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Resumen

La construccién de soportes bioactivos, capaces de degradar colorantes empleados en la
industria textil, supone una estrategia prometedora para la eliminacidon de estos compuestos de las
aguas residuales producidas tras el proceso de tefiido, consiguiendo disminuir su efecto perjudicial
en el medio ambiente. En este trabajo hemos evaluado un soporte como es el PHB
(polihidroxibutirato), polimero biodegradable y amistoso con el medio ambiente. Sobre el PHB se ha
inmovilizado la enzima CueO, de Escherichia coli, mediante un tag de afinidad denominado BioF, que
permite su unidn al soporte. La enzima BioF-CueO inmovilizada es capaz de degradar colorantes de
forma éptima en varias condiciones de pH y temperatura. Con el fin de asegurar que la enzima
degrada de manera 6ptima se ensaya, en el presente trabajo, el efecto sobre la actividad de varios
componentes (CuSO,, acido acético, etc.), ademas de qué rango de temperaturas se puede trabajar
con la enzima inmovilizada y si se puede utilizar un extracto bacteriano que sobreexpresa BioF-CueO
en lugar de la enzima purificada, para de esta forma, conseguir disminuir costes a la industria.

Ademas, se prueba si la actividad de la enzima inmovilizada se ve disminuida tras varios usos.

Palabras clave: PHB (polihidroxibutirato), proteina BioF-CueO, inmovilizacién, degradacion,

colorantes textiles.

Abstract

Bioactive building supports, capable of degrading dyes used in the textile industry, is a
promising strategy for the elimination of these compounds in the wastewater produced after the
dyeing process, achieving the reduction of its detrimental effect on the environment. In this work we
have tested as a support a biodegradable polymer called PHB (polyhydroxybutyrate), on which the
CueO enzyme, Escherichia coli, was immobilized through an affinity tag called BioF, allowing its
attachment to the support. The BioF-CueO immobilized enzyme is able to degrade dyes in a variety of
pH and temperature conditions. In order to ensure that the enzyme degrades optimally this work
tests, the effect of several components (CuSQO,, acetic acid, etc.) on the enzyme activity, as well as, at
what temperature range the immobilized enzyme can work and if a bacterial extract overexpressing
BioF-CueO could be used instead of the purified enzyme, to achieve, in this way, lower costs to
industry. Furthermore, it was tested whether the activity of the immobilized enzyme could be

decreased after several uses.

Keywords: PHB (polyhydroxybutyrate), protein BioF-CueO, inmobilization, degradation, textile dyes.



1. Introduccion
1.1 Problematica de la industria textil.

Las industrias textiles utilizan una amplia variedad de productos quimicos téxicos, con baja
capacidad de autodegradacidon. Grandes volumenes de efluentes son vertidos como residuos
contaminando las aguas. Los efluentes industriales contienen diferentes tipos de colorantes. La
presencia de colorantes y otros compuestos téxicos en las aguas residuales implica un grave
problema medioambiental y de salud publica (Cortazar y cols., 2012; Verma y cols., 2012; Honorio y

cols. 2016).

La liberacién de efluentes, que contienen colorantes, al medio ambiente causa problemas en
lagos, aguas subterrdneas y rios, perturbando el ecosistema de las aguas receptoras, debido no sélo
al color y turbidez que deja en las aguas sino también a los efectos carcinogénicos, mutagénicos y
teratogénicos, producidos principalmente por los colorantes del tipo azo (Foo y cols., 2010). Por
tanto, estos compuestos han demostrado ser téxicos para los organismos acuaticos (plantas,
microorganismos, peces y mamiferos), debido a la disminucién del oxigeno disuelto y reduccion del
paso de luz que impide que realicen la fotosintesis (Ustun y cols., 2007; Verma y cols., 2012; Zaharia y

cols., 2012).

Debido a la complejidad de la composicién de estas aguas, es necesaria la utilizaciéon de
distintas estrategias para lograr la eliminaciéon del contaminante. En la industria textil se consumen
grandes voliUmenes de agua en sus procesos, por lo que es importante la busqueda de tecnologias
que permitan el reciclaje del agua o bien que pueda ser vertida sin causar ningun efecto ambiental.
Este tipo de colorantes no pueden eliminarse facilmente con los métodos fisico-quimicos
convencionales (absorcidn, filtracién y coagulacién) ya que son costosos y requieren gran cantidad de
energia,- llegando incluso a generar subproductos nocivos (Cortazar y cols., 2012). Para la
biorremediacién de aguas contaminadas con colorantes se han utilizado organismos aislados,
consorcios microbianos o enzimas aisladas de estos sistemas biolégicos (Kandelbauer y cols., 2005)
capaces de degradar compuestos recalcitrantes como son los colorantes, los cuales son estables a la

luz, la temperatura, a la accién microbiana y a los detergentes.

En definitiva, las enzimas son consideradas muy adecuadas para el tratamiento de aguas
residuales provenientes de las industrias textiles debido a su biocompatibilidad, el sencillo control de

los procesos y la eficacia para decolorar (Alcalde y cols., 2008; Majeau y cols., 2010).



1.2 Colorantes empleados en la industria textil.

Los colorantes estan formados por un grupo de atomos responsables del color (croméforos),
ademas de presentar grupos ionizables capaces de modificar la intensidad del color denominados
auxocromos. Los croméforos mds habituales son los grupos vinilo (-C=C-), nitro (-NO,), carbonilo (-
C=0-), azo (-N=N-) y estructuras del tipo quinona. Mientras que los auxocromos mas importantes son
los radicales amina (-NH3), carboxilo (-COOH), sulfonato (-SOsH) e hidroxilo (-OH) (Dos Santos y cols,
2007). Los colorantes textiles pueden ser clasificados en funcién de su origen, propiedades quimicas
o fisicas, estructura quimica, etc. Si atendemos exclusivamente la estructura quimica cabe mencionar
como mas importantes los de tipo antraquinona, azobenceno, ftalocianina, indigo y arilmetano

(Figura 1) (Hao y cols, 2000; Dos Santos y cols, 2007).
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Figura 1. Estructura quimica a) antraquinona b) azobenceno c) ftalocianina d) indigo e) triarilmetano

En el proceso de teiiido, en la industria textil, los compuestos se unen fuertemente a la fibra
textil mediante enlaces covalentes e interacciones electrostaticas. En determinadas condiciones, los
colorantes forman grupos reactivos como el vinil sulfénico capaz de establecer enlaces con fibras. Sin
embargo, en presencia de agua estos grupos reactivos sufren hidrdlisis, perdiendo la afinidad por las
fibras y siendo liberados a los efluentes industriales. De esta forma, entre el 10 o el 15% de los
colorantes se pierden con el efluente durante el proceso de teiiido y son vertidos a los ecosistemas
acuaticos, con el consiguiente impacto ambiental (Soares y cols, 2001). La diversidad estructural de
los colorantes textiles hace que el tratamiento de las industrias sea incompleto y a menudo ineficaz,

por lo que se requiere una alternativa. (Kunamneniy cols., 2007)



1.3 Lacasas

Estas enzimas son de gran importancia debido a su capacidad para oxidar compuestos
fendlicos gracias a los iones de cobre que forman parte de su centro activo. En los ultimos tiempos
han sido estudiadas por sectores industriales. Se trata de oxidorreductasas, EC 1.10.3.2, que
pertenecen al grupo de oxidasas azules y representan un subgrupo de multicobre oxidasa (Alcalde y
cols., 2008). Catalizan la oxidacién de un amplio rango de compuestos aromaticos mediante un
proceso de reduccién del oxigeno molecular a agua, debido a la captacién de electrones (Giardina y

cols., 2010; Fernandez-Fernandez y cols., 2013).

1.3.1 Origen y funcién

La primera lacasa descubierta fue en el latex del arbol Toxicodendron vernicifluum. Desde
entonces se descubrid su presencia en diversas plantas, insectos, bacterias y hongos. Son numerosas
sus implicaciones en procesos bioldgicos, aunque en determinados casos es complicado conocer la

funcién que realizan.

- Las lacasas fungicas son de gran importancia por su baja especificidad de sustrato y la
capacidad de transformar diversos compuestos fendlicos. Estas lacasas se producen en los
agentes causantes de la podredumbre blanca, como en saprofitos del suelo y patégenos de
plantas, también se encuentran en hongos cultivados comestibles (Morozova y cols, 2007).
Pero sobre todo, los productores de lacasa mas comunes son casi todos los hongos que pudren
la madera. Las lacasas fungicas mas conocidas son proteinas extracelulares, pero también se
han descrito lacasas intracelulares. Las principales funciones de las lacasas fungicas, son:
formacién de pigmento, degradacidn de lignina y detoxificacién (Loera y cols., 2006; Giardina y
cols., 2010).

- Enlas plantas, las lacasas se han encontrado en las paredes de la madera y participan en
la sintesis de lignina. En su mayoria se tratan de proteinas extracelulares (Sato y cols., 2001).

- En los insectos, la funcion principal es la esclerotizaciéon de la cuticula de la epidermis
(Dittmer y cols., 2004).

- Las lacasas bacterianas presentan multiples funciones, como la de intervenir en la
biosintesis de pigmentos y en la homeostasis de cobre; esta ultima funcidn es esencial en el
caso de la lacasa CueO de Escherichia coli, ya que el cobre es tdxico incluso a bajas

concentraciones, por lo que es imprescindible su regulacion (Roberts y cols., 2002).



1.3.2 Composicion

Las lacasas contienen como minimo un atomo de cobre, pero con frecuencia suelen llegar a
unir hasta cuatro atomos. La presencia de estos dtomos confiere a la enzima la capacidad de oxidar
determinados sustratos. Los atomos de cobre suelen ser de tres tipos, clasificados en funcién de las
caracteristicas obtenidas por resonancia paramagnética de electrones (EPR) visible y espectroscopia:
(1) T1, 4tomo de cobre responsable del color azul de la enzima, absorbe a los 600 nm y es detectable
por EPR, (2) T2, atomo de cobre incoloro, detectable por EPR, y por ultimo (3) T3, consiste en un par
de atomos de cobre que dan una absorbancia débil cerca del espectro UV y no hay seial de EPR,
observandose un maximo de absorcién a 330 nm. Los dtomos T2 y T3 de cobre forman un grupo

trinuclear (Duran y cols., 2002, Madhavi y Lele, 2009).

1.3.3 Mecanismo de catalisis

En las lacasas los sitios T1, T2 y T3 actlan conduciendo electrones. Los sustratos son oxidados
en el sitio T1, el cual media la transferencia de electrones hasta el centro T2/T3, donde tiene lugar la
reduccion del oxigeno molecular a agua. El centro trinuclear (T2 y T3) reducido completamente
(Figura 2A) reacciona con el oxigeno obteniéndose un intermediario tipo perdxido, generandose la
union de los dos atomos de cobre T2 y el 4&tomo de cobre T3 mediante un grupo perdxido (Figura 2B).
La reduccién del intermediario perdxido genera la formacién de un intermediario nativo, en el cual
los 4tomos de cobre T2 y T3 estaria unidos por un producto tipo oxo o hidroxilo, e implica la ruptura
0O-O (Figura 2C). Por ultimo, el intermediario nativo puede pasar rdpidamente a la enzima
completamente reducida en presencia del sustrato (Figura 2A), o bien, en el caso de ausencia, la
enzima pasa a un estado de reposo (Figura 2D). Se consiguen finalmente la reduccion del oxigeno a
agua mediante la trasferencia de 4 electrones producidos durante el ciclo de oxidoreduccién.

(Solomon y cols., 2008; Molla, 2011).
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Figura 2. Ciclo catalitico de oxidorreduccion llevado a cabo por las lacasas.(Giardina y cols. 2010)



1.3.4 Lacasa CueO de Escherichia coli

La utilizacion de lacasa CueO de E. coli ha permitido desarrollar excelentes biocatalizadores
para aplicaciones biotecnolégicas y ambientales debido a su alta actividad, selectividad vy
especificidad, que les permiten realizar procesos quimicos complejos bajo diversas condiciones
experimentales y naturales (Fernandez-Fernandez y cols., 2013). La realizacién de estudios in vitro ha
demostrado la amplia especificidad de sustrato, permitiendo oxidar catecoles, iones ferrosos y
siderdforos. Esta enzima puede clonarse y sobreexpresarse facilmente en E. coli ademas de presentar
mayor termoestabilidad, halotolerancia y un rango de pH d6ptimo mas amplio que las lacasas

flngicas. (Santhanam vy cols., 2011)

La lacasa CueO de E. coli contienen tres dominios conectados por péptidos enlazados y tres
sitios de union de cobre (T1, T2, 2T3) (Figura 3). La diferencia principal de CueO con respecto al resto
de lacasas es la presencia de una region helicoidal rica en metioninas, que cubre la regidn de unién al
sustrato y proporciona un posible lugar de unién para un cobre exégeno (Roberts y cols., 2002). La
regidon rica en metioninas bloquea el acceso al centro T1, generandose un lugar para un cobre |abil

adicional que presenta una funciéon esencial para la actividad fenoloxidasa (Djoko y cols., 2010).

Figura 3. Estructura de la molécula CueO. a) Se observan tres dominios (en amarillo, verde y rosa) que conforman la
proteina, cuatro sitios de unién de cobre (T1 en azul, T2 en cian, T3 binuclear en purpura y T4 cobre Iabil en rojo) y

ubicacion de las metioninas, en color amarillo y azul. b) Sitio de unién del cobre exdgeno (en rojo). (Djoko y cols., 2010).



1.4 Inmovilizacion enzimatica

La inmovilizacién permite localizar a la enzima en una regién definida del espacio para dar
lugar a formas capaces de retener su actividad catalitica y puedan ser reutilizadas. La generacién de
catalizadores con enzimas inmovilizadas tiene como fundamento mejorar el rendimiento técnico de
los procesos industriales y su economia, puesto que garantiza la recuperacién y reutilizacién de la

enzima (Khany cols., 2010; Gasser y cols., 2014).

Es imprescindible seleccionar una buena estrategia de inmovilizacién que nos permita obtener
un soporte con la mayor disponibilidad de superficie capaz de unirse a la enzima de interés y a un
bajo coste; consiguiendo que la actividad bioldgica de la enzima no se vea alterada. La seleccién de
una correcta estrategia de inmovilizacién depende de las propiedades fisico-quimicas del soporte y la

enzima a inmovilizar. (Khany cols., 2010)

Los catalizadores convencionales no bioldgicos estan quedando atrds dando paso a este tipo
de sistemas. Ademas, la utilizacién de enzimas libres, en lugar de formas inmovilizadas, presenta
una serie de inconvenientes como la generacién de una alta inestabilidad térmica, susceptibilidad al
ataque de proteasas, dificultad de reutilizar el catalizador, etc. Por tanto, la inmovilizacién de
enzimas es una estrategia muy valiosa actualmente puesto que permite la reutilizacién del soporte
con la enzima inmovilizada, aumenta la estabilidad enzimdtica, ademads de aumentar el tiempo de
vida media del catalizador y previene la presencia de contaminantes en el medio. (Khan ycols., 2010;

Gassery cols., 2014).

1.4.1 Bioplasticos. Soportes naturales para la inmovilizacién proteica.

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros biodegradables acumulados en el citoplasma
de ciertas bacterias formando granulos de reserva, constituyendo una fuente de carbono y energia.
Los granulos de PHA se encuentran recubiertos de fosfolipidos y proteinas asociadas a granulos de
PHA, como: (1) PHA sintasa, que interviene en la polimerizaciéon de PHAs, (2) despolimerasa PHA, que
participa en la degradacion del bioplastico, (3) las fasinas, que presentan una funcién estructural y
reguladora, y también, (4) otras proteinas. (Madison y cols., 1999; Moldes y cols., 2004; Keshavarz y
cols., 2010).



Hay una amplia variedad de polihidroxialcanoatos, pudiéndose clasificar en funcién de la
longitud de la cadena que conforma los mondmeros (Tabla 1): (1) de cadena corta, en la cual la
unidad monomérica contiene entre 4y 5 carbonos como es el caso del PHB (polihidroxibutirato), (2)
de cadena media, formada la unidad monomérica entre 6 y 17 carbonos, y (3) de cadena larga,
aquellos que la unidad monomeérica esta formada por mas de 17 atomos de carbono. (Zinn y cols.,

2001; Jendrossek, 2009)

Generalmente m=1 (poli-3-hidroxialcanoatos)
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x=0-1: PHA de cadena corta (sclPHA) - Cristalinos
x=2-13: PHA de cadena media (mclPHA)
x=>13: PHA de cadena larga (IcIPHA)

Figura 4. Férmula y estructura de los distintos tipos de PHA.

Son considerados una alternativa muy prometedora en comparacién a los plasticos
convencionales, ya que proceden de fuentes renovables y son biocompatibles (Smit y cols., 2012).
Debido a estas propiedades los PHAs han alcanzado un gran interés cientifico y actualmente son

empleados en biotecnologia y biomedicina (Somlevay cols., 2013)

Los granulos de PHA contienen fasinas, proteinas de bajo peso molecular, que generan una
interfase entre el citoplasma y el nucleo hidrofébico de los granulos (Jendrossek, 2009). Las fasinas
intervienen en la estabilizacion y el metabolismo de los granulos de PHAs. Una de las principales
fasinas es PhaF de Pseudomonas putida, la cual estd organizada en dos dominios: (1) Un dominio C-
terminal con carga positiva y con repeticion de aminoacidos para permitir la uniéon al ADN como
hacen las histonas y (2) un dominio N-terminal que se une a los granulos de PHA (Moldes y cols.,

2004; Maestro y cols., 2013)
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Figura 5. Modelo estructural de la fasina PhaF de Pseudomonas putida KT2440 unida al ADN, formando un

complejo.

La capacidad de unidn que presentan las fasinas ha permitido utilizar las secuencias enteras
como etiquetas de afinidad para la inmovilizacidon y purificacién de proteinas recombinantes en
granulos de PHAs. Para conseguir la inmovilizacion de proteinas de fusidn in vivo en los granulos se
ha desarrollado el dominio N-terminal de la fasina de PhaF como etiqueta de afinidad denominada

BioF (Moldes y cols., 2004; Atwood y cols., 2009).



2. Antecedentes y objetivos

2.1 Antecedentes

En el presente laboratorio se construyé con anterioridad una proteina de fusidn formada por
CueO y el “tag” de afinidad BioF (proteina BioF-CueQ), a partir de la cual se pudo obtener particulas
bioactivas mediante su inmovilizacion en PHB (polihidroxibutirato) capaces de degradar colorantes
presentes en las aguas residuales de las industrias textiles. Hasta la fecha se habia probado este
sistema a determinadas condiciones de pH, tiempos de incubaciéon, temperatura y a distintas
concentraciones de proteina (Bello Gil, 2013). También, se realizaron ensayos para evaluar: (1) la
capacidad maxima de absorcién de BioF-CueO sobre el soporte de PHB siendo ésta de 30 ug de
proteina por cada mg de PHB, (2) el pH al cual la actividad de BioF-CueO es maxima siendo éste de
6.5 y (3) se demostrd que la inmovilizacidon de la enzima en PHB no afecta a sus caracteristicas

cinéticas.

2.2 Objetivos

En el presenta trabajo se abordan diferentes estudios con el fin de probar los sistemas de

degradacion de colorantes en condiciones mas acordes con efluentes reales de la industria textil.

1. Efecto de distintas temperaturas sobre la actividad de BioF-CueO inmovilizada en PHB.

2. Reciclaje del soporte con la enzima inmovilizada, a distintas temperaturas para los
colorantes negro reactivo 5 (RB5) e indigo carmin (IC).

3. Efecto de distintas compuestos utilizados en las industrias textiles sobre la actividad
degradativa de BioF-CueO.

4. Uso de un extracto de E. coli que sobreexpresa BioF-CueO (sin purificar) para la
degradacion de los colorantes negro reactivos 5 (RB5) e indigo carmin (IC).



3. Materiales y métodos

3.1 Cepas bacterianas y plasmidos

En el presente trabajo se ha usado la cepa BL21 con y sin plasmido pDB2.

Especie Cepa Genotipo/fenotipo relevante Referencia
Escherichia coli BL21 F ompT gal [dcm][lon] hsdSg con DE3 Studier y cols. (1986)
Plasmido Parental Caracteristicas Referencias

pDB2 PET-21d(+) Ap', BioF-CueO* Bello-Gil (2013)

Tabla 1. Caracteristicas de la cepa BL21 y el plasmido pDB2.
3.2 Medios, condiciones de cultivo y de conservacién

Los cultivos liquidos de Escherichia coli se crecieron en medio Luria-Bertani (LB), triptona
10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L y suplementado con ampicilina 0.1 mg/mL (al cultivo
BL21 sin el plasmido pDB1 no se le afiadié ampicilina, puesto que no presenta resistencia). Se somete
a agitacion orbital a 200 rpm y 37 °C. El crecimiento se valoré por turbidimetria a 600 nm utilizando

el espectrofotémetro “Evolution 201” (Thermo Scientific).

3.3 Expresion y purificacion de la proteina recombinante BioF-CueO

Una vez crecido un litro de cultivo de E. coli BL21 que contiene el pldsmido pDB2 hasta
alcanzar una densidad éptica (D.0.) de 0.6 (a 600nm) se afiade IPTG 0.5 mM para inducir la expresion
del gen BioF-CueO, manteniéndose durante 16 horas a 25 °C y una agitacion de 200 rpm. Trascurrido
ese tiempo las células se recogieron por centrifugacién a 5000xg durante 10 minutos a 4 °C y se
resuspendieron con 50 mL de tampdn fosfato de sodio 20 mM mas CuSO, 1mM a pH 7. A
continuacién, las células fueron lisadas por sonicacidon mediante 10 ciclos de 15 segundos a 4°C. El
extracto resultante se centrifugd a 10000xg durante 10 min. a 4°C, y a la fraccién soluble se le afiadié
lentamente sulfato amdnico hasta alcanzar una concentraciéon 0.75 M, a la misma temperatura. La
mezcla fue centrifugada nuevamente (10 min., 10000xg y a 4 C) y el sobrenadante resultante, con

nuestra proteina de interés, fue purificado como se muestra a continuacion.

Para la purificacion de la proteina de interés fue requerida una columna de butil-sefarosa
(GE, Healthcare) equilibrada en tampdén fosfato de sodio 20 mM y sulfato amoénico 0.75 M (pH 7.0).
Una vez inmovilizada la proteina en la columna, ésta se lavd con tampdn fosfato de sodio 20 mM

mas sulfato amodnico 0.5 M (pH 7.0) hasta que no se detectd presencia de proteina en la fraccién de
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lavado. Por ultimo, la proteina BioF-CueO se eluyd de la columna utilizando tampdn fosfato de sodio
20 mM con sulfato de amonio 0.3 M (pH 7.0). Las fracciones recogidas de 1.5 mL se conservaron a

4°C.

3.4 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La pureza de las fracciones proteicas obtenidas de BioF-CueO fue verificado por electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), utilizando
el sistema Mini-Protean de Bio-Rad. El gel concentrador fue preparado a una concentracidn final de
acrilamida del 4 % (p/v) y el separador a una concentracion de 15 % (p/v). Los geles fueron tefiidos

con EZBlueTM (Sigma-Aldrich).
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Figura 6. Analisis de SDS-PAGE. 1) Marcador de peso molecular. 2) Extracto. 3) Fraccion no retenida. 4) Fraccidn de
lavado. 5) Proteina BioF-CueO eluida.

3.5 Valoracion de la concentracion de proteina pura

La concentracidon de la proteina pura se valoré por espectroscopia de absorcion a 280 nm
(Evolution 201, Thermo Scientific), utilizando coeficientes de extincidn tedrico (Eq14= 1.16) calculado
a partir de la secuencia primaria de la proteina (Programa ProtParam del servidor EXPASY,

http://web.expasy.org/protparam).

3.6 Valoracion de proteina total en el extracto.

La cuantificacion de proteina se llevd a cabo por el método colorimétrico de Bradford (1976)
empleando como reactivo el “Protein Assay Dye Reagent Concentrate” de Bio-Rad. Para la curva

patron se utilizé la albumina de suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich).
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3.7 Hidratacion del soporte (PHB) e inmovilizacion de la proteina recombinante
empleando etiquetas de afinidad BioF-CueO

Se equilibraron 50 mg de PHB (polihidroxibutirato) con 1 mL de tampdn Tris 20 mM (pH=6.5).
Tras la hidratacién del soporte se centrifugd a 9000 rpm durante 3 minutos. Una vez desechado el
sobrenadante se afiadié cierta cantidad de proteina purificada o extracto (proteina sin purificar) al
soporte con tampdn Tris 20mM (pH=6.5) y se dejé en agitacion en noria durante 30 minutos a
temperatura ambiente, hasta conseguir la inmovilizacién de la proteina de interés sobre el PHB
(polihidroxibutirato). Trascurrido el tiempo de inmovilizaciéon la fraccién de proteina no unida al

soporte fue separada por centrifugacién (9000 rpm).

Finalmente, para conseguir la eliminacidén total de la proteina no retenida en el soporte, se
realizaron: (1) 2 lavados con 1mL de Tris 20 mM (pH=6.5) en la inmovilizacién de la proteina
purificada, mientras que, (2) para el extracto se realizaron 4 lavados con 1 mL de Tris 20 mM

(pH=6.5).

3.8 Colorantes empleados en los ensayos de degradacion

Se ensayd la capacidad de BioF-CueO para degradar la estructura de diferentes colorantes
sintéticos (Sigma-Aldrich). Los colorantes empleados en el presente trabajo fueron Negro Reactivo e

indigo carmin (Tabla 2), estos se disolvieron en Tampén Tris 20 mM a pH 6.5.

Colorantes Estructura Longitud de onda(hnm)  Concentracion

(ng/mL) a DO=1

Negro Nao,socmcu,—so@—hl:n S0;Na 597 40
reactio(RB5) HO O
)
NaD,SOCHzGHzﬁSO,-@—‘N:N SO,Na
indigo carmin  ,+ § 0 608 24.8
. . oS N
(1C) o azul acido a | !
N iro
! §
74 Hee0 34 et

Tabla 2. Estructura, longitud de onda y concentracién de los colorantes RB5 e IC.
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La degradacién obtenida finalmente tras el tratamiento se cuantificé por espectrofotometria
de absorcién en el visible (Evolution 201, Thermo Scientific), valorando en el tiempo la disminucion

del pico maximo de absorcion (en nm) descrito para cada colorante.

La decoloracion o eliminacion del color se expresd, como:

(Ai—-Af)
i

% Decoloracion o Degradacion = 100

Siendo A, la absorbancia inicial de la solucién de colorante sin someterse al tratamiento y A;,

absorbancia final tras someterse al tratamiento de degradacién con BioF-CueO.

3.9 Reactivos utilizados en las industrias textiles

Durante el proceso de tincién se emplean detergentes y disolventes organicos que pueden
afectar a la estabilidad de la enzima, como sulfato sédico anhidro, acido acético, auxigal PRD
(tensoactivo) y dispersante CI-HT. Fueron probados respectivamente a las siguientes concentraciones

20 mg/ml, 2 pl/ml, 2 pl/mly 5 pl/ml en ImL de una disolucién 24 pg/ml RB5.
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4. Resultados

4.1 Efecto de distintas temperatura sobre BioF-CueO inmovilizada en PHB

En las industrias textiles los efluentes provenientes del proceso de tincidon se encuentran a una
temperatura de 90°C. Ha de demostrarse si esa temperatura puede afectar a la actividad enzimatica
ocasionando una disminucién de su capacidad degradante. En el caso de afectar significativamente a
la actividad de BioF-CueO seria requerido el enfriamiento del efluente hasta conseguir la

temperatura dptima, a la cual la actividad enzimatica no se vea disminuida.

Con el fin de demostrar si las altas temperaturas afectan a la enzima BioF-CueO se ensaya la
capacidad de degradaciéon de dos colorantes (RB5 e IC) a una absorbancia de 0.6, a distintas
temperaturas en un rango de 25 a 90°C. Para RB5 se mide la degradacion tras la actuacién de la
enzima durante una hora y 24 horas, a temperatura ambiente y sometida a agitacidon (en noria).
Ademas se prueba si la presencia de CuSO, 0.1 mM en los colorantes afecta a la actividad enzimatica
consiguiendo la decoloracién de RB5 e IC por la enzima, o bien simplemente por la presencia del

CuSO, en el medio.

PHB+RB5

PHB+RB5 (24 horas)
100 7
PHB+RB5/CusS0O4

PHB+RB5/CuS0O4 (24 horas)

80" PHB+BioF-CueO/RBS

PHB+BioF-CueO/RB5 (24 horas)

60 PHB+BioF-CueO/RB5/CuS0O4

FA0B N &0

PHB+BioF-CueO/RB5/CuS0O4 (24 horas)

401

% Degradacién

201

Temperatura (°C)
Grafica 1. Degradacion del colorante RB5 a distintas temperaturas y distintos tiempos.

En el caso de RB5 las altas temperaturas no afectan a la enzima disminuyendo su actividad,
incluso con la presencia de CuSO, su accidén degradante no se ve alterada (Grafica 1). La enzima es
capaz de seguir degradando después de la primera hora, alcanzando aproximadamente un 10% mas

de degradacidn a las 24 horas, en el caso de no haber cobre en el medio. La presencia de CuSO,
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permite decolorar un 35% de RB5, consiguiéndose casi la misma degradacién producida por la
enzima sin CuSO,. Este efecto hace que en el caso de no presentar CuSO, la degradacién por la

enzima no supere el 40% mientras que la presencia de cobre aumenta la degradacién hasta un 80%.

60 A
Hl PHB+IC

PHB+IC/CuSO4
Il PHB+BioF-CueO/IC

PHB+BioF-CueO/IC/CuSO4

% Degradacion
D
o
L

N
o
1

Temperatura (°C)

Grafica 2. Degradacién del colorante indigo carmin (IC) a distintas temperaturas en presencia y ausencia de CuSO,.

El empleo del colorante IC a temperaturas superiores a 25°C tampoco afecta a la actividad de
BioF-CueO (Gréfica 2), al igual que ocurria para el colorante anterior. La degradacion de IC por la
enzima no es tan eficiente como para RB5. BioF-CueO solo es capaz de degradar el 50% de IC en
presencia de CuSO,4, mientras que en el caso de no estar presente degradaria el 10% del colorante.
Para IC el cobre afecta de forma mucho mas significativa a la actividad enzimdtica, haciendo que
aumente su capacidad degradante, mientras que este efecto no se aprecia tan facilmente para RB5

(Gréfica 1).

4.2 Reciclaje del soporte con BioF-CueO inmovilizada a distintas temperaturas
para los colorantes negro reactivos 5 (RB5) e indigo carmin (IC).

Se prueba la reutilizacion del soporte para dos colorantes RB5 e IC (sin CuSO,) con la enzima
inmovilizada durante 5 ciclos. Los ciclos fueron de una hora de degradacion y entre ellos se lavé el
soporte con Tris (20 mM y pH 6.5) y se afiadié nuevo colorante (con absorbancia 0.6) a dos

temperaturas, a 25y a 90°C.
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Gréfica 3. Reciclaje del soporte, degradando RB5 a 25°C y a 90°C.

El colorante a distintas temperaturas no afecta a la enzima en los distintos ciclos del reciclado
del soporte, pero si se ve alterada considerablemente la capacidad de degradacién de BioF-CueO a
medida que se realizan los ciclos, posiblemente por la pérdida de cobre de la proteina. Tras el primer
ciclo disminuye la actividad de la enzima un 10% aproximadamente, mientras que en el resto de

ciclos se ve disminuida su capacidad de degradacién un 5% (Grafica 3).

159
Bl rHB/IC(25°C)
s PHB/IC(90°C)
S 10- B PHB/BioF-CueO/IC(25°C)
° PHB/BioF-CueO/IC(90°C)
>
(]
[a]
o 57
o
£

Ciclos

Grafica 4. Reciclaje del soporte, degrado IC a distintas 25 °C 'y a 90 °C.

En el caso del reciclaje del soporte con IC (Grafica 4), en el segundo ciclo disminuye casi a la
mitad la actividad de la enzima siendo solo degradado un 5% del colorante, sin embargo en el resto

de los ciclos sucesivos la actividad de BioF-CueO se mantiene.
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4.3 Efecto de distintos compuestos utilizados en las industrias textiles sobre la
actividad degradativa de BioF-CueO.

Los colorantes utilizados en el proceso de tincion de tejidos presentan una serie de
compuestos que pueden afectar a la actividad enzimatica. Para simular las condiciones reales de
trabajo es necesario demostrar que la enzima no se ve alterada, por ello se probaron los siguientes
compuestos: (1) Sulfato sédico anhidro. (2) Auxigal PRD tensoactivo. (3) Dispersante CI-HT. (4) Acido

acético. Este ensayo fue realizado sin la presencia de CuSO, en el medio a temperatura ambiente.

100 A
B® Sin BioF-CueO

807 Con BioF-CueO

60

Decoloracion

%

T T

RB5 RB5+NasS0O4 RB5+Auxigal RB5+Dispersante RB5+Ac. Acético

Grafica 5. Degradacion del colorante RB5 junto con otros compuestos.

En ausencia de proteina, se observa normalmente una pequefia absorcién inespecifica del
colorante al soporte (alrededor de un 15%). Por otro lado, BioF-CueO es capaz de degradar el 40% de
RB5 (absorbancia de 0.6). Su capacidad degradante no se ve alterada, de forma significativa, al afiadir
al colorante los compuestos sulfato sddico anhidro, auxigal PRD y el dispersante CI-HT (Grafica 5). Sin
embargo, al afiadir acido acético el colorante fue retenido en el soporte (PHB) observandose una
decoloracién del sobrenadante del 90%. Este efecto fue debido al pH acido del acido acético, ya que
al someter el soporte de PHB a 7 lavados con Tris (20mM pH=6.5) el colorante fue eluido
observandose un pico de absorcidn una vez alcanzado pH 6. Tras realizar los lavados se cuantifico la
concentracidn de colorante eluido del soporte, en el tubo problema (con la enzima inmovilizada) y el
tubo control (sin enzima). La concentracién obtenida de colorante fue la misma en ambos tubos, por

tanto la enzima no actud degradando el colorante (Gréfica 6).
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Gréfica 6. Elucion del colorante RB5 con Ac. Acético, depositado en el soporte, tras 7 lavados.

4.4 Uso de un extracto bacteriano de E. coli que sobreexpresa BioF-CueO (sin
purificar) para la degradacion de los colorante negro reactivo 5 (RB5) e indigo
carmin (IC).

Hasta el momento, en el presente trabajo se habia utilizado la enzima BioF-CueO purificada
para degradar colorantes. Sin embargo a nivel industrial esto supone un gasto econdmico extra,
ademas del tiempo requerido en la purificacion. Por ello se plantea la utilizacion del extracto de BioF-

CueO sin purificar para la degradacién de colorantes utilizados en la industria textil.

4.4.1 Evaluacion de la degradaciéon de los colorantes RB5 e IC a distintas concentraciones de
BioF-CueO sin purificar.

Con el fin de simular las condiciones reales se realizaron lavados del soporte con Tris (20mM

pH=6.5y CuSO,) y se probaron distintas concentraciones de extracto. Se midié la degradacion de RB5

e IC a distintos tiempos a 0y a 40 min (Gréfica 7).
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Grafica 7. Degradacion de RB5 producida por distintas concentraciones de proteina total en el extracto.
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Trascurrido los 40 minutos de incubacion no se observd una gran diferencia en
comparacién con la degradacién obtenida a tiempo cero, lo cual nos indica que la actuacion de la
enzima es inmediata y el proceso degradativo, con el extracto inmovilizado en PHB, no requiere
de mucho tiempo (Graficas 7 y 8). Para ambos colorantes se obtuvo una maxima degradacion
para concentraciones de BioF-CueO de 0.8 mg/ml obteniéndose una degradacion de RB5 del 45%
(Gréfica 8), mientras que para IC fue del 20% (Grafica 9). Este efecto nos indica de nuevo que la

enzima es mucho mas activa para RB5 que para IC.
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Grafica 8. Degradacidn de IC producida por distintas concentraciones de proteina total en el extracto.

4.4.2 Degradacion de RB5 mediante la utilizacion de diferentes extractos.

Se evalla la degradacién del colorante RB5 a distintas condiciones: (1) sin utilizar extracto, (2)
extracto con la enzima BioF-CueO expresada (proteina total 0.4 mg/ml) y (3) extracto BL21, el cual
no presenta la enzima BioF-CueO. Ninguna de las muestras presentd CuSO,. Se evalia la

degradacion a distintos tiempos a tiempo 0, a los 20 y a los 40 minutos (Grafica 9).
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Grafica 9. Capacidad degradante de diferentes extractos.

El extracto de BioF-CueO inmovilizado en el soporte de PHB es capaz de degradar el 25% del
colorante, mientras que el extracto BL21 sin la enzima BioF-CueO también es capaz de degradar
aproximadamente un 15% de colorante. Se puede observar que el efecto de ambos extractos

degradando es inmediato, y no son capaces de degradar mucho mas al cabo de 40 minutos (Grafica
9).
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5. Discusion

5.1 Efecto del colorante a distintas temperaturas

En las industrias textiles no seria requerido un pre-tratamiento para la disminucién de la
temperatura de salida del colorante a los 90°C (Gréficas 1 y 2) ya que la enzima BioF-CueO
inmovilizada en PHB no disminuye su actividad, por tanto no supone un gasto extra para la industria.
Ademas la enzima es capaz de seguir degradando después de la primera hora de incubacién lo cual
permite conseguir aumentar, aun mas si cabe, la degradacién del colorante dejandolo mas tiempo

(Gréfica 1).

5.2 Efecto del cobre sobre la degradacion de RB5 e IC con la utilizacion de la
enzima BioF-CueO purificada.

En el presente trabajo hemos visto que la presencia de CuSO, (0.1 mM), en el medio sin
enzima, permite disminuir la cantidad de colorante (Graficas 1y 2). Ademas, el CuSO, (en un medio
con BioF-CueO inmovilizada) consigue aumentar la actividad de la enzima de forma significativa,
produciéndose un aumento de la degradacidn de IC (Gréfica 2). Sin embargo, para la degradacion de
RB5 no se aprecia de forma tan clara que el CuSO, esté aumentando la actividad de la enzima, sino
gue mas bien parece que se esté produciendo un efecto aditivo de la degradacidn producida por el
cobre mas la producida por la enzima (Grafica 1). Una posible explicacidon a este efecto, es que la
degradacion inespecifica de RB5 por cobre es tan elevada que apenas puede verse la contribuciéon
enzimatica, mientras que IC5 es mucho menos susceptible a cobre y, en este caso, la actividad

enzimatica inducida por cobre es mas evidente.

En definitiva, la utilizacién de CuSO, puede afectar significativamente a la degradacion del
colorante, esto supone una ventaja ya que se consigue una mayor pérdida del colorante sin
necesidad de utilizar gran cantidad de enzima, pero a nivel industrial es una desventaja ya que la
utilizacion del CuSO, supone un alto coste para la industria textil, por tanto prescindir de utilizarlo

supone un gran beneficio aun a costa de disminuir la velocidad de degradacion.

5.3 Reciclaje del soporte con la enzima BioF-CueO purificada

En las condiciones probadas, en ausencia de CuSO, y a dos temperatura (25 y 90°C), la enzima
disminuye su actividad, pudiendo deberse a la inactivacion de ésta o bien por la desorcién del
soporte (Graficas 3 y 4), aunque lo mas probable es que se trate de una eliminacion paulatina del

cobre de la proteina.
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5.4 Efecto de distintos compuestos sobre BioF-CueO

Los compuestos sulfato sddico anhidro, auxigal PRD tensoactivo, dispersante utilizados
durante el proceso de tincion del tejido en la industria junto con los colorantes no experimentan
ningun efecto sobre la enzima BioF-CueO, lo que facilitan su aplicacion industrial. Sin embargo, la
presencia de acido acético hace que la enzima no sea capaz de degradar el colorante puesto que el
pH que alcanza el medio es tan extremadamente 4cido que la enzima se inactiva y el colorante se

absorbe sobre el soporte (Graficas 5 y 6).

Una posible alternativa es llevar a cabo un primer tratamiento en el cual el colorante pase por
un soporte sin enzima inmovilizada. Tras varios lavados para equilibrar el soporte a un pH de

alrededor de 6, se procederia entonces a la degradacién con la enzima.

5.5 Evaluacion de la degradacion del colorante RB5 e IC a distintas
concentraciones de BioF-CueO sin purificar

El proceso de purificacién enzimatica supone tiempo y dinero para la industria, por tanto evitar
este proceso supone un gran beneficio. Por ello en el presente trabajo se prueban distintas
concentraciones de extracto para ver si tienen el mismo efecto degradante o mayor. Se observé que,
a concentraciones de 0.8 mg/ml de proteina total en el extracto (Graficas 7 y 8), la capacidad
degradante es practicamente la misma que con la proteina purificada (sin presencia de CuSO, en el
medio) (Graficas 1 y 2). Por ello es considerado la utilizacion del extracto como un buen método de

degradacion del colorante.

Sin embargo, hay que resaltar que el mismo extracto bacteriano sin expresar BioF-CueO
presente ademas otra serie de oxidorreductasas capaces de degradar el colorante, de manera que

aproximadamente la mitad de la degradacidn observada puede considerarse inespecifica (Grafica 9).
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6. Conclusion y perspectiva futura

6.1 Conclusiones

La generacién de soportes bioactivos capaces de degradar colorantes es una alternativa muy
prometedora en comparacién a los métodos convencionales de eliminacién de colorantes utilizados
en la industria textil. La inmovilizacidon de BioF-CueO en un soporte de PHB permite la degradacion de
gran parte del colorante expulsado, incluso a los 90°C, durante los procesos de tincién por la
industria textil. Por otra parte, la presencia de componentes habituales en los procesos de tincidn
apenas tiene efecto sobre la enzima, a excepcidén del acido acético que provoca una absorcién
inespecifica del colorante sobre el PHB y hace que la enzima se inactive debido al pH
extremadamente acido, por ello seria requerida una neutralizacién previa de la muestra. Por ultimo,
la utilizacion del extracto bacteriano en lugar de BioF-CueO purificada permite degradar
practicamente la misma cantidad de colorante, por tanto la utilizacién del extracto en lugar de la
enzima purificada supondria un gran beneficio para la industria no solo por el ahorro de tiempo sino

también de costes.

6.2 Perspectivas futuras

Futuras investigaciones podrdn basarse en:

1. El empleo de otros tipos de soportes del tipo de los PHA que presenten mejores
propiedades de transferencia de masa con el efluente.

2. Puesto que en el presente trabajo se estd trabajando a escala de laboratorio seria
necesario llevar a cabo un escalado del sistema.

3. Probar otros colorantes utilizados en la industria textil permitiria establecer la eficacia de
nuestro sistema.

4. La utilizacién de mutantes mas eficientes capaces de degradar en menos tiempo y mds
cantidad de colorante.

5. Para mejorar el reciclado de la enzima unida al soporte se podria reequilibrar el mismo

con cobre fresco entre ciclo y ciclo de degradacién.
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