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RESUMEN

Trametes (Cerrena) maxim@Ul es un basidiomiceto nativo con alta capacidad
degradar colorantes sintéticos modeloceitivos sélidos y sumergias asociada a la
produccion de lacasaextracelulares En el presente trabajo se llevd a cabo la
purificacion y caracterizacion de las lacasas producidas por unanedpa deT.

maxina. Asi como la evaluacion de su capacidad para decolorar coloratiiles tPara

ello, las enzimas se purificaron a partir de cultivos inducido$.daaxima utilizando
columnas DEAESepharose y Sephadex2B0. El analisis de componentes se realiz6

por SDSPAGE y Western blot. La secuenciacion parcial se llevdo a cabd @er
MS/MS. La caracterizacion bioquimica KVmax Y Kcar, €specificidad de sustratos e
inhibidores, talla molecular, grado de glicosilacion y pl) y operativa (actividad y
estabilidad a pH, temperatura) de la Lacasa se realiz6 por métodos convencionales
(espectrofotometria, cromatografia y electroforesis). La capacidad de degradar
colorantes textiles se evalué por espectrofotometria. Finalmeat@btsivo una
preparacion con dos bandas de actividad lacasa, de 71 y 62 kDa que solo son separadas
por electrofoesis. El tratamiento coendoglicosidasa Pprodujo una sola banda de
61kDa sugiriendo que se trata de dos glicoformas. Estas dan reaccion positiva con
anticuerpos AntLac62, en Western Blot y el andlisis por-MS/MS revel6 los mismos
péptidos en ambasracciones de lacasa. Las proteinas muestran niveles altos de
homologia en el extremo amino con lacasas.deersicolor(100%),T. trogii y Cerrena
maxima(91%), mientras que algunas secuencias internas corresponden a la lacasa de
hirsuta, acorde con laercania filogenética de los grupos. En general, las enzimas tienen
propiedades bioquimicas y operativas similares a las reportadas para otras lacasas de
basidiomicetos. La capacidad de degradacidon de los colorantes, es variable y limitada
por la solubildad. Sin embargo la mezcla (450 ppm) de nueve colorantes textiles de
amplia aplicacion es eficientemente degradada (67%) con 10 unidades de lacasa.



ABSTRACT

T maximais a native basidiomycete with a great ability to degrade neyadietic dyes

in plate and submerged cultures associated to the production of extracellular laccases. In
this work we report the partial purification and characterization of the laccases produced
by a northeast Mexico native strainaf maximaand the resust of the evaluation of its
capability to degrade textile dyes. The enzymes were purified from culturds of
maximagrown in the presence of inductors using DE/Aepharos@and Sephadex &

200 columns. The component analysis was accomplished by andWestern

blot and the partial sequence hZ-MS/MS. The biochemical(Kny, Vmax and Kea,
substrate specificitybehavior withinhibitors molecular mass, degree gifycosilation

and pl) and operative (pH and temperature optima and stalshigracterizatio of
laccase were obtained by conventional methods (spectrophotometry, chromatography
and electrophoresis) and the ability to degrade textile dyes was evaluated by
spectrophotometry. At the end we obtaireedoncentrate which showed two bands of
laccase datvity with masses of 71 and 62 kDa in SIPAGE and a single band of 62

kDa after a treatment with-&hdoglycosidase. This indicates they are two different
glycoforms. These glycoforms gave a positive reaction with-Bati62 antibodies in
Western blot antheir analysis by C-MS/MS revealed the same peptsijuence. The
amino terminal end of the proteins is very similar to thaf ofrersicolor(100%), T.

trogii and Cerrena maximgboth 91%) while some internal sequences are homologous
to T. hirsutalaccae according to the filogenetic closeness of groups. In general, the
enzymes have biochemical and operative properties similar to those reported for other
basidiomycete laccases. The capacity to degrade textile dyes varied individually and was
limited by their solubility, however a mixture of nine of the most commonly used in this
industry, at a concentration of 450 ppm, was efficiently degraded (6724) hwith 10

Ul of laccase.



1. INTRODUCCION

Los hongos causantes de la pudricion blasma los Unicos organismos reconocidos

como degradadores de lignina, gracias a su sistema extracelular de Lacasa, Lignina y
Manganeso Peroxidasas. Inicialmente, se asociaba esta capacidad a las actividades de las
peroxidasas debido a su potencial Redox alés que les permite actuar sobre los
enlaces no fendlicos de la lignina; dejando la participacion de la lacasa en un plano
secundario. Sin embargo en afios recientes, se ha observado que la lacasa es la mas
ubicua y que algunos hongos producen lacasadtdgotencial Redox, ademas se ha
descrito un sistema de medidores de bajo peso molecular que amplia el rango de
compuestos susceptibles a la degradacion de lacasa. Gracias ha esto, ha aumentado la
prospeccion en busca de nuevas lacasas con diferenpésdaies a las ya reportadas,

que se puedan aplicar a diferentes procesos de importancia econémica y remediacion. En
general, las lacasas se describen como glicoproteinas muy activas en el rango acido de
pH y termotolerantes. En el presente trabajo, sefigaron y caracterizaron
parcialmente las glicoformas de lacasas de una cepa natiVaadetes (Cerrena)
maximaCUL. La purificacion se llevé a cabo por cromatografia de intercambio iénico y
exclusién molecular. El andlisis de componentes se realizame®&DSPAGE, donde

se revelaron dos bandas de actividad lacasa denominadas Lac 71 y Lac 62 por su peso
molecular relativo, que al ser tratada con endoglicosidasa F migran como una sola banda
de 60.7 KDa sugiriendo que se tratan de glicoformas. En WeBkaetr con AntiLac 62

ambas bandas dieron reaccion positiva, mientras que el analisis pMSIMS

confirmé que las dos fracciones corresponden a la misma cadena peptidica, reiterando la
presencia de glicoformas. La secuencia del extremo amino terménid00% homologa

a la deT. verscolor y 91% a la deT. trogii y Cerrena maximaen tanto que las
secuencias de los péptidos internos son 100% homdélogas & lardeima Como parte

de su caracterizacion bioquimica, se estimo su talla molecular por ne@iogel P

100 61.7 kDa) y Sephacryl 200 632 kDa), asi como spl (4.38) ya que migran

como una sola fraccion cromatografica. El grado de glicosilacion para Lac 70K es
14.6% y 1.7% para Lac 60K. Su espectro de absorcion es el tipico de las ladasas azu

con un pico de absorcion alrededor de 610 y un hombro a 330 nm, correspondientes a



los centros de cobre tipo | y Ill, respectivamente. Tiene un valor,d#ek0 y 74uM

para siringaldazina y DMP, mientras que elpara cada uno es de 55 y 3%, s
respectivamente. Como se ha reportado para otras lacasas, es totalmente inhibida por la
azida de sodio (0.1 mM) y el fluoruro de sodio (5m M). Con respecto a la
caracterizacion de sus propiedades operativas, se determiné el pH sobre algunos
sustratos tipias como son el ABTS (3.5), DMP (3.5) y la siringaldazina (4.5), asi como

un par reportado especifico de peroxidasas, MBTH+DMAH (4.5). Conservo el 100% de
su actividad a pH 6.0 por 24 h. La temperatura Optima es 50°C, a la cual es estable por 5
horas, consrvando el 82% de su actividad. Por otro ladogdpacidad de degradacion

de los colorantes, fue variable y limitada por la solubilidad. Sin embargo la mezcla (450
ppm) de nueve colorantes textiles de alta demanda es eficientemente degradada (67%)
con 10unidades de lacasa en 24 h.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION E
IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Los colorantes sintéticos son compuestos muy demandados a nivel industrial,
consecuentemente son generados gramalémenes de efluentes impactados con color,

los cuales ademas de afectar los cuerpos de aguas, resultan téxicos para los organismos
presentes en éstos. Sin embargo nuestro pais aun no cuenta con normas que regulen la

presencia de color.

Trametes (CerrenamaximaCUL es un basidiomicetecapazde degradar colorantes
sintéticos modelo en medios sélidos y sumergidos. Esta capacidad se asocié con la
produccion de lacasas al medio de cultivo. La purificaci@anacterizacion de estas

sentara las bases para aplicacion en la degradaciéon de colorantes textiles.



3. HIPOTESIS.

La purificacion y caracterizaciébioquimica y funcional de las lacasas derametes
maximaCU1 cimentaranlas bases para su aplicacion en la degradacion de colorantes

textles.



4. OBJETIVO

4.1 Objetivo General

Llevar a cabo la purificaciéon de las lacasas producidasTponaxima asi como la

caracterizaciomioquimica y funcionafjue sustenten su aplicacién

4.2 Objetivos Especifos

1. Analizar el efecto de algunos inductores sobre la produccion de laca3as de
maxima

2. Purificary caracterizar bioquimicamente las lacasas.
Identificar y catalogar las enzimas por andlisis comparativo de las secuencias
animo terminal.

4. Evaluar la capadad de degradacion de las enzimas sobre colorantes téxtiles
vitro.



5. ANTECEDENTES

A través de la historia, el hombre ha aprovechado los recursos naturales para el
desarrollo de diversos procesos industriales que satisfagan algunaadecBsidgual
forma han utilizadoslos microorganismos en la industra@imentariacomo en la

guimica.Un ejemplo de ello es la produccion de antibiéticos por hongos y bacterias.

La industria textil no es la excepcidn, ya que para el tratamigde los diientes que
genera los mébdos fisicoquimicos que utilizaon complementados con procesos
bioldgicos. En el caso de la degradacion de los colorantes sintéticos, como una
alternativa eficiente y barata ha sido explorado el uso de los hongos de la pudricién

blanca de la madera.

El uso de los basidiomicetos de la pudricion en la degradacion de colorantes sintéticos es
atribuido a su sistema extracelular de enzimas oxidativas. Una de ellas es la lacasa, la
cual se encuentra ampliamenistribuidaen estos dngos y en algunos casos se reporta
como la Unica enzima ligninolitica (Eggettal.,1996).

La lacasa es una de las enzimas mas estudiadas y mejor conocidas en cuanto a sus
caracteristicas operativas y cataliticas, aun cuando su participacién eratlzadggm de

la lignina no es del todo clara. En las siguientes secciones se expondra a detalle la
informacion concerniente a su estructura, sus genes, induow@anismo de reaccipn

importancia biologica y su aplicacidon en la degradacion de colorant&sces.

Capitulo I. Lacasa

5.1. Generalidades

La lacasa(benzenediol:oxigeno oxidoreductasa E.C. 1.10.3.2) es un miembro de la

pequefia familia de las multicupro oxidasaue descubierta en 1888oshida H) en el

arbol japonés de la lacRhus verrtifera, lo que la hace una de las enzimas mas viejas



descritas. A la fecha es una das|enzimas mejorcaracterizadas operativa y
fisicoquimicamente. En la naturaleza, se encuentra ampliamente distrifuigae se
ha detectado en plantas superiores (DC&&ricksson 1994; Gregory & Bendalll966,
Huttermanet al.,2001) en hongos de la pudricidon blanca de la madecarhidt, 2005
en algunos ascomicetos (Froehewal.,1974) y en algunas bacterias coAmospirillum
lipoferum(Givaudaret al.,1993) oStreptomycespp

Forma parte del sistema extracelular de los basidiomicetos causantes de la pudricion
blanca, implicado en la degradacion de la madera. Aun cuando no esta claro su actividad
en la ligninolisis, se ha aprovechado su inespecificidad deasu®n la oxidacién y
degradacion de compuestos xenobiodticos. Dentro de estos se encuentran los
hidrocarburos arométicos policiclicos, herbicidas (atrazina), pesticidas (DPT),
colorantes sintéticos, entre otro€ncontrando ademas mdultiples aplicac®ne
biotecnoldgicas y que incluyerestabilizacion del vino, conversion enzimatica de
intermediarios quimicos y en el desarrollo de andlisis para la cuantificacién de fenoles
(Duran & Esposito, 2000; Minusst al.,2002; Gomes & Rebel@003) entre otros

Los hongos més estudiados en este sentido Tsametes versicololy Pleurotus
ostreatus sin embargo a nivel mundial se ha retomado el interés por encontrar nuevas
lacasas que tengan cualidades cataliticas y operativas que les permitan ser utilizadas en

diversos procesos biotecnoldgicos.

A la fechaestd bien establecidjue las tipicas lacasflingicas son glicoproteinas, con
tres centros de cobre, con tallas moleculares que van de 45 a 110 KDa dependiendo del
hongo y del grado de glicosidacion. Llevarcabo la reduccion de dos moléculas de

oxigeno a una de agua, tienen pH 6ptimos &cidos y son termotolerantes.

En general, han sido objeto de estudios de purificacion, caracterizacion, prospeccion y

aplicacion como se detalla en las siguientes secciones.



5.2. Estudios de purificaciéon

La purificacion de una proteina es fundamental para su caracterizacion, por tal razén se
han desarrollado diversos métodos de separacion en base a leslgolep de peso

molecular, carggpunto isoeléctrico, entre otras

Para la caracterizacion bioquimica y molecular dadasa se ha recurrido ha métodos

y protocolos para la purificacion de la enzima como se ha reportado en diversos trabajos.
En la gran mayoria de estos, los métodos mas utilizados han sido e@nierednico y

la exclusion molecular (Tabla I). En algunos de edtabajosse ha reportado la
presencia de un pigmento que interfiere con la cuantificacion de las unidades presentes

en los extractos crudos y su dificultad para ser removido.

Por otro &do, aln cuando se han reportado comportamientos atipicos en las separaciones
de glicoproteinas (Sviridost al.,2006), en ninguno de los trabajos referidos se hace una
mencion aceea de esto. Lo que sugiere das consideraciones mas importantes para la
purificacion de las lacasa es la remocion del color. Para el intercambio i6nico, el
intercambiador méas utilizado es DEAE, no hay una solucion amortiguadora o un
gradiente especifico para la separacion dadasa De igual manera, para la filtracion

en l, se utilizan diversos materiales y el tamafio de exclusion incluye 75, 100 y 200
kDa.

De forma general, en la mayor parte de llsasa que han sido purificadas, sélo
recurren a dos pasos cromatograficos, alternados con métodos de ultrafiltracigm para
concentracion. Comunmente, la actividad es seguida con cursos temporales utilizando

como sustratos ABTS y DMP. Una vez pura la Lacasa se prosigue a su caracterizacion.



Tabla I. Métodos convencionales en la purificaciotadasa.

Métodos de Purificaciéon

Hongo Referencia
Intercambio Filtracion
- Otro
I6nico en Gel
Rigidoporus lignosus DE-52 Sephadex &5 HA Cellulose  Geigeret al.,1986
Phellinus noxius DE-52 Sephadex &5 HA Cellulose  Geigeret al.,1986
Pycnoporus coccineus DEAE-Celulose HA Odaetal., 1991
PM1 (CECT 2971) Mono Q Sphe”y' Coll et al., 1993
uperose
L . Acel A. E Phenyl Fukoshimaet al.,
Ceriporiopsis subvermispora Superose
Mono Q . 1995
|EF preparativo
Phanerochaete flavidalba QMA Superdex 75 HR Pérezet al.,1996
Mono Q A. E. "
. . Butyl-
Pycnoporus cinnabarinus DEAD-M Sephacryl SL00 Toyopearl Eggertet al.,1996

Trametes villosa

Pleurotus ostreatus
(lacasa blanca)

Dichomitus squalens

Panaeolus sphinctrinus

Panaeolus papilionaceus

Coprinus friesii

Chaetomium thermophilium
Coriolus zonatus

Marasmius puercophulus

P. cynnabariuss3

Ganoderma lucidum

Phellinus ribis

Marasmius quercophilus

Cerrena unicolor

Basidiomicete C30

Q-sepharose
DEAE-Sepharose
Mono S
Mono Q

DEAE-Sepharose
Mono Q

Q-Sepharose
Bio scaleQ2

Q-Sepharose
DEAE-Sepharose

Q-Sepharose
DEAE-Sepharose

DEAE-Sephacel
DEAE-Toyopearl

Q-Sepharose

Mono Q

\%

Resource Q
Mono Q

DEAE-Sephacel
CM- Sepharose

DEAE-Sepharose

Superdex 75 HR

Sephadex G25

Sephacryl 200

Sephacryl SL00

Sephacry HR 100

Concanavalina
A

Chelatin
Sephael

PAGE
preparativa
Phenyl
Sepharose

Yaver et al.,1996

Palmieriet al., 1997

Périé et al.,1998

Heinzkill et al., 1998

Heinzkill et al., 1998

Heinzkill et al., 1998

Chefetz et al., 1998

Koroljova et al.,
1999

Dedeyanet al.,2000

Otterbeinet al.,2000
Ku et al.,20001

Min et al.,2001

Farnetet al., 2002

Kim et al.,2002

Klonowska et al.,
2002




Trametes spAH28-2

Volvariella volvacea

Daedalea quercina

Basidiomicetano identificado

Trametes versicolor

Trametes trogii

Cerrena unicolorl37

Pleurotus ostreatus
(cuerpo fructifero)

Perennipora tephropora

Cerrena maxima

DEAE-Sepharose
Mono Q

DEAE-Sepharose

DEAE-Sepharose
Mono Q

Super Q

DEAE-Sepharose

Hitrap Q
Mono Q

Mono Q

DEAE-Cellulose
Q-Sepharose
CM- Cellulose

\%

DEAE-Cellulose
DEAE-toyopearl

Superdex 200

Sephacryl S100

Superdex 75 HR

Superdex @00

Superdex 75

Superdex 75

\Y

Superdex 200
(HPLC)

Phenyl
Sepharose

Xiao et al.,003

Chen et al.,2004

Baldrian 2005

Jordanet al.,2004

Hanet al.,2005

ZouariMechichi et
al., 2006

Michniewicz et al.,
2006

Wang et al.,2006

Younes et al., 2006

Lyashenet al.,2006

v No especifican la matriz de la cromatografia

5.3. Estructura

La gran mayoria de las lacasas fungicas glmoproteinas monomeéricas, cuyas wlla

moleculares oscilan entre 45 y 100 kagcual entre el 10 y 45% corresponden a la

porcion de carbohidratos. El contenido de residuos de aminoacidos es alrededor de 500 y

dependiendo del hongo, se pueden preseistaEormas (Yaropolovet al., 1994).

Generalmente, los aminoacidos se distribuyen en tres dominios b@rtik®structura

es estabilizada por dos puentes disulfuros, el primero se forma entre la Cys 88y Cys

(o 488 dependiendo del organismo) asegimagl dminio 1 y 3. El segundo puents
formado por la Cys 117 y Cys 205 y estabiliza el dominio 1 y 2 (Piaettek, 2002,
Hakulinenet al.,2002; Ferraronet al.,2005, Ferraronet al.,2007).



Con respecto a la composicion de aminoacidos, &abla Il se presenta el contenido de
aminoacidos de€oriolus hirsuta el cual es uno de los degradadores mas eficientes de
madera. Su secuencia amino terminal mostrO reemplazos conservados reportados

también para otras lacasas (Koroljeédkorobogat kaetal., 1998).

Tabla Il. Composicién de aminoacidos déaleasade Coriolus hirsuta

Aminodcido  NUTETO 08 TESAUOS pociqy  Nimero de fesiduos
Asx 46 lle 22

Thr 30 Leu 26

Ser 31 Tyr 15

GlIx 31 Phe 28

Gly 23 Lys 11

Ala 35 His 18

Cys 14 Arg 17

Val 28 Pro 7

Met 5

Como se menciond previamente, las tiplegasas azules tienen cuatro &tomos de cobre
distribuidos en tres centros con caracteristicas espectroméricas especificas. Ademas,
forman parte del sitio catalitiop son responsables de llevar a cabo la transferencia de

electrones.

El centro de cobre tipo | se caracteriza por una fuerte absorcion en la zonane $00
es el responsable del tipico color azul datasa Se um a la regidn peptidica a través
de wa cisteina y dos histidinas. Esta involucrado en la captura y transferencia de

electrones (Reinhammar & Malmstron, 1981).

El centro de cobre tipo Il solo exhibe su pico de absorcion en la region visible, por lo

que esinvisible para el andlisis paesonancia paramagneta de electron. Es facilmente



removido en condiciones anaerobias y en presencia de un agente reductor. Ademas de
estar implicado en la captura y transferencia de electramesviene en la union del

oxigeno asitio activo.

El cobretipo Il es un centro binario que absorbe alrededor den880Al igual que el
centro tipo Il, participa en la unién dekigeno Este centro junto al centro tipo Il
forman un grupo trinuclear (T2/T3) incrustado entre los dominios 1 y 3, los cuales
proveensus aminoacidos para su estabilizacion (Thurst®84;Pionteket al.,2002.).

En la figura 1 se muestra el arreglo de los centros de cobre.

Met
502 N%
419
N

/E\ I N H%
N

N II \\ /
N ’ \\ 15
/\\\\/ II OH \\ / \_
N 7
N TTTTTrmm e =N "Hie

~ @ N

N/ N
HOH

Figura 1. Esquema de los Centros de Cobrela figura muestra los sitios de cobre de
la lacasaCotA de Bacillus subtilisAdaptada de Enguitt al.,2003.



Por otro lado, gracias a los estudios de cristalografia ldedaa se conocen los sits
de glicosilaciones, los cuales varian taeto posiciones como en el contenido de
carbohdratos dependiendo del organismo productor. P&araversicolorse reportan
cinco sitios distintos de {glicosilaciones (Piontekt al.,2002), pard.entinus tigrinus

se reportan tres sitios (Ferrareanial.,2007), por mencionar algunos ejemplos.

Dentro de los azucares que pueden estar presentes, se encuentra la glucosa, manosa,
galactosa, mucosa, arabinosa, xilosa y hexosaminas, los cuales se unen a la cadena
peptidica mediante fdnlaces. Son responsables de la microheterogeneidad en la lacasa,
la cual es responsable de variaciones en las glicosilaciones de la enzima, produciendo
glicoformas. Se ha propuesto que su rol estructural es conferirlaGaaproteccion a

la degradacion proteolitica (Yaropoleval., 1994, Marbach & Mayer 1984).

En lafigura 2 se presenta el alineamiento de la secuencia peptidica de algunas lacasas,

los sitios de unién de los &tomos de cobre y los sitios de glicosilacion.



L edodes LaclA LLAAFL-VCLVYG-AEVI-RDTTTYGQTVSE-NLFIVNKQLAPDGFQRSTVLAGL~~~T-PS-~TGSFPGPLIS
L. edodes LaclB MLPFVELLAAEL-VCLVYG-AEVI-RDTTTYGQTVSE-NLFIVNRQLAPDGFQRSTVLAGL~—--T-BS--TGSFPGPLIS
T. versicolor Lac2 MGKFHSFV--NV-VAL-SLSL-SG-RVFGAIG-PV-T-DLTISNADVTPDGI TRAAVLAG=—————————— GVFPGPLIT

1
1
1
CECT Lacl 1  MSRFHSLL--TFIVA--SL-A-S-S-ALASIG-PV-A-DMTISNAEVSPDGFARQAVVVN-—————————— GVTPGPLVK
1
1

P. ostreatus Lac2 MFPGARIL-ATLTLAL-HL-L-HG--AHAAIG-P--AGNMY IVNEDVSPDGFARSAVVARSVPATDPTPATASIPGVLVQ

P.cinnabarinus Lccd MSRFQSLL-~SF~V-LVSL—-AAV-~—ANAATG-PV—-A-DLTLTNAAVSPDGF SREAVVVN-—-——————m GITPAPLIA
M F LL VL L IG PV I N V PDGF R AV G PGPL

L. edodes Lacl A 71  GNKGVRFNLNVTDQLTDPSMVRSTTV. ADGVAFVSQCPIAANHSFLYDFQVPDQAG

L edodes LaclB 71  GNKGVRFNLNVIDQLTDPSMVRSTTV- KTTNYADGVAFVSQCPTAANHSFLYDFQVPDOAGTEW

T. versicolor Lac2 61 GNKGDEFQINVIDNLTNETMLKSTT- GTNWADGAAFVNQCPTATGNSFLYDFTVPDQAGTEY

CECT Lacl 59 GNMGDRFQLNVIDNLTNHTMLKST-S GTNWADGPAFVNQCPVSAGHSFLYDFQVPGQAGTH

P. ostreatus Lac2 72 GNKGDNFQLNVVNQLSDTTMLK-TTS GSSWADGPAFVTQCPVASGDSFLYNFNVEDOAGTEWY

P.cinnabarinus Lcc3 59  GQKGDRFQLNVIDNLTNHTMLE-TTS GTNWADGVSFVNQCPIASGHSFLYDFQVEDQAGTEWY

GQKGD FQLNV DQLT TMLK TT IHWHG FQ GTNWADG FVNQCP A G SFLYDF VPDQAGTFWYHSHLSTQY

L. edodes LaclA 150 CDGLRGPLVIYDPQDPQAYLYDVDDETTVLTIADWTELIAAAVAP--—-ADATLINGKGR-Y--LGGPAVPLAVINVOQ
L. edodes LaclB 150 CDGLRGPLVIYDPQDPQAYLYDVDDETTVLTIADWTELIAAAVAP---{5-ADATLINGKGR-Y--LGGPAVPLAVINVQQ
T. versicolor Lac2 140  CDGLRGPLVVYDPDDPNASLYDVDDDTTVITLADW-YHTAAKLGPAFPAGPDSVLINGLGRFSGDGGGATN-LTVITVTQ
CECT Lacl 138 CDGLRGPLVVYDPHDPHKSRYDVDNDDTVITLADW-YHVAARRRSAFPLGADATLINGLGR-S—--PTTPSADLAVINVTQ
P. ostreatus Lac2 151 CDGLRGPFVVYDPSDPHLSLYDIDNADTVITLEDW-YHIVAPONAATPT-PDSTLINGKGR-Y--AGGPTSPLAIINVES
P.cinnabarinus Lee3 138 CDGLRGPFVVYDPNDPQASLYDIDNDDTVITLADW-YHVAAKLGPRFPLGADATLINGLGR-S--PGTTTADLAVIKVTQ
. CDGLRGP VVYDP DP SLYD DD TVITL DW YH AA P D TLING GR G LAVI V Q

L. edodes LaclA 223  GKRYRFRMISTACDANHNFSIDGHRLTVIEVDGENHEPATVDNIQIFPGQRYS: TQPVDNYWVRALSSSGVRISGF
L edodes LaclB 223  GKRYRFRMISIACDAMHNFSIDGHRLTVIEVDGENHEPATVDNIQIFPGQRYS! TOPVDNYWVRALSSSGVASGF
T. versicolor Lac2 218 GKRYRFRLVSISCDPNFTFSIDGHNMTIIEVDGVNHEALDVDSIQIFAGQRYSFILNANQSIDNYWIRA--IPNTGTTDT
CECT Lacl 214 GKRYRFRLVSLSCDPNHTFSIDGHNMTIIEVDSVNSQPLVVDSIQIFAAQRYSFVLNANQAVDNYWVRA--NPSFGNVGF
P. ostreatus Lac2 226 NRRYRFRLVSMSCDPNFTFSIDGHSLLVIEADAVNIVPITVDSIQIFAGQRYSFVLTANQAVDNYWIRA--NPNLGSTGF
P.cinnabarinus Leed 214 GRRYRFRLVSLSCDPNHTFSIDGHTMTVIEADSVNTQPLEVDS IQTFAAQRY SFVLDASQPVDNYWIRA--NPAFGNVGF
GRKRYRFRLVS SCDPN TFSIDGH T IE D VN PL VDSIQIFA QRYSF L A Q DNYW RA G GF

L edodes LaclA 303 WGGLNSGILRYQGAPDADPTTTNSTGVV-LTESMLHPLENPGA-PGLPFPGGADEVLNLTLGFNLPATFF~~MNDTQYIP
L edodes LaclB 303 BIGGLNSGILRYQGAPDADPTTTNSTGVV-LTESMLHPLENPGA-PGLPFPGGADEVLNLTLGFNLPATFF--MNDTQYIP
T. versicolor Lac2 296 TGGVNSAILRYDTAEDIEPTTNATTSVIPLTETDLVPLDNPAA-PGDPQVGGVDLAMSLDFSF-NGSNFF-—TINNETFVE
CECT Lacl 292  SGGINSAILRYAGAPATEPTTNQTTSVIPLNEVNLHPL-APTPVPGKAVAGGVDTP INMAFSF-NGTNFF--INGASFVE
P. ostreatus Lac2 304 VGGINSAILRYAGATEDDPTTTSSTST-PLLETNLVPLENPGA-PGPPVPGGADININLAMAF-DFTTFELTINGVPFLP

P.cinnabarinus Lcc3 292  AGGINSAILRYDGAPEVEPTTTQTTSTKPLNEADLHPL-TPMPVPGRPEAGGVDKPLNMVFNF-NGTNFF-- INNHSFVE
GG NS ILRY A PTTT TS PLE LPL P PGP GGD 5 F TFF 1IN FP

L. edodes LaclA 379  PTVPVLLQILSGAQS-PQDLLPPGSVYTLPINKTIEINFF—-GN GHS

L edodes Lac1B 379  PTVPVLLQILSGAQS-PQDLLPPGSVYTLPINKTIEINFF- GHSFDVVRSADNTT,

T. versicolor Lac2 372  PTVPVLLQILSGAQD-AASLLPNGSVYTLPSNS-IEISFPIT GHTFSVVRSAGSSTFNYANP
CECT Lacl 368 PTVPVLLQILSGAQS-AQDLLPSGSVYVLPSNASIEISFP——AT-—A-

P. ostreatus Lac2 381 PTAPVLIQILSGA-STAASLLPSGSIYELEANKVVEISMP-. ~AL-AVGG]

P.cinnabarinus Lee3 368 pSVPVLIQILSGAQA-AQDLVPDGSVYVLPSNSSIEISFP——AT——A-
PTVPVLLQILSGAQ A LLP GSVY LP N IEIS P A PG PHPFHLHGHTF VVRSA S NY NP

L. edodes LaclA 452  VSCTYVVHP-KQ--T---TIRFVTDNPGP LGLAVVMAEAPSLVK-ATDVTTAAWDELCPTYDSLTPAQ

L. edodes LaclB 452  VSCTYVVHP-KQ--T---TIRFVTDNPGP W I LGLAVVMAEAPSLVK-ATDVTTAAWDELCPIYDSLTPAQ
T versicolor Lac2 450 -VRRDTVSTGNS--GDNVTIRFTTDNPGPWFLHCHIDFEL.DAGFATVFAEDTADTASA-NPVPTAWSDLCPTYDALDSSD

CECT Lacl 442 _IFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFQTNNP HCHID AGFAVVMAEDTPDVK-AVNPVPQSWSDLCPIYDALDASD

P. ostreatus Lac2 453 -ARRDVVNTGT-GANDNVTIRFVTDNPGPWFLHCHIDWHLEGLAVVFAEDVTSI-SA-~P-PAAWDDLCPTYNALSDND

P.cinnabarinus Lee3 442 - IFRDVVSTGQP--GDNVTIRFQTNNPGP AGFAVVLAEDTPDTA-AVNPVPQSWSDLCPIYDALDPSD
RDVV TG N TIRF TDNPGPWFLHCHID HLE G AVV AED A PP WDLCPIYDAL D

L edodes LaclA 525 Le——-P-

L edodes LaclB 525

T. versicolor Lac2 526 T~————

CECT Lacl 520 Q——eme

P. ostreatus Lac2 527 KGGIVPS

P.cinnabarinus Leed 518 [

Figura 2. Comparacion de Secuerias de Algunas Lacasa®\lineamiento de las lacasas

de Lentinula eddeslLaclA, L. ecbdesLaclB, T. versicolor Lac2, CECT LaclP. ostreatus
Lac2,Pycnoporus cinabarinukcc3. Las zonas en gris corresponden a los sitios de union de los
atomos de cobre.ds posibles sitios de glicosilacion son subrayados, mientras los gaps son
representados con guiones (Zhao & KWE9D9).

5.4. Estructura déa lacas&Cerrena maxima



Gracias a los estudios de cristalografia se ha esclarecido la estructura de algsass laca
los cuales han reiterado su gran homologia. Un claro ejemplo de elltaeasade C.
maxima que al igual que la mayoria de las lasa&saun monomero de 499 aminoacidos
distribuidos en tres dominios: | (del Aall3), Il (del Aa 132309) y Il (dd Aa 310

499). El dominio | esta formado por 11 tifay una hélice, el dominio Il tiene 11 tirfs

y tres hélices, el dominio Ill consta de seis tifay seis hélices. La proteina es
estabilzada por dos puentes disulfursguadosentre las cisteinas 85y 488, y la 117 y
205. El centro de cobre de tipeesta coordinado por los residuos @3, Hys395 e

Hys 458. El grupo trinuclear de cobre esta estabilizado por ocho histidinas entre los
dominios | y Il (cuatro de cada uno). Las asparaginas 54, 217 y 436 son los sitios de
glicosilacién (Lyashenkat al, 2005). En la figura 3 se presenta la estructura de la

lacasa d€. maxima

Canal de

Figura 3. Estructura Terciaria de la Lacasa deC. maxima Adaptada de Lyashenko
et al.,2005.



5. 5 Caracterizacién molecular

En este sentidee canocenvarios genes responsables de la sintesiacdsaen algunos
hongos, como es el caso Ekeurotus ostreatusSu genpoxlque consiste de 259ib,
interrumpido por 19 intrones, codifica una proteina de 529 aa con cinco posibles sitios
de glicosilacié (Giardinaet al., 1995). Otro gen productor de lacasaRerostreatuses
poxalbel cual consiste de 1599 pb, es interrumpido por 15 intrones y codifica una
isoforma de 62 kDa con cinco sitios de glicosilacion (Giardiral.,1999). En una cepa
nativa € ha reportado el gdacK que consiste de 2929 pb, con 19 intrones y marco de
lectura de 1599 pb que codifican una proteina des&3®kamotcet al.,2003).

Para el asilado CETC20197 se reportaron tres diferentes detiksl¢c2y Icc3) que
codificanpara tres fenoloxidasas. El giecel esta formado por 2401 pb, nueve intrones

y codifica una de proteina de 519 aa con ocho sitios de glicosilacion. Ecgenenta

2351 pb, es interrumpida por nueve intrones, codifica una proteina de 520 aa con nueve
sitios de glicosilacion. El gelec3 comprende 2401 pb, presenta diez intrones, codifica
una proteinade 524 aa con cinco sitios de glicosilacion. Gracias al andlisis de
comparacion de secuencias, se catalogd este aislado como un miembro del género
Tramets ya que las secuencias de las tres enzimas son altahmmtiogas a las
lacasas de éste (Mansiral.,1997).

Asi mismo, lalacasade Lentinula edodese ha caracterizado, clonado y estudiado su
expresion diferenciada tanto en distintos medios dévesltomo en diferentes etapas
del desarrollo. El getacl codifica un péptido de 526 aa interrumpido por 13 intrones.
El genlac2 mostr6 las mismas caracteristicas, sin embargo difieren en 95 nuclédtidos
cual es reflejado en nuevenmoacidos que sonifdrentes entre las dos isofsas de
lacasa. En lo referentd efecto del medio en la produccidn de lacasa, sélo el extracto de
papa al 1% mostro un incremento de 2.8 veces con respecto al medio, estecooitréa
concentracibn de RNA dlcl y lac2 que si se veafectadapor las condiciones de
cultivo. En las diferentes etapas del desarrollo del cuerpo fructifemogyadr ttulo de
actividad lacasa se da enseimbrero (1.113 U/g que representa 34 veces mas que en el



pie y 13 veces mas que en el prink)dia pesar de estoen todas ellas el RNA

predominante correspondidexl (Zhao & Kwan, 1999).

En el caso deTrametes villosauna de las especies productoras de lacasa mas
estudiadas, se ha identificado una familia de cinco genes. (¥aakr1996).Para otro
miembro del género de Iokrametes T. sanguinegambién se identifi@ un grupo de

cinco genes responsables de la produccion de cinco enzimas (Heisdlici2002).

En concusionla gran mayoria de los estudios de caracterizacion molecpartan que

las lacasas son producidas por mas de un gen y son interrumpidos de entre 8 hasta 19
intrones dependiendo del hongo. PRiaurotus sajoicaju se describe una familia de

cinco genes (Soden & Dobson, 2001), padprinopsis cineredCoprinus cirereus se

reporta una familia de ocho genes (Hoeggeral.,, 2004), por mencionar algunos

ejemplos.

Gracias a estos estudios de caracterizacion molecular, se ha observado que la lacasa
presenta multiples regiones conservadas, como sus sitios de umidorello que ha

sido de gran ayuda en los estudios de filogenia y en la identificacion de algunos aislados
como se describié anteriormente. También han sido de gran ayuda para llevar a cabo la
produccion heterdloga de la enzima en modelos de expresionRiohma pastorig(Liu

et al, 2003) yAspegilus oryzagYaveret al.,1996)

5.6. Lacasas constitutivas e inducidas

La induccion de las enzimas extracelulares de los hongos de la pudricién blanca es muy
importante para su actividad metabdlica y crecitoiefos cuales dependen de las
condiciones ambientales. A nivel de cultivo, se han observado diferencias en la
produccion de lacasa dependiendo de la composicién del medio. Esta diferencia ademas
de presentarse en cuanto a las unidades de lacasa, tambigmen cuantd aimero de

isoformas presentes. Leonowiet al, (1978) encontraron que las formas inducibles



generalmente son mas activas que las constitutivas y propone que esta alta actividad es
necesaria para la detoxificaciébn de ambientes contawsnzon sustancias fenolicas.

5.7. Efecto de la composicion del medio de culsedbre la produccion de lacasa

Otro aspecto a considerar en el medio de cultivo para la produccién de lacasa es la
concentracion de glucosa y de nitrégeno. Se ha reporiael@ltas concentraciones de
glucosa causan un efecto inhibitorio en la produccion de lacasa, en tanto que altos
niveles de nitrégeno la estimulan (Lewhal.,2002). Esto se ha combinado con el uso

de diversos inductores para obtener altos titulos tiddza en los sobrenadates de los

cultivos.

5.8. Inductores

Las lacasas son parte del metabolismo constitutivo y son producidas en pequefias
cantidades, sin embargo su produccién puede ser inducida considerablemente por una
gran cantidad compuestos aroimas y fendélicos, iones metélicos, alcohol y detergentes

(Leonowiczet al.,2001), algunos de ellos se muestran en la tabla Ill.

Tabla Ill. Compuestos probados en la produccion de lacasa como inductores

Inductor Concentracion Inductor Concentracion
2 5-Xilidina 1 mM Guayacol 0.1 mM
Alcohol veratrilico 1mM 3,5-Dihidroxitolueno 0.1 mM
Acido veratraldehido 1mM Acido Fertlico 0.1 mM
Acido homoveratrico 1mM Acido siringico 0.1mM
Acido vainillico 1mM Vainillina 0.1 mM
Acido p-anisico 1mM 3,3-Dimetoxibenzidina 0.1 mM
Alcalignina* Img/mi 2,4-Diaminotolueno 0.1 mM
CuS0O4 0.151 mM Etanol 3%
Siringaldazina 0.11uM DMSO 1%
o-Toluidina 0.1 mM

* Lignina obtenida en la digestion alcalina de la madera.



En muchas especies de hongos la presencia deataanstitutivas e inducibles,
presentan isoformas con diferentes propiedades (Bollag & Leonowic?, Pe4o cual

se haindagado acerca del efecto de los inductores reportados sobre diferentes especies
de hongos. Muestra de ello es el trabajo reabizaor Mufioz y colaboradores (1997),

que prueban el efecto de siete inductores en cultivédaleotus eryngiji encontrando

que la lignina de la cascarilla del trigo incrementa la actividad lacasa seis veces con
respecto al control. Aun cuando el resto lde inductores no mostraron el mismo
incremento en la actividad, en zimogramas revelados con ABTS, se observo la presencia

de dos isoformma diferencia del control que solo mostré una.

Un efecto similar fue encontrado para la c&pametes spAH28-2. Eneste estudio, se
probaron nueve inductores, los cuales incrementaron los titulos de actividad lacasa. Aun
mas, la composicion de isoenzimas de lacasa fue variable dependiendo det.ihdu

LacA fue inducida en mayor proporcion en presenciaodeluidina. Con 3,5
dihidroxitolueno se produce principalmente la isoforma LacB, mientras que con
guayacol se presentan las dos formas en la misma proporcién. También mostraron

diferencias entre sus constantes cinéticas (Xiad.,2004).

En los estudios del efto del cobre en la produccién de lacasa se ha estudiado en
diversos hongos, entre los cuales se encudmémnetes trogiique se incrementan los
titulos de lacasa aproximadamente 18 veces a una concentratithde sulfato de
cobre, sin afectar el patrae isoenzimas de lacasa (Legtral.,2002). EnCoriolopsis
rigida, la presencia de cobre en el medio déivaml incrementda produccién de lacasa

500 veces (Saparrat al.,2002), por mencionar algunos ejemplos.

En P. ostreatus el uso del cobreen los cultivos incrementa sustancialmente la
produccion de lacasa, asi como la presencia de las tres isoformas conocidas de este
hongo, POXAlb, POXA2 y POXC (Palmieat al., 2000). A nivel molecular, se
identificaron regiones puntuales de respuesta #lese (MRE) presentes en los
promotoresde losgenespoxcy poxlb deP. ostreatuscuya transcripcion es inducida

por la presencia de cobre (Faratal.,2003). Pardrametes pubescess identificaron



dos de estos elemetos MRE cercanos al promotoretidhpg2 que codifica para una de
las isoformas de lacasas de este hongo (Galbaah, 2002). En general, los mas
fuertes promotores tipicos de hongos son grandes regiones ricas en pirimidinas y cerca

de ellas se encuentran estos elementos MRE (Thigd2).

5.9. Propiedades cataliticas y operativas
5.9.1. Mecanismo de reaccion

La lacasa lleva a cabo la reduccién del oxigend &@agua, acompafiada de la oxidacion

de un sustrato fenolico (Thurston, 1994). La oxidacion del compuesto fendlica gener
radicales cationicos, ya que del sustrato s6lo se remueve un electron (Figura 3). La
reactividad de estos intermediarios depende de la naturaleza de los grupos quimicos de
los sustratos y de las condiciones del medio. En presencia de compuestos aplaatico
oxidacion generalmente se presenta en los enlaces eardnddn y carbomxigeno,
generando productos de un mayor peso molecular que el compuesto original a causa de
la polimerizacion de los radicales (Gierer & Opara, 1973). En el ambiente natloal d
hongos de la pudricion blangaredominan los compuestos monudes son radicales

metoxi (Mufiozet al.,1997).
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Figura 4. Ciclo catalitico de lalacasa A) Oxidacion de una subunidad aromatica de
lignina. B) Mecanismo de reduccignoxidacion de los centros de cobre. Adaptada de
Kunamnenkt al,, 2007




Con respecto a su potencial Redéste ha servido para dividirlas en dos grupos, las de
alto potencial (0.73V) y las de bajo potencial (0.56V) (Klonowskal, 2002). El
incrementade dicho potencial se ha atribuido a la estabilizacion del centro de cobre tipo
| (Taniguchiet al.,1982). En el caso del potencial Redox de los grupos prostéticos de
Coriolus (Trametes) versicolpse han reportado en 785y 782 mV para los centros 1 y
3. Estos valores se ven disminuidos en presencia de inhibidores como el fluoruro, que
disminuye el potencial del cobre tipo 2 mas de 210mVinfeeactia fuertemente con el

ion fluoruro (Yaropolowt al.,, 1994).

Por otro lado, se ha reportado que lagdas de alto potencial Redox son capaces de
oxidar el par DMAB y MBTH, el cual es considerado un sustrato especifico de

manganeso peroxidasa (Jordaahefkes, 2003)

5.92. Rango de sustratos

Dentro de los compuestos susceptibles a la accion oxidigiVa lacasa se encuentran
o,p-difenoles, aminofenoles, polifenoles, &cidos metoxifenoles, iones organicos,
diaminas, aril diaminas y aminas aromaticas. Su oxidacion se realiza mediante un

mecanismo de transferencia de un electron (Thurston, 1994; Yarapalb,1994).

5.9.3. Constantes cataliticas

A pesar de que ltacasaes capaz de actuar sobre un amplio rango de sustratos, las
propiedades cataliticas solo se han caracterizado para un namero reducido, entre los
cuales se encuentran el ABTS un coegto sintético, ademas del DMP, guayacol y la
siringaldazina, los cuales son fendlicos. Los rangos.deskilan entre 18/uM para la
siringaldazina y el ABTS, y 108uM para el DMP y guayacol. El rango de los valores

Kcat €S muy amplio y de difererds@rdenes de magnitud entre los diferentes sustratos y

usualmente es caracteristico de cada proteina. De forma general, las lacasas combinan la



alta afinidad y un numero de recambio grande sobre el ABTS vy la siringaldazina,
mientras que para el guayacatlyDMP las constantes de afinidad y recambio son bajas.
Por otro lado, valores bajos demkson tipicos para el acido sinapico, hidroquinona y
acido siringico, en tanto que valores superiores se han encontrado parafdareles
sustituidos, acido vaindito o su aldehido. En algunos hongos productores de isoformas,
se ha visto que estas poseen valores similaresrdelcat (Baldrian, 2005).

5.9.4. Efecto del pH y temperatura

Las lacasafungicas son enzimas que presentan pH 6ptimo en la zona acida3 emr
dependiendo del sustrato y del amortiguador utilizado. A pH alcalino, la actividad
enzimatica se ve disminuida por la union idel hidréxido en el centro de cobre T2/T3

de la lacasa que interrumpe la transferencia interna de electrones de T3 é@Viifioz

et al., 1997). ElI pH no solo afecta la velocidad de la reaccidén, sino también los
productos de la reaccion (Xu, 1997). La estabilidad de las lacasas, generalmente es

mayor a pH acidos, calgunasexcepciones (Leonowiet al.,1984; Baldrian, 204)

Los perfiles de temperatura de la actividad lacasa, usualmente no difieren del de otros de
enzimas ligninoliticas extracelulares, con temperaturas Optimas entre Sy L&)
termoestabilidad varieonsiderablemente de un organismo a otro, la viddiare 50°C

puede ser de algunos minutos (Slomczymsial., 1995), de 23 horas (D"Annibalet

al., 1996)y en algunas especies Geametegpuedeser de 5670 horas (Smirnoet al.,

2001).

5.10. Importancia Biolégica

Las lacasas son el componente m#sortante del sistema ligninolitico de los hongos de

la pudricion blanca de la madera, aun cuando no se conoce a detalle este proceso. Por

otro lado, no es esta la Unica actividad biolégica de la cual es responsable la lacasa, ya



que también sbka reportdo como un factor de virulencia en infecciones por hongos, asi
como en los procesos de diferenciacion y pigmentacion de estos organismos. A

continuacion se describe su participacion en estos procesos.

5.101. Como ezima ligninolitica

La lacasa es langima ligninolitica mas distribuida en los hongos de la pudricién blanca,
a pesar del menor potencial Redox con respecto al de las peroxidasas. Se ha implicado
tanto en la polimerizacién de la lignina en las plantas superiaséscomo en la

degradacion & ésta por los basidiomicetos.

En las plantas se han detectado en el tejido del xilema, donde se ha reportado la
presencia de entre una (Gregory & Bendall, 1966), cinco (Rareickig 1999) y ocho

(Satoet al.,2001) isoformas diferentes de lacasa.l&polimerizacion de la lignina, la
lacasa lleva a cabo la formacion de radicales fenoxilo, los cuales a través de una serie de

reaccionesa polimerizan (Schmidt, 2006).

En el caso de los hongos de la pudricién blanca, es excretada como parte dal sistem
extracelular degradador de lignina, es ampliamente distribuida entre estos organismo
aun mas que la LiP o MnP. Por otro lado, al no ser capaz de actuar sobre los enlaces no
fendlicos de la lignina, no se considera como un componente significatisistdeha
degradador de lignina (Ferraragti al., 2005). Sin embargo en algunos casos, como el
Pycnoporus ginabarinus,el cual es un eficiente degradador, sélo se detecta a la lacasa
como la Unica actividad ligninolitica. En este sistema se ha reportgaesancia de
pequefia moléculas que son oxidadas por la lacasa, que forman radicales libres que
actuan sobre los enlaces no fenolicos de la lignina (Eggakt 1996).

Gracias el amplio rango de sustratos sobre el cual puede actuar y aun maseadsapres

de mediadores que le permiten actuar sobre compuestos de alto potencial, la lacasa ha



retomado el interés de muchos investigadores para su aplicacibn en nuevos procesos

biotecnolégicos.

5.10.2. Su funcién en la morfogénesis de hongos

Generalmete los basidiomicetos secretan lacasa a partir del micelio vegetativo, se
incrementa su sintesis durariee fructificacion y disminuye con la maduracion del
cuerpo fructifero. En el casb. edodes participa en la sintesis de melanina de las
lamelas (Nagaet al.,2003).

En la formacion de cuerpos fructiferos, ademas de estar involucrada en la formacién de
pigmentos, participa en la polimerizacion oxidativa de componentes de la pared celular
relacionados con la adhesion célo@ula (Bu'Lock, 1967; Leatham & Stahmann,

1981 Thurston, 1994); ademas @mmillaria mellease le ha asociado en el desarrollo

de rizomorfos (Worrelét al.,1986).

5.103. Como factor devirulencia

La lacasa también es considerada un factor de virulencia en muchas imsoden

hongos, tanto de plantas como en humanos.

En el caso de algunos hongos patégenos de plantasBoinytis cinereaes capaz de
actuar sobre cucurbitacinas (triterpenoides tetraciclicos), los cuales son agentes de
proteccion de las plantas del peprmntra infecciones. De forma general, la lacasa le
confiere proteccion a los hongos contra la toxicidad de fitoalexinas y taninos en el

medio.

Un ejemplo de su participacion en infecciones de hongos en humanos, es la pausad

Cryptococcus neoformangste patogenoel cual afecta principalmenta pacientes



inmunocomprometidodondela lacasa es responsable de la sintesis de melanina que le
confiere proteccion antioxidante o contra efectores de la inmunidad celulast (&lj
1999).

5.11 Importancia Industrial

Como se ha venido mencionando, la lacasa es una enzima poseedora deesulgidad

gran interés en el aritb industrial, ya que puedser utilizada en el area de la
biorremediaciongn la sintesis quimica, disefle nuevos biosaores, erda industria
alimentaria, textil, entre otras. Esto gracias a su amplio rango de sustratos, su
termoestabilidad y al hecho de que no requiere de la presencia de cosustratos como es el

caso de las peroxidasas.

Industria papelera

La industria papelera, emera una gran cantidad de aguas de descarga con un alto
contenido de compuestos ligninoliticos que le confieren un color café que resultan
toxicos para los organismaacuaticos Por tal razén se han empleado las enzimas
ligninoliticas como una alternativa tratamiento deus descargas mencionadas. En este
sentido, la lacasa tiem®moventaja sobre las peroxidasas que no requiere la adicion de

cofactores.

Ademas de ser utilizada en el blanqueanoietgl papel, se ha ensayado su efectda
modificacitn de fibras de madera, para la manufactura de materiales como el siarton
adhesivos sintéticos toxicos (Felby al., 1997). Otra aplicacion en este ambito es la
modificacion de las fibras lignoceluioas, para conferirle nuevas propiedades quimicas
o fisicas a los productos derivados @as (Lund & Ragauskas, 2Q0Chandra &
Ragauskas, 2002), o en el desarrollo dauevos materiales propiedades de

hidrofobicidad o carggenerados por la actividad lacasa



Industria alimentaria
En este sectorl enzimaha sido utilizada en la eliminacion de compuestos fendlicos

responsables de la turbidez en vinos, cerveza y jugos (Srailj2000).

Biorremediacion

Gracias a la gran versatilidad de sussate lalacasa se ha evaluado su accion en la
degladacion de compuestos xenobioticos ciclicos presentes en suelos y descargas de
aguas industriales. Dentro de estos compuestos se encuerdgrdndrocarburos
aromaticos policiclicos, aminas arométicas, pesticidas @md T o atracina, fenoles
clorados, Ifenilos policlorinados, anilinas cloradas, nitrotolueno, dioxinas y colorantes
sintéticos (Fieldet al.,1993)

5.12 Estudios de prospeccién

Aungue en un principio, la gran mayoria de los estudios de caracterizacién y de
aplicacién de lacasa se enfomaen algunas cepas comoversicoloro P. ostreatus en

afos recientes ha crecido el interés por encontrar lacasas con nuevas cualidades en su
potencial Redox, mayor capacidad ligninolitigaermoestabilidad, maxima actividad a

pH extremos, mayor rangle sustratos, entre atra

Un ejemplo de lo anterior es el estudio realizado por Kiiskinen y colaboradores (2004),
en el cual realizan una prospeccion en medio solido suplementado con RBBR; Poly R
478, guayacol o acido tanico en busactadasas copotencial ligninoliico y habilidad
decolorante. De 26 cepas probadas, 16 fueron capaces de actuar sobre alguno de los
colorantes y ocho de estas también mostraron actividad sobre el guayacol. Al identificar
a sus mejores aislados se encontraron con geremmo Pholiota sp, Mucor spp
Trichoderma spp Peniophora sp, Sporotrichum  pruinosum, Crysosporium
geenslandicumEste sistema de seleccién en medio sélido les permitié obtener una cepa

dePholiotasp que mostré gran estabilidad a 60°C.



En Tune se reakd un escrutinio del potencial ligninolitico de algunos de sus hongos
autoctonos (Dhouilet al.,2005). En el cual se analizaron 315, o& duales 18 fueron
capaces de decolorar el Poly4R8 en medio solido. En medio liquido, el mejor
productor de lacas fue una cepa d@&rametes trogii Posteriormente se purificd y
caracterizo la lacasa de este aislado y fue aplicada en la decoloracion de seis colorantes
textiles (ZouarMechichiet al.,2006).

En nuestro laboratorio,r@viamente hemos realizado untueso de prospeccion de
basidiomicetos de la pudricidolanca de la madera en las serranias aledafias al area
metropolitana de Monterrey (Gutiérr&pto, 2004, Herndnddaina et al., 2008), y
evaluamos su potencial ligninolitico y su capacidad de degraflanactes sintéticos
empleando un sistema en medio sélido de indicadores cromogénicos, de oxidasas y
peroxidasas, asi como de un colorante polimérico (PeW78 para detectar la
capacidad lignolitica y tres colorantes monoméricos para determinar lddeapde
decoloracién (AR 44, CV y RBBR). De 91 aislados nativos seleccionamos dos (CS 5y
CUL1), que fueron los que mostraron mejores resultados de decoloracién en medio solido
y en medios liquidos. Ademas, la capacidad de decoloracion coincidié conelaces
incremento de la actividad lacasa, por lo que se caracteriz6 la capacidad de decoloracion
de los extractos crudos y algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de la actividad. Se
determinaron el pH y temperatura optimos, 3.5 y 55°C respectit@nasi como se
demostré la termoestabilidad a%5por 1 h, para ambos aislados. Ademas se detectaron

al menos dos bandas de actividad lacasa, alrededor de los 60 y 110 kDa en los
zimogramas realizados. La actividad lacasa de estos dos aislados, fueeautzar

sobre pares de sustratos reportados como indicativos de actividad peroxidasa, eomo la 4
AAP-2,4-DCP para LiP, y MBTHDMAB para MnP, sugiriendo un alto potencial

Redox para la lacasa.

La estabilizacion genética de los aislados, se realiz6 nted@iltivos de puntas de
hifas, a partir de estos, su i dentificaci
Schimelcultureso Instituto de | a Real Ac
(KNAW) y su confirmacion en IPICYT de San Luis Potosi. El aisleCS5 fue



identificado con un 99% homologia cdnametes hirsutamientras que CU1 presenté
una homologia del 99% cdmametes (Cerrena) maxima

Capitulo Il. Problemética asociada a los colorantes textiles

Los colorantes sintéticos son compuestos am@nte utilizados en la industria en
diversos procesos y en grandes cantidades. Aunado a su uso existe una problematica de
tipo ambiental, debido a las caracteristicas quimicas que presentan para resistir los
diferentes procesos a los que son sometidogréla mayoria de ellos son dificiles de
degradar por los métodos fisicoquimicos convencionales que incluyen floculacion
combinada con flotacion, electroflotacion, filtracion con membranas, coagulacion,
destruccion electroquimica, irradiacion, intercamiiido, precipitacion, ozonacion, y
tratamiento Katox, sin embargestas tecnologias son ineficientes en la remocion de
color, costosas y no se pueden adaptar a un amplio rango de colorantes (Ralahson

2001; Fu, 2001).

Los colorantes resultan ¥idos debido a la estructura quimica que presenta el
cromoforo, que generalmente corresponde a una estructura ciclica de uno o ngs anillo
Su caracter recalcitrante se increnaatgbido al tipo y nimero de radicales cromédgenos.
AlUn mas, estos compuestognsdisefiados para resistir los procesos y tratamientos
industriales a los que son sometidos.

Basados en la estructura de los grupos cromdéforos, los colorantes se pueden clasificar
como azos, antraquinoénicos, triarilmetano y ftalocianinas, todos estosidos como
colorantes reactivos (Zollinger, 1991). Por otra parte, son reconocidos veinte diferentes
cromogenos de colorantes, por lo cual también se han clasificado como colorantes
acidos, basicos, directos, dispersosydentesreactivos, sulfurosogzoicos y a la tina
(Haoet al.,2000).



En la actualidad, se busca desarrollar procesos mas efectivos para la remouidor de
presente en los efluentes industriales. No obstante, esto resulta complicado ya que los
colorantes sintéticos poseen edtnuas complejas y variadas. Dentro de los métodos
convencionales para su tratamiento se encuentran los procesos fisicoquimicos y
electroquimicos que generan una gran cantidad de sedimentos, y presentan notables
diferencias en la cantidad del color remavidolumen de capacidad, duracion de la
operacion y costo. Para la remocion de grandes volimenes de color en las descargas de
agua, se ha utilizado eficientemente la remocion con membranas y los tratamientos de

0zono, sin embargo su costo es elevado.

Dentro de las alternativas biologicas para el tratamiento de descargas de la industria
textil se encuentra el uso de bacterias tanto en condiciones aeseminio aerobias.

Por otro lado, estos organismos han mostrado una capacidad inferior de decoloracion
sobre los colorantes triariimetano que sobre los de tipo azo. Ademas debido a que se
tratan de bacteriague actian sobre un colorante en patrticular, no pueden ser aplicadas

en mezclas de estos.

También se han utilizado algunas cepasacdtinomicetos enedoloracionde colorantes
reactivos, azos, antraquinénicos y ftalocianinas mediante la bioabsorcion de estos

compuestos.

Otros organismos que se han utilizado para la degradacion de colorantes azos son las
algas. Algunas especies de los géneroHmrdla y Oscillatoria son capaces de
degradar los colorantes de tipo azo a aminas arométicas y eventualmente lo transforman
a CQ.

En el caso de los hongos, especialmente aquellos relacionados con la descomposicion de
la madera, se ha demostrado que soraaep de degradar varias clases de colorantes
(Banatet al.,1996). Por lo anterior se han realizado varios estudios de prospeccion de
cepas basidiomicetos de la pudricion blanca con la capacidad de degradar colorantes
sintéticos (Swamy & Ramsay, 199mreszWilkolazkaet al.,2002 Asgheret al.,2006)



5.13. Monterrey: Sector productor y consumidor de colorantes industriales

Monterrey es una de las principales ciudades a nivel nacional en donde se concentran la
industria del acero, vidrio, cervecera,andrtes, cemento, ceramiedimentariay textil.

PYOSA (Pigmentos y Oxidos, S. A.) es una de las empresas mas importantes a nivel
nacional e internacional que ofrgaigmentoscolorantesy preparacionede la mas alta

calidad parda fabricacion de pinturas, tintas, plasticos, textiles, derivados de petrodleo,
etc. Cuenta con una amplia gama de colorantes de calidad reconocida a nivel
internacional, ofreciendo una linea completa de colorantes para textiles de fibra natural o
sintética, asi amo las diferentes lineas de colorantes para cuero, papel y uso industrial.
Distribuyen sus productos a fabricantes de pinturas, tintas, plasticos, textiles, derivados
del petréleo, baterias automotrices, cinescopios, fragancias, medicamentos y detergentes,

entre otros (www.pyosa.com.).
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6. Estrategia Experimental

Para la realizacidon del presente trabajo se siguid la estrategia descrita a continuacion.
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CONDICIONES DE
CULTIVO

¥

PRODUCCION

¥

PURIFICACION

" i T~

CARACTERIZACI ON CARACTERIZACI ON CARACTERIZACI ON DE

BIOQUIMICA MOLECULAR SU CAPACIDAD
DECOLORANTE
% PM B Secuencia del extremo ¢ Colorantes textiles
N-terminal )
@ pl ¢ Mezcla compleja

B Analisis de secuencias
% Espectro de

Absorci 6n
% Efecto del pH

@ Efecto de la
Temperatura

% Parametros cin éticos

@ Inhibidores

Una vez definidas las condiciones mas Optimas lpapaoduccion de lacasa, se realizo

la purificacion de la lacasa mediantes cromatografia de intercambio iénico y exclusién
molecular. Una vez pura la actividad lacasasTdenaximaCU1, se llevo a cabo la
caracterizacion bioquimica y funcional de la misma



7. Metodologia

7.1. Material y Métodos

Todos los compuestos quimicos utilizados fueron de grado reactivo. Los ingredientes
para preparar los medios de cultivo de la marca Difco y los demas quimicos, incluyendo
colorantes, de la casa Sigma o CTR SdienLos reactivos utilizados en los ensayos de
electroforesis, Acrilamida, biN, Nn@tilenbis-acrilamida, Lauril Sulfato de Sodio
(SDS) , Persul fato -daerametlatiendiaina (TEMBD), N6, NO
mercaptoetanol, Trizmbase y Glicina fueron das marcas comerciales Sigma, Fluka o
Aldrich y obtenidos a partir de Sigr#ddrich de México, S. A. de C. V. Las soluciones

fueron preparadas con agua bidestilada de laboratorios Monterrey, S.A.

Matrices: DEAESephacel y SephadexZ®0 de Pharmacia; D¥E-Sepharose, Q
Sepharose, Sephacryt280 HR, Concanavalina A 4B y Buffer lon Exchanger de
Sigma; DE52 de Whatman; Biogel-B0, Biogel P100 y Biogel HPT de BidRad.

Estdndares de peso molecular: Para la estimacion del peso molecular-BAGBESe
empledé el marcado pretefiido Kaleidoscope de-H&d: Miosina 192.9 kDaf-
Galactosidasa 111.4 kDa; Albumina sérica de bovino 57.4 kDa, Anhidrasa carbonica
30.3 kDa; Inhibidor de tripsina de soya 25.2 kDa; Lisozima 12.9 kDa; Aprotinina 6.5
kDa.

En alginos caos se utiliz6 un marcador de rango bafmdorilasa b 97.4 kDa;
Albumina sérica 66.2 kDa; Ovoalbumina 45 kDa; Anhidrasa carbonica 31 kDa;
Lisozima 14.4 kDa; Aprotinina 6.5 kDa.

Para la calibracion de las columnas de exclusion molecular se wdllipgiego de
estandares de peso molecular en el rango de 200 a 1B-dalasa200 kDa;Alcohol
deshidrogenasi50 kDa;Albumina66 kDa;AnhidrasaCarbonica29 kDa;Citocromo ¢
12.4 kDa.



Sustratos: 2,6Di met oxi f enol ( Met oxi f eiaznbbjs, (3 Guaya
etilbenzotiazolir6-sulfénico}sal de diamonio (ABTS), Bingaldazina (3,5limetoxi4-
hidroxibenzaldeidazina), Acido -&metilaminobenzoico (DMAB), netil-2-

benzotiazolina hidrazona (MBTH). Todos adquiridos en Sigma.

Colorantes industriales: Fueron amablemente proporcionados por la Empresa Pigmentos
y Oxidos,S.A. (PYOSA) Negro Reactivo 5, Azul Reactivo 19, Negro Directo 22, Azul
Disperso 79, Rojo Disperso 60, Naranja Disperso 29, Negro Acido 194, Azul Acido 25,
Negro Acido 210. En la tabla IV se presentan el grupo quimico al que pertenecen, uso y
longitud deondautilizada en los estudios de decoloracion

Tabla IV. Colorantes Textiles.

Colorante Grupo Uso A

Negro reactivo 5 (RB5) Diazo Algodon. 597
Azul reactivo 19 (RB19) Antraquinoénico Algodon. 592
Negro directo 22 (DB22) Tetrakiazo Algodon. 474
Azul disperso 79 (DB79) Monoazo Poliéster. 580
Rojo disperso 60 (DR60) Antraquinénico Poliéster. 592
Naranja disperso 29 (DO29) Diazo Poliéster. 454
Negro acido 194 (AB194) Monoazo Nylon 597
Azul 4cido 25 (AB25) Antraquinénico Nylon 417

Negro acido 21QAB210) Triazo Cuero 461




7.2. Material biol6gico
Microorganismo En el presente trabajo se utilizé la cepdéivaTrametes maxim@U1,
la cualse conservé emedio YMGA en refrigeracion a°@. La conservacion se realizo

por resiembras cada dos o tnesses

Conejos Se utilizaron dos conejode raza NuevaZelanda para la obtencion de

anticuerpos para los Western Blot, un macho de 2.8 Kg y una hembra de 2.5 Kg.

7.3. Medios de cultivo
YMGA glucosa 4 g1, extracto de malta 10 §,lextracto de levdura 4 gty agar 15 g
It (Hernandez_unaet al.,2008).

Medio Bran Flakesse prepar6 en una solucion amortiguadieéosfato de potasio 60
mM, ajustando el pH a 6.0 con hidroxido de potasio 1M y agregando el cereal All Bran
Flakes® al 2% (Pickardtal., 1999).

Medio Dhouib modificad¢DM): glucosal0 g1, extracto de levadura 1 §,Ipeptona 5
g I, tartrato de amonio 2 |KH:PO, 1 g I', MgSQ, 0.5 g I*, KCI 0.5 g I, y 1 ml de
la solucion de elementos traza 100X. Para preparaml@@ & solucién de elementos
traza 100X se pesaron 0.5 g EDTA, 0.2 g Fe®®1g ZnSQ, 0.003 g MnGj, 0.03g
H3BO,4, 0.02g CoCh, 0.001g CuCh, y 0.003g NaMoQ, (Dhouibet al.,2005 Zouark
Mechichiet al.,2006).

El medio de cultivo para la produccide la lacasa fuesterilizado en autoclave a P21

por 15 minutos.



7.4. Protocolos de trabajo

Determinacion de la Actividad Lacasa

El método para determinar la actividad de la lacasa esta basado en la oxidacion del
sustrato cromogénico del 2metoxifenol (DMP) por accién de la enzima, generando

un color anaranjado, el cual es detectado a una longitud de onda de 468 nm. Para la
mezcla de reaccion se utilizar2.8 ml de amortiguador de acetato de sodio 20M de

pH 4.5, 0.1ml de DMOP 60 mM y I0ul del extracto enzimatico, dando un volumen
total de 3ml. La reaccién se inidicon la adicion del extracto enzimatico (o preparacion
enzimatica) y se siga@ia través del cambio en la densidad oOptica a 468 nm por un
minuto. Las unidades de lacasa se eg@n como la cantidad de enzima que cataliza la
transformacion de juimol de sustrato por minuto, tomando como valor de coeficiente de
extincion molar €)=49 600 M' cm™ (Abadulaet al., 2000). Las determinaciones se

realizaron en un espectro Shimadzu-¥\s mini 1240.

Cuantificacion de Proteina
Se utiliz6 el método de Bradford para la cuantificacion de proteina, utilizando el kit
AProtein Assay Bradfordo de BioRad. Como

bovina.

Electroforesis

Para el analisis deomponentes se utilizé el método descrito por Garfin (1990):
Gel de concentracion de Acrilamida al 4%: Agua bidestilada, 3r050ris-HCI 0.5 M
pH 6.8, 1.250ml; SDS 10%, 0.050nl; Acrilamida/Bis (30%/2.7%), 0.65@nl; APS
10%,25ul y TEMED 5 pl

Gel Separador de Poliacrilamida al 12%: Agua bidestilada, 510253 ris-HCI 1.5 M
pH 8.8, 3.75ml; SDS 10%, 0.050nl; Acrilamida/Bis (30%/2.7%), 6.tnl; APS 10%,
100l y TEMED 10pl.



El amortiguaor para las muestras consisén TrisHCI 0.5 M pH 6.8, conteniendo
glicerol a 10 % y azul d emelrapwetandl @cadaD.95a 0 .
ml del amortiguador (para muestras desnaturalizadas); y el amortiguador del electrodo
en Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M, SDS 0.1% (p/v) ag8.

Para los geles nativos, en su elaboracion solo se omitird el SDS, la presencia de 2
mercaptoetanol en el amortiguador de la muestra y el tratamiento térmico en las
muestras. Los carriles se camaicon 25ug de proteina en cada uno de los pasos de
purificacion, los primeros carriles con muestras desnaturalizaddCg086 4 minutos

en presencia de-@ercaptoetanol y los siguientes con muestras nativas sin él para el

zimograma. La electroforesis se corrio a Y00

Condiciones de cultivo para lagduccion enzimatica
La produccion de lacasa se llevdé a cabo en dos medios de cultivos diferentes, uno
lignocelubbsico a base de Bran Flakes® y otro definido a base de sales, Dhouib

modificado.

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 5@lCconteniendo 20@nl del respectivo medio.

Los medios se esterilizaron a 121°C a 15 libras de presion por 20 minutos. Para inocular
los medios se agregaron tres piezas de 0.5 cm de diametro del micelio crecido en
YMGA por cada 100ml del medio de cultivo. Se incubaron a 288CL50rpm por
aproximadamente 20 dias. Se tomaron alicuotas d@l5@ada dos dias para la

determinacion de la actividad lacasa como ya se describio.

Efecto de inductores sobre la produccion de lacasa

Una vez definido el medio mas conveniente para la produccion, se probaron dos de los
inductores comunmente utilizado$,selfato de cobre y el etandClefetzet al., 1998;
Heinzkill et al., 1998; Koroljova et al., 1999; Xiaoet al., 2003, para incrementar las

unidades volumétricas de la actividad en los sobrenadantes.



Ya que no todos los organismos responden igual endlugtores se realizaron ensayos

por duplicado en medio DM para encontrar las concentraciones optimas para este hongo.
En el caso de sulfato de cobre se agreg6 al medio a las concentraciones de 75, 150 y 350
uM antes de ser esterilizado, mientras el etanol se agregé al 1, 2 y 3%, al tercer dia de

crecimiento.

También se probaron otros compuestos que se han reportado como inductores, tales
como la siringaldazinaFarnetet al., 2002, acidos humicosKoroljova-Skorobogat ko
et al., 1998 y DMSO (Shahet al.,2006. Solo los humicos fueron agregados al inicio

del cultivo, los demas a los tres dias de crecimiento.

Al igual que en la seleccion del medio de cultivo, se titul6 la actividad lacasa cada tercer

diapara construir la curva de produccion para cada condicion.

Obtencion de extractos crudos

Establecidas las condicionéptimas para la produccion, se prepararon tres litros en
matraces de 501 con 200ml del medio. Una vez crecidos los cultivos y comayor

titulo de actividad lacasa, se separé la biomasa del sobrenadante utilizando un cedazo de
algodonpoliéster (50:50%). Para retirar los isalcaridos solubles en agua, se congel6 el
sobrenadante €0°C por 24 horas. Posteriormente se descongeldbeénadante y se

filtro a través de papel filtro (Whatman #1).

Para concentrar el sobrenadante se empled un cartucho de ultrafiltracion (Millipore
prep/scale TFF de 10kDa) hasta aproximadamenter@0finalmente a 5ml con el
sistema de ultrafiltracd AMICON con una membrana de corte YM10, a una presién 40
psi. Fhalmente la muestra se equilibcon tres volimenes del amortiguador fosfato

potasio 20mM, ajustado a pH 6.0. Todo el proceso se realiz6é en bafio de hielo.

Purificacion
Ya que el concentradmntiene gran cantidad de pigmento, es necesario que se remueva

del extracto, ya que este interfiere en la determinacion de proteina y con la estimacion de



la actividad lacasa. Por ello, como primer paso de purificacion se utiliz6 una columna
DEAE-Sepharee (2.5x17cm) equilibrada con el amortiguador de fosfato de potasio 20
mM, pH 6.0 @mortiguadorA) para removerlo. Una vez aplicada la muestra en la
columna, se pasaron 168G del amortiguadorA, para remover todas las proteinas que

no se unieron a la matr Para la separacion de la muestra, se utiliz6 un gradiente lineal
de fosfato de 20 a 15mMM de 400ml, y utilizando un amortiguador de fosfato de
potasio 150 mM, pH 6.0 (buffer B). Como paso final, se pasaron nm6@lel
amortiguadoB. Se colectaron fxiones de Ml. Una vez terminado el programa, se
identificaron las fracciones con actividad lacasa, se colectaron, se concentraron y

finalmente se equilibro la fraccién camortiguadoA en la celda AMICON.

El siguiente paso de purificacidn consisét una filtracion en gel, empleando una
columna Sephadex-@00 (2x90cm), equilibrada y eluida con amortiguador de fosfato
de potasio 100 mM, pH 6.0, se colectaron fracciones dea.€f.as fracciones con
actividad se colectaron y concentraron. En cada udosdpasos se tomaron alicuotas

para la determinacién de proteina y actividad lacasa.

Todas las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo en el sistema FPLC, Biologic
LP de Biorad.Por otro lado se realizaron separaciones en las matricé2,[®iogel
HPT, Biogel P60, Biogel P100.

La evaluacion de la eficiencia de los pasos de purificacion sedeatravés de SDS

PAGE con el protocolo arriba descrito.

Paratincion se emplé Azul de Coomasie al 0.1% en solucion fijadora 10% acético,

40% metarol toda la nobe. Para el destefiido se utiliadsolucion fijadora.

La actividadse reveld colocanddos geles en acetato de sodio 2001, pH 4.5 y
agregandeel DMP. Una vez visualizadas las bandas de actividad, se detuvo la reaccion

con solucion fijada.



Produccion de anticuerpos y Western Blot
En el andlisis de componentes se observaron bandas de menor tamafio que |zelacas
comprobar si se trataluge fragmentos de degradacion de la misma o de otras proteinas

contaminantes, se levantaron antiposren conejos, contra la lacasa de 61 758 Da.

La lacasa utilizada para inmunizar los conejos, fue purificada a partir de un gel SDS
PAGE con mustras no tratadas. Se les aplau@tro dosis de 3Q@ de la proteina, y a

la quinta semana se legliad una dosis de feerza A la sexta semana, se les extrajo 10

ml de sangre por puncién cardiaca. Para la obtencion del suero, sebgoegutrifugd

la sangre (3000rpm por 15 min). El suero se mantuvo en refrigeraciébn hasta su

utilizacion.

Para el analisi8Vestern Blot de las fracciones se corri6 la electroforesis con geles SDS
PAGE con muestras tratadas y no tratadas. Se realizo la transferencia de los geles a
membranas de celulog800 volts por 1.5 horasLa membrana es tefiida con rojo
Ponceau S para agear la transferencia de las proteinas. Registrada la trasferencia se
retira el color con lavados de agua destilld@go de ello, las membranas se bloquearon

con Tween 20 (0.5%) en TB (Tris Buffer 1M) por dos horas. Se realizaron dos lavados
de 5 minuts con TB, posteriormente se agveg) antilacasa(20 uL de una dilucién

1:1000 en 20nl de TB) y se incud por 1.5 horas. Nuevamente se realiz6 un lavado con
Tween 20 y dos lavados con TB de 5 minutos, se aglegpnjugado Peroxidasa anti

conejo (20uL de una dilucion 1:1000 en 2@l de TB) y se incubgor 1 hora.

Finalmente con TMBse generdin precipitado azul (Xet al, 2007).

Determinacion del Peso Molecular

Para la estimaén del peso molecular se utilizar@s tolumna Sephacryl-300 HR y

Biogel R100 (1.5x70), calibradeon el juego de estdares de peso molecular X. Tanto

para los estandares como para las muestras, la separacion se efectué con amortiguador
de fosfato de potasio 50mM, pH 6.0. Los estandares, fueron resuspendidod dal 1

amortiguador



También se estimo el peso molecularavés de SDFPAGE, utilizando los estandares
pretefiidos Kaleidoscope de Bitad y por LCSM/LC (realizado en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.).

Deglicosilacion de la Lacasa
Para la estimacion del grado de glicosilacion, la muestra fue tiiadana glicosidasa:
PNGase F de Sigma.

Para lo cual se preparé una mezcla de reaccion cop@@@ lacasa en un volumen de
35ul de agua. Se le agrego6 {ibde fosfato de potasio 250 mM, ajustado a 7.5uPde
SDS 2% adicionado con-rBercaptoetanol 1 M. La mezcla se incubd a 100°C por 5
minutos. Se dejo enfriar y se agregan @2l.5le Tritdn X100 al 15%, se afadio la

PNGase F y se incubd la mezcla de reaccion por 3 horas a 37°C.

Estimacion del pl

Para el calcul6é del pl se emple6 una columna empacada con una matriz Poly Buffer
Exchanger 94 Sigma, equilibrada con Imidazol 25 mM ajustado apiPara la elusion
de las muestras se utilizé una solucion de anfolitos (Poly buffer 74 sigma) ajustado a pH
3.0 con HCI 1IN. A las fracciones obtenidas se les midié el pH con un potenciémetro
Corning pH meter 43Gambién se midid la absorbancia a 280 para la evaluacion de

la pureza de la fraccion.

Espectro de absorcion
Como parte de la caracterizacion de las propiedfisiesquimicasde la lacasa, se le
realizo el espectro de absorciéon de 200 a 800 nm en el esp&tivdSUShimadzuEl

ensayo se réiad con 15M de la proteina en 1 ml de agua

Andlisis bieinformatico
Las secuencias érminal se identificaron por LC-MS/MS en el Instituto de

Biotecnologia de la UNAM. El analisis comparativo entre las secuencias obtenidas y las



ya reportadas se readiztilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool).

Efectos del pH
Para la determinacion del pH 6ptimo, se empleé un amortiguador de-fistim de
potasio 100:50 mM en un rango de pH de 2.0 a 6.0. Para la determinacién de la

actividad se tiliz6 el método del DPM como ya se describio.

Para evaluar la estabilidad al pH, se incubacion la enzimarehd2l amortiguador
citrato-fosfato. Se tomaron alicuotas de\ll(para medir la actividad a los tiempos 0, 1,
2, 3, 4y 24 horas utilizando la mezcla de reaccion coRIBO en el acetato de sodio
50 mM, ajustado al pH 6ptimo.

Efecto de la temperatura

La temperatura al igual que el pH, es uno de los parametmsntgrvienen en el
funcionamiento Optimo de las enzimas. Por lo tanto, para deternaint@miperatura
Optima, se emplearamezclas de reaccién con DMOP incubadas en un rango de 15 a 70

°C. Las reacciones se inioda con la adicion de la enzima.

Para Ie ensayos de termoestabilidad, se iddakenzima eragua bidestilada a 50, 60 y
70°C, horas sobre 2BMOP en amortiguador acetato de sodio a pH 3.0.

Determinacdn de los Parametros Cinéticos

Los parametros cinéticdaeronestimados empleando los ficas de LinewaveBurk,
realizando cursos temporales sobre los sustratos: Siringaldazina PN@BP, a
diferentes concentraciones (0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 mM). Las mezclas de reaccion
se llevaon a cabo en amortiguador de acetato de sodio 50 métadm a pH 3.0. La
longitud de onda para la siringaldazira 65 000) es 530 nm, para el 2D81PO

(e=49 600 M cm™®) es 468 nm. Las mediciones en el cambio de la desviacién 6ptica se

realizaon por un minuto y por triplicado.

Efecto de inhibidores



Una vez determinados los parametros cinéticos, se Gwlluefeco de algunos
inhibidores sobre la actividad enzimatica. Ensayandose sobre mezclas de reaccion con
2,6:DMPO (como ya se describid), en presencia de concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0, 5.0
10, y 25 mM de azida de sodio, fluoruro de sodio, SDS, EDTA, acidbctibgo y

dimetil sulféxido.

Decoloracion enzimatica

Para evaluar la participacion de la lacasa en la decoloracion de los colorantes
industriales, se realizaron ensayos con lacasa pufa deximaCU1l. La mezcla de
reaccion se llevé a cabo en amoréidar fosfatecitrato a pH 3.0 y 5.0, conteniendo 50

ppm del colorante y 10 U de actividad lacasa a un volumen finahdel2 incubacion

se realizd a 50°C. Otra condicién probada fue a pH neutro (mezcla en agua bidestilada) y
a temperatura ambiente. Bmlizaron lecturas en el rango de 200 a 800 nm cada 1, 2, 3

y 24 horas. Se estiinel porcentaje de decoloracion en base a la disminucion de la

absorbancia en el pico maximo para cada colorante (ver tabla I).

Ensayos con efluentes simulados

Los efluentesndustriales son complejas mezclas. Por tal razén, para tener un panorama
mas claro del comportamiento de la enzima bajo estas condiciones, se simuldé un
efluente con 50 ppm de cada uno los nueve colorantes industriales. Los ensayos se
realizaron en las reimas condiciones descritas en la decoloracion enzimética. Para
calcular el porcentaje de decoloracion, se tomé el pico maximo de absorcion del

espectro de la mezcla sin enzima como el 100% para cada condicion.



8. Resultados

Previamente, selecciamos la cepa ddrametes maxima&CU1l que fue eficiente
degradadm de nueve colorantes sintéticos de cinco diferentes grupos quimicos. Por lo
anterior, en el presente trabajo se llevo a cabo la purificacionlaeakegproducida por

T. maximaCU1, necesaai para su caracterizacion bioquimica y su aplicaiciéitro en

la decoloracion de colorantes textiles y la mezcla de estos.

8.1. Selecciorel las Condiciones de Cultivo

8.1.1 Seéccidon del medio de crecimiento

Para la produccion dacasase probeon dos medios, uno a base de Cereal Bran Flakes

® y otro a base de sales (Dhouib modificado), ya que las condiciones de cultivo son de
suma importancia para una buena produccién y a que se han presentado diferencias en
cuanto a los niveles de producciétaypresencia de isoformas de un mismo organismo

al variar las condiciones de crecimiento (Cheal.,2003).

Los niveles mas altode actividad lacasa se presentaron en medio Bran Flakes®
(2U/ml), en tanto que en el medio Dhouib modificado no se detstividad. Sin
embargo en el medio Bran Flakes® se produce una gran cantidad de carbohidratos y un
pigmento de color café que interfiere con la cuantificacion de proteina y de la actividad
lacasa, por lo que se decidio probar el medio Dhouib modifieagwesencia de dos de

los inductores de mayor uso a concentraciones estandar: sulfato de cobre 0.35mM y
etanol 3% (Figura 5).
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Figura 5. Produccion de Lacasa en Medio Bran Flakes® y Dhouib modificadba
determinacion de la actidad se realizé en acetato de sodio 200mM, pH 4.5, utilizando
el DMP como sustrato. Los ensayos se realizaron por triplicado.

8.1.2 Efecto de algunos inductores

Al observar que el hongo respondi6 favorablemente a la presencia de los inductores, se
procedié a evaluar el efecto la siringaldazina, los acidos hund§O, etanol y el
sulfato de cobre, asi como determinar la concentraciébn 6ptima para incrementar la

actividad lacasa en el medio.

A pesar de que se ha reportado que la siringaldazinebuen indictor de la actividad
lacasa(Farnetet al., 2002, enT. maximaCUl no se observo tal efecto. De igual
manera, el DMSO vy los &cidos humicos no mostraron incremento significativo en la
actividad lacasa Los titulos méas altos de lacasa se obtawviecon el medio DM
suplementado con sulfato de cobre (88 y etanol 3%.En este medio y con el sulfato

de cobre a la misma concentraci@s, titularon 3.5 Unl al sexto dia de crecimiento,
mientras que el etanol por si solo no mostré efecto indy&igura 2).El efecto
sinérgico entre el cobre y el etanol se ha reportado para una cdpanugtes trogii
(Dhouibet al.,2006).



Por otra parte, el pobre efecto de los demas inductores reitera que, no todos

inductores reportados muestren mismo efdo en diversos organismos y que las

condiciones de cultivo deben ser ajustadas para cada cepa.
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Figura 6. Efecto de algunos inductoresA) Acidos himicos. B) Siringaldazina. C)

Sulfato de cobre. D) DMSO.

Los ensayos llevaron a cabo en el medio DM

los

suplementado con diferentes concentraciones de los inductores probados. Los cultivos se



prepararon por triplicado, de igual forma se realizaron las determinaciones, en todos los
casos la desviacion estandar fue menor al 5%.
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Figura 7. Condiciones Optimas de cultivoLas determinaciones fueron hechas por
triplicado, en todos los casos la desviacion estandar fue menor al 5%.

8.1.3. Obtencién del extracto crudo

Una vez definidas las condiciones de ewltise prepard un lote de produccion de tres
litros, hasta que se deteamraproximadamente B/ml. Posteriormente se separ6 la
biomasa del sobrenadante, se concentr6 y se diafiltré la muestra para equilibrarla y ser
aplicada a una columna de intercamhiaico. Finalmente se cuantificé la actividad
lacasa inicial y la concentracion de proteina total del lote (6418 unidades totales y
266.1mg). La preparacion final, de f#, presentd un color verde olivaceo la cual se

mantuvo en congelacién hasta su uso.



8.2. Purificacion

8.2.1 Estudios previos de purificacion

Inicialmente para la purificacion de la lacasa emaximaCUL, utilizamos como
primer paso una columna DEA&ephacel, seguida de una filtracion en gel utilizando
una columna de Biogel-P00. Sin embargo en el andlisis de componentes en- SDS
PAGE se observaba la presencia de dos bandas de proteinas con actividad lacasa en la
zona de 70 y 60 kDa, acompafadas de bandas menores en la zorzbdéD40y una

mayor en la zona alrededor de 100 kDar Boque se probaron modificaciones en el
intercambio i6nico como fue el cambiar la matriz por una32Eon un gradientes de
fosfato de 20 a 250 mM, que posteriormente se redujo de 20 a 150 incrementando los
voliumenes de elucion de 5 a 10, sin embargseadograba la separacion de estas
aparentes isoformas. Por lo que se prob6 pasar la fraccion obtenida del intercambio
ibnico DEAE por una €epharose (una amina cuaternaria reportada para la separacion
de isoformas de lacasa por Farattl.,2002), con n gradiente con NaCl de 0 a 500

mM; sin embargo no se logré separar estas isoformas.

Por lo anterior, se trato de remover las proteinas resrmmn una columna Biogel@®.

Bajo estas condiciones se esperaria una fraccion principal en la zona déexchishs

dos o tres en la zona entre 40 y 25 kDa, mas soélo se obtuvo una fraccion en la zona de
exclusion que al ser analizada por SBSGE permiti6 visualizar todas las bandas de
menor tamafo junto con las dos lacasas de 60 y 70 kDa. Otro estrategieafaarde
separar las proteinas de diferentes tallas fue el utilizar una columna Seph2dex G

gue incrementa el rango de resolucion de las proteinas de menor tamafio y también
remueve una gran cantidad de pigmentos. Este se utiliz6 como primer gasdo sk

un intercambio i6nico en DEAEepharose. La fraccion obtenifiee aplicada a una
columna de afinidad (Concanavalina A 4B), en esta Ultima, la lacasa se quedo unida a la
matriz. No pudo ser removida con altas concentraciones de glucosa (1 Mimhandsa

(0.5 M), ademas ddorato de sodid00 mM, pH6.5, no obstante que Cat al.(1993)

con un protocolo similar habian logrado separar dos isoformas del basidiomiceto PM1.



En forma paralela se utilizo ladroxiapatita (Odat al.,1991), en la cal se obtuvieron
dos fracciones que al ser analizadas por electroforesis presentaron el mismo patrén de

bandas para ambas fracciones.

Por otra parte, también se realizaron separaciones por filtracion en gel bajo condiciones
de alta fuerza i6nica (500 mMaCl) para romper los enlaces débiles, en presencia de
detergentes en el eluente (SDS 0.1% y Tritbn 100X 0.1%), para tratar de romper
interacciones hidrofobicas entre las proteinas y la matriz, en presencia de urea 4y 6 M,
asi como de -Pnercaptoetanol y fiton en combinacion. En lo referente al intercambio
ibnico se probaron diferentes soluciones amortiguadoras (fosfateHQFisfosfatoe

citrato), en distintas proporciones y aplicadws pasosdajo diferentes esquemas de
gradiente ¢endido® o pronunciads), con diferentes matrices (intercambiadores fuertes

y débiles) y tipos de sales en los gradientes (NaCl,, KQI). Bajo todas las
condiciones solo se obtuvo un pico principal de proteina donde se detectaba la actividad
lacasa. Sugiriendo lo anterioreajla principal proteina presente en los extractos curdos
correspondia a las isoformas de lacasa, las cuales solo podian separarse por
electroforesis. Algo similar ocurre con la isoforma L2Qkriporiopsis subvermispora

la cual sélo es posible purificaopisoelectroenfoque preparativo (Fukushietaal.,

1995).

Las matrices de exclusién molecular han sido disefiadas para separar proteinas simples y
cuya forma comunmente es esférica. La glicosilacion de las lacasas provoca una
desviacion de esta esferiail ademas de que puede causar interacciones con la matriz,

lo cual explicaria la pobre resolucion de las bandas (Fig. 9 A carriles 2y 3) y la
discrepancia en los pesos moleculares encontrados para la misma proteina en diferentes
cortes y matrices (TablalMesultados con Biogel-200 y Sephacryl -200) en funcion

de su peso. Revisando la literatura, encontramos variaciones similares reportadas para
glicoproteinas. En el estudio realizado por Sviridov y colaboradores (2006), observaron
gue pueden coeluirligoproteinas con otras proteinas de diferentes tallas y que no

pueden ser separadas aun con el uso de HPLC.



Ya que las isoformas solo pueden ser separadas por electroforesis, la actividad lacasa de
T. maximaCUl fue caracterizada como una sola fraccdimteniendo diversas

glicoformasde la enzima.

Por todo lo anterior, se seleccion6 como protocolo de purificacion de la actividad lacasa
de T. maximaCU1 el uso de DEAEepharose y Sephadex2B80, el cual permitio

obtener una fraccion con un mayor ren@nmo al final del proceso.

Ademas de los emigrados observados en la exclusibn molecular, en los geles tanto
SDSPAGE (cargados con muestras tratadas con mercaptoetanol y calor, y sin tratar),
como en geles nativos, los patrones de migracion son ddsrg/a que en las
condiciones reductoras se aprecian bandas de menor tamafio a las isoformas principales,
gue no son visibles tanto en las condiciones nativas como en las muestras no tratadas,
mientras que la banda cercana a los 100 kDa se presento s laertdiciones. Otra
variacion observada fue la migracién de la fraccion de 60 kDa antes de la de 70 kDa en
los geles nativos. Al igual que en la filtracién en gel, se han reportado previamente estas
desviaciones en separaciones de glicoproteinas enSI2EBBAGE Ourchschlaget al,
1991;Durchschlagk Jaenicke1997).

En las figurasB se muestran los perfiles de las separaciones tipicas de la lachsa de
maximaCU1 en intercambio iénico y exclusién molecular, asi como en la f@laa
separaciéon cacteristica en SDBAGE de las glicoformas de CUL en los diferentes

protocolos de purificacion.
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Figura 8. Perfiles cromatogréaficos caracteristicos de la purificacion d&. maxima

CUL1. El panel A corresponde al perfil tipico de la sep@n del extracto crudo de
maximaCUL. El panel B muestra el perfil caracteristico de las separaciones en exclusion
molecular.

Figura 9. Separacion tipica en SDDSAGE. En los diferentes carriles se muestran las
fracciones de lacasa ohtdas mediantes diferentes cromatografigsEstandares de
PM, 2) ConentradoYM10, 3) DE-52 4) Biogel PR100, 5) DEAE-Sepharoses) Biogel
P-60, y 7) Biogel R60. Todos cargados con 2% de proteina y tefiidos con azul
Coomasie.



8.2.2 Protocolo final de purificaciéon

Como primer paso para la purificacion dddeasade T. maximaCU1, se empled una
columna DEAESepharose. Este paso removio gran cantidad del pigmento presente en la
muesta, que enmascara la presencia de otras proteinas presentes, ademas de que es
eluido como una sola fraccion muy amplia. Por otro lado al ser removido, deja en
evidencia el caracteristico color azul de la lacasa. Se obtuvo un pico de proteina dentro
del cud se aprecian dos fracciones de actividad lacasa que se concentraron como una
sola fraccién, a la cual se le realizé una filtracion en gel, en donde la actividad lacasa se
fracciona nuevamente como un solo pico de proteina y actividad. En ambos pasos el
componente principal correspondié a la actividad lacasa y fueron removidos algunos de
los componentes proteicos contaminantes. En el anexo | se presentan los perfiles

cromatograficos de cada uno de los pasos.

El rendimiento final de la preparacion de lacaddenida fue 208%, un factor de
purificacion de 5 veces ynuaumento en la actividad esgdex alrededor de la misma
magnitud (121 U/mgvs 24 U/mg con respecto al extracto crudo (Tabla V). El
incremento en las unidades puede atribuirse a la remoci@igietnto presente en el
extracto crudo, donde la presencia de compuestos fendlicos podria estar inhibiendo la
actividad lacasa y por ende se detectarian menos unidades de las que estan presentes
(ZouartMechiciet al, 2009.

Tabla V. Purificacion deal Lacasas d&. maximaCU1.

Vol Proteina Unidades  Actividad Rendimiento  Factor de
Paso (ml) Total Totales Especifica (%) Purificacion
(mg) (U/mg) (veces)
Concentrado 10K 12 266 6,418 24 100
DEAE-Sepharose 3.5 119 10,796 91 168 4

Sephadex 00 3.5 110 13,337 121 208




8.3. Andlisis de componentes

En el analisis de componentes en un gel PBSE (figura 8), se observd una banda
principal en la zona de 60 kDa aproximadamente y otros componentes menores, los
cuales no fueron removidos con lapagsos cromatograficos aplicados. En estos mismos
geles, pero con muestras no reducidas con mercaptoetanol ni hervidas, se aprecian dos
bandas de actividad lacasa en zimogramas revelados con DMP, lo que sugiere la
presencia de dos isoformas de lacasa,dealrededor de 70kDa y otra de lDa sin

las bandas menores. Est4 Ultima mostré ser mas activa y fue capaz de degradar el azul de
Coomasie mientras eran tefiidos los geles. En condiciones nativas, se observan solo las
dos bandas de actividad, sin embanggran de forma inversa a los geles SBPSGE,

es decir la banda mas activa se retiene en la zona alrededokDe, 7€n tanto que la

menos activa migra a la zona dekéia (figura 9).
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Figura 10. Andlisis de componentes.Gel SDSPAGE tefido con Coomasie:

1) Marcador de peso molecular Low Range de Bio Rad., 2) concentrado 10KDa, 3)
DEAE-Sepharose, 4) Sephadex2G0. Todos los carriles fueron cargados com@%le
proteina

Lac60K
Lac70K

Figura 11 Electroforesis en geles SDBAGE y nativos. A) Gel SDSPAGE donde

los carriles 1y 5 corresponden a el marcador de peso molecular pretefiido Kaleidoscope
de Bio Rad; 2 y 6 al extracto crudo, 3y 7 a la fraccion de lacasa obtenida en la columna
Sephadex €00, 4 y 8 a la fraccion del pigmento. Las fracciones de los carrifeyg 2,

refieren muestras tratadas con mercaptoetanol y calor, mientras que las muestras de los
carriles 6, 7 y 8 son muestras no tratadas. B) Gel Nativo. El carril 1 corresponde a los
marcadores de PM, 2 al extracto crudo, 3 a la fraccion de lacasa obtenida en la columna
Sephadex €00, 4 a la fraccion del pigmento. Ambos geles fueron primeramente
revelados con DMP y posteriormente tefiidos con Coomasie, todos los carriles fueron
cargaas con 25ug de proteina.



Para descartar que las bandas de menor peso presentes bajo condiciones reductoras se
traten de fragmentos de degradacion, se estimulé la produccién de anticuerpos en
conejos contra la lacasa Lac 60K. Para esto se purificd la lacasaradpagiles de
SDSPAGE, con muestras no tratadas ya que presentan un mejor patron de separacion
(Figura 10). Esto mismo fue aprovechado para obtener las dos lacasas y enviarlas al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM para obtener la secuencia del extenino

terminal, necesaria para el analisis de secuencias y util para saber si las actividades

lacasa presentes en la fraccion correspaada isoformas o glicoformas.

Tincién de @omasie

Figura 12. Purificacion por SDSPAGE. Para la separacion se utilizo fiaccion
obtenida del Sephadex G200. Los carriles fueron cargados cag @8 proteina. La
fraccion La 60K es mas activa que la LAOK, ya que es capaz de actuar sobre el
colorante de Coomasie.

En el andlisis por WesteBlot se observo que la freion Lac70K da reaccién positiva

con los anticuerpos La@0OK, sugiriendo que se trata de una glicoforma. Lo anterior se
confirmé al ser tratada la muestra con una glicosidasa, donde solo se detecta una sola
banda de aproximadamente &Da (figura 11). La demas bandas presentes bajo
condiciones reductoras podrian corresponder a formas inactivas de lacasa ya que no son
reveladas con DMP pero si reaccionan con loslaatdi6OK. Estas solo son separadas

por electroforesis bajo condiciones nativas, lo qudigapa que forman agregados con

las formas activas.



A B
W23 45 NG
; “"a“j

-—
-

Figura 13. Andlisis por Western Blot.EIl panelA corresponde al western blot de un gel
SDSPAGE con muestras tratadas con mercaptoetanol y calor: 1) Marcadores, 2)
Concentrado, 3) DEBE-Sepharose, 4) Sephadex2G0, 5) Sephadex-200 Tratada sin
glicosidasa 6) SephadexZB0 Deglicosilada. El panel B muestra a las mismas muestras
no tratadas.

8.4. Andlisis de secuencias

84.1. Secuencias de Lac60 y Lac70

A partir de extractos ados deT. maximaCU1 se purificaron dos lacasas, Lac60K y
Lac70K, las cuales fueron secuenciadas en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
Los péptidos obtenidos de estas proteinas por el analisis SIS fueron los

mismos para ambas fracciondsfo sugiereesto que se trata de la misma cadena
proteica y que la discrepancia en la talla se debe a diferentes grados de glicosilacion, por
lo que las dos bandas de lacasa observadas corresponden a dos glicoformas presentes en
el extracto y que migran canuna sola fraccion cromatografica en las separaciones de

intercambio iénico y filtracién en gel.



Para ambas glicoproteinas se obtuvieron ocho fragmentos distintos que se muestran en la
figura 12, mientras que los resultados completos de los péptidaaideina de ellas se

presentan en el anexo II.

Lac 60K Lac 70K

1) R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 1) R.GPFVVYDPNDPHASR.Y

2) R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 2) R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

3) RANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y 3) R ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y
4) R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A 4) R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A

5) R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 5) R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L
6) R.YSFTLNANQAVDNYWIR.A 6) R.YSFTLNANQAVDNYWIR.A

7) RYD VDNDDTTITLADWYHTAAK.L 7) RYDVDNDDTTITLADWYHTAAK.L
8) GIGPVADLTITNAAVSPDGFSR.Q 8) GIGPVADLTITNAAVSPDGFSR.Q

Figura 14. Péptidos de las Glicoformas de Lacas&e presentan los diferentes
fragmentos péptidos de cada una de las glicoformas obtenidas del analisis por LC
MS/MS.

8.4.2. Comparacionalsecuencias cdderrena maxima

Una vez analizados los fragmentos de la cadena peptidica de la lackseaema

CU1, se compararon los ocho fragmentes con la secuencia reportad@epanaa
(Trametes) maxima De 117 aminoacidos alineados, 8 de laadacnativa fueron
diferentes a la secuencia reportada (alrededor del 7%). Estos resultados se presentan en
la figura 13, ademas se resaltan en la secuendia deximaas regiones involucradas

en la union y estabilidad de los centros de cobre, aiin cuanguno de los fragmentos

obtenidos coincide con estas regiones
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Figura 15. Comparacion de secuencias entre cepas de maxima La secuencia
completa deC. maxima (Lyashenkoet al., 2006) se presenta da parte superior
mientras que los fragmentos de maximaCULl se muestraen la parte inferiorEn

negrose resaltaios cambios en la secuencia de aminoacidos$.daaximaCUl y en

gris las regiones correspondientes a los sitios de union a los centros de cobre presentes
enC. maxima

8.4.3. Andlisisde la secuencia animo terminal

Las proteinas muestran niveles altos de homologia (100%) en el extremo amino con
lacasas dé&. versicolor(Bertrandet al.,2002); y fue 91% igual a la de trogii (Matera
et al., 2007) yCerrena maxima(Lyashenkoet al., 2006) esto acorde con la cercania

filogenética de los grupos.

En la tabla VI se presenta un comparativo entre los extremo amino termifial de
maxima CU1 y algunas de las lacasas del géiieametesSi bien se tratan dedasas
producidas por organismos de un mismo genero, las especies referidas en esta tabla,
muestran variaciones entre las secuencias del extremo amino. Los aminod&sdos

altamente conservados son la glicina, prolina y valina en la posicion 3, 4 y &Gmasiac



lisina en la posicion 8. Por otro lado, estas secuencias pueden presentar cierta
homologia con lacasa de otros géneros debido a las regiones altamente conservadas de la
lacasa (Thurston, 1994).

Tabla VI. Comparacion entre los extremos amino itegnentre lacasa de diferentes
especies dérametes

Microorganismo Secuencia Nerminal

Trametes villosdacasa | GIGPVADLTITNAAV
Trametes villosdacasa Il AIGPVASLVVANAPV
Trametes villosdcc3 SIGPVTELDIVNKVI
Trametes villosécc4 AIGPVTDLTISNGDV
Trametes villosécc5 AIGPVTDLTISNADV
Trametes versicoldacasa | AIGPVASLVVANAPV
Trametes versicoldacasa GIGPVADLTITNAAV
Trametes versicoldaccllic GIGPVADLTITNAEV
Trametessp Lccll AV G-EADLTITNAVV
Trametesp Lacasa Il SIGPVADMTISNAEV
Trametessp Lacasa lll AV GPVTDLTISNANV
Trametes trogii AIGPVADLVISNGAV
Trametes maxima GIGPVADLTITNAAV

Los datos de la secuenciat®rminal deT. villosa T. versicolor, Trametessp., yT.

trogii fueron tomadas del trabajo de Manstial 2003.

8.5. Estimaddn del peso molecular

Como se menciond anteriormente, las lacasas poseen tallas moleculares que oscilan

entre los 45 y 118@Da, sin embargo, estas diferencias en las tallas se han atribuido mas



al grado de glicosilacion que a diferencias en lademas peptidicas ya que las
secuencias de las lacasas son altamente conservadas (Thurston, 1994).

En SDSPAGE se revelan dos bandas de actividad lacasa cuyo peso molecular relativo
se estim6 en 71 y 62 kDa, las cuales al ser tratadas con una glicosigi@aacomo una

sola banda de 61kDa. Por {MS/MS el peso fue estimado en 56 kDa, mientras que en
las columnas en filtracion en gel se observaron variaciones en la talla dependiendo del
tamafo del corte y del tipo de matriz (Tabla VII). Estas variacipnedgen delrse a
interacciones que se ejenceentre los carbohidratos y el soporte. Por lo tanto el
porcentaje de glicosilacion de Lac 70K y Lac 60K es de 14 y 1.6 respectivamente.

Para la estimacion de la talla molecular por filtracién en gel, deaan las columnas
con los estandares @&gma. En la figura 15 se muestra los datosaldracion dda
columnaSephacrylS-200 HR, asi como la estimacion de la talla molecular relativa de la

lacasa dd. maximaCUL

Tabla VII. Peso molecular dalacasadeT. maximaCUL1.

Método PM (kDa)
LC-MS/MS 56
71
SDSPAGE 62

SDSPAGE (Deglicosilada) 61

Biogel R100 52

Sephacryl 200 HR 63
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Figura 16. Estimacion de la talla molecular de la lacasa d&. maxma CUL en
Sephacryl S200. En el panel A se muestra la calibracion de la columna con los
volimenes de exclusion de los estandares y sus respectivos logaritmos de los pesos
moleculares, asi como el volumen de exclusion de la muestra. En el B se muestra la
separacion de la muestra en la columna una vez calibrada.



8.6. Espectro de Absorcion

Las lacasas azules fungicas tipicas presentan un espectro caracteristico, muestran un
pico en la zona de 60hm que indica la presencia del centro de cobre tipbdual es
%responsable del color az(Kololojva-Skorobogat'koet al, 1998; Collet al, 1993)

Otro pico es detectado en la zona de 88Q relacionado con el centro binuclear de
cobre tipo Il (Thurston1994).El coeficiente de extincion molar paracebre tipo | de

T. maximaCU1 a 605 nm fue de 5 547 m™, un valor muy similar al reportado para

la lacasa d&larasmius quercophilys 200 M'cmi* (Dedeyaret al,, 2000).

Otro parametro de referencia para la purificacion de la lacasa en la rethcion
absorbancia 280/605, la cual mientras mas cercana se encuentre a 20, mayor es la pureza
de la preparacion de lacasa (Kéhal, 2002). Para la preparaciéon de glicoformad de

maxma CU1, ésta relacion fue 18n la figura 14 se presenta el espectralosorcion

de la lacasa d&. maximaCU1. La preparacion de las glicoformas de lacasa exhibio las
caracteristicas antes descritas. La relacion enyig#nmes 18, para otras lacase ha
reportadoun valorde 19 (Kimet al., 2002), el cual da idea da pureza de la lacasa
mientras mas cercarsea a 20. Para la caracterizaciomé de los centros de cobre sera

necesario estudio desonancia de electrones
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Figura 17. Espectro de Absorcion.El espectro se atizd6 a una concentracion de 150
uM, considerando 61 kDa como su peso molecular.

8.7. Determinacion del punto isoeléctrico

Para la determinacién del pl se utilizé la técnica de cromatoenfoque, coadiente de

pH de 7.0 a 3.0. Iperfil obtenido mustra un solo pico de proteina con un pl de 4.4, lo

gue nuevamente confirma la presencia de dos glicoformas con igual cadena de
aminodcidos y diferentes grados de glicosilacidn, las cuales solo pueden ser separadas
por electroforesis (Figura 15El valor cel pl de la lacasa d&. maximaCU1l se
encuentra en el rango acido de @Higual que el de lacasa de otlasasas azules
(Eggertet al,, 1996;Kololojva-Skorobogat ket al, 1998.
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Figura 18. Cromatoenfoque. En el panel A sepresenta el perfil obtenido del
cromatoenfoque, donde el pl es estimado en 4.4. En el panel B se presenta en andlisis
SDSPAGE de la fraccion obtenida tefiida con azul Coomasie, donde el carril 1
corresponde al marcador de peso molecular, el 2 a la fractatada con
mercaptoetanol y calor, y 3 a la muestra no tratada. Todos los carriles fueron cargados

con 25ug de proteina.

8.8. Caracterizacion de los parametros operativos

8.8.1. Efecto del pH

El pH es uno de los parametros importantes a considerar en la caracterizacion de una
enzima, ya que éste influye en la actividad incrementandola o inhikeéritolel caso

de las lacasas fungicas, se ha observado que tiene pH 6ptimos acidos sobre sustratos
fendlicos (como el DMP), y pH cerca del rango neutro para sustratos no fenélicos (como

la siringaldazina)Baldrian, 200%.



Se determiné el pH Optimo palas sustratos comunes de lacasas como son el DMP,
ABTS vy siringaldazina, ademas de calcularlo para el par MBTH y DMAH que es un
sustrato especifico de MnP (Jordaan & kes12003) y que es atacado por la lacask de

maximaCU1.

En el caso del DMP, tuvonupH 6ptimo de 3.0, mostrando elitip trazo de campana
sobre el ABTS también fue de 3.Para la siringaldazina se registro su Optima actividad
a pH 4.5 como se ha reportado para otras especigsadeetes(Baldrian 2004 El
complejoEn la figura 16 8 presenta estos resultados.
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Figura 19. Determinacion del pH 6ptimo.Los cursos temporales se llevaron a cabo en
amortiguador de fosfatoitrato 100:50mM, las mediciones con DMP se realizaron a
468 nm, para el ABTS 405 m, para la singaldazina 425nm y para el par
MBTH+DMAH 590 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado y con una
desviacion estandar menor al 5%.



Con respecto a la estabilidad de la actividad a diversos pH, la lacasand&imaCU1l

fue muy estable aHb 6.0 conservando el 100% de su actividad poh24A pH 7.0
conservo el 98% de la actividad poh4A pH 3, 4, 5y 8 retiene entre el 85y 75% de la
actividad al ser incubada poh4(Figura 17). Este comportamiento se ha reportado para

las lacasas ales fungicas.
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Figura 20. Estabilidad a pH. La incubacion se realiz6 en amortiguador fostati@to
100:50mM en el rango de pH de B8M, mientras que la determinacion se hizo en
acetato de sodio 200mM, pH 3.5 sobre DMP. Los enssg/osalizaron por triplicado y
con una desviacion estandar menor a 5%.

8.8.2. Efecto de la temperatura

Al igual que el pH, la temperatura es un factor importante sobre la actividad enzimatica,
si bien puede ser favorable para el incremento de laanispara su inactivacion. Las
lacasas fungicas han sido reportadas como enzimas termoestables, ya que presentan

temperaturas éptimas alrededor de 50°C, y conservar su actividad por mas tres horas.



La lacasa d&. maximaCU1, mostré su maxima actividads0°C a pH 3.0y 4.5; a 70°C
es activa en un 85%on respecto a la estabilidad conserv@Z% de la actividad a
50°C por 5 horgsmientras quea 60°C solo retienen el 10% de su actividad en ese
periodo ddiempa La vida media a 50°C se estimo en 52fahk, en tanto que a 60°C es
de 4.8 h(Figura 18).
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Figura 21. Efecto de la temperatura. A) Temperatura 6ptima de la lacasa de
T. maximaCUL. Las incubaciones se rgaron en amortiguador fosfatitrato 100:50

mM con DMP como sustta, por triplicado y con una desviacion estandar menor al 5%.
B) Estabilidad a 50 y 60°C. Los ensayos se llevaron a cabo en amortiguador fosfato
citrato 100:50mM, pH 3.0, sobre DMP, por triplicado con una desviacion estandar
menor al 5%.

8.9. Caracterdacionde las propiedades cataliticas
8.9.1 Constantes cataliticas
Se determinaron los valores dg, y K¢ Sobre dos sustratos tipicos de lacasas,

siringaldazina y dimetoxifenol, en acetato de sodio @00, pH 3.0 (Tabla VIII). Los

valores de I de T. maxima CU1l para siringaldazing0 uM) y DMP (74 uM) se



encontraron en la zona baja del rango reportado para otras lacasas de diversos
basidiomicetos (3408.5 uM para la siringaldazing 14.720.015mM para el DMP

(Baldrian, 2005)En el anexo Il se presenta el andlisis cinético paavi.

Con respecto al &;, el rango reportado para las lacasas fungicas s@edé hasta 360

000 §' para estos sustratdsos valores pard. maximaCU1 sobre la siringaldazina y

DMP, fueron de31 y 55 & respectivamentese ubican también en la zobaja del
mencionado rango. En general, se han reportado variaciones importantes en los valores
de estas constantes cataliticas, incluso para lacasas obtenidas de en diferentes cepas de

una misma especie (Tinoebal, 2001).

Tabla VIII. Constantes citi€as

Km Vmax Kcat
Sustrato (M) (M-l*min-l) ) KealKm
Siringaldazina 20 1.5 x10° 55 2.7x10
Dimetoxifenol 74 8.5 x10° 31 4.4x10

8.9.2. Inhibidores

Se evalud el efecto de algunos inhibidores reportados sobre la actividad de preparacion
de lacasa d&. maximaCU1 (Tabla IX). La azida y el fluoruro de sodio, junto con el
SDS fueron los que mostraron mayor actividad inhibitoria sobre la lacasa a bajas
concentraciones (0.1, 1 ynBM respectivamente). Alrededor del 50% de la actividad es
inhibida a 1 y 5 del &cido tioglicolico y el cloruro de sodio. EI DMSO no mostro efecto
inhibitorio considerable, ya que solo afecta el 14% de la actividad a una concentracion
de 50mM. Resultados similares se ha reportado para lacasas de algunas ekgecies
TrametegXiao et al, 2003



Tabla IX. Efecto de Inhibidores.

NaNs NaF
[mM] Inhibicion (%) [mM] Inhibicion (%)
0 0 0 0
0.1 99 0.1 78
0.5 100 0.5 95
1 100 1 97
5 100
NaCfl ATG
[mM] Inhibicion (%) [mM] Inhibicion (%)
0 0 0 0
0.1 17 0.1 33
0.5 23 0.5 42
1 24 1 45
5 51 5 68
10 67 10 80
25 81 25 100
50 89
SDS DMSO
[MmM] Inhibicion (%) [mM] Inhibicion (%)
0 0 0 0
0.1 1 0.1 4
0.5 8 0.5 4
1 23 1 5
5 100 5 6
10 8
25 10
50 14

" Los ensayos fueron realizados eetato de sodio 200M, pH 3.0, utilizando DMP
como sustrato. Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado, con una desviacion
estandar menor al 5%.



8.10. Decoloraciémn vitro

8.10.1 Colorantes textiles

Una vez caracterizadas las propiedade la lacasa de. maximaCU1, se procedié a su
aplicacion en la degradacion de colorantes texiilegitro. Previamente se analizo el
potencial de decoloracion sobre 500 ppm de los colorantes de la cepa en medio sélido y
liquido de Bran flakes® y Dhooimodificado. La mejor condicidon para la decoloracion

en fase solida fuen medio BF, ya que se decoloradditientementesiete de los nueve
colorantes probados (AneXd). En medio liquidopchode losnuevecolorantefueron
decolorados en mas d&0% en medioBF, a las 24 horas de ser agregados al madio

una concentracion final de 50 pgnexo V). En los cultivos liquidos, solo se detect6

la actividad lacasa, a la cual se le ha atribuido la capacidad de actuar sobre colorantes
sintéticos y otros xefdticos Higson, 1991 Por tal razon se llevé a cabo la
purificacion y caracterizacion de la lacasaldenaximaCUL para su aplicacion directa

sobre los colorantes textiles dikademanda en nuestra region.

Para ello se prepararon mezclas de reacmdn50 ppm de cada uno de los colorantes

en amortiguador fosfatoitrato 100:50 mM, a pH 3.0 y 5.0, incubandose a 50°C.
También se llevé a cabo en agua bidestilada (pH 7.0), a temperatura ambiente. En el
caso particular de esta lacasa, tiene un pH 6pdiend.0, estable por 24 h a pH 5.0 y su
temperatura 6ptima es de 50°C sobre DMP. Por lo que se buscaron las condiciones
Optimas para la decoloracion de la mayor cantidad de colorantes textiles. Sin embargo,
dependiendo del grupo y de la solubilidad se feidrla decoloracion a un determinado

pH y temperatura. Mientras que a pH 5.0 y 50 °C se decoloran mas del 50% del DR60,
RB5 y AB21Q A pH 3.0 y 50°C se decolor6 el DB45 y DO29, mientras que apH 7.0 y
25°C solo se decoloro eficientemente (mas del 959%RB4I9 (Tabla X). En el caso

particular del DB22 ninguna de estas condiciones fue adecuada para su decoloracion.

Las diferencias entre los porcentajes de decoloracion de los cultivos completos y la
enzima purificada, se pueden deber a que el hongo adevelltivo puede producir



enzimas que sean complentarias a la actividad lacasa (Lewh al, 2002) y/o
metabolitos mediadoregEggert et al, 1996) que le permitan degradar mas

eficientemente el colorante.

Tablas X. Decoloracion de colorantes isthiales.

Decoloracion (%)

Colorante
pH3.0 pH50 pH7.CF

Azul Acido 25 (ARN25) 75 5 0
Rojo Disperso 60 48 69 26
Negro Acido 194 80 95 87
Negro Acido 210 0 70 56
Azul Reactivo 19 72 81 96
Azul Disperso 79 45 15 12
Naranja Disperso 29 89 6 6
Negro Directo 22 0 0 5
Negro Reactivo 5 70 82 40

* La incubacion se llevo a cabo en amortiguador fosfatato 100:50 mM a 50°C, con 50 ppm de
cada uno de los colorantes.

& La incubacion se llevo a cabo en adnigestilada a temperatura ambienten & ppm
tomadagle cada uno de los colorantes.

8.10.1Mezcla de colorantes textiles

En la decoloracion enzimatica del efluente simulado, a diferencia de los resultados de
los colorantes individuales, se observé una decoloracién alrededor del 60%.8 pH
incubando a 50°C, y a pH 7.0 a temperatura ambiente (Figura 19). Esto se puede deber a
gue algunos de los colorantes susceptibles a la accion de lacasa pueden actuar como

mediadores que oxiden a los colorantes que son mas resistentes a la accidicanzima

Con respecto al efecto del pH, ademas de afectar positiva 0 negativamente sobre la

actividad enzimatica, también modifica el espectro de absorcion de la mezcla de colores



(Figura 20), sugiriendo que ademas de afectar la conformacion de la ptatebién
afectaria la estructura de alguno de los colorantes.
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Figura 22. Decoloracion enzimatica de la mezcla de colorantes textilekos
resultados que se muestran corresponden a 24 h de incubacién con 10 U de lacasa. Las
incubaciones pH 3.0 y 5.0 se realizaron &wosfatecitrato 150mM a 50°C.
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Figura 23. Espectro de Absorcion la mezcla de colorantes textiled.as mezclas de
reaccion contenian 10 U.l. de lacasa, 50 ppm de cada colorante. A) Incubacién a pH 3.0
y 509 B) incubacion a pH 5.0 a 50°C.



9. Discusioén

9.1. Prauccién

La cepa CU1 d&. maximaes un basidiomiceto nativo de Nuevo Ledn, que previamente
mostro la capacidad de degradar colorantes sintéticos asociada con la produccion de
lacasa en medio Bran dKes (Hernandekuna et al., 2008). Estas condiciones de
cultivo no son las 6ptimas para llevar a cabo la purificacion de la lacasa, ya que en este
medio produce una gran cantidad de pigmentos y carbohidratos que interfieren con los
métodos de purificacionPor ello, los estudios de purificacion de lacasa utilizan
comunmente medios a base de sales. Sin embargo, este tipo de medios requieren la
presencia de inductores para estimular la produccion de lacasa, como son el etanol, el
ion cobre, la siringaldazineel DMSO vy los &cidos humicos (Chefett al., 1998;
Heinzkill et al., 1998; Koroljova et al., 1999; Xiaoet al., 2003). Por tal razén, es
necesario seleccionar y estandarizar las condiciones de crecimiento y produccion de

lacasa para cada organismo.

En el presente trabajo se usé una modificacion del medio utilizado por Adeenichi

et al.(2006). En dicho trabajo utilizan el sulfato de cobre (0.35mM) y el etanol (3% v/v)
como inductores de la actividad lacasa en una cepa natiVeaoheetes trogii titulando

20 UMl al dia 9 de crecimiento. Bajo estas mismas condiciohesnaximaCU1l
produjo6 U/ml al dia 12 Este valor representa un incrementdsdesces la produccion

con respecto a las unidades detectadas en medio Bran Flakes® y ademas se redujo

corsiderablemente la presencia de pigmento en los concentrados de los sobrenadantes.

9.2. Purificacion

Gran parte de los trabajos previos en los que se ha llevado a cabo la purificacion de la

lacasa, utilizan dos o tres pasos de cromatografia: intercaémiom con una matriz

DEAE principalmente para la remocion de pigmentos presentes en la muestra, seguido



de una filtracién en gel glgunas veces, otro pasoid&ercambio iénico con una matriz

Q para la resolucion de isoformas presentes. Comunmentalestgo de pasos son
reportados como suficientes para la obtencion de lacasas puras a homogeneidad
(Froehner & Eriksson, 1974; Geiget al., 1986; Yaveret al., 1996; Saparraet al.,

2002; Galhaupt al.,2003; Luet al.,2006).

En el caso de los ext®s crudos dd. maximaCUL, fueron sometidos a diferentes
protocolos de purificacion, con uno o dos pasos cromatograficos sin que se obtuviera
una preparacion pura como es reportado. Aun mas, en todos los casos se observo el
mismo patron de bandas en eglde SDSPAGE, dos bandas principales que migran

alrededor de los 60 y 70 kDa, asi como bandas menores en la zona de 100, 35y 25 kDa.

Una posibilidad para la presencia de estas bandas menores, es la heterogeneidad de la
lacasa debida a su localizaciértracelular (Perryet al., 1993). En este medio se
encuentran actividades proteoliticas y glicosidicas (Word, 1985), las cuales pueden
modificar la proteina a nivel de la cadena proteica o de los carbohidratosgPairy

1993).

Para eliminar la posilidad de que estas bandas menores se tratasen de proteinas
distintas o fragmentos de degradacion de la lacasa, se levantaron anticuerpos contra la
lacasa Lac 60K, sin embargo estos reaccionaron con todas las bandas presentes en el gel
SDSPAGE vy nativos, ggiriendo que éstas (en el caso de la cercana a los 100 kDa)
corresponde a algun precursor de la enzima y las menores se deben a artefactos en la
separacion del SDBAGE, ya que en las muestras no tratadas y en los geles nativos no

se aprecian (Fig. 11).

Finalmente, na vez establecido el protocolo de purificacion, este fue aplicado a
extractos crudos dérametes hirsut&CS5,Pycnoporus sanguineudS43 yCoriolopsis

gallica. En el caso de las cepas CS5 y CS43, se logré la purificacién de dos isoformas de
lacasa ya que mostraron diferencias en cargas Yy tallas moleculares, mientra€que en

gallica solo se obtuvo una. Sin embargo, en el analisis de componentes nuevamente se



presenta el mismo patron que BmaximaCULl: componentes menores en las zonas de

100 kDa, tanto en condiciones nativas como reductoras, y en la zona de 30 a 20 kDa
bajo condiciones reductoras. Esto nos permite pensar que es un patron tipico en las
purificaciones de lacasa que no ha sido descrito antes, por lo que se requiere profundizar

en este sentido en futuros estudios.

9.3Analisis de secuencia

Gracias a los resultados obtenidos de la secuenciacién parcial de las isoformas
principales de lacasa, asi como de los resultados obtenidos en el Western Blot, el analisis
del grado de gligsilacion y el cromatoenfoque, nos permitieron concluir que las
isoformas principales corresponden a glicoformas de la misma cadena peptidica, las
cuales solo son separadas por electroforesis. De manera similar, las isoformas de lacasa
de C. subvermispora son definitivamente separadas mediante isoelectroenfoque
preparativo (Fukcoshimet al., 1995)

9.4. Caracterizacion Bioquimica

En lo referente a las propiedades de las glicoformds deximaCU1, mostraron tallas
moleculares, porcentajes de glicositenes, pl, espectro de absorciéon, pH y
temperaturas 6ptimos, asi como termotolerancia a 50°C que concuerdan con lo reportado
para otras lacasas de este género (Yave., 1996; KoroljovaSkorobogat'keet al.,

1998; Galhaupet al.,2002; Xiaoet al., 2003; Hamet al., 2005). De igual manera, su
secuencia amino terminal fue idéntica a lardeersicolor(Bertrandet al.,2002) y 91%

a la deT. trogii (Materaet al.,2007) yCerrena maxim#glLyashenkaet al.,2006).

Por otra parte, sus caracteristicamitiicas (K, y Kca) para el DMP y la siringaldazina
fueron similares #asde otras lacasa&ggertet al, 1996; Chefetet al, 1998; Saparrat

et al, 2003, aun cuando hay una gran arbitrariedad en cuanto a los coeficientes de



extincion molar, amortigadores, longitudes de onda y unidades de expresion sobretodo
para el ABTS y DMPHleinskill et al, 1998; Palmieret al, 2000; Mansuet al, 2003;
Abadulla et al 2000; Saparraet al, 2003. Al igual que otras lacasaazules, fue

fuertemente inhibidagr la azida de sodio y el fluoruro de sodio (Pétial.,1998).

Ademés de actuar sobre el rango clasico de sustratos de lacasas, ABTS, siringaldazina,
guayacol y dimetoxifenol, fue capaz de actuar sobre sustratos reportados para
peroxidasas como son &mino antipirina y el diclorofenolJlenn & Gold, 1985y el

par MBTH + DMAB (Jordaan & Leukes, 2003). Lo cual sugiere que las glicoformas de

T. maxma CU1 son de un alto potencial Redox. Esto concuerda con lo reportado por

Morozovaet al.,2007.

9.5. Actividad sobre colorantes textiles

T. maximaCU1 fue aislada en los jardines de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn,
que mostrd poseer un potencial ligninolitico y una habilidad de degradar colorantes
sintéticos comparable al d#hanerochaete chrysospom ATCC24725, asociado a la
produccion de lacasa (Hernandamaet al, 2008). A nivel de medio sélido y cultivo
liquido mostro la capacidad de degradar eficientemente cinco y ocho colorantes textiles
de nueve probados. Sin embargo, al evaluar el aathdl@ la enzima pura estos mismos
colorantes, observamos que los porcentajes de decoloracién variaron dependiendo del
pH y de la temperatura de incubacion, asi como del tipo de colorante. De manera
general, el colorante de tipo tetraquizaso (negro di22tdue el mas recalcitrante, ya

gue bajo ninguna condicion fue decolorado, caso contrario el de tipo antraquinonico,
azul reactivo 19 que en cualquiera de las condiciones fue el mas susceptible a la
actividad de la lacasa. Por otro lado, no se observdalaaon directa entre el tipo de

colorante o el uso y la accién de la enzima.

Con este contexto se han realizado diversos estudios, el mas claro ejemplo es el de

ZouartMechichi y colaboradores (2006) donde ademas de evaluar la degradacion de



colorants textiles en medio sélido y con extractos crudos de un aislado wegii,

purifican y caracterizan su lacasa, y analizan su capacidad decolorante. En lo referente a
la decoloracion enzimatica, a las 24 horas de incubacion solo decoloran eficientemente
(u mas del 90%), dos de los seis colorantes probados; por lo que hacen uso de un

mediador para incrementar los valores de decoloracion a las 24 horas.

Este ejemplo nos sirve para validar el concepto de utilizar nuestro aislado como una
alternativa en loprocesos de biorremediacion de este tipo de compuestos. Si bien, se
requiere controlar las condiciones de temperatura o pH segun el colorante (Tabla X), en
la mezcla de estos nueve colorantes, la preparacién enzimatica fue mas eficiente que con
cada uno pr separado. Esto puede atribuirse a que la lacasa puede generar radicales que
actuen como mediadores (Thurston, 1994), en este caso un colorante susceptible (como
lo seria elazul reactivo 19al ser oxidado por la lacgsactuaria sobre otro de los
colorantes presentes en la mezcla. Sin embargo, este mecanismo requiere ser estudiado

en posteriores estudios.



10. Conclusioén

La lacasa es la principal enzima extracelular producidalpometes maxima
CUL

Las dos formas principales tiezasas corresponden a glicoformas.

Las glicoformas de lacasa solo son separadas por electroforesis.

La preparaciéon de lacasas muestran parametros operativos tipicos de las lacasas

de basidiomicetos.

La capacidad de degradar colorantes textiles yesclain vitro, bajo diferentes
condiciones de temperatura o pH, sustenta la aplicaciéfrataetes maxima

(sus cultivos o sus lacasas) en procesos de biorremediacion de estos compuestos.



10. FUTURAS INVESTIGACIONES

La Lacasa es @nde las enzimas que a nivel industrial resulta muy interesante, ya que
puede se aplicada a diversos procesos. Muchos estudios de biorremediacién se han
enfocado en su capacidad de decoloracion de efluentes impactados con colorantes
sintéticos. Por lo quegs recomendable identificar la secuencia de los productos de
oxidacion de los colorantes textiles y monitoriar al mismo tiempo la disminuciéon de la

toxicidad.

Ademas, la realizacion de ensayos de decoloracién con efluentes reales a mayor escala,
con cutivos completos y con la enzima inmovilizada, es imperativa. Asimismo, detectar
posibles mezclas de colorantes en las que al oxidarse uno o mas de los componentes

tenga un efecto sinérgico decolorante.

Por otro lado, y para un mejor conociemiento de tnoiessstema, es necesario identificar
el gen o los genes involucrados en la sintesis de LacaBandaximaCUl y como se
modifica su expresion en presencia de metales pesados como plomo, cromo y cadmio,

asi como de colorantes sintéticos presentes ersasidjas de agua.



ANEXOS
Anexo |.Datos de secuenciacion de las glicoformasTdenaximaCU1

Resultados de Lac 60K
0i|183178983 Mass:56155 Score:306 Queries matched:’5 emPAI:0.34

Query [Observed [Mr(expt) Mr(calc) Delta [Miss [Score [Expect |Rank | Peptide

60 1670.0000 [1668.9927 [1669.7849 [-0.7922 |0 (9) [2.7e+03[8 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
61 836.0039 [1669.9933 |1669.7849 [0.2084 [0 55 0.078 |1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
62 836.0039 [1669.9933 |1669.7849 [0.2084 [0 (51) [0.17 1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
63 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 [0.2084 [0 (51) [0.19 1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
64 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 [0.2084 [0 (50) [0.23 1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
65 1703.0000 (1701.9927 [1702.7951 |-0.8024 |0 (15) [7.2e+02 |1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

66 852.0039 [1701.9933 |1702.7951 [-0.8018 [0 (43) 1.2 1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

67 852.0039 [1701.9933 |1702.7951 [0.8018 [0 (37) |4.6 1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

68 852.6039 [1703.1933 [1702.7951 [0.3982 73 0.00093 |1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

69 853.0039 [1703.9933 [1702.7951 [1.1982
70 853.0039 [1703.9933 [1702.7951 [1.1982

(70) [0.0024
(56) [0.063

=

R.SAGSTVYNYDNPIFR.D
R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

=

= E=N K=} =]

95 1017.0039 [2031.9933 [2032.0126 |-0.0194 34 9.3 1 R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y

104  |1038.0039 |2073.9933 [2072.9956 [0.9977

o

80 0.00019 |1 R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A

123 1214.0039 [2425.9933 [2425.1074 |0.8859 (65) [0.0045 |1 R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L]
124  |1214.0039 [2425.9933 [2425.1074 [0.8859 [0 67 0.003

o

=

R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L]

Resultados de Lac 70K
0i|183178983 Mass: 56155 Score: 306 Queries matched: 13\: éndd

Query [Observed [Mr(expt) Mr(calc) Delta [Miss [Score [Expect [Rank | Peptide GPFVVYDPNDPHASR
59 1670.0000 |1668.9927 [1669.7849 |-0.7922
60 836.0039 [1669.9933 |1669.7849 [0.2084
61 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 |0.2084
62 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 |0.2084
63 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 |0.2084
64 1703.0000 [1701.9927 [1702.7951 |-0.8024

(9) 2.7e+03 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y

R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

0 8
0 |[5 o8 1
b |51 iz b
0 |51 fp19 |
0 |s0) fo23 |
0 |15) [7.2e+02]1
0 |43 2 1

66  [852.0039 [1701.9933 [1702.7951 |0.8018J0 |37) l.6 1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D
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Anexo Il. Andlisis cinético d&a lacasa d&. maximaCUL1.
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En el panel A se presenta el analisis por Michddbsiten y en el panel B se muestra el
analisis por LineweaveBurk para el calculo de Ky K¢, para el DMP en acetato de
sodio 200 nv, ajustado a pH 3.0.



Anexo lll. Decoloracion en medio solido

B

AB194 Modificacion  Puntuacion
Antes Desp

Control 0

D029
Aclaraciéon 1

AB210

Transformacion 2

RB5

Decoloracion
parcial

D509
050% DR60

Decoloracion
parcial

> 50% RB19

Decoloracion
total 5

” .,_ “.

Escalade decoloracion y su aplicacion a los diferentes coloraRta®el A: Diferentes
grados de decoloracion (puntuzmi para el Negro Acido 194Panel B:Algunos

ejenplos de la aplicacién de la escala para diferentes colorabtedroles (antes),
resultados de decoloracion (después).

Muy bajo Bajo Medio Alto

(<5) (6:8) (9-11) (12-15)
BF DO29 DB79 AB194 AB25
AB210 DB22

DR60

RB19

RB5

KM AB25 AB194 DR60 RB19
DB79 AB210 RB5
DB22
D029

Resultados de decoloracion deametes maxim@U1 en medios sélidos.



Anexo IV. Decoloracion en medio liquido

Decoloracion en medio liquido por CU1. A) Cultivo con RB19 al tiempo 0 de adicion de
50 ppm del color, B) cultivo a una hora de incubacion en medio BF, y C) cultivo a una
hora en medio KM

Colorante BF KM

DR60 99 76
RB5 96 94
AB194 94 92
DB79 89 41
D029 83 54
RB19 82 65
DB22 82 21
AB210 80 57
AB25 40 1

Los resultados sexpresan en porcentajes, a tiempo de incubacién de 24 horas.
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Abstract A survey to isolate native white rot basidio-
mycetes from Northeast Mexico was conducted in the
forests of the Sierra Madre Oriental in the state of Nuevo
Ledon. A total of 92 isolates from at least 20 different
genera, were screened on Bran-Flakes solid plate cultures
for the production of ligninolytic oxidases and/or perox-
idases with guaiacol and o-anisidine as substrates; their
lignin depolymerizing potential using the polymeric dye
Poly R 478; their ability to decolorize anthraquinonic
(Remazol Brilliant Blue Reactive), azo (Acid Red 44) and
triphenylmethane (Crystal Violet) dyes. Among all fungi
tested, 15 isolates showed extensive decolorization of the
three dyes within a week and gave a positive reaction in
guaiacol and o-anisidine tests. Nine of them were also
efficient degraders of Poly R-478. Two isolates (CS5 and
CU1) showed decolorization of all dyes within 5 days,
comparing favorably with reference strains of P. chrysos-
porium, Pleurotus ostreatus, and Bjerkandera adusta.
Decolorization was associated with laccase activity in both
isolates and reached 90% or more for all dyes within 24 h
in "8-day-old liquid cultures. The coupling of pairs 2,4-
dichlorophenol + 4-aminoantipyrine and 3-dimethylami-
nobenzoic acid + 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone,
strongly suggest that the laccases of both strains correspond
to those considered of high redox potential. These strains
are considered good candidates for bioremediation of dye
polluted effluents due to their ligninolytic potential and
decolorizing performance.
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Introduction

Colorants and dyestuff are used in food, pharmaceutical,
cosmetic, paper, printing, leather, paint and many other
industries as main ingredients or accessories to improve the
durability and/or attractiveness of their products. It has
been estimated that 80,000 tons of these compounds are
dumped annually in wastewater worldwide (Heinfling et al.
1998); in Mexico, the textile and leather industries generate
wastewalters with an estimate of 4,300 tons of dyes and
colorants (INEGI 2001). In the aquatic ecosystems, dyes
and colorants interfere with photosynthesis, affect the
diffusion of gasses and are visible even in small concen-
trations, besides, they threaten human health due to the
toxic aromatic structure of their chromophore and the
possible transformation of some azo and nitro compounds
into carcinogenic aromatic amines in anoxic environments
(Baughman and Weber 1994; Chung et al. 1992).
Synthetic dyes are commonly recalcitrant substances
designed to resist washing, solar light exposition and diverse
chemical treatments, making their removal from waste water
difficult and expensive (Hao et al. 2000). The white rot
basidiomycetes are a group of ligninolytic fungi capable of
decomposing synthetic compounds due to their structural
similarities with lignin or its derivatives (Hofrichter 2002).
Its use has been proposed as a promissory alternative to
replace or supplement sewage treatment processes, with the
advantages of growing on simple inexpensive media, having
high production rate and biosorptive capacity (Zhang et al.
1999), and a lignin-degrading system (LDS) composed of
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oxidoreductases capable of aerobically decomposing xeno-
biotic compounds commonly considered as recalcitrant,
among them the synthetic dyes (Mester and Tien 2000;
Pointing 2001).

Decolorizing ability of LDS of white rot fungi has been
extensively studied only in a few strains of Phanerochaete
chrysosporium, Bjenkandera adusta, Coriolus versicolor,
and several species of Pleurotus and Phlebia (McMullan
et al. 2001). But recent isolation of strains with a better
color removal ability than reference strains (Tekere et al.
2001; Jarosz-Wilkolazka et al. 2002) directs worldwide
attention towards the searching of autochthonous fungi
belonging to different ecophysiological and taxonomic
groups (Kiiskinen et al. 2004) for biotechnological appli-
cation in bioremediation (Raghukumar 2000). Monterrey
area, located in Northeast Mexico, is second place in
industrial importance in the country and harbors important
synthesis and dye using industries. Their wastewater must
be decolorized and harmless before reaching the environ-
ment. In this work we used a simple screening plate system
to look for native wood decay basidiomycete fungi in the
lignin-rich hard-wood forests of the Sierra Madre Oriental
around Monterrey, with the purpose of isolating and
selecting strains with a comparable capacity to degrade
synthetic dyes than international reference strains, making
them potentially valuable in bioremediation.

Materials and methods
Chemicals

All chemicals used were reagent grade unless otherwise
stated. The substrates: guaiacol, o-anisidine and Poly R-478
(PR); reagents 2,6-dimethoxyphenol (DMOP), 2,2-azino-
bis-(3-ethylbenzothiazolinesulphonate) (ABTS), syring-
aldazine [N,N’-bis-(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzyidene)
hydrazine], 4-aminoantipyrine (4-AAP), 2,4-dichlorophenol
(2,4-DCP), 3-dimethylaminobenzoic acid (DMAB), 3-
methyl-2-benzothiazoline hydrazone (MBTH), veratryl
alcohol, and synthetic dyes Remazol Brilliant Blue R
(RBBR), Acid Red 44 (AR44), and Crystal Violet (CV) were
from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Malt extract,
yeast extract, glucose and agar for media from Difco and
other chemicals and salts from CTR Mexico.

Culture media
All fungal strains were maintained at 4°C on YMGA (4 g
yeast extract, 10 g malt extract, 4 g glucose, 15 g agar per

liter). YMGA supplemented with 14 ml of 10% w/v Tar-
taric Acid and 4 mg Benomyl per liter (Isolation media)

@ Springer

was used to favor the growth of basidiomycetes. Bran-
Flakes media (ligninolytic enzymes inducer media), con-
sisting of 2% (w/v) Kellogg's Bran Flakes"™ in 60 mM
Potassium Phosphate buffer pH 6.0, added with 1.5% (w/v)
agar (Pickard et al. 1999) was used for the selection of the
strains with the best ligninolytic potential and ability to
decolorize the main groups of synthetic dyes. In liquid
cultures agar was omitted from Bran Flakes media. All
media were autoclaved at 121°C at 15 1b for 20 min.

Reference strains

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Pleurotus
ostreatus ATCC 58053 and Bjerkandera adusta UAMH
8258 used as reference for this work were kindly provided
by Dr. M. A. Pickard from the University of Alberta, Ed-
monton, Canada. Stock cultures were stored on YMGA
plates at 4°C and periodically subcultured. They were
reactivated on YMGA at 28°C before every assay.

Collection and isolation of native fungi

Fungal strains were isolated from fruiting bodies found on
trees and decomposing logs and stumps in different bio-
topes around Monterrey, Northeast Mexico. The collecting
focused mainly on well developed carpophores of white rot
fungi from chaparral and gallery vegetation zones where
Leguminoseae and other hard wood trees were dominant,
but oak-pine forests were also surveyed. Basidiocarps were
transported in numbered paper bags to the laboratory and
mostly processed immediately but sometimes were stored
overnight at 4°C. Photographic records, phenotypical
characteristics and measurements gathered in situ, along
with sporeprints, microchemical reactions, and micro-
scopical observations conducted in the laboratory helped in
the identification to genus, or species when possible, fol-
lowing a manual
macromyceles from Mexico (Guzman 1980). The most
promising strains were identified by the Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands.

After washing the carpophores with sterile distilled
water, tissue plugs around 2 mm diameter obtained from
their inner tissue were disinfected in 3% hydrogen peroxide
for 1 min, washed thoroughly in sterile distilled water and
then transferred to Isolation media, incubated at 28°C in
90 mm diameter Petri dishes, and repeatedly transferred
onto new plates until microscopical observation confirmed
its purity, and presence of clamp connections confirmed the
isolation of a basidiomycete (Thorn et al. 1996). The iso-
lates were maintained and reactivated before every assay as
described for collection strains.

with keys to the most common
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Screening for ligninolytic enzyme activity
and decolorizing potential

Our selection system consisted of the three substrates:
Poly R-478 (PR), guaiacol and o-anisidine, used as indi-
cators of ligninolytic potential and the three synthetic
dyes: the anthraquinonic Remazol Brilliant Blue Reactive
(RBBR), the azo Acid Red 44 (AR) and the triphenyl-
methane Crystal Violet (CV) used to evaluate the
decolorizing ability. Every isolate was evaluated for
triplicate in the selection system, in 90 mm diameter Petri
dishes inoculated with a 5 mm diameter plug taken from
the periphery of a fresh culture. PR was added to media
before sterilizing, the other substrates and dyes were
added aseptically (Millipore 0.45 um) to previously ster-
ilized Bran Flakes media to a final concentration of
0.02%. Plates were incubated at 28°C and diameter
growth, substrate reactions and decolorization were reg-
istered daily during the first 5-7 days and sporadically
afterwards for 3 weeks. Substrate reactions were indica-
tive of ligninolytic potential, if the production of
extracellular oxidases and/or peroxidases was revealed by
a colored zone developed around microbial growth (red-
dish-brown with guaiacol or purple with o-anisidine) and
potential to break down lignin bonds was indicated by the
depolymerization of PR (color change from pink to yel-
low) (Field et al. 1992). The extent of decolorization was
assessed by visual examination of the decolorization area
and quantitatively determined by assigning numbers 0-5
with decolorization maximum at 5.

Production of ligninolytic enzymes in liquid culture

Isolates with the best ligninolytic potential and decolor-
izing ability in plate assays, were cultured in liquid
media to study the production of the tree major lignin-
olytic enzymes: namely, lignin peroxidase (EC 1.11.1.14,
1,2-bis(3,4-dimethoxyphenyl)propane- 1,3-diol:hydrogen-
peroxide oxidoreductase) (LiP), manganese peroxidase
(EC 1.11.1.13 Mn(II):hydrogen-peroxide oxidoreductase)
(MnP) and laccase (EC 1.10.3.2 benzenediol:oxygen
oxidoreductase), Three 5 mm diameter cylinders of
mycelium from each isolate were used to inoculate
100 ml Bran Flakes media in 250 ml Erlenmeyer flasks
and the flasks were incubated for 20 days on a shaker at
28°C and 150 rev/min. Enzyme activity in submerged
cultures was determined every other day by triplicate,
using 100 pl samples from a 1 ml aliquot, taken from
cultures and centrifuged at 14,000 rpm for 10 min (Ep-
pendorl  Centrifuge 5415c). The peaks of enzyme
production were established from the graphs of enzyme
activity with time.

Enzyme assays

Laccase activity was determined according to Heinzkill
et al. (1998) following the formation of the green cationic
radical of 2 mM ABTS (2,2-azino-bis(3-etilbenzothiazo-
lin-6-sulfonic  acid)-diammonium  salt) at 405 nm
(8405 = 36,000 M~ cm™") in 100 mM acetate buffer (pH
5.0). LiP activity was assayed according to Ramachandra
et al. (1988) measuring the formation of the pink colored
oxidation product between 1 mM 2,4-dichlorophenol (2,4-
DCP) and 8.2 mM 4-aminoantipyrine (4-AAP) at 510 nm
(€510 = 18,500 M~ " em™") in 100 mM sodium succinate
(pH 5.5). Reaction was initiated by the addition of H,0; to
a final concentration of 0.1 mM. LiP was also evaluated
according to Tien and Kirk (1988) with 4 mM veratryl
alcohol as substrate in the presence of 0.4 mM H,0,. The
assay was performed in 40 mM sodium tartrate (pH 3.0),
and the change in absorbance was monitored at 310 nm
(€310 = 9,300 M~" em™"). MnP was determined according
to Wariishi et al. (1992) following the H,O,—dependent
formation of Mn(Ill)-malonate complex at 270 nm
(8270 = 11,590 M~" ecm™"). Reaction mixtures contained
0.2 mM MnSO, in 50 mM sodium malonate buffer (pH
4.5), and the reaction was initiated by the addition of H,0,
to a final concentration of 0.1 mM. All assays were per-
formed at 25°C. One unit of enzymatic activity was defined
as the amount of enzyme transforming 1 pmol of substrate
per minute.

Assays for the verification of enzyme activities

Centrifuged samples obtained as described for monitoring
the enzyme production, were used in a series of assays lo
confirm the enzyme activities present in 10-day-old cul-
tures. A positive reaction with syringaldazine (Harkin et al,
1974) would confirm the laccase activity. LiP in the pres-
ence of H,0, would react with veratryl alcohol (Tien and
Kirk 1988) or couple the pair 2,4-DCP + 4-AAP, and the
MnP activity would be revealed by the coupling of the pair
3-dimethylaminobenzoic acid (DMAB) + 3-methyl-2-ben-
zothiazolinone hydrazone (MBTH) (Castillo et al. 1994) or
by the formation of the Mn(IIT)-Malonate complex in the
presence of Mn?* and H,0,,

A possible overlapping between laccases and peroxid-
ases would be prevented by keeping the necessary
requirements away from the latter or retrieving them from
the assay media (Jordaan and Leukes 2003). In other series
of assays, 8-day-old cultures were filtered successively
through gauze and filter paper (Whatman # 1) and con-
centrated hundredfold by ultrafiltration (Amicon 10-kDa
cut-off membrane) to obtain crude enzyme preparations.
Using discontinuous native PAGE on 12% polyacrylamide
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as separating gels (Garfin 1990), their activities were
revealed using ABTS, 2,4-DCP + 4-AAP, and DMAB +
MBTH as substrates without cofactors for peroxidases.
Protein concentration was determined by the Bradford
protein assay (Stoscheck 1990).

Determination of decolorizing ability

The decolorizing ability of selected strains in liquid cul-
tures was evaluated on 0.02% RBBR, AR44 or CV
supplemented at the time of inoculation. One ml samples of
cultures were taken right after dye addition and then every
other day, centrifuged (Eppendorf Centrifuge 5415¢
14,000 rpm, 10 min) and the absorption spectra in the
range 200-800 nm were recorded using a Shimadzu mini
1240 UV-VIS spectrophotometer. Color reduction was
followed spectrophotometrically and decolorizing activity
was calculated from the decrease in absorption of the peak
maximum for each dye (592 for RBBR, 510 for AR44, and
588 for CV). Microbial decolorization was also assessed in
8-day-old liquid cultures. Dyes were supplemented after
fungal growth and decolorization was measured every 2 h
after dye addition. Additionally, to discard mycelia par-
ticipation in decolorization, dyes (100 ppm) were added to
1 ml clear supernatants samples obtained from 8-day-old
cultures (enzymatic decolorization). Absorption spectra
were registered immediately after dye addition and after
12 h of incubation at 25°C. Percentage of decolorization
was calculated as described above.

Results and discussion

Isolates screening for the best decolorizing ability and
ligninolytic potential

A total of 92 native basidiomycetes from Northeast Mexico
were isolated and their pure cultures were screened for
decolorization, associating this ability to their ligninolytic
potential. These strains were distributed mainly in the
genera Pycnoporus, Polyporus, Schizophyllum, Ganoder-
ma, Trametes, Sterewum, Chondrostereum, Inonotus,

Table 1 Plate screening results for the 92 native isolates

Phelinus, Fomes, Daedalea, Trichaptum, Merulius, Irpex,
Steccherium, Poria, Hexagonia, Ischnoderma, Fomitopsis,
and Cerrena.

Poly R-478 decolorization and the use of guaiacol and o-
anisidine as chromogenic substrates are proved quick,
reproducible, inexpensive screening methods to determine
ligninolytic activity (Glenn and Gold 1983; De Jong et al.
1992; Kiiskinen et al. 2004). The LDS of white rot fungi
consists of oxidases and peroxidases with a highly non-
specific, free-radical mediated mechanism, capable of
transforming and sometimes completely mineralizing a
wide array of pollutant substances, among them the syn-
thetic dyes (Paszczynski and Crawford 1995).

Plate screening results are summarized in Table 1.
Among the 92 strains tested for ligninolytic potential, 67
oxidized o-anisidine and 66 oxidized guaiacol, repre-
senting 73 and 72%, respectively. However, not all
producers of ligninolytic oxidases andfor peroxidases
were able of depolymerising the Poly R-487 as only 42
strains (52%) had this ability. A possible explanation for
this could be that along with the oxidases and/or per-
oxidases, some strains also need hydrogen peroxide
generating systems or/and low weight mediators to attack
the polymeric substrate, which were not produced under
our study conditions (Rabinovich et al. 2004). The
number of strains removing completely the color in the
area of mycelial growth within 3 weeks was respectively
36, 38, and 22 for RBBR, AR, and CV. RBBR and AR
dyes were more susceptible to decolorization in Bran
Flakes media than CV, which usually had a negative
effect on growth too, producing a total inhibition in 31
strains. Fifteen strains efficiently decolorized all three
dyes within a week and of them only nine were also able
to decolorize in some degree the ligninolytic potential
indicator PR and are listed in Table 2. The decoloriza-
tion magnitude of the different dyes as well as this
ligninolytic indicator, by the fungal isolates is given in a
scale 1-5 where 5 corresponds to total decolorization in
mycelial area of growth. The results with CS5 and CUI
strains, identified as Trametes villosa and Trametes
maxima, respectively, are outstanding, as they compared
positively with the reference strains in the tests of lig-
ninolytic potential and decolorizing capacity and showed

Ligninolytic potential

Decolorizing ability®

o-Anisidine Guaiacol PR RBBR AR cv
Nunmber of positive strains 67 66 48 60 (36) 62 (38) 42 (22)
Percentage of total 73 72 52 65 (39) 67 (41) 46 (24)

AR Acid red 44, CV Crystal violet, RBBR Remazol brilliant blue reactive, PR Poly R-478
* Strains able to decolorize at some degree. Numbers in parentheses indicate strains that completely decolorized the dye within 3 weeks
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Table 2 Native isolates with Isolate/strain _ Taxon PR RBBR AR CV  Growth' (mm/day)
ligninolytic potential and
decolorizing ability comparable Ccul Trametes maxima 5 5 5 4 12
to reference strains
CS5 Trametes villosa 5 5 5 3 8.7
CS20 Pycnoporus cinnabarinus 4 5 5 3 7.2
CS63 Trametes trogii 4 5 5 3 8.8
LES Trametes sp 4 5 5 3 7.1
LEI3 Unidentified 4 5 5 4 7.7
LEA45 Trametes sp 3 5 4 3 9
LE95 Trametes pubescens 4 5 4 3 7.6
AR Acid red 44, CV Crystal . .
violet, RBBR Remazol brilliant 2> Unidentified P ¢ 3 7
blue reactive, PR Poly R-478, ATCC24725 Phanerochaete chrysosporium 4 5 4 1 16.8
1-5 scale of decolorization ATCCS8053 Pleurotus ostreatus 1 2 4 2 30
magnitude, “calculated on Bran  yUAMH8258  Bjerkandera adusta 4 5 4 3 10.4

Flakes media

a high growth rate in Bran Flakes media with any dye,
covering completely the surface of the plates within a
week. In consequence these two strains were selected for
the studies in liquid media. Remarkably the reference
strain of P. ostreatus showed a poor ligninolytic poten-
tial and decolorizing ability under our conditions. These
results reinforce the idea that screening surveys for
autochthonous ligninolytic enzyme producers and decol-
orizers, like those carried out around the world by other
authors (Tekere et al. 2001; Saparrat et al. 2002; Walter
et al. 2003; Dhouib et al. 2005; Asgher et al. 2006)
could lead to finding novel strains with potential use in
bioremediation.

Production of ligninolytic enzymes in liquid media

Laccase activity (Fig. la) was detected in both strains. In
CS5 it was detected from day 6 and increased to a broad
plateau of maximum activity (2,800 U/l) extending from
day 8 to 14 and then deceased to be feebly detected in
days 16-20. In CU1 it was also initially detected at day
6 but showed two peaks, the first one at day 10 (around
4,300 U/L) and the second at day 16 when it was higher
(4,800 U/L), then it declined to be undetected at day 20.
MnP (Fig. 1b) was detected in CS5 starting at day 10 of
culture; it reached a production peak (120 U/l) between
days 14 and 16 and then declined. However under our
conditions we were unable to detect this activity in CU1.
Although a positive reaction with the pair 2,4-DCP + 4-
AA suggested that both isolates had LiP activity, we
could not confirm it with its specific substrate veratryl
alcohol. We thought the laccase could be responsible for
this activity, since an oxidative coupling of other per-
oxidase substrates by laccase has been reported (Jordaan
and Leukes 2003).

Verification of enzyme activities

To demonstrate that laccase activity was capable to pro-
mote the oxidative coupling of peroxidase substrates, we
tested 10-day-old culture filtrates with a series of substrates
for laccases and peroxidases varying the assay conditions
(Table 3). A positive reaction with syringaldazine con-
firmed the presence of laccase in both strains. This activity

5000 -
(a)
5000 -
4000 1
3000 A

2000 4

Laccase activity (UN)

1000 4

D.
0 2 4 8 8 10 12 14 18
Time (days)

18 20 22

140 - (b)
120 4

——CS5
——CU1

100
80 -
60 4

MnP activity (UA)

40

204

0+
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time (days)

18 20 22

Fig. 1 Time course for production of Laccase (a) and Mn Peroxidase
(b) by CS5 and CU1 strains
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Table 3 Verification of the ligninolytic activities produced by CS5 and CU1 in liquid media

Substrate(s)/Addition Assay conditions”

Laccase LiP LiP (-)° MnP MnP (-)°
CSs cul CS85 cul CS5 cul CS85 Ccul1 CS85 [&8)]
Syringaldazine P P
ABTS P P P P P P
Guaiacol P P P P P P
Veratryl alcohol N N
2,4-DCP + 4-AAP P P P P
2,4-DCP + 4-AAP/catalase P P P P
Mn*? P N N N
2,6-DMOP* P P P P
DMAB + MBTH? P P P P
DMAB + MBTH"/catalase/EDTA P P P P

P positive reaction, N negative

* Assay conditions correspond to each of the enzymes as described in methods

" Conditions for LiP with no addition of hydrogen peroxide
¢ Conditions for MnP with no addition of Mn®* nor hydrogen peroxide
4 Used as choromogenic secondary substrate(s) for MnP activity

was also responsible for the positive reactions with ABTS
and guaiacol (developing even in the absence of Mn** and
hydrogen peroxide), and with the pair 2,4-DCP + 4-AA
(developing in the absence of hydrogen peroxide or in the
presence of catalase), confirming that LiP is not present
under our conditions in both CS5 and CUI. Even when
MnP activity was confirmed for CS5 (positive reaction on
Mn*2 only in the presence of H,0,), the occurrence of
reaction for both strains with 2,6-DMOP and with the pair
MBTH + DMAB even in the presence of EDTA and cat-
alase (to remove both Mn>* and H,0,), pointed to laccase
activity as the only one responsible. On the bases of these
results two possible explanations are proposed: either lac-
cases belong to the high redox potential group or they act
through low-molecular weight redox mediators. Zymo-
grams (Fig. 2) of crude enzyme preparations, free of
mediators, revealed the same bands for ABTS and the
oxidative couples DMAB + MBTH and 2,4-DCP + 4-APP
in the absence of H;0, and Mn*? (laccase conditions).
Same patterns were obtained using syringaldazine and 2,6-
DMOP (data not shown). These results strongly suggest
that laccases belong to the high redox potential group.
The presence of MnP and laccase activities in CS5 is in
agreement with reports of this combination as the most
common in white rot fungi (Nerud and Misurkova 1996).
Detecting laccase as the only ligninolytic activity in CUI is
in concordance with previous reports for other fungi such
as P. cinnabarinus (Eggert et al. 1996). Briefly, our results
support the idea that both strains could be producing lac-
cases with high redox potential, which have the ability to
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attack peroxidase substrates and consequently, constitute
an important part of its ligninolytic machinery. However,
we cannot discard the possible existence of a laccase/

A

[

1 2 1 2 1 2

Fig. 2 Native PAGE of crude enzymes obtained from 8-day-old
cultures. Bands developed under laccase conditions (in the absence of
H>0; and MnCl,), using: ABTS (a), DMAB + MBTH (b), and 2.4-
DCP + 4-AAP (c) as the substrates for CS5 (1), and CUI (2)
preparations






