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RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo la produccion, purificacion y caracterizacion bioquimica
de una lacasa secretada por el hongo Ascomiceto terméfilo Thielavia terrestris Co3Bagl. El
efecto de diferentes fuentes de carbono / nitrégeno y la adicion de cobre como inductor durante
la fase logaritmica de cultivo (4° dia) proporcionaron la principal contribucion al aumento de la
produccién de lacasa en cultivo liquido. La actividad enzimatica maxima se logré usando un
medio que contiene fructosa (20 gL™) y nitrato de sodio (5 gL ™) suplementado con Cu?*1 mM
fue de 862,76 UL en el décimo dia de cultivo, 34 veces mayor que el obtenido en medio sin
cobre (25.28 UL™). En estas condiciones, se purifico una lacasa (designada como TtLacA)
usando cromatografia de intercambio ionico, con actividad especifica de 1.852 Umg™ y un factor
de purificacion de 15.6 veces. La lacasa TtLacA presenta una masa molecular de
aproximadamente 70 kDa, estimada mediante SDS-PAGE, y su secuencia en aminoacidos
mostré una identidad del 100 % con una multicobre oxidasa de T. terrestris NRRL8126. La
lacasa purificada se inmovilizé por atrapamiento en perlas de alginato-Cu?*. Los resultados de
optimizacién revelaron que al usar ABTS como sustrato de lacasa libre e inmovilizada, la
temperatura 6ptima fue de 65 °C y 70 °C respectivamente, mientras que el pH 6ptimo fue de pH
3.0 en ambas. El andlisis cinético mostrd una Ky, de 0.26 mM y 0.45 mM y V. de 3.571 Umg'1
y 2.865 Umg™® para lacasa libre e inmovilizada respectivamente. También se evalud la
susceptibilidad de TtLacA para dos inhibidores putativos y cationes metélicos. La actividad de
TtLacA libre e inmovilizada se inhibié ligeramente por el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) pero se inhibio fuertemente por la azida sédica (NaN3), también fue inhibida por varios
cationes metélicos, especialmente Hg?" y Ag*": sin embargo, la TtLacA inmovilizada mostré ser
mas estable en presencia de estos compuestos que la TtLacA libre. Ademas, TtLacA se
inmoviliz6 en perlas de alginato de Cu con ABTS como mediador en condiciones
estandarizadas. Los resultados mostraron que en presencia de ABTS, TtLacA también puede
oxidar un compuesto no fenodlico. El alcohol veratrilico fue oxidado por el sistema TtLacA-
ABTS (LMS) para dar veratraldehido. La eficiencia de unién de LMS inmovilizado fue del 80
%. Se observo que LMS conserva mas del 50 % de su actividad después de dos ciclos repetidos.
El proceso desarrollado puede ser Gtil para aplicaciones biotecnoldgicas. Este estudio
proporciona una primera base para la comprension de la produccion de lacasa por T. terrestris
Co3Bagl.
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SUMMARY

The production, purification and characterization of a laccase enzyme secreted bythe
Ascomycete thermophile fungus T. terrestris Co3Bagl were performed. The effect of different
carbon/nitrogen sources and the addition of copper as inducer during the logarithmic phase of
cultivation (4th day) provided the main contribution to the enhancement of laccase production
in submerged fermentation (Smf). Maximum enzyme activity was achieved using a medium
containing fructose (20 gL™) and sodium nitrate (5 gL™) supplemented with 1 mM Cu?" was
862.76 UL™ at the 10th day of culture, 34.1 times higher than that obtained in medium without
copper (25.28 UL™). Under these conditions a laccase (designated as TtLacA) was purified
using ion-exchange chromatography, with specific activity of 1.852 U mg-1 and 15.6-fold
purification. TtLacA was found to be a protein with a molecular mass of about 70 kDa
estimated by SDS-PAGE and its amino-acid sequence showed 100% identity to multi-copper
from T. terrestrisNRRL8126. Purified laccase was immobilized by entrapment method to Cu-
alginate bead. Optimization results revealed that by using ABTS substrate of the free and Cu-
alginate bead immobilized laccase the optimum temperature were 65 °C and 70 °C respectively,
while the optimum pH was 3.0 for both enzymes. Kinetic analysis showed Ky, of 0.26 mM and
0.45 mM and Ve of 3.571 Umg™ and 2.865 Umg™ by free and Cu-alginate bead immobilized
laccase respectively. The susceptibility of laccase towards two putative inhibitors and metal
cations was also assessed. The free and immobilized TtLacA activity was slightly inhibited by
ethylendiamine tetraacetic acid (EDTA) but strongly inhibited by sodium azide (NaNs). Laccase
activity was also inhibited by several metal cations, especially Hg?* and Ag®, though, the
immobilized TtLacA showed to be more stable in the presence of these compounds than the free
TtLacA. Additionally TtLacA was immobilized in Cu-alginate bead with ABTS as a mediator
under standardized conditions. Results showed that in the presence of ABTS, TtLacA can also
oxidize non-phenolic compound. Veratryl alcohol was oxidized by TtLacA-ABTS system
(LMS) to give veratraldehyde. The binding efficiency of immobilized LMS was found to be 80
%.1t was observed that LMS retains more than 50 % its activity after two repeated cycling. The
developed process can be made useful for on biotechnology application. This is study provides a

first basis for understanding of laccase production by T. terrestris Co3BagLl.
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|. ANTECEDENTES

I.1 Lignina

La pared celular vegetal se compone de diferentes polimeros, incluyendo celulosa y
hemicelulosa, los cuales estan intimamente asociados con lignina, que comprende de un 20-32
% en peso de biomasa ligninocelulésica (Chen et al., 2011) y es el segundo biopolimero mas
abundante sobre la tierra, s6lo después de la celulosa (Cannatelli y Ragauskas, 2016). El
boténico suizo A.P. Candolle (1778-1841) utiliz6 por primera vez el término "lignina"
(derivado del latin lignum—madera) y posteriormente Schulze et al. (1865), utilizaron el

término para describir la parte disuelta de madera cuando se trata con acido nitrico.

Lignina es un biopolimero aromatico complejo que es sintetizado por el acoplamiento de
alcoholes hidroxicinamilicos (Lacayo et al., 2013), también llamados monolignoles, entre los
que se encuentran: alcohol coniferilico, alcohol sinapilico y alcohol p-cumarilico, y dentro del
complejo de lignina los monolignoles correspondientes se denominan: guayacil (G), sinapilico
(S) e hidroxifenil (H) (Fig. 1.1) (Munk et al., 2014; Sen et al., 2015). La composicion de
lignina varia entre especies de plantas y tejidos, generalmente las ligninas de gimnospermas
son especies ricas en unidades de tipo G y contienen bajas cantidades de unidades de tipo H;
mientras que las dicotiledoneas se componen por unidades de tipo G y S (Weng y Chapple,
2010).

OH _OH
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- ¥ 0CH, Hy €0 O OCH,
OH OH OH
H G S

Figura 1.1 Estructura quimica de los tres alcoholes hidroxicinamilicos que polimerizan el complejo
lignina (Tomado de: Sen et al., 2015).
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I.1.1 Biodegradacion de la lignina

La lignina es uno de los polimeros mas dificil de degradar, caracteristica ideal para una
barrera defensiva contra los patdgenos, herbivoros y otras tensiones ambientales; ademas
es componente fundamental en la preservacion estructural de la pared celular vegetal
que proporciona rigidez y fuerza a las plantas (Wei et al., 2009; Liu et al., 2011; Fang et
al., 2018).

La lignina puede ser aislada del material lignocelul6sico mediante una variedad de
procesos que implican diferentes métodos mecanicos y/o quimicos. EI primer método
incluye métodos en los que se libera la celulosa y hemicelulosa mediante solubilizacion,
dejando la lignina como residuo insoluble; mientras que el segundo método implica la
disolucion de la lignina, dejando como residuos insolubles la celulosa y la hemicelulosa,
seguido de la recuperacion de lignina a partir de la fase liquida (Chavez y Domine,
2013). La desventaja de estos métodos es que emplean procesos drasticos y de alto costo
(Saritha et al., 2011). Por el contrario, los pre-tratamientos biolégicos y/o enzimaticos

son mucho mas suaves y amigables con el medio ambiente (Pandey, 2009).

Los organismos capaces de degradar biomasa lignoceluldsica son principalmente hongos
de podredumbre, bacterias de rumiantes y termitas (Asina et al., 2016; Ni y Tokuda
2013); sin embargo, los hongos son mas efectivos para la deslignificacion debido a su
distribucién de hifas, que pueden penetrar en la madera (Wong, 2009; Arora y Sharma,
2010).

Dependiendo de su modo de ataque, los hongos se clasifican en tres principales
categorias: hongos de la pudricion blanda, hongos de pudricion parda-marrén y hongos
de podredumbre blanca (Arora y Sharma, 2010). Los hongos de la pudricién blanda,
descomponen la madera y provoca su ablandamiento, ademas dejan cavidades
microscopicas dentro de la pared secundaria, y su sistema ligninolitico no presenta un
potencial oxidativo apropiado para atacar grupos guayacilo de lignina. Los hongos de
pudricion parda-marron crecen principalmente en coniferas y representan sélo el 7% de

los basidiomicetos (Martinez et al., 2005). A diferencia de los hongos de podredumbre
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blanca, los hongos de podredumbre parda-marrén degradan principalmente polisacéridos
de celulosa y hemicelulosa de la madera, mientras se modifica parcialmente la lignina vy,
como resultado de este tipo de desintegracion, la madera se contrae y muestra una
coloracion marrén debido a la lignina oxidada (Ahmed et al., 2013). Finalmente, los
hongos de podredumbre blanca degradan la lignina dejando un color blanquecino y
textura fibrosa en la madera podrida; estos hongos atacan preferentemente a la lignina

que a la hemicelulosa y a la celulosa (Arora y Sharma, 2010).

Cabe destacar que los hongos de podredumbre blanca son los mas eficaces para la
deslignificacion debido a la produccion de un complejo de enzimas oxidativas
extracelular ligninoliticas, ademas son capaces de degradar la celulosa que sirve como
co-sustrato y fuente de energia para oxidar cadenas laterales y compuestos aromaticos
(Luley 2006). Algunos de los hongos de podredumbre blanca mas efectivos para la
deslignificacion son: Coriolus versicolor, Phanerochaetes chrysosporium y Trametes
versicolor, los cuales se consideran los hongos més eficientes para la degradacion de
lignina (Dashtban et al., 2009).

1.1.2 Enzimas ligninoliticas

La degradacion de la lignina ocurre con un proceso complejo donde se involucran
diferentes clases de enzimas, las cuales han sido clasificadas en la base de datos de
familias CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes (CAZymes)) (Levasseur et al., 2013).
Las enzimas implicadas en la degradacion de lignina son principalmente lignina
peroxidasa (ligninasa LiP; EC 1.11.1.14), manganeso peroxidasa (MnP; EC 1.11.1.13),
peroxidasa versatil (VP; EC 1.11.1.16) y lacasa (EC 1.10.3.2); otras enzimas que actlan
de forma cooperativa son: glioxal oxidasa (EC 1.2.3.5), aril alcohol oxidasa (veratril
alcohol oxidasa; EC 1.1.3.7), piranosa 2-oxidasa (glucosa 1-oxidasa; EC 1.1.3.4) y
celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.5.1) (Wong, 2009; Chen et al., 2011). Aungue la
accion protectora de las redes de lignina / hemicelulosa y las estructuras cristalinas de la
celulosa incrustada hacen que el material de lignocelulosa sea resistente al ataque
enzimatico externo, se han llevado a cabo investigaciones en las que se aplican técnicas

protedmicas avanzadas y analisis de secretoma (Guo et al., 2018).
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La lignina peroxidasa es una hemoproteina inespecifica, ya que oxida sustratos fendlicos
aromaticos y también una variedad de compuestos del modelo de lignina no fendlica
(Shaheen et al., 2017); asi como una gama de compuestos organicos con un potencial
redox de hasta 1.4 V en presencia de H,O, (Valli et al., 1990). La actividad enzimética
de LiP se mide convenientemente por el aumento de la Absorbancia a 310 nm en la
oxidacion del alcohol veratrilico (VA alcohol 3,4-dimetioxibencilico) (Wong 2009). La
MnP es una hemo-proteina que cataliza la oxidacion de Mn®* a Mn®*, ion que es capaz
de oxidar compuestos fendlicos cuando se encuentra quelado por &cidos organicos
(Lobos 2009). Algunos autores indican que la MnPacttan sobre los mismos sustratos
que LiP, a diferencia de que ocupa el manganeso como mediador redox (Huttermann y
Kharazipour 2001). Estas enzimas con caracteristicas de LiP y MnP son las peroxidasas
versatiles, que actlan en ambos sustratos, fendlicos y no fendlicos, en presencia de iones
Mn?* (Wong 2009). La lacasa es una polifenoloxidasa que oxida compuestos fendlicos,
pero también tiene la capacidad de oxidar compuestos no fenodlicos en presencia de
mediadores (Chen et al., 2011).

|.2 Lacasas

Las lacasa han sido objeto de estudio desde finales del siglo pasado. En 1883 la lacasa
fue descrita por primera vez por Yoshida cuando la extrajo de la laca de los exudados
del arbol Japonés, Rhus vernicifera (Yoshida 1883). Algunos de los sinénimos para
lacasa son: urishiol o urushiol oxidasa, p-difenol oxidasa, p-difenol oxidasa:dioxigeno

oxidoreductasa, benzenodiol: oxigeno oxidoreductasa (Kies y Ruhl, 2011).

Su caracteristica de ser una oxidasa que contiene un metal fue descubierta por Bertrand
(1985). Pertenecen al grupo de las oxidasas multicobre, donde también se engloban la
ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina (Salomon et al., 1996). Del grupo de enzimas
catalogado como oxidasas y oxigenasas, tan solo las oxidasas multicobre y la citocromo
C oxidasa, son capaces de llevar a cabo la reduccion del oxigeno molecular a dos
moléculas de agua como Unico subproducto en un mecanismo de transferencia de cuatro
electrones acoplado a la oxidacién de los sustratos correspondientes (Giordana et al.,

2010; Rodgers et al., 2010) y sin la formacion de intermediarios téxicos como el
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peroxido de hidrégeno, como es la enzima glioxal oxidasa (Whittaker et al., 1996),
siendo asi un biocatalizador ‘‘eco-friendly’’, razon por la cual ha sido de gran interés

cientifico para aplicaciones biotecnoldgicas (Mate et al., 2010).

A continuacién se describe las principales caracteristicas de las lacasas, fijando la
atencion en lacasas de hongo, clase a la que pertenece la lacasa de T. terrestris Co3Bagl
utilizada en la presente tesis.

1.2.1 Organismos productores de lacasa y su funcién biolégica

Las lacasas se encuentran distribuidas principalmente en hongos, plantas e insectos
(Cannatelli y Ragauskas, 2017) sin embargo, en recientes afios se han detectado en
bacterias (Kumar et al., 2018) e incluso algas (Otto et al., 2014) y dependiendo del
organismo su funcion es muy diversa por ejemplo, en plantas las lacasas estan
implicadas ante la respuesta a una lesion (Davies y Duros, 2001) o en la pigmentacion
de las semillas mediante polimerizacion de flavonoides (Pourcel et al., 2005). En
insectos las lacasa se relacionan con la formacion del exoesqueleto, al catalizar la
reaccion de entrecruzamiento entre las proteinas estructurales del insecto y derivados del
catecol (Kramer et al., 2001). Ademas se han aislado lacasas de glandulas salivales de
Nephotettix cincticeps implicadas enla detoxificacion de compuestos fendlicos derivados

de las plantas que ingieren y en la gelificacion de la saliva (Hattori et al., 2010).

Otto et al, (2010) publicé uno de los primeros trabajos de lacasas en algas, donde
propone que su funcion esta implicadas en la renovacion de la materia organica del
suelo. Por ultimo, en los hongos, las lacasas son responsables de la formacion de cuerpos
fructiferos, la pigmentacion, la morfogénesis, la patogenia de las plantas y la virulencia
fungica ademas de la sintesis de sustancias humicas en el suelo y en la degradacion de la

lignina (Cannatelli y Ragauskas, 2017).

1.2.1.1 Hongos productores de lacasas
Las lacasas fungicas fueron descubiertas por Bertrand (1896), y estan presentes

principalmente en Basidiomicetos, particularmente hongos de podredumbre blanca
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como: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y Ganoderma lucidum han sido
considerado como los mejores productores de lacasas (Shraddha et al., 2011; Bodke et
al., 2012).

La produccion de lacasa se ha encontrado también en Ascomicetos aunque mucho
menos estudiada. Trichoderma y Botryosphaeria se han reportado como ascomicetos
degradadores de madera con actividad de lacasa. Botryosphaeria produce una lacasa
constitutiva capaz de oxidar 2.6-dimetoxifenol (DMP) como sustrato, considerada como
una lacasa verdadera y Trichoderma exhibe un bajo nivel de produccién de lacasas

oxidando siringaldazina como sustrato (Brijwani et al., 2010).

Algunas lacasas de Ascomicetos han sobresalido por ser moderadamente termoestables
como: Monocillium indicum, Chaetomium thermophilum, Botryosphaeria rhodina,
Paraconiothyrium variabile y Xylaria sp, entre otros (Thakker et al., 1992; Chofeta et
al., 1998; Dekker et al., 2007; Forootanfar et al., 2011; Castafio et al., 2015). También ya
se ha caracterizado una primera lacasa alcalina a partir de Trametes sp. (Daassi et al.,

2013) siendo en su mayoria lacasas acidas (Baldrian, 2006).

Arora y Sharma (2010), reportaron diferentes hongos ligninoliticos productores de
lacasa, un ascomiceto (Neurospora), hongos imperfectos (Aspergillus, Penicillium y
Trichoderma) y hongos de podredumbre parda (Gleophyllum). Este Gltimo grupo de
hongos de podredumbre parda es tipico por su incapacidad para descomponer lignina;
sin embargo, secuencias de ADN de Gloeophyllum trabeum conservan una alta similitud
con un lacasa con hongos de podredumbre blanca (Baldrian, 2006). Un segundo reporte
demuestra la produccion de lacasa en Coniophora puteana, también un hongo de
podredumbre parda con secuencias de ADN similares a lacasas de hongos de
podredumbre blanca (Dashtban et al., 2010).

La produccion de lacasa no se ha reportado en hongos inferiores, es decir, Zigomicetos y
Chitridiomicetos. Sin embargo, estos grupos aun no se han estudiado en detalle (Arora 'y

Sharma 2010).
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1.2.2 Estructura molecular

Las lacasas presentan cuatro atomos de cobre que forman los centros T1, T2 y T3 tipicos
de las oxidasas multicobre (Fig. 1.2). Segin Salomén et al. (1996), los centros del cobre
pueden ser clasificados en funcion de sus caracteristicas espectrofotométricas y

paramagnéticas.

Figura 1.2 Representacion 3D del sitio

Hissss  Hisags

activo lacasa. Imagen creada con PyMol de
cddigo abierto a partir de la estructura
cristalina de una lacasa de Trametes
versicolor (archivo PDB 1GYC) (izquierda).
Representacion esquematica del sitio activo
de la misma lacasa que muestra la
coordinacion de residuos (derecha). Imagen
tomada de

Cannatelli y Ragauskas (2016)

El T1 presenta una banda de transferencia de carga intensa alrededor de 610 nm
detectado por resonancia paramagnética electronica (EPR, electronic paramagnetic
resonance), responsable del color azul de la enzima (Mot y Dumitrescu, 2012). El cobre
T1 de las lacasas esta coordinado con el atomo de azufre de una cisteina y con dos
nitrégenos procedentes de dos histidinas, otras oxidasas multicobre presentan un cuarto
ligando, generalmente una metionina (Sitarz et al., 2014). La falta de este cuarto ligando
es considerado un factor determinante en los altos potenciales de oxidorreduccion
encontrados en algunas lacasas en comparacion con otras multicobre oxidasas (Gray et
al., 2000), ya que la mayoria de lacasas fungicas tienen en esta posicion otro

aminodcido, habitualmente leucina o fenilalanina que no actia como ligando del cobre.

Esta hipotesis esta apoyada por experimentos de mutagénesis sobre este ligando axial,
como por ejemplo en el caso de la lacasa de Trametes villosa (Xu et al., 1999), donde la
sustitucion de una fenilalanina no coordinante por una metionina provoco una pérdida de

100 mV en su potencial redox (Sitarz et al., 2014).
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El cobre Tipo 2 o T2 no confiere color, sélo presenta una débil absorcion en la regién
visible aunque puede ser detectado por EPR y muestra asi mismo afinidad por aniones
como F, Ny CN", que actian como inhibidores de la enzima (Yaropolov et al., 1994).
El cobre Tipo 3 o T3 estd formado por dos atomos de cobre y presentan una ligera
absorcion a 330 nm y un cardcter diamagnético debido al acoplamiento
antiferromagnético de los dos atomos de cobre, mediado por un hidroxilo (Palmer et al.,
2001; Claus, 2004).

Se han descrito lacasas denominadas lacasas amarillas, ya que carecen del espectro
tipico de absorcidn para el cobre T1. Estas lacasas han sido purificadas a partir del
ascomiceto Gaeumannomyces graminis (Edens et al., 1999) o de varias especies de
basidiomicetos como son: Phlebia radiata (Leontievsky et al., 1997), Phellinus ribis
(Min et al., 2001) o Pleurotus ostreatus D1 (Pozdnyakova et al., 2004). También se han
reportado lacasas blancas como POXA1lw de Pleurotus ostreatus que contiene un solo
atomo de cobre junto a dos atomos de zinc y uno de hierro (Palmieri et al., 1997).

La mayoria de las lacasas comparten una organizacion general basada en tres dominios
de tipo cupredoxina (Nakamura y Go, 2005). El T1 se localiza en el dominio 3, mientras
que el cluster trinuclear (CTN) formado por los atomos de cobre T2 y T3 se encuentra
embebido entre los dominios 1 y 3, a una distancia de 13 A desde el sitio T1 (Lyashenko
et al., 2006). Cada uno de estos dominios presenta un tamafio similar y una estructura de

barril con topologia tipo clave griega (Giardina et al., 2010).

Por otra parte, estudios de cristalografia han sefialado a las lacasas como glicoproteinas
(N-glicosiladas) monoméricas, diméricas y tetrameéricas (Maestre et al., 2015). Su
glicosilacion juega un papel importante en la retencion de cobre, estabilidad térmica,
susceptibilidad a degradacién proteolitica y secrecion, los sitios de glicosilacion varian
tanto en posiciones como en el contenido de carbohidratos, dependiendo del organismo
productor (Shraddha et al., 2011). Para Trametes versicolor se reportan cinco sitios
distintos de N-glicosilaciones (Piontek et al., 2002), para Lentinus tigrinus, se reportan

tres sitios (Ferraroni et al.,2007), por mencionar algunos ejemplos.

Pégina | 25



La manosa es el carbohidrato que se presentan con mayor frecuencia unido a lacasa
(Garavaglia et al., 2004). En andlisis electroforéticos en geles de poliacrilamida-SDS, las
lacasas muestran pesos moleculares de 60-100 kDa, donde el 10-50 % podria ser
atribuido a su glicosilacion (Madhavi y Lele, 2009). Hasta ahora, el contenido de
azlcares mas alto reportado en una lacasa fue encontrada en Botrytis cinnerea, con un
contenido del 49% (Slomczynski et al., 1995). Por otro lado, se reportd que la lacasa | y
Il de Pleurotus eryngii presentan un contenido del 7% y 1% de carbohidratos en su
estructura, respectivamente (Mufioz et al., 1997).

1.2.3 Mecanismo catalitico y especificidad de sustrato

Las lacasas (bencenodiol: oxigeno oxido reductasas, EC 1.10.3.2) son multicobre
oxidasa que catalizan la oxidacion de una amplia gama de sustratos que incluyen
fenoles, metoxifenoles y aminas aromaticas, con la reduccion del oxigeno molecular a

agua como producto (Thurston, 1994).

El primer paso de reaccion tiene lugar a través de cuatro oxidaciones monoelectronicas
del sustrato catalizadas en el centro de cobre T1, donde queda la enzima en un estado
completamente reducido. En ese estado, reacciona con el oxigeno suministrandole dos
electrones y dando lugar al intermediario peréxido, en el que los dos atomos de cobre T3
y el cobre T2 estan unidos a través de un grupo peroxido donde tiene lugar la unién y

reduccion del oxigeno molecular a agua (Davies y Duros, 2001).

En una segunda transferencia de dos electrones el intermediario peroxido es reducido,
dando lugar al intermediario nativo. El intermediario nativo, que puede estar en forma
oxo o hidroxi, implicaria la ruptura del enlace O-O de la molécula de dioxigeno a través
de la transferencia de 2 electrones (Palmeri et al., 2001). Asi, la reduccién del oxigeno
con 4 electrones tendria lugar a través de dos pasos de reduccion con 2 electrones cada
uno. Por dltimo, el intermediario nativo se relajaria lentamente dando lugar a la enzima

en estado de reposo (Solomon et al., 2001).
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Los potenciales redox (E°)* de las lacasas juegan un papel primordial en la energia y
cinética global de la transferencia de electrones durante la oxidacion del sustrato por el
T1. Andlisis cinéticos muestran que la diferencia en E° entre el T1 y el sustrato
determina la velocidad de transferencia de electrones, y que esta reaccion es el paso
limitante de la velocidad de todo el ciclo catalitico. (Xu et al., 1996).

Los potenciales redox de la lacasa fUngica varian de una fuente a otra. El centro T1 tiene
un potencial que varia entre 0.420 y 0.790 V frente al electrodo normal de hidrégeno
(NHE) (Christenson et al., 2004). En este sentido, las lacasas son clasificadas en funcion
de dicho valor como lacasas de alto potencial redox (E° superior a 0.710 V), medio
potencial redox (entre 0.470 y 0.710 V) o bajo potencial redox (inferior a 0.470 V), en
general el potencial redox de lacasa fungicas son considerablemente méas altos que las

lacasas de origen vegetal y bacteriano (Cannatelli y Ragauskas, 2016).

Para que un compuesto sea susceptible de ser oxidado por una lacasa esta determinado
tanto por su estructura como por su potencial redox (Mot y Dumitrescu, 2012). En el
caso de los compuestos fendlicos, si la molécula esta sustituida en posicion orto- o para-
, puede ser facilmente oxidable por la enzima. Mientras que la sustitucion en posicién
meta- hace un mal sustrato, la posicion orto- es la mas favorable (Lahtinen et al., 2009).
La oxidacion del sustrato también se ve favorecida con los grupos —OH y —NH, como
sustituyentes (Peisach y Levine, 1965; Kirk et al., 1968).

Los inhibidores de lacasa son moléculas pequefias que son capaces de unirse a los iones
de Cu del CTN, interrumpiendo asi el proceso interno de transferencia de electrones. Los
inhibidores incluyen: azida sodica, haluros pequefios, metales pesados grupos —Cl y —
NO,, secuestradores de electrones y EDTA, por nombrar algunos (Cannatelli y
Ragauskas, 2016).

®Potencial redox. (E°).También conocido como potencial de reduccion, es una medida de la tendencia a

ganar electrones de una especie quimica. Su unidad es en Volts (V) (Santhanam et al., 2011).
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Los compuestos orgénicos voluminosos, tales como medicarpina, también han
demostrado inhibir la actividad de lacasa. El efecto inhibidor se debe a que medicarpina
bloquea tanto el canal de disolvente donde entra el oxigeno, asi como el sitio de union
del sustrato (Martinez et al., 2015). Recientemente, se ha sugerido que los
monocarboxilatos, como el propionato y el butirato, pueden reducir sustancialmente la

actividad de algunas lacasas fungicas (Ters et al., 2009).

1.2.4 Produccién de lacasa

La produccién de lacasa es relativamente baja en condiciones naturales y para su mejora
se han disefiado estrategias alternativos para alcanzar niveles de produccidon mas
elevados mediante la modificacion de las condiciones nutricionales y fisioldgicas
durante el cultivo de hongos prometedores, y esto ha sido un requisito previo para su

utilizacion optima a escala industrial (Dhakar y Pandey, 2013).

Las lacasas pueden ser enzimas constitutivas o inducibles y su produccion ocurre
durante el metabolismo secundario sujeta a una regulacion compleja por nutrientes
(Afreen et al., 2016), fuente y concentracion de carbono y nitrogeno (Hailei et al., 2015;
Dhakar y Pandey, 2013; Ding et al., 2012; Manimozhi y Kaviyarasan, 2012), la
presencia de inductores como compuestos aromaticos e iones metalicos (Hernandez et
al., 2017; Yang et al., 2016; Zhuo, et al., 2016; Cambria et al., 2011; Revankar y Lele,
2009) y aungue las lacasas son suministradas por varias compafiias para diversas

aplicaciones, aun con lo anterior no satisface la actual creciente demanda del mercado.

En los dltimos afios las lacasas de alto potencial redox se ha puesto interés en su
expresion heteréloga en diferentes microorganismos huéspedes (Piscitelli et al., 2010).
La versatilidad y las posibilidades de ampliacion de produccion de enzimas
recombinantes ademas de la disponibilidad de sistemas de expresién ha dado la
posibilidad disefiar lacasas con caracteristicas personalizadas a través de la ingenieria de
proteinas (Mate y Alcalde, 2016; Pezzella et al., 2017; Yadav et al., 2018; Zaho et al.,
2018).

Pégina | 28



1.2.4.1 Condiciones de cultivo

Los mecanismos para la expresion de los genes de lacasas fungicas estan regulados por
una serie de factores entre los que cabe destacar los niveles de nutrientes. Se ha
reportado que concentraciones altas de carbono, como glucosa y sacarosa, reducen la
actividad de lacasa no siendo asi para celulosa (Lee et al., 2004). El extracto de levadura,
peptona, urea, (NH;) 2SO, y NaNO; son las fuentes de nitrégeno comuinmente
utilizadas. Los primeros reportes describen la produccion de lacasas por el agotamiento
del nitrogeno (Keyser et al., 1978); sin embargo, para algunas cepas el nitrégeno no
afecta la actividad enzimatica (Leatham y Kirk 1983). Otros estudios muestran que la
elevada actividad de lacasa se logr6 mediante el uso de baja relacion de
carbono/nitrégeno, mientras que otros muestran lo contrario (Stajic et al., 2006; Jiang et
al., 2013; Dhakar y Pandey, 2013; Castafio et al., 2015).

El modo de cultivo, ya sea en sélido o liquido, también se ha reportado para la
produccion de lacasas. La fermentacion sumergida implica el cultivo liquido con los
nutrientes apropiados y alto contenido de oxigeno, cuando se opera en condiciones
aerobicas (Shraddha et al., 2011). Las ventajas de cultivar al hongo en medio liquido es
mayor biomasa en menos tiempo, favorece la dispersion del hongo y facilita la
manipulacién de la enzima para su caracterizacion; mientras la desventaja de cultivar en
liquido es precisamente la viscosidad, cuando crece la célula fungica, se forma micelio
que dificulta la accién del impulsor causando blogueos que resultan limitaciones en
oxigeno y transferencia de masa (Brijwani et al.,, 2010). Se ha reportado que la
produccién de lacasas se reduce considerablemente en reactores de tanques agitados
(Hess et al., 2002: Pan-ZH et al., 2015). Aunque también se ha reportado que la
agitacion no desempefia un papel importante en la produccion de lacasa de Trametes
versicolor (Tavares et al., 2006).Al contrario de Galhaup et al, (2002) que report6d un
incremento en la produccion de lacasa de Trametes pubescens operando en un reactor de

lote alimentado.

Generalmente, cuando se cultivan hongos para la produccion de lacasas en medio soélido,

se utilizan materiales de residuos agricolas que imitan las condiciones en las que los
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hongos crecen de forma natural. La presencia de lignina, celulosa y hemicelulosas, que
son ricas en azucar, promueven el crecimiento flngico en el fermentador y hacen que el
proceso sea mas econdmico (Shraddha et al., 2011; Diaz et al., 2016; Chicatto et al.,
2018). La principal desventaja de los cultivos solidos es la falta de cualquier disefio de
biorreactor establecido. Couto et al., (2003) probd tres biorreactores: configuracion de
inmersion, cama expandida y bandeja para la produccion de lacasa de Trametes
versicolor, utilizando nylon y salvado de cebada. Descubrieron que la configuracion de
bandeja condujo a la mejor produccion de lacasa. Gupta y Jane (2018) reportaron la
produccion de lacasa de Gonoderma lucidum en medio liquido, semis6lido y solido
dando como resultado mayor crecimiento y produccién en medio sélido, 3.5 veces mas

que en semisolido y 2.5 veces mas que en medio liquido.

Otros de los factores no menos importantes son la temperatura y pH durante del cultivo,
aungue la informacion sobre su efecto es escasa. La temperatura Optima de la lacasa es
muy diversa entre una cepa y otra, incluso si esta presente o no la luz. Se ha reportado la
produccién de lacasa en oscuridad cuya temperatura dptima es mas alta que cuando esta
expuesta a la luz (Thurston, 1994). La mayoria de las lacasas son producidas entre un
rango de 25 a 35 °C, incluyendo basidiomicetos y ascomicetos (Palonen et al., 2003:
Ling et al., 2015; Castafio et al., 2015; Othman et al., 2018). En cuanto al pH, la mayoria
de los reportes indican un pH inicial entre 4.5 y 6.0 es adecuado para la produccion de la

enzima (Brijwani et al., 2010).

1.2.4.2 Induccidn de la produccion de la lacasa

Uno de las estrategias mas efectivas para mejorar la produccion de lacasa es la
complementacion del medio de cultivo con un inductor apropiado. La adicién de
compuestos xenobioticos relacionados con lignina o derivados de lignina, tales como
xilidina, acido ferulico o p-anisidina y el alcohol de veratrilico inducen la actividad de
lacasa (Barbosa et al., 1996; Souza et al., 2004).

Valle y col, (2015) reportaron la induccion de lacasa de Agaricus blazei U2-4 a

diferentes concentraciones de etanol, guayacol y vainillina. En todos los casos se
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incremento la produccion de lacasa, pero se observaron diferencias en la expresion de la
proteina. Por otra parte, se mostré que alcohol veratrilico, acido tanico, xileno, fenol o
vainillina no lograron mejorar la produccion de lacasa HYBO7 de Cerrenea sp. (Yang et
al., 2016).

Otra de las estrategias para inducir lacasas, es la incorporacion de una mezcla de
residuos agricolas con compuestos fendlicos sintéticos o iones metélicos en el medio de
cultivo. Esta estrategia fue altamente eficaz para producir lacasas de Trametes
versicolor, cultivada en residuos de maiz y acido veratrilico y el &cido ferulico, dicha
mezcla mejor6 la produccién de lacasa hasta 91.8% mayor que el control (Wang et al.,
2014). Se ha reportado la induccion de la actividad de lacasa utilizando agua
contaminada con extracto de trigo en cultivos de Pleurotus ostreatus (Parenti et al.,
2013).

Kuhara y Papinutti (2014), reportaron la induccion de lacasa con diferentes compuestos
fendlicos y con iones metélicos, y encontraron que el &cido ferulico y el cobre fueron los
mejores inductores de la lacasa entre los agentes evaluados. La produccion de lacasa en
Abortiporus biennis fue inducida por etanol y cobre cuyo incremento fue de 2.5 veces
mas que el control. (Lian-Ying et al., 2017). De manera sinérgica el cobre y la rodamina
B, en concentracion de 2.0 mM y 35.0 uM, respectivamente, incrementaron 80 veces
mas la actividad lacasa comparada con aquella observada cuando estos inductores se
utilizan de forma individual (Du et al., 2012). Ademas del cobre, los iones Cd** y Ag"

han sido descritos como fuertes inductores de actividad lacasa (Manubens et al., 2007).

1.2.4.2.1 Induccidn por cobre

Las enzimas MCO estan implicadas en la homeostasis del cobre, dichas enzimas usan
multiples a&tomos de cobre como cofactores y los acoplan a la oxidacion para la
reduccion de agua a oxigeno (Salomon et al., 1996). Lacasa siendo una MCO, es de
esperarse que también reaccione ante la presencia de iones cobre en el medio. Ya hemos
citado algunos inductores, sin embargo, el efecto del cobre es considerado como el mas

eficiente para inducir la produccidn de lacasa (Palmieri et al., 2000).
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Este metal, es un elemento traza esencial para eucariotas como para procariotas, y sus
funciones bioldgicas estan estrechamente relacionadas con sus propiedades como metal
de transicion principalmente: la transferencia de electrones y transporte de dioxigeno
(Puig y Thiele, 2002). Aunque el cobre es esencial también puede ser toxico incluso a
bajas concentraciones. Los organismos tienen mecanismos para controlar las
concentraciones intracelulares de cobre con el propdsito de evitar la toxicidad mediada
por este metal, y a la par manteniendo el suministro de este a las enzimas que lo
necesitan (Mattie y Freedman, 2001). Los reguladores transcripcionales que detectan
cobre especificamente, responden a niveles por encima o por debajo del valor umbral

dando una respuesta fisiol6gica cuando este metal esta presente (Osman y Cavet, 2008).

Se ha demostrado convincentemente que la expresion de genes lacasa esta fuertemente
regulada por iones de cobre para regular la transcripcion de genes en Trametes
versicolor, Ceriporiopsis subvermispora, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju y
Trametes pubescens, asi lo ha demostrado Pezzella et al, (2013). Muchos estudios han
marcado diferencias en la respuesta transcripcional a los iones de cobre que exhiben
diferentes genes lacasa en una sola especie o familias de genes (Litvintseva et al., 2002;
Karp et al., 2012; Nakade et al., 2013; Park et al., 2015; Garrido et al., 2016; Othman et
al., 2018).

1.2.4.3 Produccion de lacasas recombinantes

Los sistemas de expresion heterélogos se basan en la suposicion de que la expresion y
funcion de la proteina son similares entre un organismo u otro, las secuencias de la
mayoria de las proteinas eucariotas estan bien conservadas ademéas de que comparten
muchos principios de compartimento celular, de transporte intracelular y la regulacion,
asi como el trafico vesicular a lo largo de la via secretora y la transduccion de sefiales
entre otros. Sin embargo, un organismo puede poseer ventajas sobre otro de su misma
especie, tales como la sobreproduccion de enzimas, llamadas enzimas recombinantes

quienes son expresadas en otro organismo no nativos (Frommer y Ninnemann, 1995).
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En general, los sistemas de expresion heter6loga se pueden clasificar en dos tipos:
sistemas de expresion procariotas y sistemas de expresion eucariotas. Para la eleccion
del sistema a utilizar se deben considerar factores como: la tasa de crecimiento y cultivo
de células huésped, el nivel de expresion y el procesamiento postraduccional de la
proteina sintetizada, si lo requiere (Piscitelli et al., 2010).

La mayoria de las lacasas que estan en el mercado, provienen de hongos nativos con
rendimientos altos considerando una optimizacion de su produccion sin embargo,
hongos ligninoliticos a menudo producen varias isoformas de lacasa con propiedades
fisicoquimicos similares y las enzimas individuales son dificiles de purificar (Colao et
al., 2006). La produccion de lacasas recombinantes supera este obstaculo ademas, la
produccién de lacasa recombinante se puede optimizar mediante el uso de un adecuado
promotor y secuencia de sefia, simplificando asi su purificacion y reduciendo costos,
también si se desea aumentar significativamente los rendimientos se optimiza las
condiciones de cultivo otra opcion seria ingenieria de proteinas, como el uso de

mutagénesis dirigida o evolucién dirigida (Antosova y Sychrova, 2015).

Las lacasas han sido expresadas no s6lo en hongos sino también en levaduras, plantas y
bacterias (Piscitelli et al., 2010: Chauhan et al., 2017). Los hongos son excelentes
productores naturales de enzimas extracelulares y por lo tanto, son candidatos atractivos
para la produccion de proteinas recombinantes, pero también presentan algunas
desventajas. Se observo que los niveles de produccién de la mayoria de las proteinas
recombinantes no fungicos (mamiferos, bacterias, plantas, etc.) en hongos filamentosos
son generalmente mas bajos en comparacion con las de las proteinas homologas y con
posibles limitaciones a nivel postraduccional (es decir, la translocacion ineficiente y mal
plegamiento) (Broekhuijsen et al, 1993; Ward, 2012).

Se ha utilizado un nimero limitado de hongos filamentosos para produccion de proteinas

heterdlogas, principalmente debido a la falta de herramientas apropiadas para su

ingenieria genética. Hasta ahora, las lacasas se han producido en varias especies de
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Aspergillus, por ejemplo, A. niger (Benghazi et al., 2014; Tamayo-Ramos et al., 2013);
A. oryzae (Larrondo et al., 2013);

Algunas plantas que han sido utilizadas como hospedero para lacasas de origen fungico
son: Oryzasativa (de Wild et al., 2008); Zea mays, (Bailey et al., 2004) y Nicotiana
tabacum, (Chiaiese et al., 2011).

En cuanto al uso de levaduras Pichia pastoris ha sido la méas utilizada con alta
eficiencia. Diferentes trabajos reportan la clonacién y expresién de una lacasa en Pichia
pastoris, con el objetivo de incrementar la productividad de esta enzima. Se han
obtenido niveles altos de lacasa de Ganoderma lucidum (Sun et al., 2012); Cyathus
bulleri (Garg et al., 2012); Botrytis aclada (Ktill et al., 2011); Trametes sp. 420 (Hong et
al., 2007; Li et al., 2007) y Pleurotus sajor-caju (Solden et al., 2002); Laccaria bicolor
(Bo-Wang et al., 2016). En contraste, Nishibori y col (2012), evaluaron la expresion
heteréloga de dos lacasa de Trametes versicolor y Gaeumannomyces graminis en dos
sistemas de expresion: Pichia pastoris y Cryptococcus sp. S-2, y se encontrd que este

segundo hospedero tuvo los mayores niveles de expresion de ambos genes de lacasa.

Trabajos recientes se han enfocado sobre el estudio de glicosilacion de la lacasa
expresada en levaduras (Rodgers et al., 2010). Se demostr6 que el estado de
glicosilacion especifica de la levadura de la lacasa producida puede influir, a veces
incluso negativamente, en las propiedades enzimaticas y la actividad (Sigoillot et al.,
2005).

Un disefio exitoso de la produccion heter6loga especifica y optimizacion de las
condiciones de cultivo resulta ser la estrategia mas prometedora para satisfacer las

demandas industriales de produccion a gran escala.

1.3 Sistema Lacasa-Mediador
Las lacasas catalizan la oxidacion directa de —o-y p-difenoles, aminofenoles, polifenoles,

poliaminas y aril diaminas, asi como algunos iones inorganicos como se menciond
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anteriormente sin embargo, algunos sustratos no pueden oxidarse debido a su
impedimento estérico o al alto potencial redox pero pueden ser oxidados por pequefios
mediadores empleando un sistema lacasa-mediador (SLM) (Jin-Su et al., 2017).

Un mediador actila como un "transportador de electrones” entre la lacasa y el sustrato, y
se convierte en un radical estable después de la oxidacion enzimética (Fig. 1.3). Un
mediador redox ideal deberia tener un alto poder de oxidacién, ser de estructura
pequefia, producir un radical estable que no inactive a la enzima, reciclable sin
degeneracion, estar disponible a bajo costo y ser ambientalmente seguro (Giardiana et
al., 2010; Carias y Camarero, 2010; Forootanfar y Faramarzy, 2015).

ax Lacasa x Mediador,, Sustrato

@ Lacasa,, Mediador Sustrato,,

Figura 1.3 Representacion esquematica del sistema lacasa-mediador
(Tomada de Barreca et al., 2003).

El primer informe de un SLM fue descrito por Bourbonnais y Paice en 1990,
establecieron que un sistema que contiene tanto una lacasa de Trametes versicolor como
el sustrato de comun 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS) podia

oxidar compuestos del modelo de lignina no fendlica, como el alcohol veratrilico.

La mayoria de los compuestos descritos como mediadores de lacasa no son
estrictamente  mediadores redox, Yya que sus intermedios oxidados son
electroquimicamente inestables (Morozova et al., 2007). Ademas, un potencial redox de
un mediador parece jugar un papel insignificante en la eficacia catalitica de la oxidacién
de la lignina. Es probable que su eficacia dependa de la reactividad quimica del radical

formado después de su paso de oxidacion inicial (Gonzélez et al. 2009).
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1.3.1 Mediadores sintéticos

Los primeros compuestos descritos capaces de mediar de manera eficiente la oxidacién
por la lacasa de compuestos no fendlicos fueron sustratos artificiales de la enzima. El
primero de este tipo en ser utilizado fue el 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS) (Bourbonnais y Paice, 1990) otros mediadores sintéticos también utilizados son
el 1-hidroxibenzotriazol (HBT), el &cido violdrico, la N-hidroxiftalimida (Galli y
Gentili, 2004) las fenilpirazolonas y el radical de tipo nitroxilo TEMPO (2,2, 6, 6'-
tetrametil-piperidina-N-oxil) (Fabbrini et al., 2002).

Estos mediadores se han utilizado de manera eficiente en procesos tales como el
bioblanqueo de pasta de papel (Garcia et al., 2003) o la decoloracién de colorantes
textiles (Couto y Sanroman, 2007; Claus et al., 2002) aunque la mayoria de los reportes

han sido para la degradacion de la lignina (Munk et al., 2015).

De los trabajos recientes la despolimerizacion de la lignina por Trametes versicolor en
presencia de un mediador 1-hidroxibenzotriazol (HBT), mostraron un 10 % de corte en
un compuestos con [-O-4-1-(4-etoxi-3-metoxi-anillo-[14C]fenil)-2-(2-metoxifenoxi)-
propano-1,3-diol, y un modelo B-1-ligado a 1,2-bis-(3-metoxi-4-[14C] metoxifenil)-
propano-1,3-diol, que representa subestructuras no fendlicas en la lignina(Srebotnik y
Hammel, 2018). Hilgers et al., (2018) estudiaron las oxidaciones de un dimero fendlicos
de lignina (GBG), por una lacasa de Trametes versicolor, solo o en combinacion con los
mediadores HBT y ABTS. El rol de HBT fue insignificante, ya que su oxidacion por
lacasa se produjo lentamente por el contrario, lacasa-ABTS GBG fue oxidado tanto

directamente por lacasa como por radical ABTS.

La desventaja de un mediador sintético es el elevado costo y toxicidad (Johannes y
Majcherczyk, 2000), los esfuerzos se han centrado Ultimamente en la busqueda y
seleccion de compuestos fendlicos derivados de la despolimerizacion de la lignina, que

pueden ser considerados como mediadores naturales.
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1.3.2 Mediadores naturales

Los mediadores naturales son precisamente derivados del complejo lignina, como
siringaldehido (SA) y vainillina, con estructuras similares solo diferenciados por la
metoxilacion del anillo aromatico, el siringaldehido tiene dos grupos metoxi en posicion
orto con respecto al grupo de fenol, mientras que la vainillina tiene solamente un grupo
metoxi y por lo tanto un grupo fendlico estéricamente mas accesible (Khlifi-Slama et al.,
2012). Un sistema de lacasa-vainillina fue aplicado para la biorremediacion de cultivos
contaminados con pesticidas (Huifang et al., 2013).

El rojo fenol, también de naturaleza fendlica, puede actuar como mediador, donde éste
se convierte en un radical fenoxi estabilizado por resonancia. Cabe destacar que el
sistema lacasa-rojo fenol es 10 veces mas eficiente que el sistema lacasa-3-
hidroxiantranilato, reportado también como mediador fenolico natural de lacasa en la
oxidacion de alcohol 4-metoxibencilo (d”Acunzo et al., 2003). El &cido ferdlico y el
acido p-cumarico son otros de los compuestos naturales utilizados para un sistema

lacasa-mediador (Sitarz et al., 2014).

Hay pocos ejemplos de oxidacion de compuestos fenolicos con ayuda de mediadores
naturales utilizados en aplicaciones industriales sin embargo, poseen una mayor ventaja
sobre los mediadores sintéticos como: los bajos costos, debido a que se encuentran en
materiales de residuos de frutas, semillas, gabazos, madera, que han actuado como

mediadores habituales (Cafias y Camarero, 2010).

1.4 Inmovilizacion de enzimas

Katchalski y Katzir (1993) hacen referencia al término de enzimas inmovilizadas como:
“enzimas confinadas o localizadas en una region fisica determinada de espacio definida
con la retencién de sus actividades cataliticas, y que pueden ser usado repetidamente y

de forma continua".

La introduccion de enzimas inmovilizados presenta para la mayoria de los casos mejora

de las propiedades cataliticas. Por ejemplo, aumenta la estabilidad de la enzima, la
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solucion procesada no queda contaminada con la enzima, incrementa su
termoestabilidad, se puede detener la reaccion cambiando alguna de las condiciones del
medio, ya sea pH o concentracion de sales no favorables para la catélisis; ademas es
posible su reutilizacion y por lo tanto los costos del proceso son menores son mas
economicas, respetuosas con el medio ambiente y mucho mas faciles de usar que las
tecnologias equivalentes (Mohamad et al., 2015; Sirisha et al., 2016). Las desventajas
son principalmente la pérdida de actividad de la enzima por alteracion de la
conformacion estructural, con respecto a la enzima nativa (Mohamad et al., 2015).

Los principales componentes para inmovilizar a una enzima inmovilizada son: la matriz
y el modo de vinculacion. Los métodos de inmovilizacion toman el hecho de que las
proteinas tienen aminoacidos con diferentes caracteristicas, mediante el cual los grupos
funcionales en las cadenas laterales de estos aminoacidos pueden participar en la
vinculacién al soporte a través de varios tipos de enlaces e interacciones (Liese et al.,
2013). Las enzimas pueden ser unidas por las interacciones que van desde fisico
reversible, adsorcion, enlaces ionicos y afinidad de union, a lo irreversible por enlaces
covalentes estables que estan presentes a traves de enlaces de éter, tioéter o amida
(Brena et al., 200).

1.4.1 Soporte y métodos de inmovilizacion

Una enzima inmovilizada esta sometida a cambios en las propiedades quimicas vy fisicas,
dependiendo de la eleccién del método de inmovilizacidn. La superficie sobre la que se
inmoviliza la enzima tiene varios roles fundamentales como mantener la estructura
terciaria de la enzima por formacion de electrones complejos de transicion, formando
hidrogeno o enlaces covalentes con la matriz (Goel, 2014). Por ello la consideracion
clave para inmovilizar una enzima en una superficie es la adecuada seleccién de un
método de unidn entre el reactivo en la superficie de la matriz y los residuos fuera de la

union al sustrato o sitio activo de la enzima (Tischer et al., 2009).

Los soportes se pueden clasificar en organicos e inorganicos de acuerdo con su

composicion quimica, o bien en polimeros naturales y sintéticos. Los soportes mas
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comunmente utilizados son carboximetilcelulosa, almidon, colageno, sefarosa
modificada, intercambio ionico resinas, carbon activo, silice, arcilla, aluminio, agarosa,
entre otros (Mohamad et al., 2015).

Los métodos de inmovilizacion se clasifican en dos grandes grupos: retencion fisica y
retencion quimica (Arroyo, 1998). Por otra parte, Brena y Batista (2002), los clasificaron
en inmovilizacion de enzimas reversible e irreversible. Otra clasificacion es:
atrapamiento, entrecruzamiento (reticulacion) y enlace a un transportador, sea adsorcion

fisica, enlace i6nico o covalente (Sheldon y Pelt, 2013).

Atrapamiento: es la retencion fisica irreversible de enzimas en una matriz sélida porosa,
como poliacrilamida, colageno, alginato o gelatina. La enzima es suspendida en la
solucion del monomero, y en un proceso de polimerizacion posterior mantiene la enzima
atrapada, previniendo contacto directo con el medio ambiente. El atrapamiento es el
método de inmovilizacion mas facil sin alteracion estructural de la enzima. Sin embargo,
esta metodologia se caracteriza por limitaciones de transferencia de masa y baja carga de
enzima (Arroyo, 1998; Brady y Jordan, 2009).

Encapsulacion: la encapsulacion de lacasas es similar en comparacion con el método de
atrapamiento, porque la enzima esta protegida del medio ambiente y la transferencia de
masa representa una seria limitacion en ambos de estos métodos de inmovilizacion. Una
alternativa de este método de inmovilizacion es la microencapsulacion, en la que un
agente bioactivo esta confinado en el nicleo de esferas del tamafio de micras hechas de
un material semipermeable. Un micro encapsulado de lacasas estan rodeados por
membranas semipermeables como polimeros (por ejemplo, polietilenimina) o materiales

inorganicos (por ejemplo, SiO;) (Rochefort et al., 2008).

Adsorcion fisica: el método de adsorcion fisica se puede definir como otro de los
métodos sencillos de inmovilizacién reversible que involucran a la enzima que se
adsorbe fisicamente o unido al material de soporte. La adsorcion puede ocurrir a través

de fuerzas débiles no especificas, como fuerzas de van der Waals, interacciones
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hidrofobicas y enlaces de hidrogeno (Kumar et al., 2009).Las enzimas inmovilizadas
reversiblemente pueden ser retiradas del soporte en condiciones suaves, metodo
altamente atractivo como cuando la actividad enzimatica se ha descompuesto, el soporte

se puede regenerar y volver a cargar con enzima fresca (Mohamad et al., 2015).

Union covalente: es uno de los métodos mas utilizados para la inmovilizacion
enzimética irreversible. El soporte para la inmovilizacion debe contener brazos
espaciadores cortos y una alta densidad de grupos reactivos y el grupo funcional que
participa en la union de la enzima generalmente implica la unién a través de las cadenas
laterales de lisina (el grupo amino), cisteina (grupo tiol) y acidos aspartico/glutamico
(grupo carboxilico), imidazol y fendlico, grupos que no son esenciales para la actividad
catalitica de la enzima (Obzturk et al., 2001).

Reticulado (“cross-linking” en inglés): se puede llevar a cabo por dos procedimientos
diferentes basados en este principio: reticulado de cristales de enzima (CLEC) y
reticulados con agregados enzimaticos (CLEAS). En el reticulado de cristales de enzima
(CLEC), se tiene como ventaja el incremento de actividad enzimatica y la estabilidad
operacional, pero su principal inconveniente es la alta pureza necesaria para la
cristalizacion de la enzima. En el método por formacion de reticulados con agregados
enzimaticos (CLEAS) ocurren interacciones intermoleculares irreversibles entre enzimas
provocados por reactivos bifuncionales, tales como aldehidos, isocianatos, iminoésteres
o di-aminas activadas con carbo, di-imida (Arroyo,1998; Fernandez et al., 2012), o
polimeros de glutaraldehido resultante de condensaciones intramoleculares (Sheldon,
2011).

1.4.2 Lacasas inmovilizadas

La inmovilizacion de las lacasas puede superar algunas limitaciones al mejorar algunas
de las propiedades de la enzima (Kunamneni et al., 2008). Las principales ventajas de la
inmovilizacién de lacasa son el aumento en la termoestabilidad de la enzima y su
resistencia a condiciones extremas Yy reactivos quimicos, ademas las lacasas

inmovilizadas se pueden separar facilmente de los productos de reaccién permitiendo
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que las enzimas sean empleadas en operaciones en continuo de biorreactor (Arica et al.,
2009; Arroyo, 1998; Georgieva et al., 2008).

Las lacasas han sido inmovilizadas siguiendo los métodos ya descritos sin embargo, la
metodologia mas comdn para la inmovilizacion de la lacasa ha sido por adsorcion.
Varios estudios de adsorcion se han centrado en la inmovilizacion de la lacasa en
soportes de silica, modificados previamente por reactivos bifuncionales como:
glutaraldehido (GLU) y etilenglicol-N-hidroxisuccinimida (NHS) o monofuncionales,
como el anhidrido citraconico (Fernandez et al., 2012). La lacasa inmovilizada de
Myceliophthora thermophila present6 excelentes resultados en silica con GLU (Forde et
al., 2010). Se han inmovilizado lacasas en resinas de intercambio i6nico (Mazur et al.,
2007).

La inmovilizacién de la lacasa en nanoparticulas magnéticas-Cu?*, ademés de mejorar la
estabilidad aumentd su actividad catalitica (Szamocki et al., 2009). Se ha reportado que
una lacasa de Pycnoporus sanguineus recupera 65% de su actividad en este soporte en
presencia de iones Cu®*y mantiene el 87 % de la actividad de la lacasa después de diez
ciclos de operacion (Wang et al., 2008). También se ha reportado la inmovilizacion de la
lacasa de Trametes versicolor en silica gel por microencapsulacion (Mohidem y Mat,
2009). La inmovilizacion de la lacasa de Neuroespora crassa por union covalente,
provoco una reduccion del 25 % en rendimiento y un aumento de Ky, probablemente
causada por un impedimento estérico a la difusion del sustrato (Duran et al., 2002).

Bello et al. (2018), inmovilizaron una multicobre peroxidasa en perlas de
polihidroxibutirato (PHB) para biorremediacion de aguas, la eficiencia de decoloracion
del sistema aumentd la actividad catalitica hasta 40 veces con respecto a la enzima

soluble, alcanzando eficiencias de decoloracién de 45-90 %.

Recientemente, los sistemas biocataliticos inspirados en la nanotecnologia han atraido el
disefio de soportes nanoscopicos para la inmovilizacion de enzimas que pueden mejorar
los factores determinantes de la eficiencia, mejorando el area de superficie y la

capacidad de carga y reduciendo la resistencia de transferencia de masa. La lacasa cruda

Pégina | 41



se inmovilizo covalentemente sobre nanobiochar funcionalizado usando un método de
dos etapas de amidacion activada con di-imida, los resultados mostraron una mayor
estabilidad de lacasa inmovilizada frente a la temperatura y la variacion del pH en
comparacion con la lacasa libre. Ademas, la lacasa inmovilizada mantuvo su
rendimiento catalitico hasta siete ciclos de utilizacion y mostr6 mas del 50 % de la
actividad inicial después de dos meses de almacenamiento a temperatura ambiente
(Naghdi et al., 2018).

Una alternativa ain més atractiva es el uso de lacasas inmovilizadas junto con un
mediador. Tal es el caso de reportes de Chao et al., (2018) y Sondhi et al., (2018),
ambos reportan la inmovilizacién de una lacasa en perlas de poli alcohol vinilico y

alginato Cu®* respectivamente, utilizando ABTS como mediador.

Con mayor detalle, la lacasa inmovilizada en perlas de poli alcohol vinilico, que
contienen nanotubos de haloisita (PVA/HNT) para mejorar la estabilidad y reutilizacion
de la enzima. La estructura porosa de las perlas de PVA/HNT facilita el atrapamiento de
la enzima, y también evita la lixiviacion de la lacasa inmovilizada. Los nanotubos de
haloisita actian como puente para conectar los poros adyacentes, facilitando la
transferencia de electrones y mejorando las propiedades mecanicas. Este método tiene
un rendimiento de recuperacion de actividad 79.15 %, lo que indica que se puede usar
como soporte potencial para la inmovilizacion de lacasa. En comparacion con la lacasa
libre, la lacasa inmovilizada en perlas hibridas exhibe tolerancia mejorada al pH (incluso
a pH 8.0), buena estabilidad térmica (57.5 % de la actividad inicial se puede mantener a
75 °C) y excelente estabilidad de almacenamiento (81.17 % de la enzima la actividad
puede retenerse después del almacenamiento a 4 °C durante 5 semanas en comparacion
con la enzima libre del 60 %). Ademas, la eficacia de eliminacidén del azul reactivo
puede alcanzar hasta el 93.41 % en presencia del mediador redox 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato), en el que la adsorcion y la degradacion existen

simultdneamente (Chao et al., 2018).
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La inmovilizacion de las lacasas es potencialmente ventajosa, en comparacion con la
enzima libre (Champagne y Ramsay, 2007), ya que adquiere estabilidad en un alto
porcentaje y permite la reutilizacion de la misma, caracteristicas deseables para

implementar un proceso industrial, en cualquiera de sus aéreas.

1.5 Lacasas en la Industria Biotecnoldgica

Las lacasas se han propuesto para ser aplicadas en distintos procesos industriales, sobre
todo por la caracteristica de reaccion que poseen, siendo eficientes, sostenibles y
amigables con el medio ambiente. A continuacion se resume en breve algunas de las

aplicaciones sobresalientes que tiene la lacasa.

La industria textil consume grandes volimenes de agua, mismos gque son contaminados
con productos quimicos durante el procesamiento de los textiles. La mayoria de los
procesos existentes para el tratamiento de aguas residuales de tintura son ineficaces y no
economicos. El uso de las lacasas parece una solucion atractiva debido a su accion
oxidante para la degradacion de tintes con estructura quimica diversa, incluyendo los
colorantes sintéticos empleados en la industria (Khlifi-Slama et al., 2012; Afreen et al.
2016; Zhu et al. 2016; Wang et al. 2017; Almeida et al., 2018).

Adicionalmente, se ha sefialado que los mediadores tienen una participacién importante
en la decoloracion de tintes (Claus et al., 2002). Por ejemplo, en aguas contaminadas con
azul de remazol brillante s6lo se observo decoloracion en presencia de mediadores. Bajo
las condiciones especificas de este estudio, el acido violurico (VLA) fue el mediador
mas eficaz, ya que la decoloracién fue casi completa en 20 min, en contraste con HBT

que decolora a una tasa dos veces mas lenta que el VLA (Soares et al., 2001).

Otra fuente importante de contaminacion es la presencia de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH) en el suelo y agua, distintos trabajos reportan lacasas capaces de
mediar en el acoplamiento la reduccién de 2,4,6-trinitrotolueno (Rodriguez y Toca,
2006; Majeau et al., 2010; Teerachat et al., 2018).
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En la industria alimentaria, la lacasa ha mostrado su capacidad para mejorar los
productos y procesos alimentarios. En los vinos, se ha aplicado en la oxidacion de
polifenoles, como una manera de estabilizar los vinos (Minussi et al., 2002; Gassara et
al., 2013; Lettera et al., 2016; Yin et al. 2017), ya que los polifenoles causan efectos no
deseados y sus caracteristicas organolépticas se ven deficientes. En el caso de la
industria panadera, la lacasa participa de manera sinérgica con xilanasas y lipasas para
conferir estabilidad y mejorar el tiempo de fermentacion para una mayor retencion de
gas en la masa, donde se obtuvieron resultados 6ptimos cuando se utiliza xilanasa, lipasa

y lacasa, en contraste con la combinacion de xilansa-lipasa (Vega y col., 2010).

La lacasa también es utilizada para la sintesis de actinomicina, compuesto
anticancerigeno que funciona mediante el blogueo de la transcripcion de ADN a partir
de células tumorales (Muhammad et al., 2012). Ademas, las lacasas han sido empleadas
en la sintesis de derivados de porina mediado por HBT (generador de dimeros u
oligomeros por el acoplamiento de los intermedios radicales reactivos) y en la sintesis de
vindulina, utilizada en el tratamiento para leucemia (Kunamneni et al., 2008;
Muhammad et al., 2012). En la industria cosmetica, la lacasa ha sustituido al H,O;
actuando como agente oxidante en la formulacion de colorantes para cabello, un proceso

para el que existe una patente europea desde 1997 (Rodriguez y Toca, 2006).

En la industria papelera, la lacasa es utilizada como paso previo a la etapa de blanqueo
convencional, principalmente a través de los sistemas lacasa-mediador. Concretamente,
se ha visto que estos sistemas en comparacion con otras enzimas empleadas en el
blanqueo, como las xilanasas (Beg et al., 2001; Bajpai et al., 2006), presentan una mayor
especificidad sobre las fracciones fendlicas y no fendlicas de la lignina, disminuyendo
asi las pérdidas de rendimiento (Cadena, 2008). La efectividad del sistema lacasa-
mediador, de naturaleza sintética o natural, para disminuir el nimero kappa (indicativo
de la cantidad de lignina en una pasta de papel), ha sido demostrado en varios estudios
(Sigoillot et al., 2005; Moldes et al., 2008; Fillat y Roncero, 2010; Saleem et al., 2018).
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La nanobiotecnologia ha recibido un interés creciente durante los Gltimos afios y la
lacasa no es ajena a esta area. Un ejemplo de esta tecnologia en el que se ven
involucradas las lacasas, es en el desarrollo de biosensores y células de biocombustible.
Se han desarrollado biosensores para detectar O,, glucosa, aminas aromaticas,
compuestos fendlicos (Mazlan et al. 2017; Silva and Cruz 2016; Chawla et al. 2011) e

incluso morfina y codeina (Bauer et al., 1999).

Las lacasas pueden ser también inmovilizadas en el catodo de células de biocombustible
(Chen etal., 2001; Calabrese et al., 2002; Beneyton et al., 2011), para proporcionar
energia a sistemas de transmision de pequefio tamafio, muy interesantes desde el punto
de vista medioambiental, puesto que proporcionan una fuente de energia limpia
(Rodriguez y Toca, 2006; Chaijak et al., 2018; Kim et al., 2018).

1.6 Antecedentes directos

Cervantes en el 2011, aislo la cepa Co3Bagl a partir de composta de bagazo de cafa.
Esta cepa se selecciond a partir de un conjunto de 29 cepas de hongos termofilos, por su
capacidad para producir enzimas con actividad ligninolitica, utilizando bagazo de cafia
como fuente de carbono. Posteriormente, Lépez-Olguin (2011) identificé a la cepa
Co3Bagl como Corynascus sepedonium por andlisis taxonomico de rDNA 28S e ITS.
Un segundo andlisis filogenético (arbol filogenético) relacionan a la cepa Co3Bagl con
el género de Chaetomium y Chaetomidium de diferentes especies. A partir de estos
resultados se ubic6 Corynascus sepedoniumen genero y especie, de la familia
Chaetomimiaceae del orden de Sordoriales (Ericksson, 2002). Sin embargo, bajo la
actualizacion en Base de datos la cepa Co3Bagl fue identificada como Thielavia

terrestris por Charles River Laboratories International, Inc. (USA).

1.6.1 Thielavia terrestris
Thielavia terrestris (sindbnimo, Allescheria terrestris; amorfo, Acremonium alabamense),
es un ascomiceto terméfilo transportado por el suelo que puede crecer a un pH

relativamente bajo (pH 4.5) y temperatura elevada (40-45 °C) (Rey et al., 2003), es
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capaz de descomponer biomasa lignocelulésica ademas de ser una fuente de enzimas

termoestables (Langston et al., 2012).

La secuencia del genoma de T. terrestris NRRL 8126 fue reportado y comparado con el
genoma de Myceliophthora thermophila. Ambos hongos fueron cultivados en paja de
alfalfa, paja de cebada o glucosa como Unicas fuentes carbono, los niveles de identidad y
expresion de enzimas secretadas fueron reportados para cada sustrato (Berka et al.,
2011). Se ha informado recientemente de una -1, 4-xilanasa TtXynA de T. terrestris
Co3Bagl (Garcia-Huante et al., 2016).

1.6.2 Lacasa de Thielavia terrestris Co3Bagl

En trabajos previos a este proyecto, Cervantes (2011) reportd que Thielavia terrestris
cepa Co3Bagl presentd actividad de lacasa utilizando ABTS como sustrato.
Posteriormente, en el grupo de trabajo, Lopez-Olguin (2011) purifico una lacasa de 97
kDa (Lac97) a partir del sobrenadante de cultivo, por cromatografia de intercambio
aniénico. Lac97 presentd un pH y temperatura 6ptimos de 3.0 y 60 °C, respectivamente.
La actividad de Lac97 se incrementé un 25 % de su actividad en presencia de iones Cu?*

y fue inhibida por los iones Fe** y Hg*".

La caracteristica mas sobresaliente fue su termoestabilidad, ya que la vida media (t.,) de
la enzima fue de 3.5, 21 y 60 h a 70, 60 y 50 °C, respectivamente. La termoestabilidad
de Lac97 es superior a la reportada para lacasas de otros hongos Ascomicetos de su
misma familia. Por ejemplo, la vida media (t12) de una lacasa de Chaetomium
thermophilium es estable por 1, 12y 24 h a 70, 50 y 40 °C, respectivamente (Chefetz et
al., 1998); mientras que una lacasa de Myceliophthora thermophila es estable 30 min a
70 °C (Hilden et al., 2009). Hasta el momento, las dos lacasas con la mayor
termoestabilidad reportada son: una lacasa de Corioplosis gallica estable por 8 dias a 60
°C (Calvo et al., 1998), otra lacasa de la misma especie Corioplosis gallica UAMH 8260

produce una lacasa con una termoestabilidad de 24 h a 60 °C (Vandertol et al., 2002).
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De forma paralela, Lopez-Olguin (2011) amplifico dos fragmentos de DNA de 1.0y 1.1
kb por ensayo de RT-PCR, utilizando iniciadores disefiados a partir de secuencias
conservadas de lacasas fungicas reportadas en las bases de datos. En este mismo estudio,
se secuencié el fragmento de 1 kb y se logré obtener una secuencia de DNA de 447 pb
con secuencias codificantes para una lacasa. La secuencia deducida de aminoacidos (149
aa) de la lacasa de Thielavia terrestris cepa Co3Bagl presentd altos porcentajes de
identidad con lacasas de Chaetomium globosa (85 %), Verticillium albo-atrum (71%) y
Colletotrichum graminicola (71%). Ademas, dentro de las 447 pb, se encontraron
secuencias codificantes para regiones conservadas en lacasas fingicas, que corresponden

a los sitios de unién a cobre T1y T3.
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1l. JUSTIFICACION

El hongo termofilico Thielavia terrestris Co3Bagl produce una lacasa termofilica y
termoestable de 97 kDa, por lo cual se considera candidato para su potencial aplicacion
biotecnoldgica; sin embargo la produccion de lacasa por T. terrestris Co3Bagl es
relativamente baja. Por lo que resulta interesante incrementar la actividad de lacasa
producida por T. terrestris Co3Bagl, modificando las fuentes de carbono y nitrégeno,

ademas de evaluar el efecto del ion cobre en la produccién de esta enzima.

Por otra parte, dado que de manera general, las lacasas poseen un bajo potencial redox, y
esta caracteristica les imposibilita oxidar sustratos no-fendlicos, disminuyendo
ampliamente su rango de accion sobre diversos sustratos. Por lo anterior, resulta de
mayor importancia implementar un sistema lacasa-mediador que confiera a la enzima la

capacidad de actuar sobre sustratos fendlicos y no-fenolicos.
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111. HIPOTESIS

HI. La actividad de lacasa producida por el hongo termofilico T. terrestris Co3Bagl se
vera afectada por la modificacion de las fuentes de carbono y nitrégeno del medio de

cultivo, y por la presencia de ion Cu?* como inductor.
HII. La implementacion de un sistema lacasa-mediador ampliara la actividad catalitica

de la lacasa de T. terrestris Co3Bagl hacia sustratos no-fendlicos, en comparacion con

la lacasa sin mediador.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Purificar y caracterizar bioquimicamente una lacasa del hongo terméfilo T. terrestris
Co3Bagl, y evaluar la actividad de la enzima inmovilizada en un sistema lacasa-
mediador.

V.2 Objetivos especificos

IV.2.1 Evaluar la actividad de lacasa del hongo termdfilo T. terrestris Co3Bagl en
medio liquido con diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, asi como en presencia de
iones Cu** como inductor.

IV.2.2 Purificar y caracterizar bioquimicamente la lacasa libre e inmovilizada.

IV.2.3 Implementar un sistema lacasa-mediador y evaluar la actividad catalitica de la

enzima inmovilizada sobre sustrato fendlico y no fendlico.

IV.2.4 Clonar y secuenciar el gen codificante para una lacasa del hongo T. terrestris
Co3Bagl.
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V. METODOLOGIA

Purificacion de TtLacA
Clonacion del gen
Evaluacion del efecto de la Caracterizacion lac en vector de
actividad de lacasa en bioquimica de TtLacA clonacién y
diferentes fuentes de C/N libre € inmovilizada expresion
/‘7%\ -n.
ETAPA I ETAPA I ETAPA NI

Inmovi]izaci'(')n de /
TlLacA Cuantificacion de la . -
actividad de TtLacA Analisis de secuencias de
nucledtidos y péptidos

Evaluacion del efecto libre e inmovilizada con

. sustratos fendlicos y no-
del CuSO, como inductor fendlicos bajo €l SLM
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Microorganismos y vectores

El hongo filamentoso termofilico T.terrestris Co3Bagl se aisl6 de composta de gabazo
de cafa por el grupo del Dr. Sergio Rubén Trejo Estrada, Investigador Titular del Centro
de Investigacion en Biotecnologia Aplicada del Instituto Politécnico, Tlaxcala, México.
El hongo fue identificado en género y especie por Charles River Laboratories
International, Inc. (USA), ademéas por métodos moleculares basados en la secuenciacion
del rDNA 28S (Garcia-Huante, 2017). Posteriormente, T. terrestris Co3Bagl fue
depositada en la Coleccion de Cultivos CDBB del CINVESTAV-Zacatenco bajo el
numero de acceso CDBB-H-1938, de donde se obtuvo para realizar este trabajo.

Para la propagacion y manipulacion del DNA plasmidico empleado en este trabajo se
utilizaron células competentes de la cepa Escherichia coli DH5a. La cepa Aspergillus
niger se utilizé como sistema de expresion heterdloga proporcionada por el grupo de
investigacion del Dr. Miguel Angel Gomez Lim del Laboratorio de Biotecnologia de
Plantas y Microorganismos, Departamento de Ingenieria Genética del CINVESTAV-

Irapuato.

VI1.1.1 Vector de clonacion pJET1.2

El vector de clonacion pJET1.2 se utilizo para la clonacion del ORF del gen lacB de T.
terrestris Co3Bagl. El vector pJET1.2 (ThermoScientific) tiene un gen letal que es
interrumpido por la ligacion de un inserto de DNA en el sitio de clonacion. Como
resultado, solo las células con el plasmido recombinante se propagaron en el medio de
seleccion. El vector pJET1.2 contiene un sitio multiple de clonacién, asi como un
promotor T7 para la transcripcion in vitro y un gen que confiere resistencia a ampicilina
(Fig. VIIL.1-A).
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VI11.1.2 Vector de expresion p210/HYG

El vector de expresion p210/HYG fue disefiado por el grupo de investigacion del Dr.
Gomez Lim del Laboratorio de Biotecnologia de Plantas y Microorganismos del
CINVESTAV-Irapuato. Este vector de expresion p210/HYG (Fig. VII.1-B) tiene una
longitud de 10, 386 pb, posee un péptido sefial de una a-amilasa, carece de un sitio
multiple de clonacion, pues s6lo contiene un sitio de insercion con extremos de corte
Spel y Pacl. Para la seleccidn de células transformantes, contiene un gen se resistencia a
ampicilina e higromicina.

Notl
Eco521
Balll
Kpn2l

PspXl (534 Hingm]
EcoB8l
Xhol

Qe
blunt-and B
PCR product
Xbal

p210/HYG-10386nt

T EROSS

N

<« =
— T
4121 Hindily
Figura V1.1 A-Vector de clonacién pJET1.2 (izquierdo); B-Vector de expresion p210/HYG (derecho).

V1.2 Medios de cultivo

V1.2.1 Medios de cultivo de la cepa T. terrestris Co3Bagl

El medio de cultivo sélido para la generacion de esporas de T. terrestris Co3Bagl se
describio previamente por Tien-Kirk (Tien y Kirk 1988). Las esporas fueron obtenidas
cultivando al hongo en matraces de 250 mL, con 30 mL de medio a 45 °C durante 12

dias. Su composicion por litro es la siguiente:

Glucosa 10 ¢
Peptona 29
Extracto de malta 10 ¢
Extracto de levadura 249
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Asparagina 19
KH,PO, 29
MgSO,. 7H,0 1lg
Agar 209

Para la produccion de lacasa, el hongo T. terrestris Co3Bagl se cultivd en el medio
liquido T. terrestris Co3Bagl, previamente descrito por Zouari-Mechichi (Zouari-
Mechichi et al., 2006). Su composicion por litro es la siguiente:

Glucosa 109
Peptona 5¢
Tartrato de amonio 29
Extracto de levadura 1lg
KCI 05¢
KH,PO4 1lg
MgSO.. 7H,0 059
Solucion de elementos traza 1mL

Ajustar a pH final de 5.5 con HCI 1.0 M

Solucidn de elementos traza para Medio Zouari-Mechichi (por litro).

B,O-Na, 10H,0 0lg
MnSO, 7H,0 0.01g
FeSO, 7H,0 0.05g
ZnS04 7TH,0 0.07 g
CuSO4 5H,0 0.01g
(NH4)sM07024 4H,0 0.01g
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El medio de cultivo se esterilizé a 121 °C y 15 psi durante 15 min. La solucién de
elementos traza se esterilizd por filtracion, utilizando membranas de 0.20 pm. Como
inoculo se utilizaron esporas homogenizadas en agua destilada estéril obtenido de
cultivos sélidos de medio Tien-Kirk (1988), previamente incubados a 45 °C por 12 dias.
El cultivo liquido se incubd en matraces de 250 mL con 50 mL de medio a 45 °C a 120

rpm monitoreando la actividad maxima de lacasa de acuerdo a ensayos realizados.

V1.2.2 Medio de cultivo para la cepa A. niger
Para la extraccion de ADN gendmico de A. niger, se cultivd en medio extracto de

levadura, peptona y dextrosa (YPD) sélido cuya composicién por litro es la siguiente:

Peptona 10¢g
Extracto de levadura 209
Dextrosa 209
agar 15¢

V1.2.3 Medio de cultivo de la cepa E. coli
Para la extraccion de DNA plasmidico, las células competentes de E. coli DHS5a se

cultivaron en medio Luria Bertani (LB), cuya composicion es la siguiente:

Triptona 10¢
Extracto de levadura 59
NaCl 59

El cultivo se suplementé con el antibiético ampicilina (50 mgmL™) y se cultivé a 37 °C
por 16 ha 150 rpm.
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V1.3 Evaluacion de la actividad de lacasa con diferentes fuentes de carbono y
nitrégeno asf como en presencia de iones Cu®*

V1.3.1 Cinética de crecimiento y actividad de lacasa

Para llevar a cabo la cinética de crecimiento y determinar la produccion de actividad de
lacasa, se partié de esporas que se obtuvieron cultivando el hongo T. terrestris Co3Bagl
a 45 °C en medio sélido descrito por Tien-Kirk (Tian y Kirk 1988). Posteriormente, un
indculo de 1 x10° esporas de T. terrestris Co3Baglse cultivé en matraces de 250 mL con
50 mL de medio a 45 °C a 120 rpm durante 20 dias previamente descrito por Zouari-
Mechichi (Zouari-Mechichi et al., 2006).

Cabe sefialar que en este trabajo el hongo T. terrestris Co3Bagl se cultivé utilizando la
formulacion original del medio Zouari-Mechichi (Zouari-Mechichi et al., 2006), pero
también se utilizé medio Zouari-Mechichi modificado, donde se excluyo la peptona, el
extracto de levadura y el CuSO, de la solucion de elementos traza. La composicion del
medio de cultivo liquido se especifica claramente para cada experimento. Cada 24 h se
sacrificO un matraz para determinar la biomasa (peso seco) y la actividad de lacasa,
durante 20 dias. La biomasa fungica se midié como peso seco. Con este fin, el cultivo
del hongo T. terrestris Co3Bagl se filtro a través de un papel de filtro Whatman Nol
pesado previamente y se secO a 80 °C hasta llegar a un peso constante. La diferencia de
peso se considerd como el peso seco y se estimé en gramos por litro (gL™). La actividad
de lacasa, y la concentracion de proteina se determinaron como se describe a

continuacion.

V1.3.1.1 Cuantificacion de la actividad de lacasa

La actividad de lacasa se determind midiendo la oxidacion de ABTS como un sustrato
de lacasa. La mezcla de reaccion (1 mL) consistié en: 100 uL de enzima, 800 uL de
amortiguador de glicina-HCI 100 mM, pH 3.0 y 100 uL de ABTS 5 mM. Las mezclas se
incubaron a 50 °C durante 5 min. El cambio en la Absorbancia de la mezcla de reaccion
con ABTS se monitored a 420 nm usando un espectrofotometro UV/vis. La actividad de

la lacasa se calculo utilizando un coeficiente de extincion molar de ABTS (e= 36,000 M”
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Yem™) (Bourbonnais et al., 1998). Una unidad de actividad de lacasa (U) se definié como

la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 umol de ABTS por minuto.

V1.3.1.2 Cuantificacién de proteina

La concentracion de proteina se cuantifico por el método de Lowry et al, (1951)
utilizando BSA como estandar (Life Technologies, Grand Island, NY, EE. UU.) (XII.
Anexo A.1l). Los resultados se reportan como miligramo de proteina por mililitro (mg
mL™).

V1.3.2 Fuentes de carbono y nitrégeno

Para estudiar el efecto de la fuente de carbono y nitrégeno en la produccion de lacasa
por el hongo T. terrestris Co3Bag1l cultivado en medio liquido, las fuentes de carbono y
nitrégeno fueron sustituidos de la siguiente manera. Primeramente, la glucosa, como
fuente de carbono original en el medio Zouari-Mechichi, fue sustituida por fructosa,

maltosa y almidén a la misma concentracion (10.0 gL ™).

Una vez que se eligidé la mejor fuente de carbono para la produccién de actividad lacasa,
se estudio el efecto de la fuente de nitrogeno en la produccion de actividad de lacasa.
Con esta finalidad, el tartrato de amonio, como fuente de nitrégeno original en el medio
Zouari-Mechichi, fue reemplazado por extracto de levadura, peptona, sulfato de amonio

y nitrato de sodio a la misma concentracion (2.0 gL ™).

Despues de que se seleccionaron las mejores fuentes de carbono y nitrégeno para la
produccién de actividad lacasa, se estudio el efecto de cuatro medios con diferentes
proporciones de fuente de carbono/nitrégeno. EI medio HCLN, (alto contenido de
carbono y bajo contenido de nitrogeno); LCLN (bajo contenido de carbono y bajo
contenido de nitrégeno); HCHN, (alto contenido de carbono y alto contenido de
nitrégeno) y LCHN (bajo contenido de carbono y alto contenido de nitr6geno). La toma
de muestra para cada cultivo fue al dia 12, que corresponde al dia maximo de actividad

de lacasa.
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Tabla V1.1 Medios de cultivo con diferentes proporciones de fructosa y nitrato de sodio

Medio Fuente de carb_?no Fuente de nit((’)gen(_)1
(fructosa gL™) (nitrato de sodio, gL™)

HCLN 20.0 2.0

LCLN 5.0 2.0

HCHN 20.0 5.0

LCHN 5.0 5.0

V1.3.3 Induccién por cobre

Para estudiar el efecto del ion Cu* en la produccion de actividad de lacasa por el hongo
T. terrestris Co3Bag1l, una solucion de CuSO, se afiadié al medio de cultivo modificado
seleccionado (HCHN), en los dias 0, 4 y 8 de la cinética de crecimiento de T. terrestris
Co3Bagal a concentraciones finales de 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 y 2.5 mM. Las actividades de
lacasa se midieron desde el dia siguiente a la adicién del ion Cu?*, y hasta 11 dias de

cultivo posteriores a la adicion de este ion metalico.

Cada experimento se realizé por triplicado. Los resultados representados son los

promedios de las repeticiones y las barras de error indican las desviaciones estandar.

V1.4 Purificacion de TtLacA del hongo T. terrestris Co3Bagl.

V1.4.1 Ultrafiltracion y dialisis

Para iniciar con la purificacion de una lacasa, los cultivos del hongo T. terrestris
Co3Bagldescritos anteriormente se cosecharon y agruparon después de 10 dias de
incubacion. Los micelios se eliminaron mediante filtracion al vacio y el sobrenadante del
cultivo se concentro a 10 ml mediante ultrafiltracion a 4 °C usando una membrana de
poliétersulfona de 50 kDa (PALL, NY, EE. UU.). El ultrafiltrado se dializ6 en buffer A
(KCI 25 mM, Histidina 50 mM pH 6.0, y glicerol al 5% (v/v)) durante 12 h.
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V1.4.2 Purificacion de la lacasa por cromatografia de intercambio idnico

El dializado se inyect6 a una columna UNOsphere™ Q (19.5x1.6 cm, Bio-Rad) con un
volumen de empaque de 8.5 mL, que se equilibré previamente con amortiguador A. Las
proteinas unidas a la columna se eluyeron aplicando un gradiente lineal de KCI (0.025-1
M) en buffer A con un flujo constante de 2.0 mLmin™. A cada una de las fracciones se
les determiné cantidad de proteina y actividad de lacasa. Las fracciones con la actividad
de lacasa se analizaron mediante SDS-PAGE al 10% y se conservaron a 4 °C para
estudios posteriores.

V1.4.2.1 SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realiz6
siguiendo el método de Laemmli (Laemmli, 1970) para geles bifasicos de acrilamida-
bisacrilamida, empleando el sistema Mini Protean (Bio Rad) (XII. Anexo A.2). Para la
deteccion de proteinas en los geles de poliacrilamida se utilizo el método de tincion con
Azul de Coomassie R-250. Los geles se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y
luego el gel se destifid usando una mezcla de &cido acético, etanol y agua (10:30:60). El
peso molecular de la proteina (PM) se estim6 usando estandares de proteina de peso
molecular de amplio rango como referencia (Bio-Rad). Los geles se visualizaron y
analizaron utilizando un sistema de documentacion en gel (DigiDoc-ItImagingSystem,
UVP).

V1.4.2.2 Zimograma

La actividad de lacasa fue visualizado de acuerdo al protocolo descrito por Moin et al,
(2012) con algunas modificaciones hechas en este trabajo de la siguiente manera: las
muestras de proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 10 %. Las alicuotas
fueron muestras del dia de actividad maxima en el medio de cultivo HCHN a diferentes
concentraciones de CuSQOy (ver seccion V1.4.4) y de muestras purificadas. El zimograma
se llevd a cabo en condiciones no desnaturalizantes. Esto es, las muestras no fueron
sometidas a una desnaturalizacién térmica; ademas, el amortiguador de carga no

contenia 2-mercaptoetanol ni SDS. EI SDS tampoco estuvo presente en el amortiguador
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de corrida para la electroforesis. Las muestras sélo se incubaron a 37 °C durante 30 min

con amortiguador de carga (XI1. Anexo A.2).

Después de la electroforesis, el gel se incub6 a 50°C durante 10 min en buffer de glicina-
HCI 100 mM pH 3.0, que contenia ABTS 5 mM como sustrato. En el caso de revelar la
actividad enzimatica con DMP, se siguidé el mismo procedimiento a excepcion de la
temperatura de incubacion que fue de 60°C. Las bandas de proteinas con actividad
lacasa se visualizaron mediante el desarrollo de una banda de color verde y naranja para

ABTS y DMP, respectivamente.

V1.4.3 Secuenciacion de proteinas y modelo 3D

La enzima TtLacA purificada se secuencié parcialmente por espectrometria de masas en
tandem (MS/MS), en el Laboratorio Universitario de Proteomica (IBT/UNAM). Se
realizé la busqueda manual de los espectros de MS/MS vy se analizo la similitud de la
secuencias de aminoacidos de los péptidos utilizando las herramientas disponibles en

Proteome Discoverer 1.4 ThermoScientific (https://www.thermofisher.com/order/).

La proteina multicobre de T. terrestris NRRL 8126 (UniProtKB nUmero de acceso
G2R0D5) se utiliz6 como referencia en el programa ESPript (http://espript.ibcp.fr/
ESPript/ ESPript/)(Robert y Gouet 2014) para determinar los elementos estructurales

secundarios de TtLacA con otras lacasas.

El modelo de estructura 3D de la proteina multicobre oxidasa de T. terrestris NRRL
8126 (numero de acceso UniProtKB (G2R0D5)) se generd por medio del servidor I-
TASSER (Yang et al. 2015).

V1.5. Caracterizacion bioquimica de TtLacA

V1.5.1 pH éptimo y estabilidad

El pH optimo de la lacasa TtLacA se determind midiendo la actividad de la enzima a
diferentes valores de pH (2.2 a 7.0), usando ABTS como sustrato. Para este ensayo se

utiliz6 un amortiguador de glicina-HCI 100 mM para el rango de pH de 2.2 a 3.6; y un
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amortiguador de citrato-fosfato 100 mM para el rango de pH de 2.6 a 7. Las muestras de
reaccion se incubaron a 50 °C por 5 min. Para la estabilidad de pH, las muestras de
enzima purificada se incubaron en el amortiguador citrato-fosfato 50 mM a diferentes
valores de pH, en un rango de 2.6 a 7.0, a una temperatura de 25 °C durante 50 min.
Posteriormente, la actividad de lacasa residual se mididé en condiciones estandar y se

compar6 con la actividad enzimética no incubada a diferentes valores de pH.

V1.5.2 Temperatura éptima y termoestabilidad

Para determinar la temperatura 6ptima de la lacasa TtLacA se evalud la actividad de la
enzima en amortiguador de glicina-HCI 100 mM a pH 3.0, utilizando ABTS como
sustrato, a diferentes temperaturas, en un rango de 25-90 °C, por 5 min. Con el fin de
evaluar la termoestabilidad de la lacasa TtLacA, la enzima se incubé a 10 °C + de su
temperatura optima a, 55, 65 y 75 °C, en amortiguador de glicina-HCI 100 mM a pH
3.0, en ausencia de sustrato. Para la determinacion de la vida media (ti) de la enzima,
se tomaron alicuotas de la muestra en diferentes intervalos de tiempo, y se midio la

actividad enzimatica residual en condiciones dptimas de pH y temperatura.

V1.5.3 Parametros cinéticos (Kv Y Vimax)

Para la determinacion de la constante de Michaelis-Menten (Ky) y la velocidad méxima
(Vmax) de reaccion de la lacasa TtLacA, se siguio el metodo grafico de Lineweaver-Burk
(1934). Se grafico 1/V frente a 1/S, siendo S la concentracion de sustrato ensayada y V
la velocidad inicial de reaccion enzimatica. Los parametros cinéticos de TtLacA se
determinaron en condiciones optimas (65 °C, pH 3.0 por 5 min) para la actividad de la

enzima, utilizando ABTS como sustrato, a diferentes concentraciones (0.05-5 mM).

V1.5.4 Efecto de iones metalicos e inhibidores

El efecto de los iones metélicos (Na**, Mn?*, Cu?*, Ca?*, Co?*, Zn**, Hg**, Ni**, Mg** y
Fe?*) y otros compuestos (EDTA y NaN3) se evaluaron de forma independiente,
incubando la lacasa TtLacA con cada uno de los iones metélicos y los compuestos
quimicos compuestos a concentraciones finales de 1 y 10 mM. El ensayo se llevd a cabo

en condiciones dptimas de actividad en amortiguador de glicina-HCI 100 mM, a 65 °C,
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pH 3.0 por 5 min, utilizando ABTS como sustrato. La actividad de lacasa se expreso
como la diferencia de porcentaje de la actividad observada en ausencia de los

compuestos evaluados.

V1.6. Inmovilizacién de la actividad de lacasa

El hongo T. terrestris Co3Bagl se cultivo a 45 °C en medio liquido como se describi6
anteriormente (ver seccion V1.3.1). Los cultivos de cada matraz se cosecharon y se
reunieron después de 10 dias de incubacion. Los micelios se eliminaron mediante
filtracion al vacio y el sobrenadante del cultivo se dializ6 en amortiguador de glicina-
HCI 25 mM, pH 3.0. El material dializado se utiliz6 para inmovilizar la actividad de
lacasa del hongo T. terrestris Co3Bagl por dos métodos diferentes: 1) Inmovilizacion
por enlace covalente a nylon-6 e 2) Inmovilizacion por atrapamiento en perlas de
alginato de calcio. Estos ensayos fueron hechos en colaboracion por el M. en C.
Alejandro Santiago del Lab. 51 DBB CINVESTAV-Zacatenco y la Kassandra Huerta
Calleja, estudiante de Ingenieria en Biotecnologia del Instituto Tecnologico Corregidora
de Querétaro (ITCQ), Querétaro, Qro., México.

V1.6.1 Inmovilizacién de actividad lacasa en nylon-6

La inmovilizacion del extracto enzimatico en nylon-6 se realizé de acuerdo al método
descrito por Ortega et al., (1993). EI nylon (1 g) se resuspendidé en una solucion de
tetraborato de sodio (borax) 0.2 M, pH de 9.3, a 70 °C en agitacion, e incubada por 20
min. Posteriormente, el nylon se filtr6 y se lavo con abundante agua desionizada. El
nylon se resuspendié nuevamente en 5 mL de PEI al 5 % en una solucion amortiguadora
tetraborato de sodio 0.2 M, pH 9.3. Esta mezcla se incubé por 3 h a temperatura

ambiente. Finalmente, el nylon se filtr6 y se lavo con agua desionizada.

El soporte polimérico se reactivd con 1 % glutaraldehido en amortiguador de glicina-
HCI 25 mM, pH 3.0 durante 15 min a temperatura ambiente. Esta mezcla se filtré y se
lavé nuevamente con agua desionizada. El nylon-6 se resuspendié en amortiguador de
acoplamiento: KCI 0.05 M, MgCl, 0.01M, L-cisteina 0.005 M y 5 % de glicerol en
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glicina-HCI 25 mM, pH 3.0. Se incub6 durante toda la noche para la posterior

inmovilizacion.

V1.6.1.1 Decoloracion de tinte sintético azul de bromofenol
La actividad de lacasa en el extracto enziméatico inmovilizado en nylon-6, se midié por
la decoloracién del colorante azul bromofenol 0.02 %, a una Absorbancia de 595 nm. La

medida de decoloracion fue expresada en %, siguiendo la siguiente ecuacion:

y Ao — At
% Decoloracibn = TR x 100

Donde A, es la Absorbancia medida, inmediatamente después de afadir el extracto

enzimatico y Ay, es la medida de Absorbancia después de cada intervalo de tiempo.

V1.6.2 Inmovilizacién de la actividad de lacasa en perlas de alginato de calcio

El segundo método de inmovilizacion de la actividad de lacasa fue por atrapamiento en
perlas del alginato de Ca®* (Lira et al., 2018). Se prepar6 una mezcla de alginato de sodio
al 4 % y extracto enzimatico (1:1), en agitacion continua a temperatura ambiente. Esta
mezcla se afiadio gota a gota en una solucion de CaCl 100 mM a 4 °C. Las perlas
formadas se dejaron endurecer (curado) durante toda la noche a 4 °C. La actividad de
lacasa en las perlas de alginato de Ca** se midi6 utilizando ABTS 5 mM como sustrato

(ver seccion VI1.3.1.1).

V1.6.3 Inmovilizacidn de TtLacA en perlas de alginato de cobre

La lacasa TtLacA se inmovilizd en perlas de alginato deCu?* (Sondhi et al., 2018). Se
prepar6 una mezcla de alginato de sodio al 3 % y 100 UL™ de lacasa (1:1) en agitacion
continua a temperatura ambiente. Esta mezcla se afiadié gota a gota en una solucién de
CuSQO,4 300 mM a 4 °C. Las perlas formadas se dejaron endurecer (curado) durante 16 h
a 4 °C. Posteriormente, las perlas se lavaron con agua desionizada hasta no detectar

proteina en la solucién de lavado.
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V1.6.3.1 Caracterizacion bioquimica de TtLacA inmovilizada

La lacasa TtLacA inmovilizada en perlas de alginato de cobre se caracterizd
bioquimicamente bajo las mismas condiciones que la lacasa TtLacA libre (ver seccion
V1.5). Para cada uno de las determinaciones: pH, temperatura optima y estabilidad,
constantes cinéticas y efecto de iones metélicos e inhibidores, se tomaron 10 perlas de
forma independiente y se resuspendieron en amortiguador de glicina-HCI 100 mM, pH
3.0.

V1.7. Cuantificacion de eficiencia de inmovilizacion

La eficiencia de la inmovilizacion se calculé disolviendo el nylon.6 y las perlas de calcio
en amortiguador glicina-HCI 25 mM, pH 3.0 y en 100 mM pH 3.0, para la
inmovilizacion en alginato de cobre, utilizando ABTS como sustrato. Se calculo usando

la siguiente ecuacion:

% Fe = x 100

A—-B
Donde A= Actividad total de la enzima libre y B= Actividad enzima no atrapada (Sondhi
et al., 2018). La actividad enzimética no inmovilizada se calculé midiendo la actividad

de lacasa en la solucion de curado y lavados.

V1.8 Reutilizacion de TtLacA inmovilizada

Para determinar los redsos del extracto enzimatico y TtLacA inmovilizadas en perlas de
alginato de Ca*'y Cu®* respectivamente, la actividad enzimatica se cuantificé en cada
ciclo usando una mezcla de 10 perlas. Las perlas inmovilizadas fueron separadas
después de cada reaccién y se lavaron con amortiguador de glicina-HCI 25 mM y 100
mM repetidamente. La actividad de lacasa del primer ciclo fue considerado como 100

%. Se reporto la actividad residual después de cada ciclo en condiciones 6ptimas.

V1.9 Inmovilizacion de TtLacA-mediador
El complejo TtLacA-ABTS se inmovilizaron en perlas de alginato de cobre (Sondhi et

al., 2018). Se prepar6 una mezcla de alginato de sodio al 3 %, 100 UL™ de lacasa y
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ABTS 1 mM (1:1:1) en agitacion continua a temperatura ambiente, siguiendo el mismo
procedimiento de la inmovilizacion de TtLacA sola. Las perlas formadas se dejaron
endurecer (curado) durante 16 h a 4 °C. Posteriormente fueron lavadas con agua
desionizada hasta no detectar proteina en la solucion de lavado.

V1.10 Evaluacién de la actividad catalitica de TtLacA inmovilizada sobre sustrato
no fendlico en un sistema: Lacasa-Mediador

Para determinar la actividad de TtLacA-ABTS, se utilizaron 10 perlas disueltas en
amortiguador de glicina-HCI 25 mM, pH 3.0, utilizando alcohol veratrilico (AV) como
sustrato no fendlico a una concentracion de 3 mM (Heap et al., 2014). La mezcla de
reaccion se incubd por 24 h y se midié el cambio de Absorbancia por la oxidacion de
AV a veratraldehido, a una longitud de onda de 310 nm, usando un espectrofotometro
UV/vis. La oxidacion de este compuesto se evalud en un sistema de lacasa libre, ABTS,
lacasa-mediador y lacasa-mediador inmovilizadas para su comparacion, bajo las
condiciones Optimas de actividad de la lacasa TtLacA inmovilizada (amortiguador de
glicina-HCI 100 mM, pH 3.0, a 70 °C).

V1.11 Reutilizacion de TtLacA-ABTS inmovilizado

Para determinar los retsos de TtLacA-ABTS inmovilizada, la actividad enzimatica se
cuantifico en cada ciclo usando 10 perlas de alginato de Cu?*. Las perlas inmovilizadas
fueron separadas después de cada reaccion y se lavaron con amortiguador de glicina-
HCI 100 mM, pH 3.0, repetidamente. La actividad de TtLacA-ABTS del primer ciclo
fue considerado como 100 % utilizando como sustrato AV 3 mM. Se reporto la actividad
residual después de cada ciclo en condiciones Optimas de TtLacA inmovilizada
(amortiguador de glicina-HCI 100 mM, pH 3.0, a 70 °C por 24 h).

V1.12 Clonacion de un gen que codifica para una lacasa de T. terrestris Co3Bagl
V1.12.1 Extraccion de acidos nucleicos de T. terrestris Co3Bagl

Se partié de un cultivo de la cepa T. terrestris Co3Bagl de 30 mL de medio liquido
modificado en este trabajo de Zouari-Mechichi (2006), previamente inoculado con una

suspension de esporas e incubado durante 24 h para la extraccion de ADN y 216 h para
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la extraccion de ARN; en ambos casos la temperatura de incubacion fue de 45°C y la
agitacion de 120 rpm. El micelio se colect6 por centrifugacion a 4,000 rpm durante 10
min, e inmediatamente se congelé con nitrogeno liquido; posteriormente, el micelio
congelado se tritur6 hasta formar particulas en forma de polvo. Se prepararon alicuotas

de ~20 mg y se almacenaron en congelacion para su posterior manipulacion.

V1.12.1.1 Extraccién de ARN total

La extraccion del RNA total del hongo se realiz6 utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen
74104), siguiendo las indicaciones del proveedor. El material obtenido fue visualizado
en geles de agarosa (ver seccion VI1.11), para determinar cantidad y calidad del mismo.

V1.12.1.2 Extraccion de ADN genomico de T. terrestris Co3Bagl

La extraccion del ADN gendmico se realizd utilizando el DNeasyBlood&Tissue Kit
(Qiagen), siguiendo las indicaciones del proveedor. El material obtenido fue visualizado
en geles de agarosa (ver seccion VI.11), para determinar cantidad y calidad del mismo.
Para la secuenciacion del genoma de T. terrestris Co3Bagl, se siguid el mismo
procedimiento para obtener material con los parametros de calidad solicitados por la

compafiia Otogenetics® (USA).

V1.12.1.3 Extraccion de acidos nucleicos de A. niger

Se obtuvo ADN genomico de 4 de las 15 clonas positivas de A. niger transformado. A
partir de un cultivo de A. niger de 5 dias en medio YPD-agar en matraces de 250 mL. El
micelio se separd del medio so6lido, con 10 mL de amortiguador TE (XII. Anexo A.3).
El micelio se colectd en un tubo de 1.5 mL y fue centrifugado hasta la formacion de una
pastilla de aproximadamente 1/3 del tubo. Esta pastilla se lavé con amortiguador TE una
vez y se volvio a centrifugar por 10 min a 4000 rpm. Se afiadieron 400 ul de
amortiguador de extraccion (XII. Anexo A.3) en el micelio para su maceracion
alternando la agitacion en vortex durante 10 min. Se agregaron 4 ul de RNasa y se
incub6 por 10 min a 65°C con agitacion suave, posteriormente se agregaron 150 ul de
acetato de sodio 3.0 M, pH 5.2. La mezcla se incub6 a 0 °C por 10 min. El lisado se

centrifug6 a 4000 rpm a 4°C por 15 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo.
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El ADN se precipito por la adicion de 650 pl isopropanol y se centrifugd por 10 min a
4°C a 4000 rpm. La pastilla obtenida se lavo con etanol frio al 70 %. El material
obtenido se resuspendi6 en 100 ul de H,O destilada estéril. EI DNA se visualizé en geles

de agarosa (ver seccion VI.11).

V1.12.2 Sintesis de cDNA y amplificacion del gen lac

Para la sintesis de cDNA se utilizo RNA total de buena calidad, de acuerdo a previo
analisis en gel de agarosa. EI cDNA se obtuvo utilizando el PrimeScriptTM High
Fidelity RT-PCR Kit (TAKARA), siguiendo las indicaciones del proveedor.
Posteriormente, una vez obtenida la cadena de cDNA, se amplifico el gen que codifica

para la lacasa, contenidas en el mismo manual del Kit.

Las condiciones generales de la PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacion a 95 °C
durante 5 min; 30 ciclos en los que se repitio la siguiente secuencia: desnaturalizacion a
95 °C durante 45 segundos, alineamiento de los oligonucleétidos a 60 °C por 45
segundos, polimerizacion a 72 °C de 1.8 min, y por ultimo la reaccion se concluyé con
una polimerizacion a 72 °C durante 10 min. Los productos de amplificacién fueron

separados por electroforesis en geles de agarosa al 1.0 % a 80 V.

Inicialmente se utiliz6 un par de oligonucledtidos LACD1 y LACR2 (Lopez-Olguin
2011) disefiados a partir de secuencias codificantes para lacasa en regiones altamente
conservadas, que corresponden a sitios de unién a Cu®*. A partir de la primera secuencia
obtenida, en este trabajo se disefiaron nuevos oligonucleotidos para continuar con su
secuenciacién del ORF del gen lac a partir de alineamientos multiples con otras lacasas
de diferentes hongos (Tabla V1.2).

Tabla V1.2 Secuencia de oligonucle6tidos para amplificar el ORF del gen lac.

Temperatura de Longitud

Nombre Oligonucledtidos fusion (°C) (pb)
LACD1 5’-ggcacctYctggtaccactcecac-3’(donde Y= c/t) 76/74 24
LAF-Amag 5’-gccgectgctetggtaacacage-3° 76 23
LAF-Bmag 5"-actggcgtcaccagggagtattgg-3” 76 24
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LAF-Cmag 5’-caagttttccattgataatcacaccatg-3” 76 27

LACR2 5’-gttgccgtgcttgtggatggggtg-3° 74 23

LAR-Dmag 5’-atgggaatggtaccaggtagtgce-3” 74 24

LAR-Emag 5’-gccgtagtagacgatgecgegg-3° 74 23

LAR-Fmag 5’-gatgtggcaatgcatcagccacge-3° 76 24
Continuacion...

Para la clonacion del gen /acB completo, tanto en el vector de clonacion pJET1.2/blunt
cloning como en el vector de expresion p210/HYG, se disefiaron un par de
oligonucledtidos con sitio de corte especifico para las enzimas de restriccion Spel y Pacl
(Tabla V1.3). La reaccion de amplificacion de fragmento de ADN gendémico se llevé a
cabo utilizando el Hot-StarTagMaster MixKit (Quiagen), siguiendo las especificaciones
del proveedor. Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en
geles de agarosa al 1.0 %, a 80 V.

Tabla V1.3 Secuencia de oligonucledtidos con sitios de restriccion para Spel (directo) y

Pacl (reverso) para amplificar el gen lacB.

Temperatura de Longitud

Nombre Oligonucledtidos fusion (°C) (pb)
LACSp 5’- A’CTAGTttcgactccgacgcecgtaace-3’ 84 27
LACPc 5’-cgtcctectacataccgtagact AATTAAT’ T -3° 86 32

Los fragmentos de interés fueron purificados a partir de geles de agarosa de bajo punto
de fusion al 0.8 % de acuerdo al protocolo de QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen).
La union de fragmentos de ADN a vectores fue llevada a cabo usando la enzima ADN
ligasa procedente del bacteri6fago T4 (Biolabs). La mezcla de reaccion se prepar6 en un
volumen final de 20 ul, afadiendo el vector pJET1.2/blunt cloning y el gen lac en una

proporcion 1:2, siguiendo las especificaciones del proveedor (ThermoScientific).
Cada fragmento de ADN fue secuenciado en UBIPRO FES-Iztacala, para el posterior

andlisis de secuencias, y de esta manera confirmar la obtencion de la construccion

deseada.
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V1.13.Transformacion de células E. coli DH5-a

Las construcciones lac/pJET1.2 se utilizaron para transformar células competentes de E.
coli DH5a tratadas con CaCl,, preparadas de acuerdo a Cohen et al., (1972). El ensayo
de transformacion se realizd por choque térmico. Las células transformadas se
seleccionaron por resistencia a antibiotico en medio sélido, después de incubacion a 37
°C durante 16 h a 150 rpm, de acuerdo al protocolo de pJET1.2/blunt cloning. Sélo las
clonas crecidas serian las que han sido transformadas, mismas que se sometieron a

pruebas de mapeo con enzimas de restriccion para corroborar la presencia del inserto.

V1.13.1 Extraccion de ADN plasmidico de E. coli DH5-a

Las clonas candidatas se cultivaron en medio liquido LB con antibiético a 30 °C por 12
h. EI DNA plasmidico de las clonas positivas fue obtenido siguiendo las
especificaciones del proveedor MiniPrep (Quiagen), y se digirieron con enzimas de
restriccion correspondiente para liberar el fragmento de interés y corroborar las clonas

positivas.

V1.13.4 Amplificacion del gen lacB a partir de ADN genomico de A. niger

La amplificacion del gen codificante para la lacasa lacB se realizdé por PCR a partir de
ADN gendmico de 4 clonas positivas de A. niger transformado. Se realiz6 la PCR
utilizando la enzima High Fidelity Tag DNA polimerasa (Qiagen) y la mezcla de
reaccion (volumen total 100 pl) se preparé de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor (XII. Anexo A.4). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: un ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C durante 5 min; 35 ciclos en los que se repitid la siguiente
secuencia: desnaturalizacion a 94 °C durante 15 segundos, alineamiento de los
oligonucledtidos a 56.9 °C durante 1 min, polimerizacién a 72 °C de 1.3 min, y por
Gltimo la reaccién se concluyé con una polimerizacion a 72 °C durante 10 min. Los
productos de amplificacion fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al
1.0%a80V
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V1.13 Electroforesis en gel agarosa

La separacion de fragmentos de ADN, en funcién de su masa molecular, se llevo a cabo
mediante electroforesis en geles de agarosa. Este protocolo se realiz6 para determinar el
tamafio de los insertos, visualizar resultados de digestibn y corroborar las
transformaciones bacterianas. Para ello, se prepararon geles al 1 y 0.8 % (p/v) en buffer
TAE 1x (BioRad), y la electroforesis en horizontal se llevdo a cabo en el mismo
amortiguador. Las muestras se mezclaron en amortiguador de carga 6x (glicerol 30 %
p/v y azul de bromofenol 0.25% p/v) y posteriormente se cargaron en el gel. Las
muestras se corrieron a 80 V por 1 h. Para la tincién de los geles se emple6 una solucion
de bromuro de etidio (0.05 pg mL™), que tras 5 min permitio la visualizacion de las
bandas en un transiluminador de luz UV. El tamafio de los fragmentos analizados se
comparé con patrones de ADN de masa molecular conocida (1 kb Lambda
DNA/Fermentas).

Los fragmentos de interés fueron purificados a partir de geles de agarosa de bajo punto
de fusion al 0.8 % de acuerdo al protocolo de QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) y
fueron secuenciados para su analisis informatico. Este procedimiento se siguid hasta

obtener el gen completo de lacB.

V1.14 Analisis de secuencias
Para el analisis de las secuencias obtenidas se utilizaron servidores informaticos: Para
ensamblar las secuencias parciales o los cromatogramas de una misma clona se empled

el programa Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromasl4x.html),que permitié

el manejo de los cromatogramas y exportar la secuencia a otros formatos.

El algoritmo FASTA (Pearson y Lipman, 1988) es una aproximacion al algoritmo de
Smith-Waterman (1981), que divide la secuencia en palabras solapantes, con una
longitud de dos letras para proteinas o seis para acidos nucleicos. Las comparaciones de
secuencias usando las diferentes variantes del algoritmo BLAST se llevaron a cabo en la
pagina web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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Para los alineamientos realizados en este trabajo se empled el programa ClustalX vy
ClustalwW (Thompson y col., 1994). Para la busqueda de marco de lectura abierta (Open
Reading Frames, ORFs) sobre las secuencias de ADN, se utilizd Reverse Translate;
SignalP (Prediction of signal peptide cleavage sites), para la sefializacion del péptido
sefial y finalmente la NetCGly (C-mannosylation sites in mammalian proteins), para
ubicar sitios posibles de glicosilacion, de acuerdo al programa Expasy que forma parte

del paquete bioinformético Bioinformatics Resource Expasy (https://www.expasy.org/tools/).
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VII.RESULTADQOS

VI1.1 Efecto de la fuente de carbono y nitrégeno sobre la actividad lacasa del hongo
termofilo Thielavia terrestris Co3Bagl

Con la finalidad de incrementar la produccion de la actividad lacasa producida por el
hongo T. terrestris Co3Bagl, primeramente se evalud la influencia de la fuente de
carbono y nitrégeno sobre la cinética de crecimiento y la actividad lacasa de T. terrestris
Co3Bagl. El hongo se cultivé a 45 °C y 120 rpm por 20 dias en medio Zouari-Mechichi
et al (2006), modificado en este trabajo como se describe en Materiales y Métodos
(seccion V1.3.1). La glucosa, fuente de carbono original, fue sustituida por distintas
azucares como fuentes de carbono: un monosacarido (fructosa), un disacarido (maltosa)
y un polisacarido (almidon); mientras que el tartrato de amonio, fuente de nitrogeno
original, fue sustituido por distintas fuentes de nitrogeno, dos inorganicas: nitrato de
sodio (NaNO3) y sulfato de amonio ((NH4),SO,), y dos organicas: peptona y extracto de
levadura. Para evaluar el efecto de las fuentes de carbono y nitrogeno en la actividad
lacasa producida por T. terrestris Co3Bagl se determiné la actividad enzimatica en el
sobrenadante de cultivo del hongo, el cual fue obtenido como se describe en la seccion
VI1.4.

T. terrestris Co3Bagl produjo actividad lacasa en todas las fuentes de carbono tratadas
(Fig. VII1.1-A). La méxima actividad de lacasa se obtuvo sustituyendo la glucosa por
fructosa, con una actividad enzimatica de 5.03 ULy una biomasa de 0.295 gL™(dfa 16);
mientras que la actividad disminuy6 drasticamente al dia 18 para después terminar con
una actividad enziméatica de 2.24 UL™ en el dia 20, al término del cultivo. Con este
monosacarido se observé un menor crecimiento y se mantuvo una fase estacionaria hasta

el dia 10, para después decaer paulatinamente a partir del dia 12.

Niveles de actividad de lacasa similares fueron mostrados por las fuentes de carbono
maltosa (Fig. VI1.1-C) (2.76 UL, y biomasa de 0.357 gL™ al dia 13), y almidén (Fig.
VI1.1-D) (2.48 UL™, y biomasa de 0.633 gL™ al dia 14), respectivamente. En ambos
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casos, los niveles de lacasa fueron inferiores en comparacion al cultivo control con
glucosa como fuente de carbono (Fig. VI11.1-B), con 3.27 UL™, y biomasa de 0.53 gL™
al dia 13, que corresponde a la fase estacionaria del hongo, donde se observa una fase

estacional de cuatro dias, para después decaer paulatinamente a partir del dia 15.
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Figura VI1I.1 Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la actividad de lacasa y cinética de

crecimiento de T. terrestris Co3Bagl. A, glucosa; B, fructosa; C, maltosa y D, almidén.

Posteriormente se determiné el efecto de la adicion de diferentes fuentes de nitrogeno
(orgénicas e inorganicas) sobre la actividad de lacasa y el crecimiento de T. terrestris

Co3Bagl utilizando fructosa (10 gL™), como fuente de carbono.
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La méxima actividad de lacasa se obtuvo sustituyendo el tartrato de amonio por nitrato
de sodio (Fig. VII1.2-A), condicién en la que se observaron dos picos de actividad: 16.02
UL™, con una biomasa de 0.301 gL™ al dia 12, y un segundo pico de 13.87 UL™ con una
biomasa de 0.25 gL™ al dfa 19. Sin embargo, el crecimiento del hongo fue lento
comparado con fuentes de nitrogeno organicas. En la curva de crecimiento, la fase
exponencial termind el dia 8 para iniciar una fase estacionaria por 7 dias, para después
observar una ligera disminucion de biomasa hasta el término del cultivo (dia 20).

El sulfato de amonio (Fig. V11.1-B), favoreci6 la actividad de lacasa a 6.47 UL™ con una
biomasa de 0.364 gL™ (dia 18), ademas se observé un crecimiento lento cuya fase
exponencial inici6 después de tres dias y posteriormente una fase estacionaria hasta el
dia 10. En el dia 11 se observd un ligero aumento de biomasa, siguiendo una segunda

fase estacionaria durante todo el cultivo.

La presencia de otras fuentes de nitrogeno redujo la actividad de lacasa. Con extracto de
levadura Fig. VI11.1-C), se observé una actividad maxima de 2.69 UL™, con biomasa de
0.79 gL"al dia 18, y el nivel méas bajo de actividad lacasa se observé con la peptona
(Fig. VI11.1-D), (0.93 UL con biomasa de 0.81 gL al dia 13). Con ambas fuentes de
nitrégeno organicas se obtuvieron tres veces mas biomasa que en fuentes de nitrogeno
inorganicas, un crecimiento inicial exponencial acelerado y una fase estacionaria

invariable y de largo periodo.

Finalmente, T. terrestris Co3Baglse cultivdo en un medio preparado con la fuente de
carbono (fructosa) y la fuente de nitrogeno (nitrato de sodio), con las cuales, de manera
independiente, se observaron los niveles més altos de actividad lacasa. Esta fue la mejor
combinacion de fuentes de carbono y nitrgeno, ya que se registrd una actividad maxima
de lacasa de 16.02 UL™ en el dia 12 de cultivo, comparado con el medio con glucosa y
tartrato de amonio donde se detectd una actividad maxima de lacasa de 3.27 UL™ en el

dia 13 de cultivo
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Figura VII1.2 Efecto de diferentes fuentes de nitrogeno sobre la actividad de lacasa y cinética de
crecimiento T. terrestris Co3Bagl. A, nitrato de sodio; B, sulfato de amonio, C; extracto de levadura y D,

peptona.

VI1.1.1 Efecto de la concentracion de fuente de carbono y nitrégeno en la actividad
de lacasa

Posteriormente se evalud el efecto de la concentracion de fructosa y nitrato de sodio
sobre la actividad de lacasa (Fig. V11.3), donde se observé que la actividad enzimatica
se increment6 con el aumento de la concentracién de fructosa hasta 20 gL™. La mayor
actividad de lacasa se registré en el medio HCHN (25.73 UL™), seguido de la actividad
lacasa (20.85 UL™) observada en el medio HCLN. La concentracion de nitrato de sodio
no mostré influencia significativa en la actividad de lacasa para estas dos
combinaciones; sin embargo, cuando la concentracion de fructosa fue baja, la actividad
de lacasa disminuy6 a 4.67 y 5.16 UL™en los medios de cultivo LCLN y LCHN,

respectivamente.
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Figura VI11.3 Efecto de la concentracion de fructosa y nitrato de sodio sobre la actividad de lacasa en T.
terrestris Co3Bagl en medio liquido. EI medio HCLN, alto contenido de carbono y bajo contenido de
nitrégeno; LCLN, bajo contenido de carbono y bajo contenido de nitrégeno; HCHN, alto contenido de

carbono y alto contenido de nitrégeno) y LCHN, bajo contenido de carbono y alto contenido de nitrégeno.

Estos resultados sugieren que HCHN fue el mejor medio para obtener la mayor actividad
de lacasa de T. terrestris Co3Bagl. De hecho, este medio proporciona una actividad de
lacasa 7.8 veces mayor que el medio de referencia que utiliza glucosa y tartrato de

amonio, por lo que fue seleccionado para estudios posteriores de este trabajo.

VI11.2 Efecto de cobre sobre la actividad de lacasa

De acuerdo a los experimentos preliminares del crecimiento del hongo y la actividad de
lacasa en el medio de cultivo liquido mejorado HCHN, se afiadio cobre en tres fases de
crecimiento del hongo: inicio del cultivo, fase logaritmica y fase estacionaria. La adicion
de cobre en la fase logaritmica fue la mejor estrategia para una mayor produccién de

lacasa por T. terrestris Co3Bag1l.

La Figura V11.4 muestra la actividad de lacasa con Cu®* a diferentes concentraciones
afiadido al inicio del cultivo. La maxima actividad de lacasa se observd con una
concentracién de CuSO; a 2.0 mM con 345.71 UL™; sin embargo, cuando la
concentracion de CuSOgse incrementd a 2.5 mM se observd actividad maxima de lacasa

de sélo 251.98 UL™, ambas actividades enzimaticas decayeron en dias posteriores de
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cultivo (dia 9). En el caso de CuSO,4 a 1.0 mM se observd una maxima actividad de
lacasa de 297.53 UL™, esta actividad enzimatica se mantuvo estable durante los
siguientes cuatro dias de cultivo. Las actividades de lacasa méas bajas se obtuvieron con
concentraciones de CuSO,, 0.2y 0.5 mM con 50.29 UL™ y70.94 UL™ respectivamente.
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Figura VI11.4 Efecto del cobre sobre la actividad de lacasa por T. terrestris Co3Bagl en medio HCHN.
Medio suplementado con diferentes concentraciones de CuSO, afiadido al inicio del cultivo (10 dia).
Control (rojo); 0.20 mM (azul); 0.50 mM (morado); 1.0 mM (verde), 2.0 mM (amarillo); 2.5 mM (azul

0scuro).

La Figura VI1.5, muestra la actividad de lacasa con CuSQ, a diferentes concentraciones
afiadido en la fase estacionaria (dia 8). La mayores actividades de lacasa se observaron
con concentraciones de CuSOy4, 0.50 mM y 1.0 mM con 143.37 UL™ y 119.62 UL™,
respectivamente. Para una concentracion de CuSO4de 2.0 mM y 0.2 mM se observé una
méxima actividad de lacasa de 76.63 UL™ y 67.42 UL™, respectivamente. La actividad

més baja, 42.6 UL™, se observé con una concentracién de CuSO, de 2.5 mM.
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Figura VII.4. Efecto del cobre sobre la actividad de lacasa por T. terrestrisCo3Bagl en medio HCHN.
Medio suplementado con diferentes concentraciones de CuSO, afiadido en la fase estacionaria de
crecimiento (38° dia). Control (rojo); 0.20 mM (azul); 0.50 mM (morado); 1.0 mM (verde), 2.0 mM

(amarillo); 2.5 mM (azul oscuro).

Finalmente se muestra en la Figura V11.6, la actividad de lacasa inducida con CuSQy, a
diferentes concentraciones, afiadido el dia 4 del cultivo, y que corresponde a la mitad de
la fase logaritmica del crecimiento del hongo. Se observd un incremento de actividad de
lacasa en todos los conjuntos. La actividad de lacasa més alta fue de 862.76 UL™, 34.1
veces mayor que en el cultivo control (sin cobre 25.27 UL™), y fue obtenida en presencia
de CuS0O41.0 mM en el décimo dia de cultivo. Cuando se adiciond6 CuSOsa 2.0 mM, la
méxima actividad de lacasa (661.19 UL™) se registré después de 13 dias de cultivo; y
aungue la actividad enzimatica fue inferior a la observada conCuS0O41.0 mM, la
actividad lacasa fue mas estable, ya que mantuvo el mismo nivel de actividad enzimatica

durante 6 dias.

Un efecto similar se registré con CuSO4 a 2.5 mM, donde la maxima actividad de lacasa
fue de 458.0 UL™ después de 8 dias de cultivo y se mantuvo a un mismo nivel durante 4
dias. Cuando la concentracion de CuSO, fue de 0.5 mM, la méxima actividad de lacasa
fue de 581.29 UL™al dia 9 del cultivo. Finalmente, a una concentracién de 0.2 mM de
CuSO,, se observé una méaxima actividad de lacasa de 237.58 UL también al dia 10,
notablemente menor que los observados en concentraciones de cobre anteriores, pero

considerable més alto que el control (9.4 veces mayor).
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Figura VI11.6 Efecto del cobre sobre la actividad de lacasa por T. terrestrisCo3Bagl en medio HCHN.
Medio suplementado con diferentes concentraciones de CuSO, afiadido en la fase logaritmica de
crecimiento (34° dia). Control (rojo); 0.20 mM (azul); 0.50 mM (morado); 1.0 mM (verde), 2.0 mM

(amarillo); 2.5 mM (azul oscuro).

Se realizé un analisis de la actividad de lacasa en Zimograma para cada una de las
méaximas actividades enzimaticas de este Ultimo ensayo. La actividad enzimatica se
revel6 con ABTS a 5 mM como sustrato, que muestra la actividad maxima obtenida a

diferentes concentraciones de CuSQO, en diferentes dias (nimero en paréntesis).

En el Zimograma de la Fig. VIL.7 se observa un incremento en la intensidad de
coloracion verde con la misma migracion, que revela la actividad de lacasa conCuSO,
de 0.2 a 1.0 mM. Las bandas de concentraciones de CuSO,mas altas de 2.0 y 2.5 mM,
también revelan actividad de lacasa sin embargo, se observa mas de una banda con
actividad de lacas para ambos casos, pera la banda de actividad presentdé mayor

migracion.
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Figura VI1.7 Zimograma de actividad de lacasa. Muestras tomadas del dia maximo de actividad de lacasa
(dia entre paréntesis), en medio modificado HCHN suplementado con diferentes concentraciones de
CuS0,.

En altimo lugar se realizd una cinética de crecimiento de T. terrestris Co3Bagl en
medio modificado HCHN, suplementado con CuSO, a 1 mM (Fig. VIIL.8), y como
control se hizo un cultivo con medio sin cobre. Ambas determinaciones mostraron ser
las curvas de crecimiento logaritmicas tipicas con una produccion de biomasa maxima
en el octavo dia de 0.350 y 0.364 gL™ en presencia y ausencia de cobre,
respectivamente. Para el medio de cultivo inducido por cobre al 4° dia, 24 h después
disminuyo ligeramente el crecimiento de T. terrestris Co3Bagl hasta el final del cultivo,
no siendo asi para el medio de cultivo control, que permanecio constante durante 36 h

mas.

Esto demostrd que a una concentracion de CuSO4a 1 mM, agregado al cultivo durante la
fase logaritmica, disminuye ligeramente la produccion de biomasa del hongo T.
terrestris Co3Bagl. En la misma Figura VII.8, podemos visualizar de nuevo, el
incremento de la actividad de lacasa para cada uno de los puntos comparada con el
control (medio HCHN sin cobre). La actividad enzimaética esta representada en barras y

la biomasa por lineas.
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Figura V11.8 Efecto del cobre afiadido en la fase logaritmica de crecimiento ({4° dia) sobre la actividad
de lacasa y crecimiento de T. terrestris Co3Bagl en medio HCHN. Actividad de lacasa (UL™),
representado en barras: CuSO, a 1 mM, (---) y sin cobre (—). Biomasa (gL™) representado en lineas:

CuSO4a 1 mM (----) y sin cobre (—)

VI1.3 Purificacion de TtLacA del hongo T. terrestris Co3Bagl

Una lacasa extracelular fue purificada a partir del sobrenadante de cultivo de T.
terrestris Co3Bagl mediante cromatografia de intercambio anionico. Todos los pasos de
purificacion se encuentran resumidos en la Tabla VII.1. La lacasa se purificd a
homogeneidad con 15.6 veces factor de purificacion y un rendimiento de 32.5 % con

una actividad especifica de 1.852 Umg™.

Tabla VI1.1 Etapas de purificacion de la lacasa TtLacA

Ftapa de Purificacién Proteina  Actividad Total  Actividad especifica  Rendimiento Factor de

(mg mL™) (UmL?) Umg?) (%) purificacion
Extracto Crudo 8.014 1.195 0.148 100 10
Ultrafiltracion (50 kDa) 0.692 0.857 1238 717 104
Cromatografia de 021 0.389 1.852 325 15.6

intercambio anionico
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El andlisis por SDS-PAGE de fracciones con actividad de lacasa permitié observar una
banda principal con un PM estimado de aproximadamente 70 kDa (Fig. VII.9-A), y
otros componentes menores. El andlisis de zimograma revelé la actividad de lacasa,
utilizando como sustratos ABTS y DMP. Se detect6 una banda con escasa migracion,
quedando la proteina retenida en la zona superior del gel de poliacrilamida para ambos

sustratos (Fig. VI11.9-B). La enzima purificada fue nombrada TtLacA.

«70kDa
Figura VIL9 A. Purificacion de TtLacA del
sobrenadante de cultivo de T. terrestris Co3Bagl.
Carriles: 1, marcador de PM conocido; 2, lacasa
purificada. B. Andlisis zimogréfico, 1, ABTS como

sustrato y 2, DMP, como sustrato.
#

—

VI11.3.1 Secuenciacion de TtLacA

Con la finalidad de confirmar la identidad de la lacasa TtLacA, la banda de 70 kDa se
envio al servicio de secuenciacion parcial de aminoacidos por espectrometria de masas
en tandem (MS/MS). EIl analisis bioinformatico de los péptidos obtenidos de la
secuenciacion parcial permitié identificar cinco péptidos cuya identidad fue del 100 %
con una enzima multicobre oxidasa de T. terrestris NRRL8126 (UniProtKB acceso
namero G2R0OD5) (Fig. VI11.10).
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MGLLRGLLESVSETLELEFYTATATLTOESTNGLSLLGTLLARVLPLELTNNPLPDGEPWG
SLSDTNTNPYVDYPRTGVVRYYDFTVSRGITIAPDGYQRDVLLVNGAYPGPLIEANWGDTI
VVITVHNNISNPEDGTTIHWHGEFLORETPWADGAPGISQCPIPPGSSYTYEFVASLEGTSW
YHAHYSAQYAGGVVGPIVVYGPTHAKYDVDLGPIMLSDWYHREY FDIVKELLSPNASPRV
LSDNNLIDGKMNFDCSTVAPGDNTPCTDRAGISKEFKFQTGKTHRLRLINSGADGVQRFES T
DOHTLTVIAEDEVPVEKPYNTTVVTLGVGOQRTDVLVTANAGPPDSLFWMRSNLTTCSPARQ
PNALAAVYYDKADTSATPSSRPWDVPDPGTCANDPLDISEPLYPIPLPKPAITQTMDIEL
FEKNASNVTLWKFNGVSMRTDYNSPVILLANQGNESYPPEWNVVNYQOQTTAIRITIINNKGE
GPHPMHLHGHNEFY ILHEGPGEWDGTIVRPSNPMRRDVELVRGNGHLVIQFDGAPGVWAFEFH
CHIAWHSSGGFLASLLVOPHKVOOMHLPGDVEQONCRAWDLWTKHNVVDQIDSGT

Figura VI11.10 Secuencia de aminoacidos de multicobre oxidasa de T. terrestris NRRL 8126. Los 5

péptidos de TtLacA son resaltados con texto en color azul.

Siguiendo con el andlisis, el péptido YDVDLGPIMLSDWYHR mostrd un 93.3 % de
identidad con una lacasa de Trichoderma sp. (UniProtKB nimero de acceso C5H3G0).
Los péptidos VLSDNNLIDGK y LINSGADGVQR mostraron el 90.9 % de identidad
con aminoacidos que corresponden a el dominio de unién a cobre de una lacasa de
Myceliophthora thermophila (nimero de acceso UniProtKB G2Q560). Finalmente el
péptido QPNALAAVYYDK mostro 91.7 % de identidad con lacasa de Rhynchosporium
commun (UniProtKB namero de acceso AOA1E1IKUV9).

Se realizd un alineamiento multiple tomando como referencia la secuencia de
aminodcidos de la proteina multicobre de T. terrestris NRRL 8126 (XP_003651936.1),
con secuencias en aminoacidos de las cuatro coincidencias principales por analisis de
identidad utilizando el Programa BLAST. En la Figura VIIL.11 se muestra el
alineamiento multiple de la lacasa de T. terrestris NRRLL 8126 (nimero de acceso
G2R0D5) con una lacasa del ascomiceto Melanocarpus albomyces LAC1 MELAO
(Q70KY3), que se ha purificado y cristalizado su sitio de cobre trinuclear intacto (PDB
3QPK). El alineamiento maltiple tiene ademas de la secuencia de una oxidoreductasa de
Beauveria bassiana ARSEF 2860 (J5JH35, OPS5-BEAB2) y dos lacasas de Botrytis
cinerea (Q12570, LAC1 BOTFU; Q96WM9, LAC2 BOTFU). Este analisis permitio
identificar, en la secuencia de aminoacidos de la proteina multicobre de T. terrestris
NRRL 8126 (XP_003651936.1), 6 a-hélices, 32 lamina B y 5 giros. En la Tabla VI1.4,
se enlistan los sitios de union a metales, ademas de probables sitios de glicosilacion, y

posibles enlaces disulfuro que se observan en la Figura VI1.11.
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Tabla VI1.2 Posicion en la secuencia de aminoacidos de los sitios de unién a cobre,

glicosilacion y enlaces disulfuro.

Funcion Posicion Descrpcion Funcion Posicion (es) Descripcion
143 Cobre 1 5162
145 Cobre2 Enlaces disulfuro 164590
188 Cobre2 348382
190 Cobre3 89
Unién a metales 481 Cobre4 138
484 Cobre 1 251
4186 Cobre3 Glicosilacién 266 o
552 Cobre4 294 N-Glicosilacién
554 Cobre2 339 (asparagina)
558 Cobre4 426
446

Conforme al alineamiento multiple, las diez posiciones, de los cuatro sitios de union a
cobre ubicados en la enzima, son conservados para todas las secuencias analizadas
HWHG, HSHF, HPMHLHG y HCHIAWH. Por otra parte, no todos los posibles
enlaces disulfuro son conservados para todas las secuencias analizadas. Por ejemplo,
solo la posicion 164<>590 fue conservada para todas las secuencias analizadas; la
posicion 51<>62, fue conservada para todas las secuencias analizadas, excepto para la
multicobre oxidasa de T. terrestris NRRLL 8126; la posicion 348<>382 sélo fue
conservada para la oxidoreductasa de Beauveria bassiana ARSEF 2860. Para los sitios
de N-glicosilacién es variado, la multicobre oxidasa de T. terrestris NRRLL 8126 solo

conserva uno de los ocho posible sitios de glicosilacion, en la posicion 426.

De manera simultanea, se realizd un anélisis de la secuencia de TtLacA de T. terrestris
Co3Bagl, a partir del genoma de T. terrestris Co3Bagl, esta cuenta con una secuencia
2, 373 nucledtidos con 5 exones. La proteina madura tiene una secuencia de 1782 pb y
594 aminoéacidos (XII. Anexo B.1) con un peso molecular tedrico de 65.3 kDa. La
secuencia deducida de aminoacidos presenta un péptido sefial de 20 aminoéacidos y

cuatro sitios probables N-glicosilacidn, esto de acuerdo al servidor NetNGlyc (Expasy).
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V11.3.2 Prediccion del modelo 3D de la multicobre-oxidasa

El servidor I-TASSER generé un modelo estructural 3D de la multicobre oxidasa de T.
terrestris NRRLL 8126, (modelo 5) con el mejor valor de C-score de -2.85 cuyo nimero
refleja un alto grado de plegamiento (C-score > -1.5) (Fig. VI11.12). El modelo 3D es
estructuralmente el méas cercano a la lacasa del ascomiceto Botrytis aclada (PDB ID:
3sgrA) con una puntuacién de modelo de plantilla (TM-score) de 0.885 y una cobertura
de alineamiento de 0.894. Se puede visualizar en el modelo 3D para lacasa de B. aclada,

es rica en contenido de B-lamina, y en menor cantidad de a-hélice.

Figura VI11.12 Prediccién del modelo de lacasa de T. terrestris NRRL 8126, obtenido por el servidor I-

TASSER. Las a-hélice estan indicadas en color rosa y las B-lamina en color amarillo.
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VI11.4 Caracterizacion bioquimica de TtLacA

Con base a los resultados antes descritos, una vez que se confirmd que la proteina
purificada corresponde a una multicobre oxidasa, se procedid a la determinacion de las
propiedades cataliticas de TtLacA. De acuerdo a los resultados obtenidos, se evaluara la

posibilidad de integrar esta enzima en aplicaciones biotecnolégicas.

VI11.4.1 Efecto del pH sobre la actividad enzimética de TtLacA y su estabilidad

La influencia del pH sobre la actividad de TtLacA se determiné a valores de pH en un
rango de 2.2 a 7.0, utilizando ABTS como sustrato a 50 °C por 5 min. TtLacA mostro
una actividad méaxima a pH 3.0 en amortiguador glicina-HCI 100 mM, y exhibid
aproximadamente el 50 % de su actividad mé&xima a diferentes valores de pH, en un
rango de 2.2 a 4.0 (Fig. VI1.13-A). Con respecto a la estabilidad a pH, la lacasa TtLacA
retiene mas del 70 % de su actividad a diferentes valores de pH en un rango de 2.6 a 5.0,
y mas del 50 % a pH 5.6, después de 50 min de incubacion a 25 °C (Fig. VI11.13-B).

120 120
100 | 100
19 19
< g0 S 8o
& 2
B B
% 60 $ 60
3 3
3 s
& 40 1 & 40
< <
20 - 20 |
0 T T T T T T T X T L) T ) T 0 T T T T T T T T T - T L3
22 26 3 36 4 46 5 56 6 66 7 22 26 3 36 4 46 5 56 6 66 1
pH pH

Figura VI11.13 Efecto del pH sobre la actividad de TtLacA (A) y su estabilidad (B). El pH éptimo fue
determinado a 50 °C utilizando dos amortiguadores a 100 mM: glicina-HCI (-=-) y citratos fosfatos (—a —

). La actividad residual fue calculada incubando la enzima 50 min a 25 °C.
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VI1.4.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de TtLacA y su
termoestabilidad

TtLacA mostrd una actividad éptima a 65 °C (Fig. VI1.14-A). Sin embargo la enzima
mostro mas del 50 % de su actividad original en un amplio rango de temperaturas de 30
a 75 °C. Para evaluar la termoestabilidad de TtLacA, la enzima purificada se incubd a
55, 65 y 75 °C en amortiguador glicina-HCl a 100 mM, pH 3.0 utilizando ABTS 5 mM
como sustrato. La vida media (t;,) de TtLacA fue de 50 min a su temperatura ptima
(65 °C); mientras que a 55 y 75 °C, la vida media de la enzima fue de 163 y 8 min,
respectivamente (Fig. V11.14-B).

120 120
100 —-75C
100 1 & 65°C
g g —4-55°C
€ a0 S w0
2 B
8 5
£ o0 2 60
o b
o o
3 !
'E 40 E 40 ll*i
L) =]
< «
20 1 20
0 T T T 0 T T T T T T T T T
30 a0 50 o0 70 30 90 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temperatura (°C) Tiertpo (puin)

Figura VI11.14 Efecto de la temperatura sobre la actividad de TtLacA (A) y su termoestabilidad (B). La
temperatura 6ptima fue determinada utilizando el amortiguador de glicina-HCl a 100 mM pH 3.0. La vida

media se determino a diferentes tiempos incubacion a 55, 65y 75°C.

V11.4.3 Parametros cinéticos (Ky Y Vmax) de TtLacA

Los parametros cinéticos de TtLacA se analizaron en condiciones Optimas de pH y
temperatura utilizando como sustrato ABTS, en un rango de 0.05 a 5 mM (Fig.VI11.15).
El valor de Ky fue de 0.26 mM y la Vi fue de 3.571 Umg™.
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Figura VI1.15 Analisis por Michaelis-Menten y por Lineweaver-Burk para el calculo de Ky y Viax para el
ABTS en amortiguador de glicina-HCI 100 mM, pH 3.0.

V11.4.4 Efecto de iones metalicos, EDTA y NaNj3 sobre la actividad de TtLacA

El efecto de los iones metalicos, EDTA y azida de sodio sobre la actividad de TtLacA se
determinado, de manera independiente, a concentraciones finales de 1 y 10 mM, para
cada uno (Fig. V11.16). Los iones Li**, Na?*, Mg®* y Ca®* (1 mM) no tuvieron efecto
sobre la actividad de la enzima, mientras que la presencia de Ni**, Zn** y Co®* (1 mM)
redujeron la actividad de lacasa a 77.01, 74.21 y 54.7 % respectivamente. Los iones Fe?*
y Ag®*, mostraron una fuerte inhibicién sobre la actividad de la enzima con 10.4 y 6.1

%, de actividad relativa respectivamente.

Los iones Mn** y Cu®" tuvieron el mayor efecto positivo, con 106.0 % y 128.0 %,
respectivamente de actividad relativa. La actividad se vio reducida para todos los iones
metalicos a una concentracion de 10 mM, excepto para los iones Cu** Ca** y Mn?*. La
enzima fue completamente inactivada por el ion Hg®* en ambas concentraciones
analizadas, (1 y 10 mM). EI EDTA y NaN3 (1 mM), disminuyeron la actividad lacasa a
solo 67.0 y 13.8 % de actividad relativa original de TtLacA; mientras que TtLacA fue

completamente inactiva en presencia de EDTA o NaN3 10 mM.
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Figura VI11.16 Efecto de los iones metalicos, EDTA y azida de sodio sobre la actividad de TtLacA en dos
concentraciones diferentes 1 y 10 mM. El ensayo de actividad se llevé a cabo en amortiguador glicina-
HCI 100 mM, pH 3.0 durante 5 min a 65 °C.

VI1. 5 Inmovilizacion de la actividad lacasa y de TtLacA

VII. 5.1 Inmovilizacién de la actividad de lacasa en nylon-6

La actividad lacasa de T. terrestris Co3Bagl se inmovilizo, a partir de sobrenadante de
cultivo del hongo, por enlace covalente en nylon-6. La eficiencia de inmovilizacion fue
del 46.20 %. Para determinar la actividad de lacasa en el extracto enzimatico
inmovilizado, se evalué la degradacion de colorante azul de bromofenol al 0.02 %. Se

observé un 98.58 % de degradacion del colorante azul bromofenol en 24 h.

VI11.5.2 Inmovilizacion la actividad de lacasa en perlas de alginato de calcio

La actividad de lacasa de T. terrestris Co3Bagl también se inmovilizé por atrapamiento
en perlas de alginato de calcio. La eficiencia de atrapamiento fue del 100 %. En cuanto
al nimero de redsos, se observd que el extracto enzimatico conservd su actividad
durante 5 ciclos (Fig.VI11.17); sin embargo, la actividad relativa no es constante. La
actividad enzimatica disminuyo al segundo ciclo con 33.3 % de actividad relativa, para
el 4to ciclo aumentd a un 68 % Yy finalmente de nuevo disminuyé en el 5to ciclo a 33.3

% de actividad relativa.
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Figura V11.17 Nimero de retsos de las perlas de alginato de Ca?*con el extracto enzimético

VI11.5.3 Inmovilizacion de TtLacA

La lacasa TtLacA de T. terrestris Co3Bagl se inmovilizo en perlas de alginato de cobre
de aproximadamente 1.0 mm de diametro (XII. Anexo B.2). La eficiencia de
atrapamiento fue 73.8 %, quedando solo el 26.2 % de enzima con sélo dos lavados de la

solucion de TtLacA inmovilizada.

VI11.6 Caracterizacion bioquimica de TtLacA inmovilizada
Se evaluaron las propiedades cataliticas de TtLacA inmovilizada para comparar sus
valores con la enzima TtLacA libre, ademas de integrar a posibles aplicaciones

biotecnoldgicas de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas.

VI11.6.1 Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de TtLacA inmovilizada y su
estabilidad

La influencia del pH sobre la actividad de TtLacA inmovilizada se determiné a valores
de pH enun rango de 2.2 a 7.0, utilizando ABTS como sustrato a 50 °C por 5 min.
TtLacA mostro una actividad maxima a pH 3.0 en amortiguador glicina-HCl a 100 mM
y exhibié mas del 50 % de su actividad méaxima a diferentes valores de pH, en un rango
de 2.2 a 4.6 (Fig. VI11.18-A). En los ensayos de estabilidad a pH, TtLacA retuvo mas del
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80 % de su actividad a diferentes valores de pH en un rango de 2.6 a 5.6 y mas del 50 %
a pH 6.0, después de 50 min de incubacién a 25 °C (Fig. V11.18-B).
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Figura VI11.18 Efecto del pH sobre la actividad de TtLacA inmovilizada (A) y su estabilidad (B). EI pH
optimo fue determinado a 50 °C utilizando dos amortiguadores a 100 mM: glicina-HCI (-=-) y citratos

fosfatos (—a -). La actividad residual fue calculada incubando la enzima a 25 °C por 50 min.

VI1.6.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de TtLacA
inmovilizada y su termoestabilidad

TtLacA mostré una actividad optima a 70 °C (Fig. VI1.19-A), solo 5 °C mas que la
lacasa libre. Ademas mostro ser mas estable a temperaturas mas altas que TtLacA libre,
pues tuvo mas del 80 % de su actividad original en un amplio rango de temperatura de
40 a 80 °C. Para evaluar la termoestabilidad de la enzima TtLacA inmovilizada se
incubdé a 60, 70 y 80 °C en amortiguador glicina-HCI a 100 mM, pH 3.0 utilizando
ABTS 5 mM como sustrato.

La vida media (ty,) de TtLacA a su temperatura optima (70 °C) fue de 107 minutos;

mientras que se registrd una vida media de 210 y 19 min a 60 y 80 °C, respectivamente
(Fig. VI1.19-B).
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Figura VII.19 Efecto de la temperatura sobre la actividad de TtLacA inmovilizada (A) y su

termoestabilidad (B). La temperatura optima fue determinada utilizando el amortiguador de glicina-HCI a

100 mM pH 3.0. La vida media se determind a diferentes tiempos incubacién a 60, 70 y 80 °C.

V11.6.3 Parametros cinéticos (Ky Y Vmax) de TtLacA inmovilizada
Los pardmetros cinéticos de TtLacA inmovilizada se analizaron en condiciones optimas

de pH y temperatura, utilizando como sustrato ABTS en un rango de 0.05 a 5 mM,

(Fig.VI11.20). El valor de Ky fue de 0.45 mM y su Vpax fue de 2.865 Umg™.
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Figura VI11.20 Analisis por Michaelis-Menten y por Lineweaver-Burk para el calculo de Ky Y Vimax para el

ABTS en amortiguador de glicina-HCI 100 mM, pH 3.0 a 70 °C.
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VI11.6.4 Efecto de iones metdalicos, EDTA y NaNj; sobre la actividad de TtLacA
inmovilizada

El efecto de los iones metélicos, EDTA vy azida de sodio fue determinado a dos
concentraciones diferentes: 1 y 10 mM para cada uno sobre la actividad de TtLacA
inmovilizada (Fig. VI11.21). La gran parte de los iones metalicos a una concentracion de
1 mM no tuvieron efecto sobre la actividad de la enzima inmovilizada, ya que se
observd més del 80 % de su actividad relativa, excepto para los iones que presentaron el
50 % o menos de su actividad original. La actividad se vio reducida en presencia de los
iones Na**, Co**, Fe* y Ag** (10 mM) a una actividad relativa de 63.1, 10.2, 56.0 y 7.8,
respectivamente. Cabe sefialar que solo el ion Hg?* inactivé completamente a la enzima
TtLacA inmovilizada a la misma concentracién (10 mM) que a la enzima lacasa TtLacA
libre.

El EDTA disminuyo la actividad de la TtLacA inmovilizada a 79.4 % y 30.2 % de su
actividad original a concentraciones de 1 y 10 mM, respectivamente. Para el caso de
NaN3, 1 mM y 10 mM, tuvo un efecto negativo, pues disminuyd su actividad relativa a
56 y 0.09 % respectivamente. Si bien estos resultados muestran que TtLacA
inmovilizada es mucho més estable a todos los iones metalicos y compuestos evaluados

en este trabajo.
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Control Li* Na»* Mp* Ca®* Mp* Fe* Co?®* Ni2* Cu* Zn» Ap®* Hp»* EDTA NaN;

Actividad relativa (%)

Figura VI1.21 Efecto de los iones metélicos, EDTA y azida de sodio sobre la actividad de TtLacA
inmovilizada en dos concentraciones diferentes 1 y 10 mM. La enzima se incub6 en amortiguador glicina-

HCI 100 mM, pH 3.0 que contenia cada uno de los componentes durante 5 min a 70 °C.
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VI1.7 Reutilizacion de TtLacA inmovilizada

Se evalu6 la reutilizacion de la lacasa TtLacA inmovilizada en perlas de alginato de
Cu?*. Se observé que la enzima conserva su actividad después de 6 ciclos repetidos (Fig.
V11.22). Para el 7mo ciclo se observa un disminucion a 70.3 % de actividad relativa y
para el 8vo ciclo tuvo tan s6lo el 46.57 % de actividad relativa.
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Figura VI11.22 NGmero de redsos de las perlas de alginato de Cu?* con TtLacA

VI1.8 Inmovilizacion de TtLacA-mediador
El complejo TtLacA-ABTS se inmovilizo en perlas de alginato de cobre. La eficiencia

de atrapamiento fue de 80 %, con 6.2 % mas que solo la TtLacA inmovilizada.

VI11.9 Evaluacion de la actividad catalitica de TtLacA-mediador

Se determind la oxidacion de AV a veratraldehido en TtLacA libre, ABTS, TtLacA-
ABTS y TtLacA-ABTS inmovilizado en perlas de alginato de cobre (Fig. VI11.23). Los
resultados muestran que: TtLacA y ABTS no fueron capaces de oxidar a AV durante el
tiempo determinado (24 h), no siendo asi para SLM. Se cuantificé una concentracion de
veratraldehido de 0.79 mM y 0.53 mM en TtLacA-ABTS y TtLacA-ABTS inmovilizado
respectivamente de acuerdo a la curva estandar de concentracion (mM) de

veratraldehido contra Absorbancia (XI1. Anexo B.3)
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Figura VI11.23 Efectos de TtLacA ABTS, TtLacA-ABTS y TtLacA-ABTS inmovilizado en perlas de
alginato de cobre sobre la oxidacion de alcohol veratrilico a veratrialdehido

VI11.10 Reutilizacion de TtLacA-ABTS inmovilizado

Se evalud los retisos de TtLacA-ABTS inmovilizada en perlas de alginato de Cu?*. Se
observo que la enzima conserva su actividad después de 2 ciclos repetidos (Fig. VI11.24).
En el 3er ciclo se observa un disminucion a 75.3 % de actividad relativa y para el 3er
ciclo solo tuvo el 22.5 % de actividad relativa.
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Figura V11.24 Namero de retisos de las perlas de alginato de Cu®* con TtLacA-ABTS
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VI11.11 Clonacion de un gen que codifica para una lacasa de T. terrestris Co3Bagl
VI11.11.1 Sintesis de cDNA y amplificacion del gen lacB

El ARN total de la cepa T. terrestris Co3Bagl (Fig. VI1.25) se aislé siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante RNeasy Mini Kit (QIAGEN).

Figura VII1.25 Andlisis electroforético en gel agarosa 0.8 % a 100 V. Carriles 1-3 RNA total de T.
terrestris Co3Bagl

A partir del material obtenido de ARN total, se sintetizo el cADN utilizando el
PrimeScriptTM High Fidelity RT-PCR Kit (TAKARA), siguiendo las indicaciones del
proveedor. Posteriormente, una vez obtenida la cadena de cDNA, se amplifico el gen
que codifica para la lacasa de 1.1 pb (Fig. VI11.26), de acuerdo a las condiciones de PCR

previamente descritas en la seccion V1.10.2.

kb

3.0

20
15

1.0

05

Figura VI1.26 Analisis electroforético en gel agarosa 0.8 % al00 V. Carriles 1, marcador 1 kb “DNA
ladder”; 2, producto de RT-PCR purificado.
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Este primer amplificado se secuencid, y a partir de esta secuencia de 892 nt, se
realizaron analisis de identidad con el Programa Blast, y andlisis por alineamientos
multiples utilizando el Programa ClustalX, para el disefio de nuevos oligonucledtidos
(XI1. Anexo B.4) y asi continuar con su secuencia del ORF del gen lacB.

Con los amplificados consecuentes se obtuvo una secuencia de 1568 nt, cuya similitud
fue del 98 % de la secuencia de un gen que codifica para una multicobre oxidasa de T.
terrestris (No. de acceso G2QTJ8).

VI1.11.2 Secuenciacion del genoma de T. terrestris Co3Bagl

De manera simultanea, el grupo de trabajo del Lab. 51 Ingenieria de Proteinas solicito la
secuenciacion del genoma de T. terrestris Co3Bagl. Para ello la compafiia Otogenetics,
solicitd6 ADN gendmico con caracteristicas especificas de calidad para su secuenciacion.

La figura VI1.27 muestra el material genomico el cual fue enviado a dicha compaiiia.

05

Figura VI11.27 Analisis electroforético en gel agarosa 1.0 % a 100 V. Carriles: 1, 1 kb
“DNA ladder”; 2-3, ADN gendmico.

A partir de la secuenciacion del genoma, se completo la secuencia del gen lacB. Se
recibieron 13,066 scaffold de los cuales el 531, 1103 y 351 se alinearon con la secuencia
parcial del gen lacB de T. terrestris Co3Bagl, de 1568 nucle6tidos previamente
obtenida bajo ensayos de RT-PCR y PCR.
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VI1.11.3 Analisis de la secuencia del gen lacB que codifica para una lacasa

La secuencia completa en nucledtidos del gen lacB contiene 1786 pb interrumpida por
un intron de 70 pb y la secuencia del ORF del gen lacB contiene 1716 pb que codifica
para una proteina de 571 residuos de aminoacidos de los cuales 20 de ellos pertenecen a
su péptido sefial, ademas de identificaron las cuatro regiones de unién a cobre H-X-H y
los posibles sitios de glicosilacion (Fig.V11.28).

Figura VI11.28 Secuencia del ORF del gen lacB (1716 pb) codifica para una proteina de 572 aa (PM 63
kDa ). Péptido sefial 20 aa (rojo). Cuatro regiones de union a cobre (HXH, sombreado gris-azul). Sitios
potenciales de N-glicosilacion (8) recuadro en amarillo: Asn-X-Ser-Thr (subrayado).

Pégina | 99



VI1.11.4 Clonacién del gen lacB en vector de clonacion y transformacion de E. coli
DH5a y A. niger

Conocida la secuencia completa del gen lacB, se amplifico por PCR a partir de ADN
gendmico un fragmento de ~1.7 pb (Fig. VI1.29), con sitio de corte especifico para las
enzimas de restriccion Spel y Pacl para su posterior clonacion en el vector de clonacion
pJET1.2/blunt cloning, asi como en el vector de expresion p210/HY G compatible con A.

niger.

Figura VI1.29Andlisis electroforético en gel agarosa 1.0 % al00 V. Carriles: 1, 1 kb “DNA ladder”; 2,
Producto de PCR gen completo lacB

La construccion lacB/pJET1.2 se utilizo para transformar células competentes de E. coli
DH5a. Se obtuvieron 12 clonas (Fig. VI1.30-A), que dieron positivo al gen de
resistencia a ampicilina. Se realizé extraccion de plasmido para cada clona siguiendo las
especificaciones del proveedor MiniPrep (Quiagen). Para corroborar la presencia de la
construccion lacB/pJET1.2 se realizaron ensayos de restriccion con la enzima de
digestién Bglll de las clonas 2, 6 y 10 (Fig. VI11.30-B) y s6lo de la clona 10 se obtuvo un
amplificado del tamafio deseado (1.7 pb) (Fig. VI11.30-C).
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Figura VI1.30 Analisis electroforético en gel agarosa 1.0 % a100 V. Carriles: A- Carriles M, 1 kb “DNA
ladder” y 1-14, material plasmidico de las clonas positivas. B- 1, 1 kb “DNA ladder”; 2-4, fragmentos
procedentes de la digestién de lacB/pJET1.2 con Bglll, de las clonas 2, 6 y 10 respectivamente. C- 1, 1

kb “DNA ladder”, 2, fragmento procedente de la amplificacion de lacB a partir de la clona 10.

La clona positiva y confirmado la presencia del gen lacB, para ambos ensayos (clona 10)
fue propagada en medio LB (ver seccion V1.3.2). Este material fue manipulado para la
clonacion del gen lacB en el vector de expresion p210/HYG (Fig.VIIL.31). La
transformacion por protoplastos de Aspergillus niger, asistida por polietilenglicol,
siguiendo el protocolo de Blumhoff et al., (2013), con algunas modificaciones, fue
realizado por el personal del Laboratorio de Biotecnologia de Plantas y
Microorganismos del CINVESTAV-Irapuato.

Se obtuvieron 15 clonas de las cuales inicialmente se amplific6 parte del gen de

Higromicina (500 pb), que se encuentra en la construccion p210/HYG/LaccT

(Fig.V11.32) para corroborar la transformacion de las clonas de A. niger
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Figura V11.32 Andlisis electroforético en gel agarosa 1.0 % a100 V. Carriles: A- Carriles M, 1 kb “DNA
ladder” y 1-14, material gendmico de las clonas positivas (1-9); 11-14, genémico de las clonas positivas
(12-19) y 16, control positivo de A. niger WT

Posteriormente, ya en el Lab 51 de Ingenieria de Proteinas, DBB CINVESTAV-
Zacatenco en colaboracién con Alejandro Santiago del Lab. 51 del mismo laboratorio y
Kassandra Huerta Calleja, estudiante de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad
Tecnologica Corregidora, UTC; se realizo la extraccion de ADN genomico de 4 clonas
(5, 7, 12, 13), de A. niger (Fig. VI1.34-A), a partir de este material gendmico, se
amplifico un fragmento de tamafio esperado que forma parte del vector y el gen
completo de lacB (Fig. VI1.34-B). Actualmente estas clonas son evaluadas para
determinar actividad de lacasa en diferentes medios de cultivo que favorezca la

expresion de esta enzima en forma activa.
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Figura V11.34 Andlisis electroforético en gel agarosa 1.0 % a 100 V. Carriles:A 1, 1 kb “DNA ladder”; 2-
5, ADN gendmico de A.niger (clonas 2, 7, 12 y13). B. 1 kb “DNA ladder”; 2-5, fragmentos amplificados
de A.niger (clonas 2, 7, 12 y13
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VIII. DISCUSION

En los ultimos afios, se ha enfocado especial atencion en la produccion de lacasas,
debido a que estas enzimas muestran especificidad de sustrato de amplio rango, y una
excelente eficacia catalitica, cuyo requisito simple para llevar a cabo su reaccion
catalitica es la presencia del sustrato y oxigeno para generar como producto agua
(Upadhyay et al., 2016), caracteristica que le confiere ser una enzima amigable con el
medio ambiente, y por supuesto un candidata atractiva para las diferentes industrias

biotecnoldgicas.

En este trabajo nos centramos en la produccion de lacasa del hongo ascomiceto
termofilo T. terrestris Co3Bagl. Primero, evaluamos diferentes fuentes de carbono y
nitrégeno en el medio de cultivo liquido. Logramos incrementar su actividad con
fructosa (20 gL™) y nitrato de sodio (5gL™), con una actividad méxima de lacasa de
16.02 UL™ en el dia 12 de cultivo, comparado con el medio con glucosa v tartrato de
amonio donde se detectd una actividad maxima de lacasa de 3.27 UL™ en el dia 13 de
cultivo. Mansuret al. (1997) sustituyd también fructosa (10 gL™) en lugar de glucosa
como fuente de carbono y aumentd 10 veces mas la concentracion de tartrato de amonio
(10 mM), con resultados favorables, pues aumenté 100 veces mas en la actividad
especifica de lacasa de un basidiomiceto de podredumbre blanca 1-62 CECT 20197.
Trametes hirsuta (MTCC 11397), también incremento la actividad de lacasa de 248 UL™
a 260 UL™, al sustituir fructosa por glucosa (1 %) con sulfato de amonio 0.2 % de
concentracion (Dhakar et al., 2013). Agaricus sp. incremento la produccion de lacasa

con fructosa como fuente de carbono (Manimozhi y Kaviyarasan, 2012).

En contraste al utilizar como fuente de carbono un polisacarido a un monosacarido.,
Kumar et al., (2016) reporté un incremento de 1.6 veces mas la produccion de lacasa
sustituyendo glucosa y almidon-extracto de levadura por celulosa y peptona, como
fuente de carbono y nitrdgeno, respectivamente. Pycnoporus sanguineus también reporté

un incremento 2.6 veces mas de produccion de lacasa al utilizar sacarosa como fuente de
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carbono y asparagina como fuente de nitrégeno no obstante, el incremento también se
vio favorecido poraumentar 5 veces mas la concentracion de asparagina en el medio de

cultivo (Eugenio et al., 2009).

Resultados similares en cuanto a la fuente de nitrégeno fue reportada por Afreen et al.,
(2016), demostr6 que utilizando nitrato de sodio (10 mM) la actividad de lacasa
increment63.6 veces mas que el medio de cultivo control de Arthrospira maxima (SAE-
25780). Pleurotus sanguineusy un cocultivo de Dichomitus squalens y Ceriporiopsis
subvermispora también mostraron una mayor actividad lacasa con nitrato de sodio (Lee
et al., 2006; Kannaiyan et al., 2015). Carioplosis gallica 142, incremento la actividad de
lacasa 4570 UL™ a 16 110 UL™ cuando la concentracion de peptona se aumentd hasta 4
gL™ (Elisashvili et al., 2017).Todos estos trabajoscitados reportan que la actividad de
lacasa se ve favorecida con un medio no limitado de nitrogeno (Kaalet al., 1995) sin
embargo, el efecto de las fuentes de nitrogeno en la produccion de lacasa por diferentes
organismos parece ser muy controversialya que, las condiciones de un medio limitado o
no de nitrdgeno no parecen ser un patron para la produccion de estas enzimas (Collins y
Dobson, 1997). Buswell et al., (1992) reportd una lacasa de Phanerochaete

chrysosporium limitada por fuentes de nitrégeno.

Si bien, la produccion de lacasa es afectada por diversos factorescomo:la composicion
del medio, también influye el pH, temperatura, aireacion y agitacion sin embargo, la
mayoria de las investigaciones se han enfocado en el uso de inductoresagregados al

medio de cultivo.

En este trabajo se obtuvieron mejores resultados al incorporar Cu®* (1 mM) al medio de
cultivo HCHN modificado por este trabajo, al 4to dia de la inoculacion del hongo T.
terrestris Co3Bagldonde se observd a las 24 h posteriores un aumento considerable de
la actividad enzimatica. La maxima actividad de lacasa fue de 862.76 UL™ en el 10mo
dia de cultivo, 34 veces més que el obtenido en medio sin Cu?* (25.28 UL™).Estudios
previos han demostrado que el cobre es un eficiente inductor de lacasa cuando se

complementa en el medio de cultivo en forma de sulfato de cobre al aumentar la
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transcripcion y la actividad de la enzima (Baldrian, 2002). Dhakar y Pandey (2013),
reportd6 2 veces méas de produccion de lacasa por Trametes hirsuta, también por
Tramentes. Suaveolens (Vrsanska et al., 2016).Concentraciones >2 mM de CuSO,4 han
inducido a lacasas de hongos de Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium y
Pestalotiopsis sp. (Collins y Dobson, 1997; Dominguez et al., 2007; Hao et al., 2007).
Zhuo et al., (2017), reporté actividades de lacasa de 312.3 UL™ con Cu®** 2 mM, y 522.7
UL™ para Cu?*4 mM, 2.31 y 3.86 veces més respectivamente comparado con el control,
135.2 UL™.Tychanowicz, et al. (2006), reporté un incremento en la actividad de lacasa
de 270 a 1,420 UL™ con Cu®* 25 mM, y solo mostré inhibicién de crecimiento del
hongo en presencia de Cu** 40 mM. Concentraciones menores de cobre también han
inducido la actividad de lacasa. Palmieri et al. (2000) encontraron que Cu®* 150 uM
como la mejor concentracion para mejorar la actividad de lacasa por Pleurotos ostreatus.
De acuerdo a Zouari-Mechichi et al. (2016), Trametes trogii produce una actividad
lacasa de 20 UmL™ en presencia de Cu?300 puM. Fonseca et al. (2010), reporté la
induccién de la actividad de lacasa con Cu** a 0.5 mM en Ganoderma applanatum,
Peniophora sp. (BAFC 633), Pycnoporus sanguineus (BAFC 2126) y Coriolus
versicolor (BAFC 266). Ademéas ya se ha reportado que la expresion de lacasa esta
fuertemente regulada por iones de cobre en Trametes versicolor, Ceriporiopsis
subvermispora, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju y Trametes pubescens, asi lo
ha demostrado Pezzella et al, (2013). Ademas muchos estudios han marcado diferencias
en la respuesta transcripcional a los iones de cobre que exhiben diferentes genes lacasa
en una sola especie (Litvintseva et al., 2002; Karp et al., 2012; Nakade et al., 2013; Park
et al., 2015; Garrido et al., 2016; Othman et al., 2018).

Por lo general, los metales comienzan a ser toxicos para el hongo en una concentracion
solo unas pocas veces mayor que la requerida (Hughes et al., 1991). EIl cobre puede
causar dafio oxidativo a las proteinas por estrés pero al mismo tiempo sirve como un

cofactor en el centro catalitico de lacasa (Baldrian, 2003).

Con la misma concentracién 6ptima de cobre (1 mM) afadido durante la fase

logaritmica, con la produccion maxima de lacasa en este trabajo, y sin ningln efecto
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significativo en el crecimiento de T. terrestris Co3Bagl, en otras especies de hongos,
como Trametes trogii, indicaron que la concentracién de Cu®* hasta 1 mM estan
asociadas con un mayor crecimiento micelial sin embargo, la respuesta al Cu?* se ve
afectada por la concentraciondebido que, a dosis extremadamente altas, la disminucion
del crecimiento fangico conduce a una disminucion de la actividad de lacasa (Fonseca et
al., 2016). Ramsay et al. (1993) reportaron que a altas concentraciones de metales
téxicos, como Cu?* en Trichoderma virens y Rosea clonostachys, disminuyen la tasa de
utilizacion de carbono, efecto que puede ocurrir porque la presencia de Cu®* impide la
capacidad de los hongos para usar recursos como el carbono que, por lo tanto, no puede
utilizarse para la nutricion fungica (Fomina et al., 2003). Algunos autores han
demostrado una relacion entre el crecimiento del hongo y la actividad de la enzima.
(Mouso et al., 2003; Tlecuitl-Beristain et al., 2008). En contrataste, se han reportado que
los niveles de biomasa y la secrecion de lacasa no siempre siguen un patron comun,
como se demostrd en nuestro trabajo, pues determinamos una produccion de biomasa
méxima en el octavo dia de 0.350 y 0.364 gL™ en presencia y ausencia de cobre,
respectivamente en el pico maximo de actividad de lacasa no observando un efecto
severo en cuanto a la biomasa de T. terrestris Co3Bagl en presencia de Cu®*, pero si en
la actividad de lacasa, comportamientos similares fueron reportados en Trametes
pubecens (Galhaup et al., 2002).

Después de establecer condiciones de cultivo para mejorar la produccion de actividad
lacasa por el hongo T. terrestris Co3Bagl, nos parecio relevante purificar una lacasa de
este hongo que se expresara baja las condiciones que favorecen la mayor produccion de
la enzima. Asi, se purifico una lacasa, a partir del sobrenadante de cultivo de T. terrestris
Co3Bagl, cultivado en presencia de fructosa, nitrato de sodio y el ion metélico Cu?*,
bajo las condiciones antes descritas. La lacasa purificada, denominada TtlacA; exhibid
una actividad especifica de 1.852 Umg™, y con el protocolo de purificacion se obtuvo un

rendimiento de 32.5 % y un factor de purificacion de 15.6 veces.

La lacasa TtlacA purificada, denominada TtlacA, presentd un peso molecular estimado

de 70 kDa. Se han reportado lacasas fangicas con pesos moleculares muy variados, pero
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el rango comin oscila entre 50-90 kDa. Lacasas de Trametes versicolor (62, kDa) (Xiao
et al., 2003); Paraconiothyrium variabile (84 kDa) (Forootanfar et al., 2011);
Pycnoporus sanguineus (66-68 kDa), (Ramirez-Cavazos et al., 2014). Entre lacasas, de
pesos moleculares menores a 70 kDa, se han reportado Laccl y Lacc2 de Agaricus
bisporus CU13 con pesos moleculares de 40 y 27 kDa, respectivamente (Othman et al.,
2018). La lacasa de Trametes hirsuta mostré un peso molecular de 45 kDa (Dhakar y
Pandey, 2013). Mientras que Podospora anserina produce una lacasa de 383 kDa
(Durand et al., 2012). También se han purificado varias lacasas de un mismo hongo
como Cerrenea unicolor que expresa 13 lacasas con pesos moleculares diferentes entre
45 y 75 kDa (Lisova et al., 2010). En el hongo T. terrestris NRRL8126 se han
identificado en su genoma seis multicobre oxidasas con pesos moleculares tedricos
alrededor de 60 kDa a 90 kDa (Berka et al., 2011).

Los valores optimos de pH de las lacasas dependen del sustrato oxidado (Othman et al.,
2016). Lacasas fungicas tienen un pH Optimo entre un rango acido de 3.0 a 6.0,
utilizando ABTS como sustrato. TtLacA libre e inmovilizada exhibié un pH éptimo de
3.0. Resultados similares fueron reportados en lacasas de Coprinos cinereus (Lin et al.,
2013), Fomitopsis pinicola (Park y Park, 2014), Xylaria sp. (Castafio et al., 215)
Marasmus scorodonius (Jeon y Lim, 2017) y Paraphoma sp. GZS18 (Du et al., 2018).
Patrick et al. (2009) expresaron que el perfil de pH es el resultado de dos efectos
contrastantes: uno de ellos es atribuible a la diferencia de potencial redox entre el
sustrato a reducir y el centro de cobre de lacasaT1, donde la velocidad de transferencia
de electrones es preferencial a un pH alto; el segundo, se debe a la union del anion
hidroxilo a los centros de cobre T2 / T3 de la lacasa T2 / T3 que restringen al oxigeno
como aceptor final de electrones, razén por la cual, a pH alcalino la actividad podria

reprimirse debido al exceso de OH- (Othman et al., 2016).

Estudios de estabilidad mostraron que TtLacA mantuvo una actividad residual de mas
del 50 % en un rango de pH 2.6 a 5.6 a 25 °C, y a un pH cercano al neutro se inactiva
completamente la enzima. Al contrario de este perfil de pH, algunas lacasas fungicas

cuyo pH o6ptimo es acido, tienen un alta estabilidad en condiciones neutras o alcalinas
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(Sadhasivam et al., 2008). Una lacasa de Lentinus sp. de 2.5 pH como Optimo, fue
estable dentro del rango de pH de 6 a 10 (Hsu et al., 2012).

La actividad de lacasa en TtLacA libre, incrementé gradualmente con el aumento de la
temperatura de reaccion hasta los 65 °C, que es el valor de temperatura Optima.
Olajuyigb et al. (2016), explica que el aumento de actividad enziméatica a mayor
temperatura es probablemente mediante la mejora de la energia cinética de las moléculas
responsables del aumento de la interaccién entre el sustrato y el sitio activo de la
enzima, y posteriormente la desnaturalizacion de la enzima hace que la actividad lacasa
disminuya a temperaturas de reaccion elevadas.Estudios previos han revelado que para
la mayoria de las lacasas fungicas la temperatura éptima esta entre un rango de 50 a 60
°C (Baldrian, 2006; Yang et al.,2013 ), lo que concuerda para la temperatura 6ptima de
TtLacA purificada en este estudio (65 °C), utilizando como sustrato ABTS. Ejemplos
con temperaturas éptimas superiores a 60 °C, como la lacasa de Coriolus unicolor 137
(60 °C) (Michniewicz et al., 2006), Abortiporus biennis (60 °C) (Zhang et al., 2011),
Marasmus quercophilus (80 °C) (Farnet et al., 2004); mientras que on temperaturas
Optimas menores podemos citar una lacasa de Rigidoporuslignosus fue casi
completamente activa en un rango de temperatura de 30-50 °C, con actividad méaxima a
40 °C (Cambria et al., 2000), una lacasa de Agaricus placomyces (30 °C) (Sun et al.,
2012), una lacasa de Inonotus baumii (30 °C) (Sun et al., 2014) y una lacasa de
Pleurotus ostreatus (35 °C) (Palmieri et al., 2003).

Con respecto a la estabilidad térmica, la actividad de TtLacA permanecié constante y
completamente activa durante 210 min a 55 ° C.La vida media (ty) de TtLacA fue de 50
min a su temperatura optima (65 °C) y de 163 y 8 min a 55 y 75 °C, respectivamente.
Similares resultados son reportados a los de Trichoderma harzianum WL1 con un valor
de t1», 60 min a 65 °C, y son superiores a la lacasa de Funalia trogii con solo t;;, de 30
min a 60 °C (Patrick et al., 2009). TtLacA mostré poca estabilidad a 75°C, resultados

por debajo de Pycnoporus cinnabarinus con ty; de 60 min (Egger et al., 1996).
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El efecto de varios iones metalicos sobre la actividad de TtLacA fueron evaluados. Sélo
Mn?* y Cu**(1 mM), mejoraron la actividad de lacasa con 106.0 % y 128.0 %,
respectivamente. Una lacasa de Pleurotos ferulae exhibidé un incremento con 488.51%
al agregar Cu®* 0.1 mM, valor que hasta el momento ha sido el mas alto que otras
lacasas flngicas (Ding et al., 2014). Los iones Ag** y Fe?'(1 mM), provocaron una
notable inhibicion de la actividad TtLacA de T. terrestris Co3Bagl dejando sélo 6.1 y
10.4 %, respectivamente, y en menor porcentaje el ion Co®* con 56 % de la actividad
enzimatica inicial. De forma similar a los estudios anteriores, De Castro et al. (2006),
reportaron que Co®* redujo la actividad de lacasa de Cyathus bulleri y también en
Scytalidium thermophilum (Du et al., 20013). Yang et al. (2013) report6 que el Fe®*
inhibia una lacasa de Shiraia sp. y una lacasa de Trametes orientalis (Zheng et al.,
2017), caso similar con TtLacA que es completamente inhibida por Fe?*a 10 mM. Todos
los demés metales evaluados a una concentracion de 10 mM, disminuyeron la actividad
de TtLacA lo que podria deberse que a estas concentraciones ya existe una competencia
entre los metales y la enzima por el sitio de union al sustrato (Hu et al., 2014).

Un reactivo reductor tipico es NaNsque es capaz de inhibir la actividad de lacasa, ya que
puede unirse a los sitios cobre T2 / T3 bloqueando la transferencia de electrones y la
reduccion del oxigeno molecular (Guajirro et al., 2009; Ausec et al. 2015). TtLacA se
vio fuertemente inhibida por la azida a 1 mM con s6lo 13.8 % de actividad relativa
original y completamente inactiva a 10 mM. Lac-P de Paraphoma sp. GZS18, fue
completamente inhibida por NaNza 1 y 10 mM (Du et al., 2018). También se evalué la
actividad de TtLacA en presencia de EDTA como agente quelante. El EDTA es un
inhibidor de metaloproteinas conocido por su capacidad de formar complejos inactivos
con los cofactores de la enzima (Pawlik et al., 2016). TtLacA redujo su actividad a 67 %
con respecto a la actividad de lacasa original con EDTA a 1mM vy se inactivd a 10 mM.
Sin embargo, las lacasas de los hongos Marasmius quercophilus (Eggert et al., 1996), y
Pycnoporus cinnabarinus (Dedeyan et al., 2000) las enzimas se mantienen activas en
presencia de EDTA a 10 mM.
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Los principales parametros cinéticos, fueron determinados para TtLacA, cuyo valor de
Ku fue de 0.26 mM y la Vi fue de 3.571 Umg™, utilizando como sustrato ABTS.
Valores similares fueron obtenidos por la lacasa de Trichoderma harzianum WL1, con
3.95 Umg™ (Sadhasivam et al., 2008). Con velocidades maximas de reaccién menores
citamos a una lacasa de Chaetomium thermophilum con Vix 2.6 Umg™ (Chefetz et al.,
1998).

En cuanto a la afinidad por el ABTS, de TtLacA se agrupa con lacasas con valores
medios de Ky. Por ejemplo, lacasas de Trametes polyzona (0.150 mM) (Chairin et al.,
2014), Pleurotus pulmonarius (0.210 mM) (Liu et al., 2014), Cerrena unicolor (0.3027
mM) (Wang et al., 2017), Coprinus comatus (1.590 mM) (Zhao et al., 2014),
Ganoderma lucidum (3.7 mM) (Ko-Em et al., 2001), Pleurotus ostreatus HP-1 (46.51
mM) y Trametes trogii S0301 (69 mM) (Yan et al., 2014). Entre las lacasas con valores
menores de Ky se encuentran las lacasas de Pleurotus sajor-caju (0.092mM) (Lo et al.,
2001), y de Pleurotus ostreatus ARC280 (0.476 X10-3 mM) (Othman et al., 2014).

Las enzimas inmovilizadas han ganado popularidad debido a que se le confiere diversas
ventajas como: la recuperacion de la enzima, mayor estabilidad y durabilidad, rapida
separacion entre la enzima y la mezcla de reaccion, tolerancia a pH extremo,
temperaturas y concentraciones altas de sustrato (Chen et al., 2012; Edalli et al., 2016).
Sin embargo, el uso de polimeros bioldgicos tiene beneficios adicionales como la no
toxicidad, la economia y la biocompatibilidad, como el alginato, que se emplea
comunmente en la inmovilizacion formando geles con cationes divalentes ademas de su
propiedad de biodegradabilidad (Braccini et al., 2001).

En experimentos preeliminares de este trabajo, se inmovilizo la actividad de lacasa por
el método de enlace covalente en nylon-6 y por atrapamiento en perlas de alginato, este
altimo fue seleccionado para inmovilizar el SLM cuya discusion se abordara mas

adelante.
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TtLacA fue inmovilizada en perlas de alginato de cobre, con una eficiencia de 73.8 %.
Con valores de eficiencia mas bajos podemos citar a Palmeiri et al., (2005) y Brandi et
al., (2006), ambos reportaron una eficiencia de 65 % de inmovilizacion de lacasa en
perlas de alginato de cobre. Y con valores superiores es reportado una eficiencia del 80
% (Sondhi et al., 2018). TtLacA inmovilizada presentd valores iguales y cercanos que
TtLacA libre. Su pH 6ptimo fue también de 3.0 y su temperatura Gptima incrementd 5
°C mas que la enzima libre (65 °C). Es evidente que TtLacA inmovilizada incrementé su
estabilidad en ambos parametros (pH y T°), pues TtLacA inmovilizada tuvo mas del 80
% de su actividad a diferentes valores de pH en un rango de 2.6 a 5.6, mientras que
TtLacA libre retiene su actividad relativa de apenas el 70 % a los mismos valores. En
cuanto a la temperatura, se observa también un incremento en actividad relativa de
TtLacA, pues se mantiene activa a una temperatura de 80 °C con mas del 80 % no
siendo asi para TtLacA libre que retiene a penas el 40 % de actividad relativa a la misma

temperatura.

Similares comportamientos son reportados por Sondhi et al., (2018), una lacasa
parcialmente purificada inmovilizada en perlas de alginato de cobre, mostro un
incremento en temperatura de 75 °C a 85 °C y de la misma forma aumento su

estabilidad térmica.

Patel et al. (2014) informé que la estabilidad térmica de lacasa inmovilizada fue
significativamente mayor que la del enzima libre, con una vida media de 11 y 18 veces
mas alta a temperaturas de 50 ° C y 60 ° C, respectivamente. En contraste, Chhabra et
al., (2015), reporta que el pH y la temperatura 6ptimos de la lacasa libre e inmovilizada

de Cyathus bulleri permanecieron iguales con ABTS como sustrato.

Ahn et al., (2002), explica que el incremento de termoestabilidad puede deberse a que la
inclusion de la enzima en el sistema de soporte da como resultado la proteccion de la
estructura de la enzima, por lo tanto la proteccion del aminoacido presente en el sitio

activo, asi como en la superficie de la enzima. A medida que la temperatura aumenta, las
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moléculas de sustrato se mueven rapidamente al sitio activo, lo que da como resultado el

aumento de la temperatura 6ptima de la actividad enzimatica (Chhabra et al., 2015).

De la misma manera también fue evaluado el efecto de iones metalicos, azida y EDTA
sobre la actividad de TtLacA inmovilizada. Observamos que la inmovilizacion en perlas
de alginato de cobre le confiere a TtLacA mayor resistencia por los iones metalicos
evaluados, incluso por Hg?* (1 mM), que tiene una actividad relativa de 14.3 % que
comparado con TtLacA libre que a la misma concentracion es completamente inactiva.
También se observd mayor resistencia a EDTA caso similar, se reporta el 56.3 % de
actividad relativa de una la lacasa de Cercospora SPF-6 inmovilizada en perlas de
alginato (Thakhur et al., 2015). Para el caso de NaNs, TtLacA inmovilizada mostro un
incremento en la actividad relativa en ambas concentraciones evaluadas. Leontievsky et
al., (2001) también reporta que la enzima inmovilizada en perlas de alginato fue mas

tolerante a la azida de sodio que en su forma libre.

En cuanto a los parametros cinéticos, la lacasa inmovilizada mostré menor afinidad y
velocidad méxima (Ky 0.45 MM y Viax 2.865 Umg™) para ABTS en comparacion con la
enzima libre (Ky 0.26 MM y Vs 3.571 Umg™). Esta observacion se comparte con
varias otras enzimas inmovilizadas (Brandi et al., 2006; Songulashvili et al., 2012; Wang
et al., 2013; Xu et al., 2013) y se atribuye a la resistencia a la transferencia de masa
exhibida por las enzimas atrapadas, esto eventualmente conduce a una disminucion en la
eficiencia catalitica (Fernandez et al., 2013). Esto también se puede atribuir a la baja
permeabilidad de las perlas de cobre que conduce a una baja difusividad del sustrato, asi

como al oxigeno requerido para la accion de la lacasa (Champagne et al., 2006).

La reutilizacion de enzimas inmovilizadas es una de los mas importantes factores que
afectan la utilizacion de las enzimas inmovilizadas. La reutilizacion de TtLacA
inmovilizada en perlas de alginato de cobre se mantuvo sin cambios durante los
primeros seis ciclos y hasta siete ciclos con 70.3 % de actividad enzimatica fue retenida
y para el 8vo ciclo tuvo tan sélo el 46.57 % de actividad relativa. Una disminucion en el

la actividad enzimatica puede deberse a la desnaturalizacion enzimética o bien a la
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disolucién de perlas de alginato de cobre a temperaturas por arriba de 60 °C (Sondhi et
al., 2018). Patel et al., (2016), reporta una lacasa que retiene el 93.1 % de actividad
residual después de 10 ciclos de reuso. Lloret et al., (2012), inmovilizaron la lacasa de

Myceliophthora thermophila y lograron 4 ciclos consecutivos.

Después de haber caracterizado a la enzima inmovilizada utilizando como substrato el
ABTS se procedio a realizar la inmovilizacion del sistema lacasa-mediador para la
oxidacion de alcohol veratrilico (VA), compuesto no fendlico. Inicialmente se determind
que TtLacA libre y ABTS de forma independiente no tenian la capacidad de oxidar VA
en contraste con el SLM, estos datos coinciden con Bourbonnais y Paice, (1990) y
d"Acunzo et al., (2006). Para que una reaccion lacasa-mediador-sustrato sea espontanea
debe de cumplir la condicion energética de potenciales redox Ejacasa > Emediador > Esustrato Y
si no se satisface las condiciones de potenciales requeridos, el tiempo de reaccion es

prolongado o la reaccion es nula (Li et al., 1999).

Aunque la reaccion entre lacasa y ABTS estd bien estudiada, todavia existe
incertidumbre en el mecanismo de reaccion. Lo que es evidente es que la reaccion de
ABTS con lacasa produce dos especies oxidativas, el cation radical ABTS™ © vy el
dication ABTS?*, responsable de la reaccion con sustratos no fenélicos, con la evidencia
mas convincente derivada del E° determinado para cada especie. Los voltamogramas
ciclicos demuestran que E° = 0.69 V para ABTS™ / ABTS y E° = 1.1 V ABTS*" /
ABTS’ " (Fabbrini et al., 2002; Branchi et al., 2005). Dado que el E° para el alcohol
veratrilico es 1.39 V (Bietti et al., 1998), la oxidacion por el cation seria desfavorable
desde el punto de vista redox. Ademas ABTS? * tiene una mayor estabilidad a un pH més
acido (Bourbonnais y Paice, 1990), lo que sugiere que es mas probable que esta especie

participe en la oxidacion de sustratos no fenolicos que el cation.

El SLM de este trabajo fue inmovilizado de la misma forma que TtLacA cuyas
condiciones de reaccion fueron las dptimas de TtLacA inmovilizada en perlas de
alginato de cobre. La eficiencia de atrapamiento fue de 80 %. En desventaja SLM

inmovilizado mostro una conversién de VA de tan solo el 17.7 %, comparado con 26.3
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% por el SLM sin inmovilizar por 24 h de incubacion. Shumakovich et al., 2006 reportd
76 % de conversion de AV por 48 h de incubacién y Bourbonnais y Paice, (1990), el 33
% de conversion de AV por 18 h de incubacion, ambos en SLM sin inmovilizar.

Finalmente se determind el nimero de ciclos de SLM inmovilizado en perlas de alginato
de cobre. Se observo que la enzima conserva su actividad después de 2 ciclos repetidos
En el 3er ciclo se observa un disminucién a 75.3 % de actividad relativa y para el 3er
ciclo solo tuvo el 22.5 % de actividad relativa, hasta el momento no hay trabajo que nos
permita comparar la oxidacion de VA por un SLM inmovilizado en perlas de alginato
sin embargo, se ha reportado el SLM inmovilizado para la degradacion de tintes
sintéticos en su mayoria, por ejemplo la decolorizacién de efluentes textiles en continuo
por al menos 192 h de incubacion (Sondhi et al., 2018). Palmieri et al., (2008)
inmovilizo en perlas de alginato de cobre un extracto crudo de Pleurotus ostreatus
complementada con cobre y acido fertlico como mediador para decolorar el colorante
Remazol Brilliant Blue R (RBBR). La eficacia del sistema inmovilizado se evalud
durante adiciones de colorantes por etapas en operaciones por lotes y se logré una
decoloracion del 70 % de RBBR incluso después de 20 ciclos.Aunque en este trabajo el
SLM inmovilizado resulto menos eficiente que en su forma libre, es de destacar que la
reutilizacion del sistema puede reducir costos, ademas el alginato de cobre utilizado no
es toxico y proporciona una mayor estabilidad a la enzima (Sondhi et al., 2018). Si bien,
el nimero de ciclos de retso fueron pocos, los resultados son prometedores, ya que
sugieren la posibilidad de incorporar a la enzima TtLacA en un Sistema Lacasa-
Mediador en el ambito industrial, ya que el hecho de reciclar tanto a la enzima como al
mediador, disminuyen costos del proceso; ademas, se podrian probar otros compuestos

fendlicos, no-fendlicos o ambos.

Con la finalidad de clonar y expresar heter6logamente una lacasa de Thielavia terrestris
Co3Bagl en el hongo A niger, en este trabajo se logré clonar el ORF del gen lacB a
partir del cDNA de Thielavia terrestris Co3Bagl cultivado en medio modificado HCHN
con Cu?* 1 mM. Su secuencia del gen completo fue obtenida a partir de la secuencia del

genoma del hongo Thielavia terrestris Co3Bagl. El gen lacB, presenta una secuencia
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nucleotidica de 1786 pb, de las cuales 70 pb corresponden a un intrén, éste gen lacB de
1716 pb codifica para una proteina de 572 residuos de aminoacidos, con un PM tedrico
de 63 kDa. También por espectrometria de masas en tandem (MS/MS) y a partir de la
secuencia genoma del hongo Thielavia terrestris Co3Bagl se identificd el gen lacA que
codifica para la proteina TtLacA, esta cuenta con una secuencia 2, 373 pb con 4
intrones. TtLacA se conforma de 1782 pb que codifica para una proteina de 594 residuos
de aminoacidos con un peso molecular teérico y experimental de 65.3 kDa y 70 kDa
respectivamente. Este hecho implicaria que en el genoma del hongo Thielavia terrestris
Co3Bagl existe informacion para codificar, al menos, dos lacasas diferentes. Distintos
de lacasas se han caracterizado por poseer un gran nimero de intrones. EI gen pox1 de
Pleurotus ostreatus tiene una secuencia de 2592 pb, interrumpido por 19 intrones, que
codifica una proteina de 529 aa con cinco posibles sitios de glicosilacion (Giardina et al.,
1995). Una cepa nativa se ha reportado el gen lccK que consiste de 2929 pb, con 19
intrones y marco de lectura de 1599 pb que codifican una proteina de 533 aa (Okamoto
et al., 2003), El gen lccl de Trametes maxima esta conformado por 2401 pb, nueve
intrones y codifica una de proteina de 519 residuos de aminoacidos (Soto-Gutiérrez,
2009).

La secuencia de laca y lacB tienen un similitud del 100 % y 98 % respectivamente, con
una enzima multicobre oxidasa de T. terrestris NRRL8126 (UniProtKB acceso niumero
G2R0D5).Se realizé un alineamiento multiple tomando como referencia la secuencia de
aminodacidos de la proteina multicobre de T. terrestris NRRL 8126 (XP_003651936.1),
con secuencias en aminoacidos de las cuatro coincidencias principales por analisis de
identidad utilizando el Programa BLAST. Se identificaron las cuatro regiones
conservadas de unién a cobre, diez histidinas y una cisteina, que se encuentran en todas
las oxidasas de cobre azul (Claus, 2004). EI motivo His-Cys-His, implicado en la
transferencia de electrones desde el centro de cobre de T1 al centro de cobre trinuclear
T2/T3 y, a continuacion en la secuencia, aparece un residuo de isoleucina (11e485) que
también se ha descrito como en la lacasa del ascomiceto Melanocarpus albomyces como

posible ligando del sustrato (Il1e505, Hakulinen et al., 2002). Por otro lado, estas
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secuencias pueden presentar cierta homologia con lacasa de otros géneros debido a las

regiones altamente conservadas de la lacasa (Thurston, 1994).

Sirim et al., (2011), han creado una base de datos (http://www.Icced.uni-stuttgart.de) a
partir de las secuencias genéticas y estructuras de mas de 2.200 lacasas y multicobre
oxidasas y las han clasificado en 11 superfamilias y 56 familias homélogas (XII. Anexo
C.1). Atendiendo a esta clasificacion, ambas lacasas de T. terrestris Co3Bagl se situan
en el grupo B, el correspondiente a las lacasas de ascomicetos. En este mismo grupo
también estarian clasificadas las lacasas de Monocillium indicum (Thakker et al., 1992),
Chaetomium thermophilum (Chofetz et al., 1998), Mauginiella sp (Palonen et al., 2003),
Botryosphaeria rhodina (Dekker et al., 2007), Paraconiothyrium variabile (Forootanfar
et al., 2011) y Xylaria sp. (Castafio et al., 2015).
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| X. CONCLUSIONES

Este trabajo demostré que la sustitucion de glucosa/tartrato de sodio por fructosa/nitrato
de sodio, mejora la produccion de lacasa en cultivo liquido del hongo terméfilo T.
terrestris Co3Bagl. Ademas la incorporacion de cobre sobre la fase logaritmica de
crecimiento de este hongo aumentd 34 veces mas con respecto al mismo medio de

cultivo modificado (fructosa/nitrato de sodio) sin cobre.

Se purificé una lacasa (TtLacA) a partir del sobrenadante de cultivo de T. terrestris
Co3Bagl y su caracterizacion bioquimica de la enzima puso de manifiesto ser una

enzima &cida y termofilica.

TtLacA inmovilizada en perlas de alginato de cobre incrementd su estabilidad en un
amplio rango de pH y temperatura sin embargo la afinidad por el sustrato ABTS y

velocidad maxima se vieron disminuidad, con respecto a la enzima libre.

La TtLacA libre e inmovilizada, no es capaz de oxidar por si misma alcohol veratrilico
(compuesto no-fendlico), a veratraldehido, pero si en presencia de ABTS como

mediador de la reaccion enzimatica.

T. terrestris Co3Bagl produce al menos dos lacasas lacA y lacB, bajo las condiciones

de cultivo modificadas.

El analisis de la secuencia de las lacasas lacA reveldo la presencia de motivos
caracteristicos de las oxidasas multicobre, entre los que cabe destacar las cuatro regiones
de unidn de los &tomos de cobre Este analisis revel6 asimismo la presencia de un residuo
de cisteina en la secuencia de aminoacidos de TtLacA, que la reconoce como una lacasa

azul “verdadera”.
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X. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

En este trabajo demostramos que la produccion de lacasa de T. terrestris Co3Bagl en
medio de cultivo liquido se vio favorecida por la sustitucién de fuentes de carbono y
nitrogeno, y la incorporacion de cobre como inductor sin embargo, tanto la biomasa
como la produccion de lacasa aun es baja, por lo tanto es necesario continuar con el
objetivo de expresar la lacasa en un sistema heter6logo que pueda producir a la enzima
en mayor proporcion. Actualmente contamos con clonas de A. niger, aunque ya se ha
corroborado que su transformacion fue exitosa, ain no se ha detectado actividad de
lacasa tanto en medio s6lido como liquido, por ello se propone cambiar el medio de

cultivo (medio minimo) a un medio enriquecido que beneficie la produccién de lacasa.

Ademas quedd pendiente ensayos de PCR en tiempo real. Ya contamos con
oligonucledtidos directos y reversos disefiados a partir de alineamientos multiples con
otras secuencias de lacasa de hongos, para identificar los genes codificantes para lacasa

que son expresados bajo las condiciones de cultivo modificadas en este trabajo.

También se realizaron solo las pruebas iniciales de inmovilizacion de TtLacA bajo un
sistema lacasa-mediador que puede ser completado con pruebas con otros compuestos
no necesariamente solo no fendlicos si no también fendlicos o ambos, con el fin de
reutilizar tanto a la enzima como al mediador que generalmente disminuye su costo del

proceso, proposito principal para muchas industrias.

TtLacA u otra lacasa de T. terrestris Co3Bagl podria ser utilizada de forma individual
en algun proceso biotecnoldgico por ejemplo en la biorremediacion de aguas
contaminadas de efluentes textiles o la generacion de biosensores empleando el SLM,
Ademas, podria ser utilizada en conjunto con otras enzimas que se tiene en el grupo de
trabajo, laboratorio 51 de ingenieria de proteinas (xilanasas y celulasas), y analizar si

existe un efecto sinérgico de las mezclas de enzimas en la degradacion de algun sustrato.
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X1.ANEXOS

XII. Anexo A.1 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry (1951)

Reactivos Volumen Reactivos Volumen

Reactivo A Reactivo C

CuSO, 05¢9 Reactivo A 1mL

Citrato de sodio 109 Reactivo B 50 mL

Reactivo B Reactivo D

Na,CO3 29 . ] 1:1
Reactivo de Follin/H,O

NaOH 049

XI1. Anexo A.2 Electroforesis SDS-PAGE 10 %

Gel Concentrador

Reactivos Volumen (2 gel)
H,Odd 2.4 mL
Monémero acrilamida y Bis- 0.6 mL
Acrilamida (30:80)

Amortiguador concentrador 1.0mL
SDS 10 % 0.04 mL
PSA 25 L
TEMED 10 pL

Amortiguadores para

Reactivos

Amortiguador para gel

separador

Gel separador
Reactivos

H,Od

Monémero acrilamida y Bis-
Acrilamida (30:80)
Amortiguador de separacion
SDS 10 %

PSA

TEMED

Volumen (2 gel)

4.1 mL
3.3mL

2.5mL
0.1 mL
50 pL
10 pL

Tris
H20 dd

Ajustar a pH 8.8 con HCI

Aforar con H,O dd

Amortiguador para gel

concentrador

Tris
H20 dd

Ajustar a pH 6.8 con HCI

Aforar con H,O dd

SDS-PAGE
Volumen
1.5 M Tris-HCl,
pH 8.8
3.6¢g
150 mL

hasta 200 mL

0.5 Tris-HCI, pH
6.8

3.0¢g
40 mL

hasta 50 mL
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Amortiguador de carga para
proteina

Reactivos
glicerol
[B-mercaptoetanol
SDS

Tris

Azul de bromofenol

Volumen

20 %
10 %
4.6 %
0.125 mM
0.02 %

Amortiguador de corrida

Reactivos Volumen
Tris-glicina pH 8.0 0.25 mM
SDS 0.1 (p/v)

Los zimogramas fueron preparados siguiendo la misma metodologia, excluyendo el SDS

y B-mercaptoetanol de todas las soluciones.

XI1. Anexo A.3 Soluciones para la extraccion de ADN genomico

Reactivos Concentracion
Amortiguador TE

Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA 1mM
Amortiguador de extraccion

Tris-HCI pH 8.5 200 mM
NaCl 250 mM
EDTA 25 mM
SDS 0.5%

XI1. Anexo A.4 Condiciones de PCR Quiagen (Cat No./1D:202602)

PCR de acuerdo al
protocolo Quiagen

Mezcla de reaccion

Volumen (ul)

Amortiguador

Primer A
Primer B

DNA genémico
Taq pol

H20

Total
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XI1. Anexo B.1 Secuencia de la multicobre oxidasa de T. terrestris Co3Bagl

atgggoctitttgogoggoctgotogagagogtotoogagaccctogagotgttotacaca
H ¢ L L R 66 L L BE 353 Vv 53 E T L EIL F ¥ T

gogacggetacgotgacccaggagageaccaacgggotttogotottggggact.ctattg
A T A T L T g E 353 T N 66 L 353 L L G T L L
gooogogtoctgococttttoctqacasatast cogottooogatggat ttocatgagage
A R ¥V L. P L F L. T NN PILUPDGUF P HWH G
totttatotgacaccaacaccaatcogtatgtogactacootoggacoggogtggttogg
3 L 8 b TN TN NUPFPFY ¥V D Y¥Y P RTG V V R
tactatgacttcacggtoagoogogggatcatogogoccgacgggtaccaacgggacgtt
¥ ¥ b F T ¥ 38 R G I I A FP D G ¥ @Q R D V¥
ctocttgtoaacggogoctat coogqtoccctcat cqaqaogaactgaaagogacacgatt
L L ¥ N ¢ A ¥ P & P L T E A N W G D T I
gtogtgactgtgoacaacascatcagoancoccguagacggeactaceat coactggonc
¥y ¥V T ¥V H N N T 5 N P ED G T T I HW H
ggtttoccttcaacgtgagactcottgggotgacggggogecggggatctoacagtgtoce
¢ F L Q R E T P W A D G A P G I 8535 g C P
atoccogoocogggageagotacacctacgagt togt tqocagt ottt tggeaccagt tgg
I P P G 8 8 ¥ T Y K F VA 383 L F G T 8 W
tatcatgoccactactoggoacagtacgotgggagatgtogtogggoccattgtogtttac
¥ H A H ¥ 383 A Qg ¥ A G G V V G P I V V ¥
qgococgacacatgocaagtacgatgbogacottggtcogat catgotgagogat tggtac
¢ P T H A K ¥ D V D L G F I H L 58 D W ¥
cacagagagtacttogacat tgtcaagqagotgotat cbocaaatgooagooogagaatg
H R E Y¥Y F DI V KETILTILS P NAZS PR V
ctgtoggacaacaacoctgatogacggeaagatgaactbtgactgotogacagttgococt
L 3 bD N N L I D &G K MNUF D OC 3 T VAP
qgagacaacaccccgtgoacogatagagoecggtat cbogasgttoaagtttoagacggge
¢ DN T P T DRA G I 58 K F K F QT &G
asgacqeacogoctqogtotgat casttogggogeegacqggtgtocascqot totogato
K THRILRTILTIWNZSB G A DGV @QRF B T
gaccaatacacloigaclgtcatogoggaagactiigigoooqlgasg coqlacascacs
n g H T L TV I A EDF V¥V P ¥V K P ¥ N T
acgggglcacciiggqqgtogglcagoqoacoqacgigoliglcacqggocaacqgobqqoe
T v v T L 6 Vv &G Q K T D V¥V L Vv T A N A &
cogooogat tototgtiitggatgogat ocaacotgacgac ol ogooog oy o cag
F FP D 3 L F W M K 3 N L T T C &3 F A R Q
cocaacqootbggoggooglotactacqgacaasagoogacactboggocacgoogbooage
P N A L A A Y ¥ ¥ D K ADTT § A T P 5 5
agaccolgggatgttooqgat coaggaacobgogecaacqacoagotogacatoboggag
R F W D ¥ P D F & T € A N D F L I I 5§ E
cogotgtatcogatacogtigoocaagooogocat tacccagaccatggatatogagota
F L ¥ F 1 P L P K F A 1 T @ T M D I K L
tlcaagaacgottogaatglgacgotttggaagticaacggogtgtccatgagaactgac
F K N A 5 N vV T L W K F NG V¥ 5 H R T D
tacaatagqoooqgltgatcobgotigocaaccagggoaact ttagoctaccogoctgaatgg
Y N 3 P ¥V I L L A N Q G N F 3 ¥ F FP E W
aacgtggtgasctaccascagacaacggogat cogoeat cat catoascastasaqaaooc
N Vv ¥v N ¥ Q Q@ T T A I E I I I N N K G F
ggocctoaccogatgoatctocoatgggoacaacttictacattotgoatgaaggoooogge
G P H P MHUL HHG HN F ¥ I L HEGUP G
gaatgggacqggaccatogttoggoogtcasaccegatgoggogggacgtggaactogtg
E W D G T I ¥v R F 8 N FHMHRIRKDV EL V¥V
cgoggoeaacggtcatcttgtgatacagt togacggogoococtggogtotgggot bt ocac
R G N G H L Vv I @ F I G A F G V W A F H
tgocacatogootggoattoctogggoggotboctggoatogottctogttoagocacac
¢ H I A W HUS 8 G G F L A 535 L L V QF H
aaggtgcagcagatgoaccttoctggogatgtogagoagaactgoogagoctgggactta
K v g g M H L F G D VY E g N C R A W D L
tggacgasgoacascgttgtogaccagat tgacagoggoacatas

W T K H N Vv Vv b g I D 38 G T

Secuencia en nucleotidos de 1785 pb y 594 aa, contiene siete posibles sitios de N-

glicosilacion (Asn-X-Ser-Thr, subrayado) y cuatro sitios de union a cobre (azul).
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XI1. Anexo B.2 Perlas de alginato de cobre

XI11. Anexo B.3 Curva estandar de concentracion de veratraldehido.

Absorbancia (310nm)

15

1.25 -

0.75 1

y=0.762x+ 0.0570
0.5 R2=0.991
025
0 T T T T
o 05 1 15
veratraldehido {mM)
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XIl. Anexo B.4 Alineamiento multiple de secuencias de diferentes lacasas,

comparadas con lac de T terrestris Co3Bagl

G2QT78 G2QTI8_THITE
GIMVPO GOMYPO_HYPVG
GINKLE G9NKL8 HYPAI
HIUZGS HIUZGS_COLMI
174217 17A217_9PE21
WILZOS WILZOS_FUSOX

62QTI8 G2QTI8_THITE
GIMYPD GIMYPO_HYPVG
GONKLS GONKLE_HYPAI
H1UZGS MIUZGS_COLMI
I7AZ17 I7AZ17_9PEZL
WOLZOS WILZOS_FUSOX

G2QTI8 G2QTI8_THITE
GIMYPO GIMYPO_HYPVG
GINKLE GONKLE HYPAI
HIUZGS H1UZGS_COLHI
17AZ17 17A217_9PEZI
WOLZOS WOLZOS_FUSOX

G2QTI8 G2QTI8_THITE
GAMYPO GOMYPO_HYPVG
GINKLS GONKLS_MYPAI
HIUZGS HWIUZGS_COLHI
I7AZ17 17AZ17 9SPEZ2>
WILZOS WOLZOS_FUSOX

G2QTI8 G2QTI8_THITE
GIMYPD GIMYPQ_HYPVG
GINKLE GONKLB_HYPAI
H1UZGS M1UZGS_COLMI

7AZ17 17AZ17_9PEZI
WILZOS WILZOS_FUSOX

G2QTI8 G2QTI8_THITE
GOMYPO GOMYPO_MYPVG
GINKLE GONKLE_HYPAI
HIUZGS HIUZGS_COLHI
174217 17AZ17_9PEZI
WOLZOS WILZOS_FUSOX

G2QTI8 G2QTI8_THITE
GHMYPD GOMYPO_HYPVG
GONKLE GINKLS_MYPAI
H1UZGS H1UZGS_COLMI
17A717 17A217_9PEZI
WILZOS WILZOS_FUSOX

G2QT18 G2QTI8_THITE
GIMYPO GOMYPO_MYPVG
GINKLE GONKLS_HYPAI
H1UZGS H1UZGS_COLMI
17A217 17AZ17_9SPEIL
WILZOS WILZOS_FUSOX

62QT38 G2QTI8_THITE
GIMYPD GOMYPO_MYPVG
GINKLS GONKLE_HYPAI
H1UZGS H1UZGS_COLHI
174217 17A217"9PE21
WILZOS WOLZOS_FUSOX

Allneamlento multlple de dlferentes secuencias de lacasas comparadas con Iac de T. terrestris Co3Bagl.

B e e e e

111
113
113
113
112
108

169
173
173
173
172
168

229
233
233
233
232
228

287
287
287
293
286
288

467
463
463
468
460
463

------- MAKARVL -VOLLAATI - -AmsprosowumnucWﬂovox
------- MIWLPLLAS - SLIFREVCAIPSFOGTVIPVLHSRSSCSGNTAT TROEWCOYDT
------- MAWPPLLVA- SLESGAVYAF PSLDKTAAPNLYPRSSCSGNTATTRNEWCOF DI
-------- MYQSLLVAGALAASVASALPSLGSLPEPKL FPRAACSGNTASTRSEHCOYSV
MIASRLPTILLPFLCGAVI ==+ == A« -~ SPESHSVNLYPRAACSGNTATTRNEWCOYST
....... MKLLQFLPAGILCLSQ- - -« - -VYARSPLHQLNRRAC SGNTAS TRSEWCOYS T

P N

sTOVYNOGP {TEIRENERN 1 TEF TAAPOGVERSVMAINGS IPGPTLFADWGD TVVVHVT
STOYYNEVPOTGVTREYWLEL TOVTVAPDGVSRSAQAINGS IPGPTLF ADWGDTVVVHVT
STOYYTEAPDTGVTREYWLELTDGTVAPDGF SRYAQALNGSIPGPTLIADWGDTVVVHUN
DTOYHTEAPDTGVTREYWLEL TOVTVAPDGVSRSAMAVNGS IPGPTLFADWGO TV TVMVT
DTOYTTEVPDTGVTKEYWLDISOVTVSPDGVSRPAMAINGT IPGPTLFADWGOTVVVHVT
DTDYSTEAVDTGVTREYHLELTOVTVAPDGY SRSAMAVNGT IPGPTLFADWGDTVVIKVT

e LA L L L PP TEE S L L B e

NSV - PGNGT STHFHGIRQNY TNPNDGVSST TQCPVPPGSSITY TWKAT)
NTLSTSSNGTSLHFHGIRQNF TNQNDGWSI TQCPTPPGSS ITY THRAT F
NALSTSTNGT SLHFMGIRQNY TNQNOGVWST TQCPTPPGSSITY THKATQYGT TWYHSHE
NSLTSSNNGTSIHFHGIRQNY TNQNOGVSST TQCPTAPGOSITY TWKALQYGS TWYHSHE
NSMT TSNNGTSIHFHGIRQNY TNENDGVWSI TQCPTAPGOTRTY TWRATQYGT TWYHSHF
HSLSTSLNGT SHHWHGIRQNY TNQYDGYSS X TQCPLAVGESVTY TWKATQYGS THYNSH

D e 1 WesELe sen.enenne,

GLQVYNGVFGGIVINGPASANYDEDLGVLF L SDWTHESADNLFTEAQLTGPPTQONGL IN
ALQAWEGVFGGITINGPSSANYDEDLGVME LNDWSHQTVOELYESAETSGPPTLTTGLIN
GLQAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGVLFLNOWSHQTADELYASAETNGPPTLTTGLIN
ALQAWQGIFGGIVINGPATANYDEDLGMLF LNDHDHQTVDELYSTAETSGPPTLOTGLIN
ALQAWEGVAGAI 1 INGPATANYDEDVGTILISDWSHQTVDQLWTQAQL TGPPVMONGLLN
ALQANQGIFGGI!IHO?»\TADVDEDLGP'VHNWOHQTVDELYSSAETHGPPTLDNGL N

PR . e e,

GTNIYVOGOT - - TVGSRFTLSFTAGTSYRLRLINGAMOTFFESTDNHIMEY TANDLVPI

GTNVYOT v v e TGHRENTSFETEGTTYRLRLVNAATOSHFKFSIONHTMQVIAADLVPI
GTNVFDD =+ «==- AGHRFNTSFTEGKTYRLRLVNGAIDTHFKFSIDNHTMQVISSOLVPI
GTNVYGDDDSSSQTGYRYNVTWTSGTSYRMRLVNAAVOTHWKF SIONHTMQVIASDLVPI
GTNVYDOD » ==~~~ GGSRLQLSFTSGTSYRIRLINAAIOTLFKFTIONHTMQVIATOLVPI

GTNVYGDDDSSSQTGTRFNVSFESGTSYRMRLYNAAVOTHWKFSIONHTLTVIAADLVPI

QPFNTTVLS 161 [ORYOVIIRAC0 wvm«mmqurscssmmwom
TPENTSILSTGHGRRYOVI 1 TANQSSVAENFMRATPQSACSSND - NSDD)

IPYNTSVLDTAIGQRYDVIITANQSSVADNEWMRATPQSAC SSNN-NLODIRGIVYYGSS
TPYDATVLOIGHGQRYDI IVT ADQADTADTFWIRAIPQAAC SOND - STONIKGIISYTGT
QPYEATIINIGIGQRYDIVVTADQASTADSFWHRAIPQSACSEND- SQDNIKGITSYTDS
EPPETTVLOLGHGQRYDTIVIADQAOVADHE WHRATPQRACSOND- STONIKGIVY Y605

...... AL LR LT L P L . Cikna,
...... vied H . . . H B v e '

PSTPOTTGYNPTOSCODMSSTOLVPYVSKTVASTAAWT EDEPVT IGAAPTNANYLWWYWN
ASTPETTGYSYIOSCADEDTSNLVPYVSKTVSS -QTETEDESVTVOK - - NSNNLFKWYLN
AGTPTTTGYSYTONCVDEDASNLVPYVSKTVSS -QTTTVGEAVTVSK « « NSNNLFKWFLN
MTTPTTTGYSFTDSCODE - TONLVPYVSKTVSD - ANWDELESATVGK - -NTAGLFKWYLN
ASTPETTGYDYEDSCEDE - SVNIVPYMSKTVGS - TOSITOEVAGY-T- - TINGLFRWTLN
PGTPSTTAYDYTOGCOOE - TDHIVPV!SXTVEO NM(DLETA?VGK ~NTAGLFKWMLN

e s e ¥ eolw PaenE deas 0@

osuonswsvwnquvoowmmssmmvnAozwwm:mnenon
STTMWOWENPTVLQVYDGATAFNTSNAVISLPDAGQWVYT : IMLHGFDF
STTMVVOWEDPTLLQVYRGAT TENTSNAVISLPNANEWVYVVIS TVIAVPHPVHLHGF OF
STSMLVDWANPTLEAIVNGTTSWOTEEAVIELSEADQWVYFVIETTLAVPHPIHLHGHDF
STSMLVOWANPTLLQVMDEVK EFEVDDSVLELSEANVIVWYLVIE TSLAVPHP THLHGHOF
sw\womvmLAQVLvaDFtTDOAvxELsmoqufwemwvvnmwenor

FVLAQGTGTFDSSSVALNLONPVRROVAMLAAQGYLVIAFQTONPGAY E
YILAQGTGTYSO - SVTLNMONPPRROVAMLPASGYIVLAFE TONPGAW LY wH | SE
YVLAQGTGTYSD - SVTLNTONPPRROVAMLPASGYLVLAF E TONPGAWLMHCHIGWHT SE
FVLAQGTGTYSSTSVTLNTANPPRROTAMLPASGY L VMAWE TDNPGAWLMHCHIGWHT SE
FVLAQATGTYDS - SVALNLNNPPRROTALLYPSGYLVIAFE SONPOVWLMHCHIGWHT SQ
FILAQGTGTYSS - SITLNTDHPPRRDTA"LPANGVLV!AWETDNPGVWLCHCMIG WHTSE

Oligonucledtidos: directos (sombreado verde) y reversos (sombreado rojo)
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XIl. Anexo C.1 Distribucion de las oxidasas multicobre en familias segun la base de
datos LccED (Laccase Engineering Database). Tomado de Sirim et al. (2011).

Familias

Superfamilia Proteinas  Estructuras

homdlogas

A (Lacasas de bas:idiomucetos) 4 201 13
B (Lacasas de asconucetos) 6 421 6
C (Lacasas de insectos) 3 168 0
D (MCOs pigmentos fiingicos) 4 55 0
E (Ferroxidasas fiingicas) 6 117 6
F (AOs de plantas v hongos) 6 137 8
G (Lacasas de plantas) 5 333 0
H (Proteinas CopA de bactenas) 6 383 0
I (Bilirmibin oxidasas de bactenas) 5 149 24
J (Proteinas CueO de bactenas) 5 310 11
K (Homdélogos SLAC) | 18 3

Simbolos: AO: ascorbato oxidasa; MCO: oxidasa multicobre
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