de la lacasa por vainillina y por SAHA



La vainillina es un metoxifenol aldehidico (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) muy
comun en el reino vegetal y asi se ha identificado, entre otros, como intermediario
de la degradacion de la lignina (Tai y col., 1990) y en subproductos de
elaboraciones agroalimentarias como por ejemplo en el alpechin (Martinez-Nieto y
col., 1992).

Previamente hemos demostrado que los cultivos de A. flavido-alba ahadidos de
vainillina u otros compuestos aromaticos de bajo peso molecular estructuralmente
relacionados con las fracciones fendlicas de la lignina, inducen la produccion de
lacasa (de la Rubia y col., 2002), pero se desconocian los mecanismos moleculares
de esta induccion.

La regulacion de la expresion de los genes de las lacasas difiere de un organismo a
otro probablemente como reflejo de los diferentes papeles que ejercen las lacasas
en los hongos (Collins y Dobson 2002; Mansur y col., 1998).

Reiteradamente se ha demostrado que la acumulaciéon de lacasa extracelular en
cultivos de basidiomicetos, estd asociada al aumento de la cantidad del mRNA
especifico, como se ha demostrado en Volvariella volvacea (Chen y col., 2003), en
Trametes (Terron y col., 2004) o en P. ostreatus (Pezzella y col., 2013) entre otros.
La situacién es diferente para la regulacion por cobre de la lacasa de P. ostreatus,
donde el transcrito aumenta continuamente pero no aumenta la actividad
extracelular de enzima (Palmieri y col., 2000), resultado atribuido a una secrecion
ineficiente o a la degradacidn proteolitica de la lacasa secretada (Mazumder y col.,
2009).

En varias lacasas fungicas, la induccion por compuestos fendlicos se corresponde
con el aumento de la transcripcion del mRNA (Chen y col., 2003; Terrén y col.,
2004; Xiao y col., 2006; Yang Yy col., 2013).

La adicién de vainillina y de SAHA a cultivos de A. flavido-alba 'y de T. versicolor
incrementaron la actividad lacasa y la transcripcion del mRNA de A. flavido-alba y
de 7. versicolor (Figuras 10 y 11). De hecho la informacién disponible describe que
practicamente son simultaneos el maximo de acumulacién de mRNA y el maximo de
actividad enzimatica en la produccion de lacasa por 7. trogii (Colao y col., 2003),
por 7. pubescens (Galhaup y col., 2002) por V. volvaceae (Chen y col., 2004) o
durante la produccién de una lacasa recombinante de Coprinus congregatus (Kim y
col., 2001; Xiao y col., 2006).
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Algunos trabajos han demostrado que la expresidén de la actividad lacasa es una
funcién de la composicion del medio de cultivo, del tiempo de incubacién y de la
concentracion de los inductores (Schell y col., 2000). Frecuentemente las lacasas se
producen en pequefas cantidades en condiciones de suficiencia en nutrientes, pero
se ha descrito que la induccién por inductores aromaticos provoca un incremento en
la actividad lacasa. Como para otros hongos de la podredumbre blanca de la
madera, P. sajor-caju (Lo y col., 2001), P. eringii (Mufioz y col., 1997) y 7. modesta
(Nyanhongo vy col., 2002), la produccién de lacasa por P. flavido-albay T. versicolor
aumento en presencia de compuestos aromaticos (Figuras 18 y 19).

Hasta la fecha no hay en la bibliografia descripciones de la induccién de la actividad
lacasa y de la transcripcion del mRNA por inhibidores de las histonas desacetilasas
como el SAHA por lo que no hemos podido comparar nuestros resultados y solo lo
hemos podido realizar a nivel general por compuestos aromaticos.

Algunos estudios (Thurston, 1994; Youn y col., 1995) sugirieron que uno de los
principales papeles que ejercen las lacasas fungicas es el de proteger frente a
compuestos fendlicos tdxicos producidos durante la degradacion de la lignina. No
obstante los resultados son contradictorios lo que demuestra que el papel protector
de la lacasa aun permanece sin esclarecerse.

V.2. Expresion heterdloga de pfal/en A. niger

En P. flavido-alba, como en la mayor parte de las lacasas producidas por hongos, su
nivel de expresion es demasiado bajo para hipotéticos usos biotecnoldgicos, y
requieren la expresion heterdloga para obtener mejor produccion de la enzima.

Para la expresion en un sistema heterdlogo, se eligid A. niger como hospedador, ya
que este hongo ha sido utilizado en otras ocasiones para la produccién heterdloga
de diferentes proteinas con buenos resultados tanto con proteinas de origen fungico
(Conesa y col. 2000; Record y col. 2002), como con proteinas de otros origenes
(Contreras y col. 1991; Archer y col. 1995).

Aunque los hongos filamentosos son capaces de producir grandes cantidades de
enzimas (Punt y col. 2002), la produccién de proteinas heterdlogas es mas limitada,
lo que implica la necesidad de uso de diferentes estrategias, como la fusidon de
genes para aumentar el rendimiento (Gouka y col. 1997). Para la expresion
extracelular del cDNA de A. flavido-alba se utilizd un sistema basado tanto en la
introducciéon del propio péptido sefial de la lacasa, como en la fusion pfa/ con la



secuencia sefal de la glucoamilasa de A. niger. La deteccidon extracelular de la
enzima confirmd su funcionalidad, lo que apoya la idea de una localizacién
extracelular de la enzima en P. flavido-alba, la sustitucion por el de la glucoamilasa
de A. niger provocé un incremento de 10 veces en la actividad especifica
encontrada en los cultivos, lo que indica que el uso de este péptido sefial mejora la
produccion de enzimas heterdlogas en A. niger. Los mejores resultados para la
produccion heterdloga de PfalLr se han obtenido combinando esta estrategia con el
uso de una cepa de A. niger deficiente en proteasas extracelulares, de acuerdo con
los mejores rendimientos encontrados por otros autores utilizando este tipo de
hospedadores (Téllez-Jurado y col., 2006)

En esta tesis doctoral describimos por primera vez la expresion heterdloga de prfal
(GenBank EF4461611, Rodriguez-Rincdn y col., 2010) en A. nigery la secrecidn de
la lacasa recombinante (PfaLr) en el medio de cultivo gracias a la fusion de la
preprosecuencia de la glucoamilasa de A. niger, que permite la secrecion de otras
enzimas fungicas recombinantes (Record y col., 2002; Sigoillot y col., 2004; Téllez-
Jurado, 2006; Piumi vy col., 2014).

La produccion extracelular de PfaLr por A. niger alcanzd los 30 mg.l", 1000 veces
mayor que la produccion de lacasa nativa por P. flavido-alba (Pérez y col., 1998).
Este incremento de la produccidon es coherente con trabajos anteriores (Record y
col., 2002, Sigoillot y col., 2004, Yaver y col., 1999), y ligeramente mayor que las
producciones heterdlogas de otras lacasas en levaduras (Cassland y Jonsson, 1999;
Otterbein y col., 2000). Por ejemplo, la produccién de la lacasa de P. cinnabarinus
por P. pastoris alcanzé alrededor de 20 mg I'* (Madzak y col., 2005), mientras que
en A. niger alcanzd 70 mg I (Record y col., 2002).

V.2.1. Purificacién de la lacasa recombinante

La purificacion de la lacasa recombinante fue realizada en dos pasos de
cromatografia: intercambio anidnico y exclusion molecular, mientras que la enzima
nativa requiere para su purificacion completa un proceso de tres pasos de
cromatografia. Esta mayor facilidad de purificacion puede ser explicado porque A.
niger produce mayoritariamente esta enzima en el medio extracelular (Figura 26),
mientras que en los cultivos de AP. flavido-alba se acumulan extracelularmente
cantidades significativas de otras enzimas, entre otras, peroxidasas ligninoliticas (LiP
y MnP, (Pérez y col., 1996). El SDS-PAGE y el analisis de Western blott de las
enzimas recombinante y nativa purificadas no soélo confirmé la homogeneidad de la
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enzima, sino también que ambas, la enzima recombinante y la nativa presentaron
un peso molecular muy similar (Figura 29).

V.2.2. Comparacioén de la enzima nativa y recombinante

Se han descrito modificaciones de algunas de las propiedades de la enzima
recombinante comparada con la forma nativa (Otterbein y col., 2000; Sigoillot y
col., 2004; Madzak y col., 2005). En este sentido PfaLr mostré una actividad
especifica de 92.10 U.mg™, bastante mayor que la descrita para la enzima nativa
(18.4 U.mg?, Pérez y col., 1996). El aumento de este pardmetro podria ser
explicado por la mayor estabilidad de la enzima recombinante comparandola con la
enzima nativa, como se vera en el siguiente apartado de estabilidad al pH, a la
temperatura y a disolventes organicos.

V.2.2.1. pH 6ptimo y estabilidad al pH

La oxidacion de ABTS de la mayoria de lacasas fungicas ocurre en un rango de pH
ente 2.0 y 7.0 (Baldrian, 2006). PfaLr mostré un pH déptimo para la oxidacién de
ABTS de 3.0 el mismo que para la enzima nativa (Pérez y col., 1996) y similar al de
lacasas de otros basidiomicetos (Garzillo y col., 1998; Giardina y col., 1999; Soden y
col., 2002; Galhaup y col., 2002; Chen y col., 2004; Park y col., 2014; You y col.,
2014).

En general, las lacasas fungicas son estables a pH acido y su actividad disminuye
bruscamente al aproximarse a pH alcalino como ocurre con la lacasa de A.
cinnabarinus cuya actividad casi desaparece a pH 6.0 (Eggert y col., 1996). La
estabilidad al pH fue diferente para las enzimas recombinante y nativa de P. flavido-
alba. La enzima nativa tiene una estabilidad maxima a pH 5.0 con una disminucion
de su actividad del orden del 85 % a pH 6.0. Sin embargo la enzima recombinante
mantuvo casi el 100 % de actividad a pH 5.0 y 6.0, algo similar ocurrié a la lacasa
de G. lucidum donde la actividad lacasa se mantuvo al 90% a pH 7.0 (You y col.,
2014).

V.2.2.2. Estabilidad frente a la temperatura

Las formas nativa y recombinante de la lacasa de P. flavido-alba proporcionan una
mayor actividad a 30° C que a 40° C. La enzima recombinante fue mas estable que
la enzima nativa conservando mas del 50% de actividad a 40°C similar a la lacasa
recombinante de G. /lucidum TR6 (You y col., 2014). Entre las temperaturas de 50°C



y 60° C ambas actividades se inactivaron en el mismo porcentaje (80%) e igual a la
lacasa recombinante de G. /ucidum 7071-9 donde la actividad lacasa disminuye
bruscamente a 45° C y 55° C (Sun y col., 2012). La mayor estabilidad del enzima
recombinante de P. flavido-alba puede superar la limitacion del enzima nativo para
su uso biotecnoldgico.

V.2.2.3. Estabilidad en disolventes organicos

La utilizacion industrial de los enzimas requieren que estos catalizadores sean
estables a altas concentraciones de disolventes organicos, pero la mayoria de los
enzimas pierde su actividad bajo estas condiciones, fundamentalmente debido a un
inapropiado plegamiento (Klibanov, 2001). Asi lacasas de hongos como A. anserina,
A. bisporus, T. versicolory G. lucidum son inactivadas en disolventes organicos y
por tanto poco Utiles comercialmente (Huang y col., 2011).

Asi mismo la estabilidad a disolventes organicos es fundamental para la utilizacion
de enzimas en sintesis organica (Farnet y col., 2008). Nuestros resultados muestran
que la lacasa recombinante (PfaLr) fue mas estable a todos los solventes
ensayados, que la enzima nativa. Asi conservd mas del 70% de su actividad
después de tres horas en (DMF y DMSO al 50%) vy la actividad residual fue mucho
menor en los otros disolventes ensayados. En este sentido, las lacasas nativas
LcclA y Lce2B de L. edodes presentaron una estabilidad similar en diferentes
disolventes organicos (Wong y col., 2012). Por otro lado, gran parte de la actividad
de la lacasa de Ganoderma fornicatum se conservo tras cierto tiempo en solventes
organicos (Huang y col., 2011), pero la de Fusarium solani conservd
aproximadamente el 75-80% de su actividad en acetonitrilo y metanol al 5% y se
inactiva casi totalmente en los demas disolventes ensayados (Wu y col., 2010). El
comportamiento de la lacasa nativa de P. flavido-alba a esos solventes ensayados,
fue mejor que el descrito en la lacasa de Myrothecium verrucaria que pierde toda su
actividad en acetona y acetonitrilo al 20% (Zhao y col., 2012). En conclusion la
mayor estabilidad que presenta la enzima recombinante (PfalLr) en solventes
organicos sustenta su posible empleo en la sintesis organica.

V.2.2.4. Constantes cinéticas

La expresidn en P. pastoris de las lacasas de G. /lucidum TR6 vy de P. cinnabarinus
(You y col., 2014; Sigoillot y col.,, 2004), proporciona enzimas recombinantes
menos afines a los sustratos que las respectivas enzimas nativas. La expresion de la
lacasa de P. flavido-alba en A. niger proporciond una enzima recombinante de
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mayor actividad especifica (18.4 para la enzima nativa y de 92.1 U.mg" para la
enzima recombinante), lo que podriamos relacionar con la mayor estabilidad de la
enzima recombinante. Esta observacion fue apoyada por los valores de los
parametros cinéticos (K, Yy Vna) (Tabla 23): la lacasa recombinante present6 un
Kn Y Vmax inferior a la de la enzima nativa, esto es una mayor afinidad de
sustrato/enzima.

V.2.2.5. Sensibilidad a inhibidores

Los compuestos que generalmente se describen como inhibidores tipicos de las
lacasas incluyen SDS, azida sddica, DDT y L-cisteina que suele tener un efecto muy
potente, mientras que los agentes quelantes de iones como el EDTA y el acido
etilenglicol tetraacético (EGTA) no se comportaron como eficaces inhibidores de la
lacasas purificada (Halburgi y col.,, 2011). La azida sodica es un inhibidor de
metaloenzimas (Sugumaran, 1995), que inactiva la lacasa de C. subvermispora
(Fukushima y Kirk, 1995), de L. edodes (D'Annibale y col., 1996), de 7. versicolor
(Johannes y Majcherczy, 2000) y de los hongos de la familia Coprinaceae.

Nosotros hemos analizado el efecto de estos inhibidores sobre la actividad de ambas
lacasas de P. flavido-alba utilizando ABTS como sustrato.

Como se ha descrito para las lacasas de Chaetomium thermophilumy de especies
de Pleurotus (Chefetz y col., 1998; More y col., 2011), los estudios de inhibicién de
la actividad lacasa por metales y otros compuestos aromaticos muestran que la
azida sddica fue el inhibidor mas efectivo. Asi, PfaL y PfaLr fueron mas sensibles
para la azida sddica que para el EDTA. Resultados similares se han obtenido con
azida sddica y EDTA sobre la lacasa de Peniophora sp. (Niku-Paavola y col., 2004).
Asi como también se ha establecido que 0.1mM de azida sddica provoca la completa
inactivacion de la actividad lacasa de 7. versicolor (Johannes y Majcherezyk 2000).

En general la sensibilidad de las lacasas a la inhibicion por EDTA es variable: a 200
mM no inactiva la lacasa de 7. hirsuta (Abadulla y col., 2000), a 4 mM no inactiva
la lacasa de P. cinnabarinus (Eggert y col., 1996), a 3 mM solo inactiva
parcialmente las lacasas de 7. versicolor, P. ostreatus, y B. cinerea (Bollag y
Leonowicz, 1984) y a 2mM inactiva completamente la lacasa de C. subvermispora
(Salas y col., 1995). El comportamiento de PfaL y PfaLr a la inactivacion por EDTA
fue diferente a otras lacasas, la menor concentraciéon ensayada (1 mM) provocé un
aumento en la oxidacién de ABTS y a 5y 10 mM solo se inactivaron entre un 16 a
un 39%.



V.2.2.6. Efecto de los iones metalicos

Las aguas residuales de la industria textil contienen altas concentraciones de
diferentes iones metalicos (Rodriguez-Couto y col., 2005). Con objeto de utilizar las
lacasas en el tratamiento de aguas residuales industriales, es muy importante
determinar y considerar el efecto de los iones metalicos sobre la actividad y evaluar
la capacidad de las lacasas en tolerar los diferentes iones metalicos.

En relacion al efecto de los iones metalicos sobre la enzima, parece ser que se
estos, o0 bien se unen a la enzima y o bien, la estabilizan o la desestabilizan, de este
modo provocan cambios en la actividad. En algunos trabajos se demuestra que los
iones metalicos son inhibidores de la lacasa (Hu y col., 2014; Zhang y col 2013). En
este trabajo se determind el efecto de iones sobre la actividad laccasa de AP. flavido-
alba (Figura 34). La lacasa recombinante mostré una mayor tolerancia a los iones
metalicos a concentraciéon de 2 mM que la enzima nativa. Mientras que algunos
iones como HgCl,, MgS0O, FeSO, y CIK se comportaron como inhibidores, el Cu**y
Mn?* aumentaron la oxidacién del ABTS, mas para la enzima recombinante que para
la nativa. Resultados similares se han demostrado para la lacasa de 7. versicolor,
para la cual la adicidn de Cu®** estimula la actividad a bajas concentraciones
(Lorenzo y col., 2005). Un efecto similar ha sido descrito para la lacasa de Bacillus
vallismorti con no solo Cu®* sino también con Mg®" y Mn** (Zhang y col., 2013).

V.3. Decoloracion de colorantes textiles por la enzima recombinante

Los efluentes textiles contienen diferentes colorantes la mayoria de los cuales tienen
efectos toxicos (Hu y Wu, 2001; Dogan y col., 2005). La decoloracién de colorantes
por métodos fisicoquimicos tiene numerosas desventajas por lo que los procesos
basados en tratamientos enzimaticos puede ser una alternativa para decolorar y
eliminar colorantes de los efluentes. La lacasa es la principal enzima con actividad
decoloradora de tintes textiles (Rodriguez-Couto y Herrera. 2006).

Algunas lacasas fungicas solas o formando parte de los denominados “sistema de
lacasa-mediador” son Utiles para la decoloracion de los tintes, como el tinte
antraquinodnico RBBR (Wong y Yu 1999; Palmieri y col., 2005; Hsu y col., 2012).

Las lacasas purificadas de P. flavido-alba (nativa y recombinante) decoloran de
manera eficiente las soluciones de colorantes de diferente estructura quimica (RBBR
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y NY1) sin necesidad de mediadores de oxidacion propiedad que comparten con
algunas otras lacasas como es el caso de la lacasa de F. trogii (Deveci y col.,
2004), la lacasa de P. sajor-caju (Murugesan y col., 2006.) que fue capaz de
decolorar tres colorantes azo sin la adicién de mediador o la lacasa recombinante de
Coprinus comatus que decolora 20 colorantes sintéticos de estructuras azo,
antraquinonica y trifenilmetano sin adicion de mediadores (Bao y col., 2013); y la
diferencian de aquellas que requieren mediadores para la decoloracion de los
colorantes textiles, como la lacasa de G. /ucidum que requiere la adicion de 1-
hidroxibenzotriazol (Murugesan y col., 2007), la lacasa de 7. versicolor (Guo y col.,
2008), la de Trametes hirsuta (Rodriguez-Couto y col., 2005), o las lacasa de otros
basidiomicetos (Claus y col., 2002).

En nuestro trabajo hemos determinado no solo la decoloracién sino también la
degradacion de los colorantes textiles ensayados por ambas enzimas de P. flavido-
alba.

La identificacion de los productos de degradacidon es muy importante porque una
vez que se conocen es posible estudiar su toxicidad y asi decidir si el tratamiento
enzimatico es realmente una alternativa al tratamiento fisicoquimico. Hasta ahora
en nuestro trabajo no se ha estudiado la toxicidad de los metabolitos de
degradacion del colorante NY1 debido a la falta de concentracion de los metabolitos
por lo que actualmente nos encontramos realizando el escalado de los estudios de
degradacion para obtener cantidad suficiente de metabolitos para los estudios de
toxicidad.

V.4 Consideracion final

La lacasa de P. flavido-alba puede producirse con mayor rendimiento en la cepa
utilizada de A. niger. La lacasa recombinante tiene propiedades mejoradas respecto
a la forma nativa, como son: mayor estabilidad a pH menos acido, en presencia de
inhibidores y en disolventes organicos. Ademas, decolora eficientemente y degrada
colorantes textiles sin necesidad de mediadores redox. Estas propiedades avalan
que la lacasa recombinante podria ser usada en tratamientos biotecnoldgicos de
efluentes industriales que contengan colorantes textiles.
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De los resultados obtenidos en esta tesis podemos formular las siguientes
conclusiones.

1. Compuestos aromaticos como la vainillina y el SAHA son buenos inductores

de la actividad lacasa de. Ambos aumentan la produccion de lacasa
estimulando la transcripcion del gen.

Aunque el efecto los inhibidores de histona desacetilasas solo lo hemos
definido para cepas de dos especies de hongos filamentosos, los resultados
sugieren la generalizacion de su efecto inductor y posible utilidad
incrementando la transcripcion de los genes de lacasa de hongos
filamentosos de interés biotecnoldgico.

Por primera vez hemos logrado la expresion heterdloga del gen de la lacasa
de

P.flavido-alba en Aspergillus nigery la secrecion de la lacasa recombinante
en el ambiente extracelular del cultivo.

La purificacion del enzima recombinante de los cultivos de A. niger es mas
facil y con mayor rendimiento que la de la forma nativa.

La comparacion de ambas enzimas concluye que la lacasa recombinante
mejora varias propiedades de la enzima nativa.

5.1. Ambas enzimas muestran el mismo pH o6ptimo de actividad pero la
enzima recombinante fue mas estable a pHs entre cinco y seis que la
nativa.

5.2. En relacion a la estabilidad a disolventes organicos, la enzima
recombinante fue mas estable a todos los disolventes ensayados que la
enzima nativa.

5.3. La enzima recombinante se mostré menos sensible a los inhibidores
ensayados que la enzima nativa. Para ambas enzimas fue la azida sddica el
compuesto que mas inhibicion provoco sobre la actividad de ambas enzimas.

5.4. La lacasa recombinante mostré una mayor tolerancia a los iones que la
enzima nativa. Mientras que algunos iones como se comportaron como
inhibidores, el Cu>y Mnz aumentaron la oxidaciéon del ABTS (probablemente



se comportan como inductores), mas para la enzima recombinante que para
la nativa.

5.5. En cuanto a las constantes cinéticas de ambas enzimas: Kmy V,., la
enzima recombinate presentd mayor afinidad por ambos sustratos ABTS y
2,6- DMF es decir menores valores de Km. No obstante ambas enzimas
fueron mas afines para el 2,6-DMF que para el ABTS y menos para el hierro
es decir son verdaderas lacasas con menor actividad ferroxidasa.

5.6. Ambas enzimas decoloraron los colorantes textiles ensayados (NY1 vy
RBBR) aunque solo la enzima recombinante fue capaz de degradar el NY1.
Que se sepa es la primera vez que se describe la degradacion de este
colorante por una lacasa.

5.7. Para nuestro mejor conocimiento este trabajo supone la primera
demostracion de la oxidacion del tinte textil NY1 por una lacasa flngica, si
bien solo por la forma recombinante de la enzima.
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Conclusions

A partir des résultats obtenus dans cette thése, nous pouvons formuler les
conclusions suivantes

1. Des composés aromatiques comme la vanilline (2,3, dimethoxibenciilalcohol)

et le SAHA (histone desacetilase) sont considérés comme de bons inducteurs
de l'activité lacase de Phanerochaete flavido-alba et de Trametes versicolor.
En effet, les deux composé ont permis daugmenter la production de la
laccase en stimulant la transcription du gene correspondant.

Bien que, nous avons seulement définis l'effet des inhibiteurs des histones
désacétilase pour les deux espéces de champignons filamenteux, les
résultats relatif a son effet inducteur pourrait étre étendu a d'autres especes
pour étudier la possibilité d’augmenter la transcription des geénes codant
pour les laccases en général.

. Ces travaux décrivent pour la premiere fois, I'expression hétérologue du

gene de la laccase de P.flavido-alba chez Aspergillus niger.

La purification de I'enzyme recombinante a partir des cultures de A. niger est
plus facile qu'avec la laccase native. De plus, le rendement de purification
s'est révélé étre plus élevé qu’avec la protéine native.

. On peut conclure, a partir de la comparaison des propriétés des enzymes

native et recombinante, que ces deux proétines posseéde quelques
différences.

5.1. Les deux enzymes ont par exemple le méme pH d'activité optimum,
mais I'enzyme recombinante est plus stable a pH 5-6.

5.2. En ce qui concerne la stabilité aux solvants organiques, I'enzyme
recombinante est stable a tous les solvants testés.

5.3. L'enzyme recombinante s'est montré moins sensible aux inhibiteurs
testés. Pour les deux enzymes, l'azide de sodium est le composé majeur
inhibant I'activité des deux enzymes.

5.4. La lacase recombinante a une plus grande tolérance aux ions que
I'enzyme native. Pour exemple, le Cu®** et Mn** ont permis d‘augmenter
I'oxydation de I'ABTS (ils se comportent probablement comme inducteurs).
Cet effet positif est plus marqué pour I'enzyme recombinante.



5.5. En ce qui concerne les constantes cinétiques (Km et Vmax des deux
enzymes), l'enzyme recombinante présente une plus grande affinité par les
deux substrats ABTS et 2,6-DMF. Cependant, les laccases recombinante et
native presentent moins d‘affinité pour le fer ce qui nous permis de dire que
la laccase de PA.flavido-alba est une vraie laccase avec une activité
ferroxidase faible.

5.6. Les deux enzymes ont permis de décolorer les colorants textiles testés
(NY1 et RBBR) bien que seulement I'enzyme recombinante a été capable de
dégrader le NY1.

5.7. C'est le premier travail démontrant 'oxydation du colorant textile NY1
par une laccase fongique, bien que seulement par la forme recombinante de
I'enzyme soit active sur ce colorant.
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Abstract We investigated the expression of Phanero-
chaete flavido-alba laccase gene in Aspergillus niger and
the physical and biochemical properties of the recombinant
enzyme (rLac-LPFA) in order to test it for synthetic dye
biotransformation. A. niger was able o produce high levels
of active recombinant enzyme (30 mgL "), whose identity
was further confirmed by immunodetection using Western
blot analysis and N-terminal sequencing. Interestingly,
rLac-LPFA exhibited an improved stability at pH (2-9) and
organic solvents tested. Furthermore, the percentage of
decoloration and biotransformation of synthetic textile
dyes, Remazol Brilliant Blue R (RBBR) and Acid Red 299
(NY1), was higher than for the native enzyme. Its high
production, simple purification, high activity, stability and
ability to transform textile dyes make rLac-LPFA a good
candidate for industrial applications.

L. Benghazi - J. Martinez - T. de la Rubia (=)

Department of Microbiology, Faculty of Pharmacy, University
of Granada, Campus Cartuja, 18071 Granada, Spain

e-mail: dirubia@ ugr.es

E. Record

INRA. Polytech Marseille, UMR 1163 de Biotechnologie des
Champignons Filamenteux. Aix Marseille Université, CP 925,
13228 Marseille cedex (9, France

A. Sudrez
Department of Biochemistry and Molecular Biology 2,
University of Granada, Campus Cartuja. 18071 Granada, Spain

1. A. Gomez-Vidal

Department of Organic Chemical, Faculty of Pharmacy,
University of Granada, Campus Cartuja. 18071 Granada, Spain

Published online: 25 July 2013

Keywords Laccase - Heterologous expression -
Phanerochaete flavido-alba - Solvent-tolerant -
Dye biotransformation

Introduction

Laccases have been intensively investigated during the last
decades due to their multiple industrial and biotechnologi-
cal applications, as well as to their ability of act on wide
range of substrates (Kunamneni et al. 2008a; Martinez et al.
2009; Arora and Sharma 2010). Regarding this, laccases are
currently considered as high-valued industrial enzyme.
Some promising industrial applications for laccases include
decolorization and detoxification of textile dyes, pulp
bleaching, wine clarification, biosensors, bioremediation,
organic synthesis and others (Mayer and Staples 2002;
Kunamneni et al. 2008b; Mikolasch and Schauer 2009).
The textile industry accounts for two-thirds of the total
dyestuff market (Riu et al. 1998) and consume large vol-
umes of water and chemicals for wet processing of textiles.
The discharges of wastewater are the main cause of the
harmful environmental impact of the textile industry.
Robinson et al. (2001) estimated about 10-15 % of textile
dyes are discharged into waterways as effluent and effluents
discharged from such industries consist of high sodium,
chloride, sulphate, hardness and carcinogenic dye ingredi-
ents. Major pollution by textile wastewater comes from
dyeing and wastewater is characterized by high suspended
solids, chemical oxygen demand (COD), heat, colour,
acidity and other soluble substances (World Bank 2007).
Many teams have reported the production of laccases
from wild-type filamentous fungi but the main bottleneck
to using laccases in industrial processes is their low pro-
duction yield (Gianfreda et al. 1999; Kunamneni et al.
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2008b), which means productivity is generally low and the
final cost of the enzymes is too high for applications in the
biotechnology sector.

To reach higher production levels, genetically modified
strains have been developed with fungal hosts that are
naturally able to producing high amounts of extracellular
enzymes. Various filamentous fungi such as Aspergillus
and Penicillium offer a number of advantages for heterol-
ogous protein production, including their ability to secrete
large amounts of proteins in culture media, and several
studies have compiled a substantial volume of data on their
large-scale cultivation (Demain and Vanishnav 2009).

To improve production yield. heterologous production
of fungal laccases has been carried out in various hosts
such as Aspergillus oryzae (Yaver et al. 1996), Aspergillus
niger (Record et al. 2002) and Trichoderma reesei (Kii-
skinen et al. 2004), and various yeasts such as Saccharo-
myces cerevisiae (Piscitelli et al. 2005), Pichia pastoris
(Hong et al. 2007), Pichia methanolica (Guo et al. 2005),
Yarrowia lipolytica (Madzak et al. 2005) and Kluyver-
omyces lactis (Piscitelli et al. 2005).

Recombinant laccases have been widely applied in bio-
remediation purposes, especially for the treatment of syn-
thetic dyes (Lu et al. 2009), thus, the purified recombinant
Leel from Trametes trogii, produced in P. pastoris differ-
ently decolorizes several synthetic textile dyes, depending
on their chemical structures. Moreover, this enzyme has
proved to be stable and active in the presence of moderate
amounts of organic solvents (Colao et al. 2006). A potential
use of a recombinant Pycnoporus sanguineus laccase pro-
duced in P. pastoris for the treatment of dye-containing
effluents has also suggested by Lu et al. 2009 in light of its
remarkable ability to degrade. at different extents, four
synthetic dyes belonging to different classes (azo, anthra-
quinone, triphenylmethane and indigo (Lu et al. 2009).

In previous studies, our group showed that the white-rot
fungus P. flavido-alba produces a laccase (Pérez et al.
1996) that has been biochemical and molecular character-
ized (de la Rubia et al. 2002), and the corresponding gene
has been cloned and sequenced (Rodriguez-Rincon et al.
2010). The present study shows the heterelogous expres-
sion of the laccase gene from P. flavido-alba in A. niger in
order to study the main enzyme properties of the recom-
binant and test its ability to decolorize synthetic dyes in
optimal conditions.

Materials and methods
Organisms and culture media

Escherichia coli XLI1-blue (Stratagene, Heidelberg, Ger-
many) was maintained on Luria-Bertani medium (LB)

@ Springer

with 20 % glycerol at —80 °C. This strain was used for
construction and propagation of vectors.

Aspergillus niger sirain D15#26 (pyrG ™) (Gordon et al.
2000) was used for heterologous expression and main-
tained at 4 °C as a spore suspension in 0.9 % NaCl. After
co-transformation with vectors containing the pyrG gene
and laccase encoding cDNA, respectively, A. niger was
grown at 30 °C on selective minimal medium plates
(without uridine) containing, per liter, 70 mM NaNOs,
7mM KCI, 11 mM KH,;HPO,, 2 mM MgSQO,, glucose
55 mM), 1 ml of trace elements (1,000 » stock solution
consists of: 76 mM ZnSO,, 178 mM H3;BO;, 25 mM
MnCl,, 18 mM FeSOy, 7.1 mM CoCla, 64 mM CuSOj,
6.2 mM NasMoOy, 174 mM EDTA) and 8 g Agar, pH 5.0.
For assays screening for laccase-producing transformants,
this medium was supplemented with 0.2 mM 2.2-azino-
bis-3-ethylbenzothiazolidine-6-sulfonic acid (ABTS).

Expression vector construction

Phanerochaete flavido-alba was cultivated in induced culture
medium (de la Rubia et al. 2002), frozen to —80 °C, and its
RNA was extracted using the RNeasy Plant mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions.
The RNA was subsequently reverse-transcribed using oligo
(dT) primer and superscript reverse transcriptase (Life
Technologies, Madnd, Spain). The ¢cDNA encoding for P.

favido-alba laccase was amplified with primers GCGCG

CAGACACTGTCTCGCTTCCATCC  (AnigerPfalF) and
AAGCTTCAGGCCGAGCATTGATCCAC (AnigerPfalR),
(restriction sites, BssHII and HindIll, are underlined) using a
high fidelity DNA polymerase (Applied Biosystem). The
PCR product was cloned in pGEM-T (Promega, Madison,
USA) and checked by sequencing (GenBank: EF446161.1).
The correct PCR product was then recovered from pGEM-T
after digestion with BssHII and HindIIl and ligated to the
vector pANS52-4 that was predigested with the same restric-
tion enzymes (EMBL Z32750). The resulting expression
vector was named pLac-pfa.

In pLac-pfa, the codes of the 25 amino acids of the
laccase signal peptide were replaced by the 24-amino-acid
glucoamylase (GLA) preprosequence from A. niger. In this
construct, the A. nidulans glyceraldehyde-3-phospate
dehydrogenase gene (gpdA) promoter, the 5" untranslated
region of the gpdA mRNA, and the A. nidulans trpC ter-
minator were used to drive the expression of the laccase-
encoding sequence.

Aspergillus transformation and screening
of the transformants

Fungal cotransformation was basically carried out as
described by Punt and van den Hondel (1992), using the
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laccase expression vector (10 pg) pLac-pfa and the vector
pAB4-1 (van Hartingsveldt et al. 1987) containing the
pyrG selection marker in a 10:2 ratio. Transformants were
selected for uridine prototrophy. Agar plates containing a
selective medium (minimal medium without uridine) with
200 uM ABTS were used for the selection of laccase-
secreting transformants. Plates were incubated for 10 days
at 30 °C and checked for development of a green zone
around the colonies that indicates laccase activity.

In order to test laccase production in liquid medium,
50 ml of culture medium (70 mM NaNOs;, 7 mM KCI,
200 mM NasHPO,4, 2 mM MgSOy, glucose 10 % (wiv),
1 ml of trace elements. adjusted to pH 5 witha | mM citric
acid solution) were inoculated by 1 % 10° spores/ml in a
300 ml flask. The culture was monitored for 5 days at
30 °C in a shaker incubator (200 rpm). pH was adjusted
daily to 5 with 1 mM citric acid. For protein purification,
1,000 ml of culture was prepared in 300 ml flasks under
the same conditions.

Recombinant laccase production in submerged
fermentation

In order to test laccase production, pH was adjusted daily
to 5 with 1 mM citric acid. To assay laccase activity, ali-
quots (1 ml of culture medium) were collected daily and
the cells removed by filtration (045 pm). Laccase activity
was then measured by monitoring the oxidation of 500 uM
ABTS at 436 nm to the respective radical (£p6 =
36,000 M~! cm™') in the presence of 50 mmol ' sodium
tartrate pH 3 (optimum pH for P. flavido-alba laccase) at
30 °C as described in Sigoillot et al. (1999). Activity is
indicated in international units (U) as the amount of laccase
that oxidizes 1 pmol of substrate per min.

Agar plates containing a selective medium (minimal
medium without uridine) with 200 uM ABTS were used
for the selection of laccase-secreting transformants. Plates
were incubated for 10 days at 30 °C and checked for
development of a green zone around the colonies that
indicates laccase activity.

Purification of recombinant laccase produced
by A. niger

In order to get an homogenous fraction of the recombinant
laccase, 1,000 ml of culture medium (2,500 U1 1) was
filtered (0.45 pm) and concentrated by ultrafiltration
through a cellulose membrane (molecular mass cut-off of
10 kDa) in a Filtron system (Pall, Madrid, SP) and dialyzed
twice against 10 mM sodium acetate buffer (pH 5) for 3 h
at 4 °C. After dialysis, the concentrate (6 ml) was applied
onto a HiTrap for anion-exchange (GE Healthcare, Buck-
inghamshire, UK) equilibrated with a 10 mM sodium

acetate buffer (pH 5). The column was washed with the
same buffer at a flow rate of 2 mlmin~' to remove
unbound proteins. Bound laccase was eluted from the
column with a salt gradient (1 M NaCl) in the same buffer
at a flow rate of 2 ml min~". Elution was monitored for
absorbance at 450 and 280 nm for protein detection. The
fractions showing laccase activity were pooled, concen-
trated, and dialyzed against a 10 mM sodium acetate buffer
(pH 5). The concentrate was then applied onto a gel fil-
tration superose 12 PC column (GE Healthcare) in a
0.2 mol 1”" sodium acetate buffer (pH 5) and eluted at a
flow rate of 0.5 ml min~' in the same buffer. Fractions
containing laccase activity were pooled. concentrated.
dialyzed, and stored at —20 °C.

Characterization of the recombinant laccase
Protein assay and N-terminal sequencing

Protein concentration was determined using the Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad, Heidmannstrabe, Munich, Ger-
many) based on the Bradford procedure, using bovine
serum albumin as standard. Protein purification was fol-
lowed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) on 12 % gel (Laemmli 1977).
Protein bands were stained using silver Staining Plus kit
(Bio-Rad). Polyacrylamide gels were performed using a
molecular mass standard (GE Healthcare). The N-terminal
(3 first amino acids) was determined according to Edman
degradation (Edman et al. 1950). Analysis was carried out
on an Applied Biosytems model 470.

Western blot analysis and laccase immunodetection

Purified proteins were electrophoresed on a 12 % SDS
polyacrylamide gel at 150 V and blotted onto a nitrocel-
lulose membrane at 100 V at room temperature for 1 h
(Sambrook et al. 1989)., The membranes were subse-
quently blocked at room temperature for | h with PBST
buffer (100 mM  NaCl, 20 mM Na,HPO,, 80 mM
KH>PO,, Tween 20, pH 7.2) supplemented with skimmed
milk (5 % v/v). We raised polyclonal antibodies by
immunizing rabbits against native purified P. flavido-alba
laccase. Membranes were incubated with a 1:100 dilution
of rabbit polyclonal antibodies for 2 h at 37 °C. After
three washes with PBST buffer, the membranes were
incubated with the solution of skimmed milk and perox-
idase-conjugated goat anti-immunoglobulin G (rabbit 1g)
(SIGMA-ALDRICH) (1:3,000) for 2 h at 37 °C. After
three washes with PBST buffer, the membranes were
developed using Enhance Chemiluminescence detection
reagent (GE Healthcare).
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Optimun pH. temperature and pH stability
of the laccase

The optimum pH and effect of pH on enzyme stability of
laccase were studied. The optimum pH was studied by
incubating purified laccase in 100 mM Britton and Rob-
inson buffer (0.04 M H;BO;, 0.04 M H;PO,, 0.04 M
CH;COOH) in a pH range between 2 and 9 (adjusted with
NaOH) at 30 °C. Aliquots (12 pl) of purified laccase were
transferred in standard reaction mixture (138 pl buffer,
50 ul of ABTS 93.2 mM) to determine laccase activity in
triplicate. Enzymatic activity between recombinant and
native enzyme was compared under the same conditions.

The effect of pH on laccase stability was studied by
incubating purified laccase in 100 mM Britton and Robinson
buffer in a pH range between 2 and 9 (adjusted with NaOH)
for 24 hat 30 °C. Purified laccase 12 pl (2.1 U), was assayed
in a standard reaction mixture (138 plbuffer, 50 plof ABTS
93.2 mM) to determine laccase activity in triplicate. Ther-
mal stability of the enzyme was determined in the same
conditions at pH 5 in the temperature range 30-60 °C for
60 min. Purified laccase 12 pl (2.1 U), was tested in a
standard reaction mixture (138 pl buffer, 50 pl of ABTS
93.2 mM) to determine laccase activity in triplicate. The
activity determined before preincubation was taken as
100 %. Enzymatic activity between recombinant and native
enzyme was compared under the same conditions.

Organic solvent-tolerance of the laccase

Organic solvent-tolerance was tested by incubating 12 pl
(2.1 U) of purified laccase at 30 °C from 1 to 3 h in the
presence of 10 and 50 % (v/v) of a panel of organic sol-
vents, including acetonitrile. acetone. ethanol, methanol.
dimethylformamide (DMF) and dimethyl sulfoxide
(DMSO). The activity was assayed as described above, in
standard conditions.

Dye decolori zation

Purified recombinant and native laccases were tested for
decolorization of two dyes: an anthraquinonic dye (Rem-
azol Brilliant Blue (RBBR); Sigma, Deisenhofen, Ger-
many) and a diazo dye (Acid Red 299 (NY1), Yorkshire
Europe, Tetre, Belgium). The decolorization assay was
performed in microtiter plates in a reaction volume of
200 ul per well. The reaction mix contained 0.19 mg
purified enzyme and 0.2 % (w/v) dye in pH 3 glycine-HCl
buffer. Samples were incubated for 220 min at 30 °C under
mild shaking conditions. To evaluate dye decolorization,
absorbance was measured at 590 nm for RBBR and
520 nm for NY1, and calculated according to Guo et al.
(2008). Decolorization was expressed as a % in respect to
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enzyme-free control samples. The assays were performed
in triplicate.

LC-MS analysis

The removal studies were performed in microtiter plates in
a reaction volume of 200 pl per well. The reaction mix
contained 0.19 mg of purified native, recombinant enzyme
and the dye NY1 (Acid Red 299 (NY1) at final concen-
tration of 1 g1~ previously prepared in glycine-HCL
buffer (pH 3.0 corrected). After 3 h at room temperature,
the mixture was purified using RP-C18 cartridge. Samples
was collected and analyzed in a LC-MS instrument. The
liquid chromatograph (Alliance HT 2795, walters) was
connected to a ESI-TOF detectors (LCT Premier Xe. Mi-
cromass Technologies). A RP-C18 HPLC was used
(3.9 mm x 150 mm. Nova PaK). The LC was set up as
follows: chanel A containing water + 0.1 % formic acid;
chanel B containing acetonitrile (ACN) + 0.1 % formic
acid; flow rate 0.5 ml min~'; time 0 (50:50 H-O/ACN),
time 20 (10:90 H-O/ACN), time 21 (50:50 H-O/ACN). The
LC-MS analysis was set up in a scan negative mode and
masses of 100-700 amu were investigated.

Results

Heterologous expression of P. flavido-alba laccase
cDNA in A. niger

Transformation and screening

In a cotransformation experiment, A. niger D15#26 was
transformed with a mixture of the expression vector pLac-
pfa and the plasmid pAB4-1. containing the pyrG gene used
for selection. Transformants were selected for their ability
to grow on minimal medium plates without uridine.
Approximately 100 uridine prototrophic transformants were
obtained per 10 pg of expression vector. Cotransformants
were lested for laccase production by growth on minimal
medium plates supplemented with ABTS. Recombinant-
expressing clones were identified by the appearance of a
green zone around the colonies after 5-6 days of growth at
30 °C. Twenty positive clones were assayed for optimal
laccase production. Results for laccase activity ranged from
100 to 2,500 U 17" after 5 days in culture. The best clone
was selected for further larger scale investigation.

Time-course of recombinant laccase production
in A. niger

The selected clone demonstrated laccase activity in the
culture medium, confirming that laccase was being secreted
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by A. niger. Activity was not found in the control culture
(A. niger transformed with pAB4-1, without P. flavido-alba
laccase gene construct pLac-pfa). In liquid culture medium,
laccase activity increased rapidly after 3 days of incubation
at 30 °C. and then gradually reached a peak of 2,500 U 17
that remained stable until day 5 of culture. There was a
decrease on the enzyme production (up to 500 U 17') from
5 to 7 days. The abrupt decline of laccase activity after
5 days could be due for the presence of proteolityc activity
in the culture medium. Previous results reported a pro-
duction of 0.557 U 17" laccase obtained from P. flavido-
alba culture (Pérez et al. 1996).

Protein purification and physical-chemical
characterization

The recombinant laccase (rLac-LPFA) was purified from
culture medium of A. niger by two successive chromato-
graphic steps. Table | shows the purification yield of rLac-
LPFA. One liter of culture medium was concentrated 40.8-
fold by ultrafiltration with a yield recovery of 75.6 %. The
concentrated culture medium was then loaded onto a Hi-Trap
column (recovery of 38.92 %) and subsequently onto a Su-
perose gel filtration column with final yield of 3.8 mg of rLac-
LPFA and a specific activity of 92.1 U mg ™", compared to
18.4 U mg " of native laccase (Pérez et al. 1996) (Fig. 1),

SDS-PAGE analysis confirmed the homogeneity of the
enzyme (Fig. 2a). Purified rLac-LPFA constituted a single
band of 97 kDa similar to the native enzyme (data not shown).
In addition, SDS-PAGE analysis of the crude culture medium
showed that the recombinant laccase was the main enzyme
secreted by A. niger. Western blot analysis (Fig. 2b) using
polyclonal antibodies raised against the native laccase showed
also a unique band of 97 kDa. confirming the similarity
between the native and recombinant laccases (Pérez et al.
1996). We also sequenced the first amino acids (GPHGQ) of
the N-terminal sequence that were confirmed and corre-
sponded to the laccase of P. flavido-alba.

Effect of pH and temperature on catalytic activity
and stability

To determine the optimal pH of rLac-LPFA, enzymatic
activity was measured at various pH values (pH 2-9) using
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Fig. 1 Time course of the recombinant laccase activity detected in
the A. miger culture medium (filled square) and culture pH medium
(filled triangle). The laccase activity was determined by ABTS
oxidation. Results shown were the average of three independent
experiments = SD

ABTS as substrate (Fig. 3a). The optimal pH value driving
the maximum activity of the recombinant enzyme was
pH 3, i.e. very similar to the native enzyme (Pérez et al.
1996). pH stability was studied between pH 2 and 9. Our
results showed that the recombinant laccase was stable at
pH 5 for 24 h. The pH activity profile (Fig. 3b) was very
similar to native laccase from P. flavido-alba (Pérez et al.
1996) and gave a bell-shaped profile peaking at pH 5.
However, rLac-LPFA was also stable at pH 6, while the
native protein was only stable at pH 5 and retained only
20 % of the activity at pH 6 (Fig. 3b). Thermostability was
investigated at pH 5 for 60 min at temperatures between 30
and 60 °C (Fig. 3c). Both rLac-LPFA and native laccase
conserved 50 % residual activity after 60 min incubation at
40 °C, but activity decreased to less than 20 % at 50 °C.

Effect of different organic co-solvents

We investigated the effect of different water-organic sol-
vents (acetonitrile, acetone, ethanol, methanol, DMF and
DMSO) widely used in industrial applications (Fig. 4).
While rLac-LPFA showed a better stability to most organic
solvents retaining more than 70 % of its activity in DMF
and DMSO (50 % V/V) after 3 h incubation at 30 °C
acetone, acetonitrile, ethanol and methanol (50 % V/V)
were less than 40 %,

Table 1 Purification of the laccase from P. flavido-alba produced in Aspergillus niger

Purification step Volume (mL) Protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Recovery % Purification factor
Culture filtrate 1,000 3205 2,500 7.8 100 1
Ultrafiltation 6 106.7 1.890 17.71 75.6 2
High-Trap 10 19.7 973 49.39 38.92 6
Superose 2 38 350 92.1 14 12
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Fig. 2 a SDS-PAGE gel and b Western blot analysis of the laccase
production in the A. niger culture medium. Lanes: (1) purified laccase,
(2) culture medium with recombinant laccase and (C) control culture A,
niger transformed with pAB4-1 without pLac-pfa. Sd Standard
molecular mass (Bio Rad). Gel stained with Staining Plus kit (Bio-Rad)

Dye decolorization

Recombinant and native laccases were compared for their
ability to decolorize two synthetic dyes of different struc-
tures (RBBR and NY1). As shown in Fig. 5, both dyes
were decolorized by both enzymes though were more
effective in removing NY!1 (70-100 %) than RBBR
(40-60 %) of decolorization. While RBBR decolorization
by both enzymes showed a similar time-course (Fig. 5a),
NY1 decolorization was faster with rLac-LPFA (Fig. 5b).
After 40 min incubation, NY1 decolorization was over
30 % for rLac-LPFA, but only 13 % for the native enzyme.

LC-MS results

LC-MS analysis affords different results depending on the
laccase used for the NY-1 oxidation (Fig. 6, HRMS (ESI,
miz) = 518.1506 [M-H]™", calculated for C,qH,,N505S).
The oxidation of the diazo dye NY1 by native laccase from
P-flavido alba led to the detection of two partially oxidized
azo compunds (Fig. 7, a = HRMS (ESL m/z) = 334.1551
[M-H]™', calculated for CioH.oN3O, 334.1556; b=
HRMS (ESI, m/z) = 311.0482 [M-H] " calculated for
CyH1iN2058 311.0490) and one fully oxidized sulfonic
acid (Fig. 7, ¢ = HRMS (ESIL, m/z) = 156.9965 [M-H] ',
calculated for CzHsOsS 156.9959), Howe ver, the oxidation
mediated by recombinat laccase only showed the products a
and ¢ (Fig. 8). The product b was not detected indicating a
more efficient oxidation of the azo group placed near the
sulfonic acid on the diazo dye. Thus recombinat laccase is
slightly more efficient than the native enzyme.

Discussion
This work described the heterologous expression of P.

favido-alba laccase in A. niger and its characterization as
recombinant enzyme.
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Results shown were the average of three independent
experiments = SD

In our previous study, P. flavido-alba laccase gene
(GenBank accession number EF446161.1) was character-
ized and isolated in order to gain insight into laccase-
encoding gene expression (Rodriguez-Rincon et al. 2010).
However, like most laccases produced by fungi, its
expression level was very low. Therefore, heterologous
expression of functional P. flavido-alba laccase is required
o increased production for industrial application of this
enzyme.

The sequence encoding the mature laccase protein of P.
favido-alba was fused in frame with the glad signal
sequence, thereby replacing the native laccase signal
sequence, under the control of the glaAd gene promoter,
generating vector pLac-pfa. This fusion system was proved
to be efficient for heterologous expression of other fungal

181



182

World 1 Microbiol Biotechnol

B10% O50%

- i I I o

Acctone  Acelenitrile  Ethanel  Methanel DMF Dbnso

Residual activity (%) o

Residual activity (%) o

Acetone  Acetoniiie  Ethanol  Methanol DMF Dmso

Fig. 4 Effect of different organic solvents on a the activity of the
purified recombinant and b native laccase. Activity without addition
of organic solvents was considered as 100 %. Results shown were the
average of three independent experiments + SD

a 1o

80

80

% Decolorization

20

o

0 80 100 160 200
Incubatian time [min)
b 100
; Z
o
8
E 50 s
5 ¥
S 40
® 20
0
i] 50 100 150 200

Incubation time {min)

Fig. 5 Time course for: a the Remazol brilliant blue R (RBBR) and
b Acid red 299 (NY1) decolorization of the purified recombinant
(filled square) and native laccase (filled triangle). Results shown were
the average of three independent experiments £ SD

laccases (Record et al. 2002; Sigoillot et al. 2004). With
this construct, laccase activity was found in the extracel-
lular medium of transformed A. niger cultures, and pro-
duction level reached 30 mg1~'. This is a 1.000-fold
improvement compared with laccase production by

P. flavido-alba. This yield is similar to those obtained for
fungal laccases in previous reports (Yaver et al. 1999;
Record et al. 2002; Sigoillot et al. 2004), and slightly
higher than in the yeast system (Cassland and Jonsson
1999; Otterbein et al. 2000; Madzak et al. 2005).

Attempts (o establish a faster purification system were
successful. Whereas the native enzyme requires a three-
step chromatographic process for complete purification,
rLac-PFA was purified in only two chromatography steps,
i.e.ion exchange and gel filtration. This is explained by the
fact that A. niger extracellular culture medium mostly
consisted of rLac-PFA while P. flavido-alba secretes a
complex mixture of ligninolytic peroxidases (Pérez et al.
1996). SDS-PAGE and Western blotting confirmed that the
protein preparation was homogeneous and that the
recombinant and native enzymes share very similar
molecular weight.

It 1s well known that fungal laccases are glycoproteins
and that their sugar moieties are involved in the stabil-
ization process against proteolysis (Yoshitake et al. 1993;
Benoit et al. 2006). Consequently, it is necessary to
produce these enzymes in eukaryolic microorganisms
able to perform such post-translational modifications
even if the ultimate sugar composition should be dif-
ferent. The physical-chemical properties of the heterol-
ogously-produced enzyme may consequently be altered
by this modification, as suggested in previous studies
(Otterbein et al. 2000; Sigoillot et al. 2004; Madzak
et al. 2005). For instance, rLac-LPFA showed higher
specific activity (92,10 U mg ') than the native enzyme
(184 U mg™") (Pérez et al. 1996). This higher specific
activity could be explained by the fact that the recom-
binant enzyme was more stable than the native enzyme.
as discussed below.

The physical and biochemical properties of rLac-PFA
were lested. Thermal stability was similar between
recombinant and native laccase. Interestingly, rLac-PFA
showed a higher organic-solvent stability and a wider pH
range of enzymatic activity than the native enzyme, and
retained nearly 100 % activity at pH 6.

Thus catalytic assays performed in the presence of
organic solvents indicated that rLac-PFA tolerates high
amounts of organic solvents better than other fungal lac-
cases such as those from Trametes trogii (Colao et al.
2006), T. versicolor and P. ostreatus (Keum and Li 2004),

The presence of organic solvents is required for the
oxidation of hydrophobic substrates such as the polycyclic
aromatic hydrocarbons, for what several studies evaluated
a homogenous aqueous-organic system for laccase cata-
lyzed oxidative reduction of biphenyl derivatives and
found that optimized systems had the potential to com-
pletely oxidize several hydroxyl biphenyls (Keum and Li
2004; Tominaga et al. 2004).

@ Springer



Woaorld J Microbiol Biotechnol

Fig. 6 LC-MS analysis 10 182
chromatogram of NY-1 dye
sample in Glycine—HCl buffer

pH 3

~-~8—-O(f:

Fig, 7 LC-MS analysis
chromatogram of NY-1 dye
sample after treatment with
native laccase from P. flavido-
alba after 3 h at room
temperature in Glycine—HCI
buffer pH 3

o ars
\
\ o~

OH

/ ——
S —

20 4 60 (1)

wm 12700 um B0 um xm am Mm

A
II \ NN“
| —
J | \
|‘ \ SOH
| |
J 5 ) )
400 400 600 00 1000 7w 1«00 & 00 "o 00 el ] g -
c
oy P
i| SO.H
|
|
) |\ PSS
(|
249 1\ P
. m 1200 u® 1@ H|m nm 2o MD v

Fungal laccase activity usually decreases close to neutral
pH conditions, as shown for the loss of activity of P. cin-
nabarinus laccase at pH 6 (Eggert et al. 1996). However,
other laccases such as the recombinant laccase from Pol-
yporus  grammocephalus produced in Pichia pastoris,

@ Springer

showed pH stability in the range of 7-10 (Huang et al.
2011).

The main areas of application discussed for laccases are
waste detoxification, textile dye transformation, and food
industry applications (Mayer and Staples 2002), but there is
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recently been a surge of interest in their potential use in
organic synthesis (Burton 2003, Marzorati et al. 2005;
Baratto et al. 2006). The organic synthesis approach fea-
tures examples where these enzymes have been used in
organic solvents known to affect laccases (Rodakiewicz-
Nowak et al. 2000; Farnet et al. 2008), thus demonstrating
the broad interest in finding new laccases able to strongly
resist harsh conditions. rLac-LPFA was more active in
hydrophobic solvents that the native laccase The effect of
these organic solvents on laccase activity was tested using
ABTS as substrate due to its stable radical cation in water-
organic solvent mixtures (Alcalde et al. 2005). rLac-LPFA
stability in the presence of organic solvents was very similar
to that of Ganoderma fornicatum and Lentinula edodes
laccases (Huang et al. 2011; Wong et al. 2012) and higher
than Fusarium solani MAS2 laccase (Wu et al. 2010).

Recombinant laccases have been widely applied in
bioremediation purposes, especially for the treatment of
synthetic dyes (Colao et al. 2006; Lu et al. 2009). The
purified recombinant Lecl from Trametes trogii, expressed
in P. pasroris differently decolorizes several synthetic
textile dyes, depending on their chemical structures. The
extent of decolorization is enhanced by the addition of
synthetic mediators.

Furthermore, rLac-LPFA from P. flavido-alba showed
higher decolorization efficiency on RBBR and NY1 with-
out the need of mediators to achieve this step (Fig. 5).

The fact that the recombinant laccase can directly
decolorize synthetic dyes is coherent with the behavior of
some fungal laccases (Fan et al. 2011) while others require
mediators to achieve this step (Claus et al. 2002; Rodr-
guez-Couto et al. 2005). This feature opens up promising
perspectives for a cost-effective process that does not
require expensive chemical mediators. Furthermore, as
they are biodegradable and environmentally-friendly, lac-
cases are of particular interest in commercial applications
for treating industrial phenolic substrates.
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Abstract: Laccases are blue copper oxidases (E.C. 1.10.3.2 benzenediol:oxygen oxidoreductase) that catalyze the one-electron
oxidation of phenolics, aromatic amines and other electron-rich substrates with the concomitant reduction of O, to H,O. They are
currently seen as highly interesting industrial enzymes because of their broad substrate specificity. The Phanerochaete flavido-alba
lacease is expressed and secreted as a soluble active enzyme by Aspergillus niger (rLac-LPFA). rLac-LPFA is casily purified to
homogeneity. Metal ions like HgCly. KCly, FeSOy and MgSOy at a concentration of 2 mM have inhibiting effect on recombinant and
native laccase, whereas. CuSOy and MnSO,4 moderately increase both enzyme activities. Two potential inhibitors (sodium azide and
EDTA) inhibited enzyme activity. whereas, urea and SDS have no effect on enzyme activity. The K, and V,, values for recombinant
laccase are 0.65 mM and 300 U/mg respectively for 2.6-DMP as substrate.

Key words: Recombinant laccase, Phanerochaete flavido-alba. kineties constants, metal ions. mhibitors.

1. Introduction frequently studied form of laccases. bacterial laccases

P TN e R T — from Pseudomonas putida F6, Pseudomonas sp.

; . ; LBC1 and Escherichia coli have also been purified
oxidoreductases) are multicopper enzymes belonging

: g and characterized [4]. Most of the laccases studied are
to the group of blue oxidases that catalyzes oxidation

y ) y ; . of fungal origin especially from the classes of
of a wide variety of organic and inorganic compounds, =

. . . . white-rot fungi. Fungal laccases play an important role
including diphenols. polyphenols. diamines and ; BHORE prayd I

" : . . in plant pathogenesis. pigment production and
aromatic amines. One electron at a time is removed P Pallog pig p

i : degradation of lignocellulosic materials [1. 2].
from the substrate and molecular oxygen is used as the i = AlETlE [ ]

. White-rot basidiomycetes are microorganisms able to
electron acceptor [1]. The substrate loses a single ¥ X

. : degrade lignin efficiently. However. the degr £
electron and forms a free radical. The unstable radical Cglane Mgl SHICEnty. SOWever e teglee 0

. . . . lignin degradation with respect to other wood
undergoes further nonenzymatic reactions including

. . . . L components largely depends on the environmental
hydration. disproportionation and polymerization [2]. p ) e o " ‘c
. conditions and the fungal species involved. The ability
The substrates of laccases may vary from diphenols

- E . of laccases producing microorganisms or purified
and polyphenols to diamines. aromatic amines,

’ . laccases to eliminate a wide range of pollutants is
benzenethiols and substituted phenols [3]. Laccases : ang p .

. ' . currently one of the most interesting subjects for
are common enzymes in nature, especially in plants

. d . . researchers in  environmental biotechnology [5].
and fungi. Besides fungal laccases, which are the most gy B3]

Laccases can be used in detection of catecholamine
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[6] and laccase-oxidized form of morphine in the
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presence of codeine by coupling its oxidation with

glucose dehydrogenase that has been studied [7].

Some fungal laccases degrade toxic fungal metabolites.

such as aflatoxin B1 [8] and are also useful in the field
of food microbiology. Ethanol is produced from pulp.
manufacturing of lightening cream. wine clarification
and 1is also used in industrial applications such as an
oxidizing biocatalyst [6. 9]. Potential applications of
laccases include textile dye bleaching. pulp bleaching,
effluent detoxification. biosensors and
bioremediations [1. 10]. However. a serious problem
often encountered with industrial exploitation of
fungal laccases is the low production level by the
native hosts. This problem may be overcomed by
heterologous production in fungal hosts capable of
producing high amounts of extracellular enzymes as
Trichoderma reesei or Aspergillus sp..

2. Materials and Methods

2.1 Hererologous Expression of P flavido-alba

Laccase in Aspergillus niger

The ¢DNA encoding for P. flavido-alba laccase was
amplified by PCR using the following forwards primer
GCGCGCAGACACTGTCTCGCTTCCATCC
(AnigerPfalF) and reverse primer
AAGCTTCAGGCCGAGCATTGATCCAC
(AnigerPfalR). The PCR product was cloned in
PGEM-T (Promega. Madison. USA) and checked by
sequencing (GenBank: EF446161.1). The comrect PCR
product was then recovered from pGEM-T after
digestion with BssHIT and HindIIl and ligated to the
vector pANS52-4 that was predigested with the same
restriction enzymes (EMBL Z32750). The resulting
expression vector was named pLac-pfa. In pLac-pfa.
the codes of the 25 amino acids of the laccase signal
peptide were replaced by the 24-amino-acid
glucoamylase (GLA) preprosequence from A. niger. In
this construct, the A nidulans
glyceraldehyde-3-phospate dehydrogenase gene (gpdA4)
promoter, the 5° untranslated region of the gpdA

mRNA and the A. nidulans tipC terminator were used

to drive the expression of the laccase-encoding
sequence. Fungal cotransformation was basically
carried out as described by Punt and Hondel [11]. using
the laccase expression vector (10 mg) pLac-pfa and the
vector pAB4-1 [12].

2.2 Screening of the Transformants and Laccase Assay

Agar plates containing a selective medium (minimal
medium without uridine) with 200 uM ABTS were
used for the selection of laccase-secreting
transformants. Plates were incubated for 10 days at
30 °C and checked for development of a green zone
around the colonies that indicated laccase activity. To
assay laccase activity. aliquots (1 mL of culture
medium) were collected daily and the cells were
removed by filtration (0.45 pm). Laccase activity was
then measured by monitoring the oxidation of 500 pM
ABTS at 436 nm to the respective radical (&35 =
36,000 M/cm) in the presence of 50 mM sodium
tartrate pH 3 at 30 °C (standard conditions) as
described by Sigoillot et al. [13]. Activity was
indicated in international units (U) as the amount of

laccase that oxidized 1 pmol of substrate per min.

2.3 Purification of Recombinant Laccase Produced by

A. niger

In order to get an homogenous fraction of the
recombinant laccase. 1.000 mL of culture medium
(2.500 U/L) was filtered (0.45 um) and concentrated
by ultrafiltration through a cellulose membrane
(molecular mass cut-off of 10 kDa) in a Filtron system
(Pall. Madrid. Spain) and dialyzed twice against 10
mM sodium acetate buffer (pH = 5) for 3 h at 4 °C.
After dialysis. the concentrate (6 mL) was applied
onto a HiTrap for anion-exchange (GE Healthcare.
Buckinghamshire. UK) equilibrated with a 10 mM
sodium acetate buffer (pH = 5). The column was
washed with the same buffer at a flow rate of 2
mL/min to remove unbound proteins. Bound laccase
was eluted from the column with a salt gradient (1 M

NaCl) in the same buffer at a flow rate of 2 mL/min.
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Elution was monitored for absorbance at 450 nm and
280 nm for protemn detection. The fractions showing
laccase activity were pooled. concentrated and
dialvzed against a 10 mM sodium acetate buffer (pH =
5). The concentrate was then applied onto a gel
filtration superose 12 PC column (GE Healtheare) in a
0.2 M sodium acetate buffer (pH = 5) and eluted at a
flow rate of 0.5 mL/min in the same buffer. Fractions
containing laccase activity were pooled. concentrated.
dialyzed and stored at -20 °C.

2.4 Kinetics Constants

The reaction rate was determined at different
substrates. ABTS
(2.2-azino-bis-3-ethylbenzothiazolidine-6-sulfonic
acid). 2.6-DMP and FeSQy concentration in the range
of 0.575-11.5 mM. All assays were performed in
triplicate. The kinetic constants (K and V) for
purified recombinant and native laccase were
determined with ABTS. 2.6-DMP and FeSO,.

2.5 Enzvme Inhibition

Enzyme inhibition studies were performed by
pre-incubation of the enzyme with the inhibitor for a
certain period of time (15 min) to ensure that the
inhibition was completed. The subsequent kinetic
measurements were carried out by the addition of
proper substrate and then monitored the substrates
decline or the formation of the products. Four
potential inhibitors (sodium azide (NaNj;)., EDTA.
SDS 0.1% and urea 5 M) were evaluated to test the

inhibition of both laccases.

2.6 Effect of Metal Ions on Enzyine Activiny

The influences of various metal ions HgCly, MnSOy4.

MgSQy. FeSOQ4. CuSos and KCl were studied by
incubating purified recombinant and native laccase in
10 mM sodium acetate buffer for 24 h at 30 °C.
Purified laccase (12 pL) was assayed in a standard
reaction mixture (138 pL buffer. 50 pL of ABTS 932
mM) to determine laccase activity in triplicate.

3. Results and Discussion

3.1 Heterologous Expression of P flavido-alba

Laccase cDNA in A. niger

In a cotransformation experiment, 4. niger D15#26
was transformed with a mixture of the expression
vector pLac-pfa and the plasmid pAB4-1. containing
the pyrG gene used for selection. Transformants were
selected for their ability to grow on minimal medium
plates without uridine. Approximately 100 uridine
prototrophic transformants were obtained per 10 pg of
expression vector. Cotransformants were tested for
laccase production by growth on minimal medinm
plates supplemented with ABTS.
Recombinant-expressing clones were identified by the
appearance of a green zone around the colonies after
5-6 days at 30 °C. 20 positive clones were assayed for
optimal laccase production. The results for laccase
activity ranged from 100 U/L to 2.500 U/L after five
days in culture. The best clone was selected for further
larger scale investigation.

The sequence encoding the mature laccase protein
of P. flavido-alba was fused in frame with the glaA
signal sequence. thereby replacing the native laccase
signal sequence. under the control of the glaA gene
promoter. generating vector pLac-pfa (Fig. 1). This
fusion system was proved to be efficient for
heterologous expressions of other fungal laccases [14.
15]. With this construct. laccase activity was found in
the extracellular medium of transformed A. niger
cultures and the production level reached 30 mg/L.
This was a 1.000-fold improvement compared with
laccase production by P. flavido-alba. This yield was
similar to those obtained for fungal laccases in
previous reports [14-16] and slightly higher than in

the yeast system [17-19].

3.2 Purification of Recombinant Laccase Produced by

A. niger

Attempts to establish a faster purification system

were successful. whereas. the native enzyme required
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a three-step chromatographic process for complete
purification. rLac-PFA was purified in only two
chromatography steps. ie.. lon exchange and gel
filtration. This was explained by the fact that 4. niger
extracellular culture medium mostly consisted of
rLac-PFA while P. flavido-alba secreted a complex
mixture of ligninolytic peroxidases [20].

The selected clone demonstrated laccase activity in
the culture medium. confirming that laccase was being
secreted by A. niger. Activity was not found in the
control culture (4. niger transformed with pAB4-1.
without P. flavido-alba laccase gene construct
pLac-pfa). In liquid culture medium. laccase activity
increased rapidly after three days of incubation at
30 °C. then gradually reached a peak of 2.500 U/L
that remained stable until day six of culture. After
seven days, laccase production sharply decreased (Fig.

2). pH value was stabilized at five to prevent enzyme

BssHII/Hind 11l

PgpdA | SSgloA

degradation. Previous results reported a production of
0.557 U/L laccase obtained from P. flavido-alba culture.

3.3 The Effect of Inhibirors

For the determination of the inhibition of the
laccase activity for both enzymes. the oxidation of the
ABTS was measured up in presence and absence of
inhibitor. According to Table 1. the major inhibition
provided it NaN; 10 mM with 90% and 83.33% for P.
favido alba and A. niger. respectively. The EDTA to
10 mM inhibited 39.9% and 33.34% for P.
flavido-alba and A. niger, respectively.

Two potential inhibitors (NaN; and EDTA) were
evaluated to test the inhibition properties of laccase.
Sodium azide was the most efficient inhibitors, and
EDTA inhibited laccase to a lesser extent which was
similar to that of laccase from Chaetomium

thermophilum and Pleurorus sp. [21, 22].

BssHII/Hind Il

pfal TtrpC

—

Fig.1 Laccase gene expression vector.
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Fig. 2 Time course of the recombinant laccase activity detected in the 4. niger culture medium (M) and culture medium. The

laccase activity was determined by ABTS oxidation. Results shown the average of three independent experiments = SD.
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Table 1 Effect of inhibitors and detergent on purified

recombinant and native laccase from P. flavido-alba.

Recombinant laccase Native laccase

Inhibitor ce g_::gbmnu Inhibitor cc ﬁil]lbmoﬂ
1 mM 25 1 mM 30
NaNj 5 mM 66.66 NaNj3 5 mM 70.7
10mM  83.33 10mM 90
1 mM -16 1 mM -20
EDTA 5mM 16.66 EDTA 5mM 20
10mM 3334 10mM 399
Urea 5 mM 16 Urea 5 mM 20
SDS 0.1% 1 SDS 0.1% 5
1mM  -833 1mM -10.5
MnSO; SmM  -25 MnSOy 5SmM =30
10mM -50 10mM -60

3.4 The Effect of Metal lons

The HgCl,. MgS0Q4. FeSO; and KCl at 2 mM
inactivated the purified recombinant and native
laccases. Nearly 50% activity was lost in the presence
of 2 mM of FeSOy (Fig. 3) and there was 40% activity
increase in the presence of 2 mM of MgSQy4. whereas
MnSOy and CuSO4 at 2 mM stimulated the
recombinant and native laccase activity.

Like other laccase. the recombinant and native

laccase was highly sensitive to Fe’". This might be
50 -

30 1

10 4

attributed to the ability of the iron ions to interact with
the electron transportation system of laccase [23]. The
recombinant and native laccase was highly stimulated
by Cu®". the reason might be due to the filling of
type-2 copper binding sites with copper ions [24]. As
shown here. Mn’" clearly stimulated the laccase
activity, regulation of laccase production by Mn”" had
been observed before. Soden and Dobson [25]
demonstrated that manganese acted as an inducer of
laccase transcripts in Pleurotis sajor-caju and a
similar effect had also been reported in other fungi
[26].

3.5 Kinetics Studies

The K, and V. values for purified recombinant
laccase were 0.65 mM and 300 U/mg. respectively for
phenolic compound 2.6-DMP as substrate. K, and
Vmar for ABTS as substrate were 0.89 mM and 770
U/mg. While as K, and ¥V, values for FeSO, were 3
mM and 900 U/mg. respectively (Table 2).
Rodriguez-Rincon et al. [27] demonstrated that the
analysis of protein structure revealed close similarity
of Pfal and ferroxidases and provided clues about the

differences of activity between both types of enzymes.

W Native

OrLac

Inhibition (%)

=70 -

Hgcl, MnSO, Mgso, FeSO, CusSO0, CIK

Fig. 3 Effect of metal ions on purified recombinant and native laccase from P. flavido-alba.
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Table 2 Kinetics constants of recombinant and native laccase from P. flavido-alba with ABTS, 2,6-DMP, FeSO,.

Native laccase

Recombinant laccase

Substrate p
Ky (mM) Py (U/mg) Keat (/s) Kear' K Ky (mM) Vinax (U/mg) K (/s) Kear Kn
ABTS 1.07 800 70.16 65.57 0.89 770 67.54 75.88
2.6-DMP 0.8 320 28.07 35.08 0.65 300 26.31 40.47
FeSOy 4.0 980 85.96 21.49 3.0 900 78.94 26.31
The parameters K, and Vi for ABTS of purified [5] P. Baldrian, Fungal laccases-occurrence and properties,
: - FEMS Microbiol. Rev. 30 (2006) 215-242.
laccase from Pfal (native laccase) were 1.07 mM and [6] SR Cwis, ILT, Heses Todusthal sad
800 U/mg. respectively. however the values of K, and biotechnological applications of laccases: A review.
Vi for 2.6-DMP were 0.8 mM and 320 U/mg, Biotechnol. Adv. 24 (2006) 500-513.
respectively. [7] C.G. Bauer, A. Kuhn, N. Gajovic. O. Skorobogatko, P.J.
Holt. N.C. Bruce. et al, New enzyme sensors for
4. Conclusions morphine and codeine based on morphine dehydrogenase
and laccase. Fresenius J. Anal. Chem. 364 (1999)
In view of the results obtained in this paper. it can 179-183.
be concluded that laccase from P. flavide-alba can be 81 I -Fl- Albc”: W-C-A-_ G;M“b.l"m- A-b B“Eh“- ‘:’? van
] : : Zyl, Degradation of aflatoxin Bl by fungal laccase
produced in reasonable amounts in 4. niger and that ejzymesj Tit o Fosd Microbiad 135 (:{') 09) Wy
the recombinant laccase was not affected by the heavy [9] ‘I. Lu, M Zhao, BB Zhaug, Purification and
metals and inhibitors. characterization of laccase from Pycnoporus sanguineus
Future studies will focus on that if this enzyme and decolorization of an anthraquinone dye by the
could have some biotechnological applications. ji{":wAppL Mietabiol. - Biorechmol. 74 (2007)
Acknowledgments [10] F. Xu, Oxidation of phenols. anilines, and benzenethiols
by fungal laccases: Correlation between activity and
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AGL2006-11697 from the Spanish Ministry of {1990} 70087614, :
[11] B.J. Punt. C.A. Hondel, Transformation of filamentous
Economy and Competitiveness (formerly MICINN) fungi based on hygromycin B and phleomyein resistance
and by the Spanish Ministry of Education and Science markers. Methods Enzymol. 216 (1992) 447-457.
“Ayudas para la movilidad de estudiantes para la [12] W. van Hartingsveldt, LE. Mattern, C.M. van Zeijl. P.H.
S i § 2 Pouwels, C.A. Hondel, Development of a homologous
obtencion de la mencién europea en el titulo de :
- transformation system for Aspergillus niger based on the
doctor™. pyrG gene. Mol. Gen. Genet. 206 (1992) 71-75.
[13] 1.C. Sigoillot. 1. Herpoel. P. Frasse. S. Moukha, LL.
References Messen. M. Asther. Laccase production by a
[1] L. Gianfreda. F. Xu. J.M. Bollag. Laccases: A useful monokaryotic strain of Pycnoporus cinnabarinus derived
group of oxidoreductive enzymes. Bioremed. J. 3 (1999) from a dikaryotic strain. World J. Microbio. Biotechnol.
1-25. 15 (1999) 481-484.
[2] CF. Thurston, The structure and function of fungal [14] E. Record. P.J. Punt. M. Chamkha. M. Labat. C.A.
laccases. Microbiology 140 (1994) 19-26. Hondel. M. Asther. Expression of the Pyenoperus
[3] L.L. Kiiskinen, L. Viikari, K. Kruus, Purification and cinnabarinus laccase gene in Aspergillus niger and
characterisation of a novel lacease from the ascomyeete characterization of the recombinant enzyme, Eur, J.
Melanocarpus albomyces. Appl. Microbiol. Biotech. 59 Biochem. 269 (2002) 602-609.
(2002) 198-204. [15] C. Sigoillot. E. Record. V. Belle. JL. Robert, A.
[4] A.A. Telke. D.C. Kalyani. U.U. Jadhav. G.K. Parshetti, Levasseur. P.J. Punt. et al. Natural and recombimnant
S.P. Govindwar. Purification and characterization of an fungal laccases for paper pulp bleaching. Appl. Microbiol.
extracellular laccase from a Pseudomonas sp. LBC1 and Biotechnol. 64 (2004) 346-352.
its application for the removal of bisphenol A, T. Mol [16] D.S. Yaver, M.D. Overjero. F. Xu, B.A. Nelson. KM.

Catal. B. 61 (2009) 252-260.

Brown. T. Halkier, et al.. Molecular characterization of



782

[171

[18]

[19]

[20]

[21]

Comparison of Biochemical Properties of Recombinant and Native Phanerochaete flavido-alba Laccases

laccase genes from the basidiomycete Coprinus cinereus
and heterologous expression of the laccase Leel. Appl
Environ. Microbiol. 65 (1999) 4943-4048.

P. Cassland. L.J. Jénsson, Characterization of a gene
encoding Trametes versicolor laccase A and improved
heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae by
decreased cultivation temperature. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 52 (1999) 393-400.

L. Otterbein. E. Record. S. Longhi. M. Asther. S.
Moukha, Molecular cloning of the ¢DNA encoding
laccase from Pycnoporus cinnabarinus 1-937  and
expression in Pichia pastoris. Eur. J. Biochem. 267 (2000)
1619-1625.

C. Madzak, L. Otterbein, M. Chamkha, 5. Moukha, M.
Asther. C. Gaillardin. et al., Heterologous production of a
laccase from the basidiomycete Pyenoperus einnabarinus
in the dimorphic yeast Yarrowia lipolytica. FEMS Yeast
Res. 5 (2005) 635-646.

J. Pérez. T. de la Rubia. J. Martinez. Purification and
partial characterization of a laccase from the white rot
fungus Phanerochaete flavido-alba. Appl. Environ.
Microbiol. 62 (1996) 4263-4267.

B. Chefetz. Y. Chen. Y. Hadar, Purification and
characterization  of laccase  from
thermophilium and its role in humification, Appl. Environ.

Chaetomium

[22]

[24]

Microbiol. 64 (1998) 3175-3179.

S.S. More. P.S. Renuka, K. Pruthvi. M. Swetha. S. Malini.
SM. Veena, Isolation, purification. and characterization
of fungal laccase from Plewrotus sp.. Enzyme Res..
10.4061/2011/248735, 2011.

W.H. Bao.
2.4.6-trichlorophenol  degradation of laccase from
Monilinia fructigena. Mol. Bio. Rep. 39 (2011)
3871-3877.

M. Nagat. T. Sato, H. Watanabe. K. Saito. M. Kawata. H.
Enei. Purification and characterization of an extracellular

Expression.  characterization  and

laccase from the edible mushroom Lentinula edodes. and
decolorization of chemically different dyes. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 60 (2002) 327-335.

D.M. Soden. A D.W. Dobson. Differential regulation of
laccase gene expression in  Plewrotus sajor-caju.
Microbiology 147 (2001) 1755-1763.

T. Scheel. M. Hofer. S. Ludwig. U. Holker. Differential
expression of manganese or aromatic compounds. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 54 (2000) 686-691.

F. Rodriguez-Rincon, A. Suvarez, M. Lucas. LF.
Larrondo. T. de la Rubia. J. Polaina, et al.. Molecular and
structural modeling of the Phanerochaete flavido-alba
extracellular laccase reveals its ferroxidase structure.
Arch. Microbiol. 192 (2010) 883-892.

193



	Primeras páginas
	Tesis enero 2015.TRN

