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1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que enfrenta el mundo hoy en dia es la
contaminacion del suelo, el aguay el aire por sustancias quimicas toxicas. Millones
de toneladas de contaminantes toxicos y peligrosos se producen anualmente en
todo el mundo y solo del 10 al 15% de éstos se eliminan de forma segura. La
produccion de compuestos sintéticos y su aplicacion es esencial, sin embargo, esto
involucra descargas indeseables de compuestos organicos recalcitrantes y poco
biodegradables, como aminas aromaticas, fenoles, pesticidas, polihidroxibifenilos y
colorantes (Camarero et al., 2012). Por los riesgos que representan estos
compuestos, se ha puesto atencidbn en su eliminacion. Entre las estrategias
estudiadas utilizadas se encuentran la biorremediacién con hongos y el uso de

enzimas purificadas.

1.1 Los bisfenoles como perturbadores enddcrinos

Los perturbadores endocrinos (PEs) son catalogados como contaminantes
emergentes en aguas residuales. Son definidos por la Agencia de Proteccion al
Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés) como aquellos agentes exdgenos que
intervienen en la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo, accion o eliminacion

de hormonas presentes en el cuerpo (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

El grupo de moléculas que son identificadas como perturbadores enddcrinos es muy
heterogéneo e incluye compuestos derivados de procesos industriales, agricolas y
domésticos; como los ftalatos (usados en la fabricacion de plasticos), alquilfenoles
(presentes en detergentes y surfactantes), bifenilos policlorados y polibromados,
dioxinas, pesticidas organoclorados y organohalégenos (utilizados como
retardantes de la llama). Estas moléculas tienen una amplia variedad de estructuras
guimicas, pero todas tienen la capacidad de mimetizar la accion de algunas

hormonas. Estos compuestos se unen a los receptores de hormonas por lo cual,



exhiben efectos estrogénicos o androgénicos, mientras que otros alteran las

hormonas tiroideas u otras funciones fisiolégicas (Husain & Qayyum, 2013).

Un conjunto de compuestos pertenecientes a los PE que reciben gran atencién son
los bisfenoles, compuestos utilizados ampliamente en la industria. El bisfenol A
(BPA) es el mas popular y representativo de este grupo debido a su alta produccién

y uso (Jurgen Svara, Norbert Weferling, 2012).

En 1997, J. E. Biles y colaboradores determinaron la presencia de bisfenol A (BPA)
en latas de formula para bebés y como consecuencia de este estudio en el 2010, la
FDA (La Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos de
América, Food Drug Administration) prohibi6é el uso de este compuesto en dichos
productos, mientras que el gobierno canadiense también prohibio la importacion y
venta de biberones de policarbonato que contenian BPA. En el 2011, la Unidn

Europea de igual forma prohibio el uso de BPA en biberones (Biles et al., 1997).

Los efectos adversos en la salud humana y la regulacion de la produccion de
bisfenol A provocaron el uso de compuestos estructuralmente similares al BPA
(Belfroid et al., 2002); hoy en dia se han documentado un total de 16 anélogos de
este compuesto para aplicaciones industriales. En los ultimos afios, la demanda y
la capacidad de produccion de los bisfenoles esta creciendo rdpidamente en China,
principal productor a nivel mundial, por lo cual estos compuestos se han convertido

en una gran problematica (Zhang et al., 2019).

Los bisfenoles son compuestos quimicos con dos hidroxifenilos funcionales, estos
son ampliamente utilizados en la fabricacion de plastico de policarbonato, resinas
epoxi, revestimiento de latas y papel térmico (Figura 1). EI BPF (4,4'-metilendifenol),
BPS (4-hidroxifenil sulfona) y BPAF (4,4'-hexafluoroisopropilideno) estan entre los
principales sustitutos del BPA para la fabricacion de plasticos de policarbonato y
resinas epoxicas. El BPF tiene una amplia gama de aplicaciones tales como lacas,
barnices, revestimientos, adhesivos plasticos y tuberias de agua, asi como en

selladores dentales, protesis orales, sustitutos de tejidos y recubrimientos para el

10



envasado de alimentos. El BPS se usa comunmente en pegamentos epoxidicos,
recubrimientos de latas y papeles térmicos para recibos y como aditivo en tintes y
agentes bronceadores. El BPAF se utiliza como reticulante en fluoroelastémeros,
electronica, fibras 6pticas y como un monoémero de alto rendimiento para poliimidas,
poliamidas, poliésteres, copolimeros de policarbonato y otros polimeros especiales
(Chen et al., 2002).

HyC
CHs 3

HO OH
HO OH HO OH

Bisfenol A Bisfenol AF Bisfenol B
Cl Cl
Il CH,
HO O O OH HOOH HOoH
Bisfenol C Bisfenol E Bisfenol F
cHy 2 CHy OH
0
Il
S
I
©/O©\ HO HO
HO OH
Bisfenol S Estrona (E1) 17 B-Estradiol (E2)
0
CHy

Equilina

Figura 1. Estructura quimica de algunos bisfenoles y estrégenos.
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Aunque se pensaba que estos analogos eran menos toxicos que el BPA,
investigaciones recientes han demostrado que estos tienen efectos adversos
similares o mayores que el BPA (Rochester & Bolden, 2015). En la Fig. 2 se muestra
la actividad estrogénica relativa de algunos bisfenoles y estrégenos. El efecto de los
bisfenoles sobre los receptores de estrogenos (ERa y ERp) fue estudiado por medio
de ensayos basados en microscopia donde identificaron que los bisfenoles son

capaces de unirse a estos receptores (Stossi et al., 2014).
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Figura 2. Actividad estrogénica relativa de distintos perturbadores enddcrinos.

(D. Chen et al., 2016, Stossi et al., 2014)

1.1.1 Mecanismo de accion

Los mecanismos de accion de estos compuestos pueden ser desde: 1) interrumpir
la accidén de las enzimas involucradas en la esteroidogénesis, 2) pueden interferir
en el transporte de hormonas y 3) pueden unirse con los sitios activos de la globulina
fijadora de hormonas sexuales, compitiendo asi con los estrégenos endogenos. El
modo de acciéon mas estudiado de los perturbadores enddcrinos es su capacidad

para unirse y activar los receptores endocrinos (ER, por sus siglas en inglés) en el
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tejido blanco. Sin embargo, es importante destacar que los dos ER (o y B) se
encuentran en distintos tejidos como las glandulas mamarias, huesos, el cerebro y
el sistema vascular, tanto en hombres como en mujeres (Yang et al., 2015). Por lo
tanto, debido a que los receptores enddécrinos (ER) a 'y B muestran una distribucion
tisular diferente y funciones fisioldgicas distintas, los perturbadores enddcrinos
muestran una actividad agonista o antagonista dependiendo el tejido con el que

interactdan.

Estas interacciones entre los ER y los coactivadores/corepresores son pasos
criticos en la regulacién transcripcional mediada por ER y, en consecuencia, la
modulacién de la expresion de los genes diana de ER. Los PE pueden inducir
cambios conformacionales distintos en la estructura terciaria de los ER (Yang et al.,
2015).

Se ha reportado que los bisfenoles AF, B, E, F y S también poseen un efecto
antiandrogénico similar al que ejerce el BPA, e incluso reportan que el BPAF posee
mayor afinidad por los receptores de estrogenos (ER) que el BPA (Rochester &
Bolden, 2015).

1.1.2 Presencia y persistencia en el ambiente

La contaminacion del ambiente acuético por los PE se ha convertido en una
preocupacion importante debido a la evidencia creciente sobre los efectos adversos
sobre los seres vivos causados por la exposicion de estos compuestos sobre los
seres vivos. El medio ambiente acuatico (arroyos, rios, aguas marinas e incluso
subterraneas) es susceptible a los efectos de la mayoria de los contaminantes
(Bolong et al., 2009).

Los perturbadores enddcrinos (PE) ingresan al medio ambiente, especificamente

en las aguas, a través de una gran variedad de vias como aguas residuales
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municipales, industriales y vertederos. Una de las principales fuentes de estos
contaminantes son las aguas no tratadas y los efluentes de las plantas de

tratamiento de aguas residuales (Owczarek et al., 2018).

Se ha demostrado la presencia de bisfenoles en diversos paises. En China se
detectaron BPA (34.9 ng/L), BPAF (10.8 ng/L), BPB (14.3 ng/L), BPE (6.2 ng/L),
BPF (12.6 ng/L) y BPS (5.2 ng/L) en aguas residuales y agua potable (Zhang et al.,
2019). En Eslovenia se observé una alta frecuencia de bisfenoles principalmente en
aguas residuales de empresas de limpieza, textiles y de alimentos (Cesen et al.,
2018). De igual forma, en Xochimilco, México, se detecto la presencia de BPA'y
otros PE en concentraciones de nanogramos por litro provenientes de aguas

residuales agricolas y urbanas (Diaz-Torres et al., 2013).

La persistencia de estas sustancias es evidente. En China se ha estudiado esta
persistencia, y se determiné el rango de biodegradabilidad de algunos bisfenoles en
el agua de mar que muestran el siguiente orden de degradacion: BPF > BPA>
BPP> BPE> BPB >» BPS. Mientras que en condiciones anaerdbicas (en
sedimentos), el rango de biodegradabilidad fue el siguiente: BPF> BPS, BPA> BPE>
BPB. El BPF se degrada a una velocidad mayor que el BPA en condiciones
aerobicas y anaerdbicas, mientras que el BPS, el BPB y el BPP son mas resistentes
a la biodegradacion que el BPA en ambientes acuaticos. Los bisfenoles son en
general, mas persistentes en los sedimentos (vida media tiz = 135-1621 dias) que
en el agua (t2 = 15-180 dias). Se estimo que el BPAF es el mas persistente de los
otros bisfenoles (D. Chen et al., 2016).

La problematica que representa la presencia y persistencia de los PE ha propiciado
el estudio de la exposicion a estos compuestos en especies marinas y terrestres.
Los efectos que los PE causan a los organismos son diversos y han sido analizados
usando organismos modelo e incrementando las concentraciones del perturbador

enddcrino para observar el efecto.
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1.1.3 Efecto de los PE en diferentes especies

A continuacion, se describen algunos efectos de la presencia de bisfenoles en

diferentes especies por la presencia de bisfenoles.

Se ha demostrado que invertebrados como larvas y copépodos muestran una
inhibicion del crecimiento a concentraciones bajas de BPA (0.08 y 0.1 ng/L
respectivamente); cuando las concentraciones son mas elevadas (11.4 ug/L BPA
por una hora) causa metamorfosis prematura de las larvas (Jacobs et al., 2012). La
exposicion con BPA en una dosis de 2.28 ug/L durante 9 dias puede inhibir la
metamorfosis de distintas especies de ranas. La metamorfosis es controlada por la
circulacién de hormonas tiroideas, lo que sugiere que el BPA también puede actuar

como antagonista de estas hormonas (Flint et al., 2012)

En el caso de los peces, se ha estudiado que la presencia de bisfenoles (80 pg/L)
altera la actividad de los receptores de estrégenos teniendo implicaciones en la
reproduccion y desarrollo del pez arcoiris (Oncorhynchus mykiss). De igual forma,
los embriones machos de pez cebra expuestos a 228 ng/L de BPA muestran
sefales de feminizacion de cerebros, es decir, muestran niveles mas altos de
estrogenos que presentan los embriones femeninos (Flint et al., 2012). En reptiles,
como los caimanes, La exposicion a estos compuestos impacta en su desarrollo,
similar a lo observado después de la exposicion al estradiol, como la reversién del

sexo Yy la alteracion gonadal (Stoker et al., 2003).

La presencia de sustancias que perturban el sistema enddécrino de organismos
acuaticos genera un gran problema ambiental, por lo que es de vital importancia
estudiar la degradacion de estos compuestos. Debido a que los PE se encuentran
en bajas concentraciones en el ambiente, el estudio de enzimas oxidativas de estos
compuestos resultan de gran interés por las altas afinidades que algunas de ellas

pueden mostrar por compuestos organicos (del orden de yM) (Reddy, 1995). De
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esta manera, es interesante estudiar la transformacidén enzimatica de estos y otros

contaminantes, con el objetivo de evaluar su eliminacion.

1.2 Lacasas: Estructuray caracteristicas

Las lacasas son enzimas con gran potencial biotecnoldégico debido a su capacidad
de oxidar compuestos organicos como mono, poli, amino y metoxifenoles
empleando oxigeno como aceptor de electrones, y produciendo agua como
subproducto (Cesen et al., 2018). Son enzimas pertenecientes a la familia de las
oxidasas multicobre (MCOs), usadas para diversas aplicaciones biotecnoldgicas,
como en las industrias del papel y de textiles, en la biorremediacion de suelo,
tratamiento de aguas, entre otras (Guimaraes et al., 2017) (Cafas & Camarero,
2010).

Las lacasas fueron descubiertas en 1883 por Yoshida, quien las identificé en el arbol
de la laca Rhus vernicifera (Society & Yoshida, 1883). Posteriormente se encontrd
gue también eran producidas por hongos de la podredumbre blanca al igual que

algunas especies de bacterias e insectos (Morozova et al., 2007).

Estas enzimas son tipicamente glicoproteinas monoméricas, con un peso molecular
entre 50-130 kDa,; los carbohidratos presentes en estas enzimas son principalmente
manosas, N-acetilglucosaminas y galactosas que pueden constituir hasta el 45%
del peso de la proteina, en el caso de las encontradas en plantas. Las lacasas
fungicas poseen un bajo contenido de carbohidratos, aproximadamente del 10 al
20% con respecto a su peso molecular, en comparacion con las encontradas en

otras especies, como plantas, bacterias e insectos (Morozova et al., 2007).

Las lacasas actian sobre una gran variedad de compuestos recalcitrantes como:
herbicidas, pesticidas, hidrocarburos poliaromaticos, fenoles clorados, bisfenoles y
otros compuestos estructuralmente similares a la lignina (Torres-Duarte et al.,
2012).
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La amplia especificidad de estas enzimas las hace excelentes candidatas para
catalizar la oxidacion de contaminantes presentes en el ambiente como los
bisfenoles. Una de las grandes ventajas de las lacasas es que solamente requieren
oxigeno para catalizar la oxidacion de los sustratos, a diferencia de otras enzimas
como las peroxidasas, que requieren peroxido de hidrégeno (Ramirez-Cavazos et
al., 2014).

Aunque las lacasas pueden catalizar la oxidacién de una amplia gama de sustratos,
esta limitada por su potencial redox (0.3 a 0.8 V), debido a que solo pueden catalizar

la oxidacion de compuestos que poseen potenciales redox menores al de la enzima.

1.2.1 Mecanismo de reaccion y potencial redox

Estas enzimas poseen en su estructura 4 iones de cobre que conforman dos sitios,
T1 y T2/T3, en los que dichos iones son clasificados de acuerdo a sus
caracteristicas espectroscoépicas. En el estado oxidado, el cobre Tipo 1 (T1) muestra
una intensa absorcién a 600 nm debido a una transferencia de carga ligando-metal

entre el Cu?*y el cisteinato al que se encuentra enlazado (Jones & Solomon, 2015).

0,

Reduccién de oxigeno
molecular

H,0

Oxidacién del

Transferencia del
sustrato

N\
.- electrén del sitio T1 al
clister trinuclear T2/3

Figura 3. Representacion de los procesos de transferencia electronica en el sitio activo de las lacasas fungicas.

En rojo se muestra el motivo conservado de His-Cys-His Fuente: Avelar, Olvera, Aceves-Zamudio, Folch, &
Ayala, 2017
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El ion cobre del sitio T1 esta coordinado por dos histidinas y una cisteina. Los iones
cobres en los sitios T2 y T3 estan arreglados en un cluster trinuclear (TNC)
aproximadamente a 13 A de distancia del Cu?* T1. El sitio T3 es un centro binuclear
de cobre y el sitio T2 es mononuclear. El sitio T1 estd conectado con los dos iones
cobre presentes en el sitio T3 por medio de un motivo conservado His-Cys-His (ver
Fig. 3). El cluster T2/T3 estéa localizado entre ellos aproximadamente 4 A, ambos

sitios tienen ocho histidinas como ligandos (Xu et al., 1999).

La transferencia de electrones del sustrato hacia el oxigeno se lleva a cabo en dos
pasos. Primero se abstrae un electron del sustrato en el sitio T1; éste se transfiere
por medio de una secuencia conservada de His-Cys-His hacia el TNC en donde el
oxigeno molecular (O2) se reduce formando agua (H20) como subproducto (Jones
& Solomon, 2015).

El potencial redox es una caracteristica importante de las lacasas debido a que esta
directamente relacionado con la energia requerida para remover un electrén,
constituyendo una de las caracteristicas fundamentales de estas enzimas (Arregui
et al., 2019).

Muchos factores influyen en el potencial de reduccion de los sitios metalicos de las

proteinas, en el caso de las MCOs es la presencia o ausencia del ligando axial de

metionina (Figura 4).
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Figura 4. Sitios T1 de las lacasas de: a) B. subtilis (PDB: 2X88) con la metionina axial y b) T. versicolor con una
fenilalanina reemplazando el 4 ligando (metionina) (PDB ID: IGYC) (Jones y Solomon, 2015).

El sitio T1 esta coordinado por un minimo de dos histidinas y una cisteina. En
muchas MCOs, existe un cuarto ligando (C4), una metionina que se une axialmente
como se muestra en la Figura 4a. Este enlace Cu-S(Met) es mas largo y débil que
el de los otros tres ligandos. Esta estructura se mantiene en lacasas de bacterias y
de plantas. Alternativamente, existe una estructura de geometria trigonal planar
(3C) en las lacasas fungicas (Fig. 4b), donde el residuo axial es hidrofébico, como
fenilalanina o leucina. Los potenciales de reduccion (E°) de las lacasas oscila entre
400 a 800 mV (Jones & Solomon, 2015).

Las lacasas se dividen en tres grupos de acuerdo con su potencial redox: de alto,
medio y bajo potencial redox. Las de bajo potencial redox incluyen enzimas con
valores por debajo de 430 mV como la encontradas en plantas, potencial medio
470-710 mV como las encontradas en ascomicetos y las de alto potencial arriba de

710 mV como las lacasas encontradas en basidiomicetos (Kaczmarek et al., 2017).

1.2.2 Las lacasas fungicas

Las lacasas de hongos reciben una atencion considerable debido a su participacion

en la transformacion de una variedad de compuestos fendlicos. Hasta ahora, mas
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de 100 enzimas se han purificado a partir de cultivos de hongos y se han
caracterizado en términos de sus propiedades bioquimicas y cataliticas. La mayoria
de las especies de hongos ligninoliticos producen constitutivamente al menos una
isoenzima de lacasa. El hecho de que solo requieran oxigeno molecular para la
catélisis las hace adecuadas para aplicaciones biotecnolégicas como la

transformacién de compuestos xenobioticos (Petr Baldrian, 2006).

Tipicamente, son proteinas de aproximadamente 60 a 70 kDa con un punto

isoeléctrico acido de alrededor de 4.0 (Petr Baldrian, 2006).

Las lacasas fungicas son extracelulares debido a su funcién biolégica, participan en
la degradacién de la lignocelulosa presente en los arboles, esporulaciéon, produccién
de pigmento y defensa contra estrés (Thurston, 1994; Wood, 1980) . El polimero de
lignina es altamente resistente a degradacién quimica y biolégica, sin embargo, las
lacasas fungicas especialmente las nombradas de la podredumbre blanca, al
poseer un potencial redox cercano a 800 mV, tienen la capacidad de abstraer los
electrones de la lignina provocando su degradacién (Ruiz-Duefias & Martinez,
2009).

Poseen un grado de glicosilacion que generalmente oscila entre el 10% y el 25%
del peso de la proteina y se compone principalmente de carbohidratos que incluyen
arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa (Marbach et al., 1984). Limura y
colaboradores en 1993 propusieron que ademdas del papel estructural, la
glicosilacion también puede participar en la proteccion de la lacasa contra la

degradacion proteolitica (Yoshitake et al., 1993).

Sin embargo, su aplicacion en la biorremediacion y el tratamiento del agua a gran
escala estan limitados por la composicién compleja de los medios contaminados
gue puede afectar la estabilidad, recuperacion y reciclaje de proteinas. Por lo tanto,
se ha estudiado que manipulando propiedades de las enzimas en general (pH,

temperatura, estabilidad operacional) y de las lacasas en particular, ayudara en el
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desarrollo de enzimas mas robustas, generando y/o descubriendo nuevas lacasas
gue se puedan utilizar en condiciones complejas para desarrollar estrategias y
procesos novedosos para lograr su aplicacion eficiente en tratamiento de agua

contaminada (Arregui et al., 2019).

2. ANTECEDENTES

2.1 Degradacion de PE por lacasas

La remocion de contaminantes representa un gran desafio para la biotecnologia,
esta biorremediacién se espera que sea eficiente, de bajo costo y segura para el
medio ambiente. La degradacion biolégica de compuestos aromaticos ha recibido
gran atencion debido a los grandes problemas que estos compuestos provocan a

diferentes especies.

Se han propuesto diferentes métodos para remover PE como los bisfenoles. La
transformacion por oxidorreductasas parece ser una de las mas efectivas. Las
lacasas son enzimas prometedoras en la transformacion de estos compuestos,
debido a que solo necesitan oxigeno como co-sustrato, produciendo radicales libres

y agua (Torres-Duarte et al., 2012).

Muchos estudios se han realizado para evaluar la degradacion de los PE con
lacasas, ya sea utilizandolas en extracto (Sei et al., 2008), inmovilizadas (Nicolucci
et al., 2011) o en conjunto con otras oxidorreductasas (Cabana et al., 2007). A lo

largo de estos antecedentes se describiran algunos ejemplos.

En el 2018, Beck y colaboradores estudiaron la oxidacion de diferentes PE por la
lacasa de Trametes versicolor, principalmente la formacion del producto precipitado
de esta reaccion; algunos PE, como el etinilestradiol, el estradiol y el BPA, formaban

precipitados de sus productos, sin embargo, cuando se realizaba la reaccion con
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BPS no ocurria tal evento. La espectrometria de masas con ionizacion por
electrospray relevé que los productos de la oxidacién eran oligdbmeros, esto fue
consistente con el mecanismo accion de las lacasas, puesto que produce radicales
libres que posteriormente polimerizan sin intervencion de la enzima (Beck et al.,
2018).

Nicolucci y colaboradores en el 2011 estudiaron la degradacion de algunos
bisfenoles con actividad enddcrina como el BPA, BPB, BPF y TCVPA (tetracloro
bisfenol A) mediante dos enzimas, una lacasa y una tirosinasa, inmovilizadas en
perlas de poliacrilonitrilo. Los resultados que obtuvieron demostraron que tanto la
lacasa de Trametes versicolor como la tirosinasa de manera independiente podian
oxidar los bisfenoles propuestos en este estudio. En particular, el BPF es el sustrato
mayormente oxidado hacia el cual las enzimas tienen mayor capacidad de

biorremediacién (Nicolucci et al., 2011).

Otro estudio realizado en la Universidad de Osaka, Japén, evalu6 la remocion de
11 PE por 5 lacasas fungicas. Entre los principales PE evaluados en este estudio
fueron la estrona, estradiol, estriol, BPA, BPB, BPE, BPF y el BPS. Para la mayoria
de los PE no hubo necesidad de utilizar un mediador en la reaccién para su
degradacion, sin embargo, para el BPS no resulté oxidado por ninguna de las 5
lacasas catalizd la oxidacion, por lo cual se utiliz6 2,2 acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) vy 1-hidroxibenzotriazol (HBT) como
mediadores, dando como resultado una mejor degradacion del BPS
(aproximadamente del 90%) cuando se utilizaba ABTS en la reaccion. Los autores
concluyeron que el tratamiento con lacasas es una de las opciones atractivas para
la eliminacién de una gran variedad de PE, especialmente en un medio acuoso (Sei
et al., 2008).

También se ha estudiado la oxidacién de algunos PE por la lacasa del basidiomiceto

Coriolopsis gallica, que es la enzima en la cual se basan las variantes que se

estudiaran a lo largo de este trabajo. En el 2012 Torres Duarte y colaboradores
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utilizaron esta enzima para transformar el 17p3-estradiol, BPA, nonilfenol (NP) y el
triclosan (TCS). La enzima fue capaz de transformarlos eficientemente en
polimeros. Los productos de la oxidacion de los PE no tuvieron actividad estrogénica
ya que no tenian afinidad por los receptores, en un modelo de pez cebra (Torres-
Duarte et al., 2012).

Por tanto, el uso de lacasas puede ser una alternativa para la remocion de los PE
ya que al polimerizar éstos pueden ser facilmente eliminados debido a que el
polimero puede ser eliminado por sedimentacion, y también con la ventaja de que

los productos de su oxidacion no tienen actividad estrogénica.

2.2 Obtencién de una lacasa fungica con mayor estabilidad operacional

La actividad enzimatica de las lacasas disminuye rapidamente durante la oxidacion
de diferentes fenoles, este fendmeno se describe como inactivacion, la que esta

relacionada con la produccién de radicales libres (Ramirez-Ramirez, 2014).

La reaccion general que catalizan estas enzimas consiste en la oxidacion de cuatro
moléculas de un compuesto fendlico con la reduccion conjunta de una molécula de

oxigeno a dos moléculas de agua (Fig. 5) (Jones & Solomon, 2015).

OH O
4 + 02 —» 4 + 2H20

Figura 5. Reaccion de oxidacion de fenoles catalizada por la lacasa.

Uno de los productos de la oxidacion es un radical libre fenoxilo. Esta especie se
considera altamente reactiva y la inactivacién de la lacasa involucra una reaccién

con estos radicales libres producidos durante la catalisis, donde el potencial redox
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del sustrato determina la velocidad de inactivacion de la enzima (Ramirez-Ramirez,
2014).

En los ultimos afos, el potencial de las lacasas sobre una amplia gama de
aplicaciones ha motivado el progreso de estudios experimentales vy
computacionales. Por ejemplo, se han desarrollado varias estrategias para
aumentar la estabilidad operacional de las lacasas, como la evolucion dirigida y
disefio racional (Kunamneni et al., 2008). La evolucién dirigida es un enfoque
extremadamente poderoso para adaptar las enzimas para propositos particulares
de aplicacion, imitando en el laboratorio los procesos clave de la evolucion natural.
La evolucién dirigida no requiere previa conocimiento de la estructura de la proteina
0 mecanismo de reaccién, pero requiere un esfuerzo de deteccion significativo para
analisis de miles de clones. En el disefio racional de proteinas se realizan estudios
computacionales usando algoritmos de prediccién de estructura de proteinas,
dinamica molecular (DM) y célculos de mecanica cuantica / mecanica molecular
(QM / MM) para ayudar al disefio de nuevas variantes al reducir el esfuerzo
experimental requerido para obtener las propiedades deseadas (Garcia-Guevara et
al., 2016; Pardo et al., 2016).

(Cregg et al.,, 2000)Para facilitar el estudio de las proteinas, comiunmente se
expresan heterélogamente, es decir, en un organismo distinto. La expresion
heteréloga de lacasas fungicas se ha llevado a cabo en varios sistemas, aunque las
levaduras y otros hongos han sido los mas exitosos hasta la fecha para la expresion
de este tipo de enzimas debido a su crecimiento rapido, la facilidad de manipulacién
de genes, su habilidad de secretar altas concentraciones de enzima y por las
modificaciones post-traduccionales que le pueden brindar a la enzima (Cregg et al.,
2000; Giardina et al., 2010)

La lacasa del basidiomiceto Coriolopsis gallica (Ryvarden, 1972) presenta una de

las eficiencias cataliticas mas altas con sustratos estandar respecto a otras lacasas
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como las encontradas en Trametes versicolor y Pleurotus ostreatus (Calvo et al.,
1998).

Esta lacasa tiene una masa molecular de 66 kDa (SDS-PAGE) o de 56.6 kDa
(MALDI- TOF), un punto isoeléctrico de 3.4 y un 21% de glicosilacion (Vandertol-
Vanier et al., 2002). Posee dos unidades de N-acetilglucosamina unidas a residuos
de asparagina (Asn75 y Asn 454) (PDB: 4A2E).

En el presente trabajo se utilizaron variantes de la lacasa de Coriolopsis gallica que
se lograron expresar heterolégamente en la levadura Pichia pastoris (Avelar, et al.,
2017). Las variantes de la lacasa que se emplearon en este trabajo poseen mayor
estabilidad operacional que la enzima parental, debido a que son menos
susceptibles a la inactivacion durante la reaccion de oxidacion de un fenol modelo

(4-metoxifenol).

Dichas variantes fueron obtenidas a través de un estudio te6rico en donde se
emplearon herramientas de QM/MM (Mecanica Cuantica/Mecanica Molecular) para
predecir la susceptibilidad a oxidarse de residuos en la vecindad del sitio activo (ver
Fig. 6). Los residuos mas susceptibles a oxidacion en la vecindad del sitio catalitico
T1 se reemplazaron por residuos menos susceptibles elegidos mediante un
alineamiento de secuencias con otras lacasas. Las mejores variantes fueron F357L
y F413A que presentaron un aumento en el rendimiento en la oxidacion de 4-
metoxifenol de 1.9 y 2.6 veces respectivamente, en relacion con la nativa (Avelar et
al., 2018).
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Figura 6. Sitio activo (T1) de la lacasa de Coriolopsis gallica.

En rojo se muestran los residuos susceptibles a oxidacion.

Se obtuvo una variante nueva con las dos mutaciones presentes en las variantes
sencillas, es decir, las mutaciones F357L y F413A; esto se realizara con el fin de
estudiar su estabilidad operacional y la afinidad por sustratos hidrofobos debido a
gue al sustituir residuos de fenilalanina por residuos de naturaleza alifatica podria

verse reducida la afinidad por el sustrato.

El objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento cinético de actividad de la
lacasa recombinante de Coriolopsis gallica (rLcCg) y sus dos variantes (F413A 'y
F357L/F413A) durante la degradacion los bisfenoles BPA, BPAF, BPB, BPF y BPS
(ver Tabla 1). El estudio cinético de actividad de estas variantes con alta estabilidad
operacional puede brindar mayor conocimiento sobre los alcances de las

metodologias moleculares y electrénicas que se utilizaron para su obtencion.

Los PE fueron elegidos debido a su presencia y persistencia en el ambiente, como

se describié en la seccién 1.1.2.
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Tabla 1. Estructura y peso molecular de los bisfenoles que se estudiaron en este proyecto

Compuesto Abreviacién Estructura Peso
molecular
CHy
. 228.29
Bisfenol A BPA CH
HO OH
242.32
H3C
Bisfenol B BPB
PE®
HO OH
200.24
Bisfenol F BPF
HO OH
F 336.23
Bisfenol AF BPAF
0 250.27

)
2
Bisfenol S BPS /@%O\
HO OH




3. HIPOTESIS

Las variantes F413A y F357L/F413A de la lacasa de Coriolopsis gallica podran
catalizar la oxidacion de bisfenoles con mayor eficiencia operacional que la enzima

parental.

4. OBJETIVOS

General
Estudiar la oxidacibn de una serie de bisfenoles catalizada por la enzima
recombinante de la lacasa de Coriolopsis gallica y sus variantes F413A y
F357L/F413A.

Especificos

» Caracterizar cinética y bioquimicamente la variante F357L/F413A con

sustratos estandar.
» Determinar las diferencias en la afinidad por el sustrato a través de las
constantes cinéticas de la reaccion con los bisfenoles, entre la enzima

parental y sus dos variantes.

» Comparar el rendimiento de las variantes (moles de sustrato

convertido/mol de enzima) con la enzima parental.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos y equipos

Todos los reactivos utilizados en los medios de cultivo fueron adquiridos de Difco
(extracto de levadura, peptona, base nitrogenada de levadura y agar). El metanol y
el acetonitrilo grado HPLC, asi como la glucosa y todas las sales fueron de J.T.
Baker. La biotina, el sorbitol, el acetonitrilo, el acido succinico, el &cido citrico, el 2,6
DMP, el DMSO, la alanina, la siringaldazina, el 178 estradiol y todos los bisfenoles,

se adquirieron de Sigma.
5.2 Cepas y medios de cultivo

La cepa de E. coli DH5a fue donada por la Dra. Clarita Olvera. La obtencion de
células electrocompetentes de la cepa mencionada se realizd siguiendo el protocolo
Elaboracion de células electrocompetentes de E. coli (Gonzales et al., 2013). Dicha
cepa fue transformada con el vector pPICZ B con el gen de la lacasa de C. gallica 'y
las dos variantes de la enzima (F357L y F413A). Se cultivaron en medio LB bajo en

sales con 50 pg/mL de zeocina (Tabla 2).

La cepa X33 Mut" de Pichia pastoris (Y.Yamada et al., 1956) fue adquirida de
Invitrogen. Esta cepa fue utilizada para la expresion de las variantes de la lacasa de
C. gallica siguiendo los protocolos del manual del vector pPICZ B (Thermo Fisher).
Estas cepas fueron cultivadas en medio YPD, BMM y BMGY (Tabla 2, 3, 4y 5).

Tabla 2. Medio LB bajo en sales para la seleccion de las transformantes DH5 alfa

Reactivo Concentracién (g/L)
Triptona 10
Cloruro de sodio 5
Extracto de levadura 5
Zeocina 0.05

Para cajas Petri se utilizan 15 g/L de agar
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Tabla 3. Medio YPD para el crecimiento de las células X33 para el crecimiento y almacenaje de la cepa

Reactivo Concentracién (g/L)
Extracto de levadura 10

Peptona 20

Dextrosa 20

Zeocina 0.1

Para cajas Petri se utilizan 20 g/L de agar

Tabla 4. Medio BMM para la expresion de la lacasa en células X33

Reactivo Concentracion
Fosfato de potasio 100 mM pH 6.0
YNB 13.4 g/L
Biotina 4x103%g/L
Metanol 5 mL/L
Sulfato de cobre 0.5mM
L-Alanina 8 g/L

Tabla 5. Medio BMGY para el crecimiento de X33 para la expresién de la lacasa

Reactivo Concentracion
Extracto de levadura 1%
Peptona 2%
Buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0
YNB 1.34 %
Biotina 4x10°%
Metanol 0.1%

5.3 Obtencién de la variante F357L/F413A

Al inicio de esta investigacion ya se contaba con el plasmido para la expresion de la
lacasa de C. gallica UAMH8260 y también los plasmidos de las mutantes sencillas
F357L y F413A que se expresaron en Pichia pastoris (Avelar et al., 2018). Se
disefid una construccion en la que el gen LcCg se introdujo en el vector de expresion
pPICZ B para P. pastoris, bajo el promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX1) y
utilizando como péptido senal al factor a de S. cerevisiae modificado genéticamente
por evolucién dirigida por otro grupo de trabajo (Camarero et al. 2012); la
construccién denominada a-fLcCg-pPICZB (Fig. 7) fue sintetizada comercialmente

por la compafia GenScript.
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pPICZ b (rLcCg)
5098 bp

(2713)

(208)

(943)

Figura 7. Plasmido rLcCg. Construccion hecha a partir del vector pPICZ b, el factor « modificado y el gen de

la lacasa de C. gallica

Para facilitar la identificacién de los plasmidos que se presentan a lo largo de este

documento, estos se abreviaron conforme a lo mostrado en la Tabla 6.

Tabla 6. Descripcion de los plasmidos utilizados durante este estudio.

Abreviacién Nombre del plasmido Descripcion

p-rL.cCg pPICZ B-rLcCqg Plasmido pPICZ b con el gen de la lacasa
de C. gallica.

p-F413A pPICZ B-F413A Plasmido pPICZ b con el gen de la lacasa
con la mutacioén de la fenilalanina 413 por
una alanina.

p-F357L pPICZ B-F357L Plasmido pPICZ b con el gen de la lacasa

p-F357L/F413A

pPICZB-F357L/F413A

con la mutacioén de la fenilalanina 357 por
una leucina.

Plasmido pPICZ b con el gen de la lacasa
con la mutacioén de la fenilalanina 357 por
una leucina y la mutacién de Ila
fenilalanina 413 por una alanina.

31



5.3.1 Mutagénesis sitio-dirigida

Para la generacion de la doble mutante F357L/F413A se realiz6 una PCR

mutagénica sitio dirigida siguiendo el protocolo QuikChange Il de Agilent.

Esta PCR se realiz6 utilizando el plasmido de la variante F413A como templado y
dos oligonucleétidos (Tabla 7) que contenian la segunda mutacion requerida, la
fenilalanina 357 por una leucina. Una cepa de E. coli DH5a (Jingchao Chin Yi Li,

Kun Zhang, 2018) fue transformada por electroporacién con el producto de la PCR.

Se secuencié todo el gen de la enzima utilizando los oligonucleétidos 5A0X1,
3AO0X1y Rev_mut413 (Tabla 7).

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados durante el proceso de obtencion de la variante F357L/F413A.

Oligonucledtido Longitud Secuencia (5 23) ™™
(nt) (0

F-F357L 42 got ttc gct ggt gga aag TTG act att aac gga gct tct ttc 73
R-F357L 42 gaa aga agc tcc gtt aat agt CAA ctt tcc acc agc gaa acc 73
5A0X1 21 gac tgg ttc caa ttg aca agc 52
3A0X1 21 gga tgt cag aat gcc att tgc 52
Rev_mut413 39 caa atg gaa agg gtg tgg agc acc agg agc ggc tgc agt 77

En color rojo se resalta el cambio de nucledtido que se realizo.

5.3.2 Transformacion del plasmido F357L/F413A en P. pastoris

La transformacién de la variante F357L/F413A consistid en tres pasos: linealizaciéon
del plasmido, transformacion en la levadura y eleccién de la colonia productora de

la enzima.
Para la incorporacion del gen de la lacasa en el genoma de P. pastoris es necesario

realizar una linealizacién del plasmido, esta integracion ocurre en el locus AOX1

(gen de la enzima alcohol oxidasa). El vector pPICZ b no contiene un origen de
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replicacion para la levadura por lo que las transformantes seran aquellas donde

recombiné el plasmido en el genoma de la levadura.

La linealizacion se realizé a partir de 10 ug del plasmido con el gen de la variante
F357L/F413A y la enzima Sac | (Tabla 8). La reaccion se llevé a cabo durante 3
horas a 37°C.

Tabla 8. Composicion de la reaccion de linealizacion del plasmido con Sac |

Componente Concentracién Volumen (ulL)
Agua - 20
Buffer Sac | 10x 12
ADNp 0.12 pg/uL 83
Sac | 10 U/uL 5
Volumen total - 120

Una vez pasado el tiempo de digestion se inactivo la enzima de restriccion a 65°C
por 20 min. Se verifico la linealizacion completa del plasmido mediante un gel de
agarosa al 1% (Fig. 7).

Figura 8. Corroboracion de la completa linealizacién del plasmido F357L/F413A con la enzima Sac .

Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: Plasmido superenrollado; carril 3: plasmido linealizado con Sacl.

Posteriormente para purificar el DNA linealizado de la mezcla de digestion, este se

extrajo adicionando un volumen de fenol, posteriormente se mezclé por 10
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segundos en el vortex, y se centrifug6 a 13,000 rpm por 2 min, después se tomoé la
fase acuosa y se adicion6 1 volumen de solucién cloroformo: alcohol isoamilico
(99:1) y se mezclé nuevamente en el vortex. Se centrifugé para tomar la fase
acuosa, posteriormente se agreg6 un 1/10 volumen de acetato de sodio 3M y 2
voliumenes de etanol absoluto; se incubd la reaccion en hielo seco por 20 min y se
centrifugé por 10 min, se deseché el sobrenadante y se resuspendié en 1 volumen
de etanol al 80%, se centrifugé nuevamente y se llevé a la centrifuga concentradora
de vacio (Savant) para secar el pellet; finalmente se resuspendi6 en 10 uL de agua

desionizada estéril.

El plasmido linealizado (10ug), se transfirié a una celda de electroporacion de 0.2
cm con 80 puL de células X-33 electrocompetentes, la celda se incubd en hielo por 5
minutos y posteriormente se dio un pulso de 2.0 kV con en el Micropulser de Biorad.
Inmediatamente se adiciond 1 mL de sorbitol frio 1M y posteriormente se transfirio
el contenido de la celda a un tubo estéril de 15 mL y se incubd a 30°C por 2 horas.
Se plaqued todo el contenido del tubo en medio YPDS con 100 ug/mL de zeocina.

Se incubaron las cajas 3 dias a 30°C hasta que se visualizaron las colonias.

La eleccion de la colonia candidata se realizé por medio de un cultivo en placa. A
partir de un medio minimo sélido adicionado con 0.1 mM de CuSO4y 0.2 mM ABTS
se inocularon las colonias transformadas y se incubaron a 28°C; después de 18
horas de cultivo se observaron halos de color verdoso alrededor de las colonias que

expresaron la enzima.

5.4 Expresion de la lacasa de C. gallica en P. pastoris

La expresion y purificacion de esta enzima se realizé conforme a lo reportado por

Avelar y colaboradores (Avelar et al., 2017) (Anexo 3y 4).
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Se tomd una colonia que expresa la lacasa y se cultivd en 300 mL de medio BMGY
a 30°C y 250 rpm hasta llegar a una densidad 6ptica (DOsoonm) entre 8-10, el cultivo
se centrifug6 a 8,000 rpm a 4°C durante 15 minutos, se realiz6 un lavado de la
pastilla celular con agua estéril, posteriormente se centrifugd nuevamente y la
pastilla celular se resuspendioé en 500 mL de medio BMM hasta tener una DO inicial
de 4-5. El cultivo se incub6 a 28°C y 250 rpm, se afiadié 1% de metanol cada 24
horas. El crecimiento celular y la actividad de lacasa se midieron diariamente hasta

12 dias. El cultivo se detuvo hasta que ceso la produccién de la enzima.

5.5 Purificacion de la enzima

Una vez determinado el dia maximo de produccion de la enzima, el cultivo se
centrifug6 a 8,000 rpm a 4°C durante 15 minutos para obtener el sobrenadante.
Este se concentré por ultrafiltracion con una membrana de corte de 30 kDa,;
posteriormente al sobrenadante concentrado se le realiz6 una cromatografia de
intercambio anidnico débil, se carg6 en una columna empacada con DEAE-celulosa
(10 mL de resina) y se eluyé con amortiguador de fosfatos 60 mM pH 6. Las
fracciones con actividad se concentraron por ultrafiltracion con una membrana de
corte de 30 kDa. Finalmente, se realizé una cromatografia de exclusion molecular
usando una columna Sephadex G75 (60 mL) equilibrada con buffer de fosfatos 10
mM pH 6. Las fracciones con actividad especifica similar se concentraron mediante
ultrafiltracién con un corte de 10 kDa. Las muestras de cada paso de purificacion se
analizaron por SDS-PAGE.

5.6 Ensayos de actividad y determinacién de la concentracion de

proteina

La actividad enzimatica se midio a partir de la oxidacion de la siringaldazina. La

reaccion se realizé con 50 uM del sustrato, 10% v/v de etanol y buffer de succinatos
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60 mM pH 4.5 a temperatura ambiente. Las velocidades iniciales de la aparicion del
producto (e= 64,000 Mt cm™) se midieron con el cambio de absorbancia de 530 nm
a traves del tiempo. Una unidad enzimética se define como la cantidad de enzima

gue cataliza la produccion 1 umol de producto por minuto.

De la misma forma se determind la actividad enziméatica a partir de la oxidacion del
2,6 dimetoxifenol (2,6 DMP). La reaccion se realiz6 con 2 mM de 2,6 DMP y
amortiguador de citrato-fosfato 0.1 M pH 3 a temperatura ambiente. Se monitore6

la aparicién del producto (= 49,600 M cm™1) a 468 nm.

La concentracion de proteina total se estimé con el ensayo de Bradford a partir de

una curva estandar de BSA (2-20 ug/mL).

Las mediciones realizadas se hicieron en un espectrofotometro marca Agilent 8453

UV-Vis por triplicado.

5.7 Estabilidad en solventes

Se monitored la actividad residual de la enzima durante una hora realizando
mediciones cada 10 min a temperatura ambiente. Esto se realiz6 a partir de una
reaccion con 5 y 20 % del solvente (acetonitrilo, etanol y DMSO), buffer de
succinatos 60 mM pH 4.5 y enzima (0.1 U/mL) iniciando la reaccidon con la adicién

de 50 uM de siringaldazina. Cada medicién se realiz6 por triplicado.

5.8 Estabilidad térmica

Se monitored la actividad enzimatica de las variantes a diferentes temperaturas. En
una solucién enziméatica que contenia 3.6 U/mL en buffer de fosfatos 60mM pH 6,
la temperatura se mantuvo constante (30, 40, 50 y 60°C) durante 1 hora y se

tomaron muestras cada 10 min para determinar la actividad enzimatica de la
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solucion a temperatura ambiente siguiendo el protocolo descrito en la seccion 5.6.

Cada medicion se realizo por triplicado.

5.9 Método de analisis de los bisfenoles por HPLC

Las cinéticas de desaparicion de los bisfenoles A, B, E y F fueron monitoreadas por
RP-HPLC a 280 nm. Se utiliz6 una columna Luna 5u C-18 de la marca Phenomenex,
con dimensiones de 150 x 3.00 mm con un flujo constante de 0.4 mL/min en un

HPLC marca Agilent 1100 series. El gradiente empleado se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Gradiente de concentracion de acetonitrilo para el andlisis de los bisfenoles A, B 'y F por HPLC.

Tiempo Agua Acetonitrilo
(min) (%) (%0)

0 60 40
3 60 40
6 20 80
9 20 80
11 60 40
15 60 40

Las reacciones fueron llevadas a cabo en 1 mL de reaccion en buffer de succinatos
60 mM pH 4.5y 20% v/v de ACN a temperatura ambiente. Las concentraciones de
los bisfenoles se variaron de 0.2 - 4 mM. La reaccion fue iniciada al adicionar 0.10
U de la variante (para las reacciones con la lacasa nativa de C. gallica se utilizaron
1.24 U/mL) medidas para siringaldazina. Se monitore6 la disminucion del pico
correspondiente al sustrato estudiado a lo largo de 40 min de reaccion con una
conversion maxima de sustrato del 32%; todas las mediciones fueron realizadas por

triplicado en reacciones individuales.

5.10 Estabilidad operacional con BPA

La estabilidad operacional de la lacasa recombinante y sus variantes F413A y

F357L/F413A durante la oxidacion del bhisfenol A se determind mediante una
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reaccion que contenia 2 mM de BPA y 5% de DMSO en buffer de succinatos 60 mM

pH 4.5. La reaccion comenzo al afiadir 0.26 U/mL (48.66 nM de proteina).

Se monitore6 por una hora la oxidaciéon de BPA, por lo que cada 10 minutos se
tomaron 50 uL de la reaccion y se diluyeron 1:4 usando DMSO y se afadieron 5 pL
de HCL (5M) para detener la reaccion e inmediatamente se resguardé en hielo para
su posterior analisis por HPLC, simultaneamente se midi6 la actividad residual con

siringaldazina.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en este trabajo, describiendo
tanto el comportamiento cinético como la estabilidad operacional de la lacasa
recombinante de C. gallica y sus variantes, tanto en la oxidacion de sustratos
estandar como de bisfenoles. En todas las gréaficas se muestran barras de error que
corresponden a los datos obtenidos por triplicado; el error experimental nunca

excedi6 el 10%.
6.1 Caracterizacion de la variante F357L/F413
6.1.1 Produccion de la enzima
Debido a nuestro interés de conocer el comportamiento cinético de una variante de
la lacasa de C. gallica que tenga las dos mutaciones de las variantes sencillas y
como éstas influyen en su estabilidad operacional, a continuacion, se describe el

procedimiento para la obtencion de dicha variante.

Se tomo el pldsmido con la mutacion F413A como templado y para introducir la

segunda mutacién (F357L) se realizé un cambio del codén TTT por el codon TTG,
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gue conforme alo reportado por el Instituto Kazusa tiene la mayor preferencia mayor
(31.5%) para codificar a la leucina con respecto a los otros 5 codones que codifican

para este mismo aminoacido en la levadura P. pastoris.

Dos factores fueron determinantes para la seleccion de colonias candidatas en este
protocolo basado en QuikChange Il de Agilent Technologies, el primero fue la
correcta digestion del plasmido parental (P-F413A) donde aumentamos la
concentracion de enzima de restriccion (Dpn 1) y el segundo fue la correcta seleccion
de las clonas, donde aumentamos la concentracion del antibidtico. Para la completa
degradacion de 50 ug del plasmido parental se utilizaron 5 veces mas unidades de
Dpn | de las requeridas de acuerdo al proveedor (10 vs 50 U) por 3 horas de
reaccion, esto se realiz6 debido a que realizamos un control que consistia en
degradar todo el plasmido parental y posteriormente correr un gel de agarosa para
visualizar la digestion del plasmido, sin embargo, con 10 U de la enzima adn
observabamos el plasmido completo, y ya con 50 U, el plasmido fue degradado en

su totalidad.

Respecto al antibiotico de seleccion, se incrementd la concentracion de zeocina de
25 a 50 ug/mL. Esto significdé un paso primordial para la obtencion de las colonias
gue incorporan el plasmido generado por PCR, debido a que con la concentracion
de 25 ug/ml de zeocina recomendaba por el protocolo del vector pPICZ B de Thermo
Scientific observabamos colonias satélites, es decir, colonias que no tienen el gen
de resistencia al antibiético; inicialmente, esto dificultd la seleccion de colonias

transformadas.

Finalmente, se obtuvo al plasmido de la doble mutante mediante una PCR
mutagénica sitio dirigida, comprobando por secuenciacion las dos mutaciones
deseadas sin encontrar otra mutacion mas a lo largo del gen (ver Anexo 1). En la

Figura 9 se muestra una digestion del pladsmido con la enzima EcoRI.
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Figura 9. Andlisis por la enzima de restriccion EcorRI de la identidad del F357L/F413A Carril 1. Marcador de

peso 1kb. Carril 2 plasmido superenrollado, Carril 3 Digestion con EcoRI

Posteriormente, se transformé la nueva construccién en P. pastoris siguiendo el
protocolo mencionado en la seccion 5.3.2. Se eligieron 150 colonias candidatas y
estas se resembraron en medio minimo suplementado con 0.1 mM de CuSO4sy 0.2
mM de ABTS a 30°C con el fin de determinar cuales clonas expresaban la enzima.
Al cabo de 18 horas visualicé halos de color verde alrededor de las colonias que
expresaban la enzima, ya que el producto de la oxidacion del ABTS es un

compuesto colorido (Fig. 10).

4

Figura 10. Colonias candidatas cultivadas en medio MM adicionado con CuSO4y ABTS, En nimeros se
muestra las colonias que oxidaron el ABTS.
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Se seleccionaron las cuatro colonias que primero oxidaron el ABTS, para
posteriormente determinar cual de estas era la clona con mayores niveles de
expresion de la enzima. Se inocularon cultivos de estas colonias de 50 mL de medio
y se indujo por distintos dias con MeOH (1%) para monitorear la actividad
enzimatica siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 5.6 de este trabajo
(Fig. 11). Con respecto a la produccion de las cuatro colonias seleccionadas se

eligio la colonia nombrada N36 debido a que era una de las mas productoras.

La produccion de esta variante fue realizada siguiendo la metodologia reportada por

Avelar y colaboradores en 2017 y descrita de igual forma en este documento en la
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Figura 11. Actividad enziméatica de las colonias seleccionadas en medio BMM. Se seleccioné la cepa
N36 por ser la que produjo mayor actividad volumétrica de la lacasa.

seccién 5.5. Como se puede observar en la Figura 12, se logré incrementar la
cantidad de enzima en el cultivo al seguir adicionando metanol aun después de que
la levadura habia dejado de crecer. Cabe recordar que en este cultivo el metanol
actua tanto como inductor y como fuente de carbono. Alrededor del dia 5 del cultivo

se alcanza el estado estacionario, o que sugiere que algun otro nutriente se ha
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agotado; sin embargo, al seguir adicionando metanol la enzima continud

acumulandose en el sobrenadante.
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Figura 12. Crecimiento de la cepa productora de la variante F357L/F413A (naranja) y actividad enzimatica
(azul).

Se lograron obtener 235 U por litro de cultivo de esta variante; comparando esta
produccion con las otras variantes, el rendimiento fue similar al cultivo que produce
la variante F413A (240 U/L) y es 1.8 veces mayor que el cultivo que produce a la
enzima parental recombinante (rLcCg) (130 U/L). Esta variacion de la produccién
de las variantes puede ser debida a la insercién de copias multiples del plasmido en
el genoma de la levadura, dando como consiguiente mayor produccion de las
colonias seleccionadas para producir las variantes F413A y F357L/F43A (Serrano-

rivero & Fando-calzada, 2016).
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6.1.2 Caracterizacion cinética de la lacasa en la oxidacibn de

siringaldazina

La variante F357L/F413A se purifico siguiendo el protocolo descrito en la seccién
experimental. Se obtuvo una preparacién con actividad especifica de 86 U/mg y una

pureza electroforética de 95% (Fig. 13).
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Figura 13. Tren de purificacion de la variante F357L/F413A. Gel de electroforesis SDS.

Carril 1, Marcador de peso (MP) 2. Lacasa de Coriolopsis gallica, 3. Sobrenadante del cultivo de la lacasa en
Pichia pastoris, 4. Ultrafiltracion de 30kDa, 5. Cromatografia de intercambio aniénico (DEAE), 6. MP y 7.
Cromatografia de exclusion molecular Sephadex G75.

Se determinaron las constantes cinéticas de actividad de esta variante (Fig. 14 y
Tabla 10) para la oxidacion de siringaldazina, el sustrato estandar para caracterizar
este tipo de enzimas. El modelo de Michaelis-Menten fue adecuado para

representar los datos experimentales con una R? de 0.96.
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Figura 14. Cinética de actividad de la variante F357L/F413A en la oxidacion de siringaldazina.

Tabla 10. Constantes cinéticas de actividad de las variantes en la oxidacion de siringaldazina.

Enzima Kcat (1) Km (uM) Kcat/Km (M1s71)
rLcCg* 106 +5.8 9.6+1.3 11.3 x 10°
F357L* 74.4+5.0 122+2.1 6.1 x 10°
F413A* 181 +12.7 10.8+1.8 16.3 x 10°
F357L/F413A 82.3+7.1 16.45 + 3.6 5.00 x 10°

*(Avelar et al., 2018)

Se ha reportado que el residuo F337 de la lacasa de Trametes versicolor
(equivalente a la posicion F357 en la lacasa de C. gallica) forma parte del sitio de
interaccién del sustrato con la enzima, y por consiguiente juega un papel importante
en la afinidad por el sustrato. Se ha sugerido que el reemplazo de este residuo, al
encontrarse en la segunda esfera de coordinacion, podria desestabilizar el sitio
(Yanagisawa et. al. 2008). Por otro lado, el residuo F413 también forma parte del
sitio de interaccidén con el sustrato, y se encuentra expuesto al solvente. Pardo y
colaboradores reportan que su reemplazo por residuos mas pequefios conlleva a
un menor impedimento estérico y por lo tanto se favorece la interaccion de sustratos

mas voluminosos en el sitio T1 (Pardo et. Al. 2016).

En relacién con las constantes cinéticas, resalta una disminucion del 50% en la
eficiencia catalitica (kcat/Km) de F357L/F413A comparando con rLcCg (Avelar et al.,
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2018). Aungue hay una clara disminucion en los valores estan en el mismo orden
de magnitud que las otras variantes lo que significaria un comportamiento cinético

similar de la doble mutante en relacidon con las variantes sencillas.

6.1.3 pH 6ptimo de actividad en la oxidacion de siringaldazina, 2,6

dimetoxifenol y BPA

La geometria del sitio T1 de las lacasas es muy importante para la catélisis de estas
enzimas. Este sitio tiene una geometria planar triangular compuesta por tres
ligandos altamente conservados, dos histidinas y una cisteina, y un ligando axial
distante que por lo general en las lacasas flungicas es una fenilalanina (Piontek et
al., 2002). Se ha resaltado la importancia de dos residuos por su interaccién con un
sustrato llamado xilidina (Fig. 14). El primero es la histidina 458 (numeracién con
respecto a la lacasa de T. versicolor) que coordina al cobre del sitio T1 y actia como
aceptor primario del electron del sustrato y el segundo es el aspartato 206, que
forma un puente de hidrégeno con la xilidina (Madzak et al., 2006). Como se puede
observar en la Figura 15, el residuo Asp 206 se encuentra inmerso en una cavidad
compuesta por residuos hidrofobos, y el sitio activo (T1) presenta un parche
hidr6fobo constituido principalmente por fenilalaninas que ayudan a estabilizar la

interaccién de sitio activo con el sustrato (Mehra et al., 2018).
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Figura 15. Vista ortogonal del sitio de union de la xilidina con la lacasa de Trametes versicolor.
Izquierda: vista desde la entrada de la cavidad. Derecha: Vista ortogonal obtenida por una rotacion de 90° sobre
el eje vertical. Los residuos y el sustrato son mostrados en barras desde el cobre del sitio T1 (Cul) ilustrado
como esfera. Los atomos de carbono mostrados en gris, atomos de nitrégeno en gris claro y los atomos de
oxigeno en gris oscuro. El sustrato 2,5- xilidina (XyL) en negro. Se muestra la superficie de los residuos que
contribuyen a las interacciones hidrofébicas con el sustrato. Los puentes de hidrogeno con el nitrégeno de la

xilidina son mostrados en lineas discontinuas y la coordinacion del Cul con la His458 es mostrada en lineas
negras. La figura fue representada con PyMOL. Figura tomada de (Madzak et al., 2006).

El estudio realizado por Madzak exploré la fuerte interaccién del Asp206 con la
xilidina. Se construyeron las variantes Asp206/Glu, Ala o Asn con el fin de
determinar como estas mutaciones impactaban en la actividad enziméatica y su
dependencia del pH. Con el sustrato 2,6-DMP mostré que la mutacién por Asn
condujo a un cambio significativo (ApH = 1.4) del pH éptimo hacia un pH més alto
(pH=5). Este estudio resalta la importancia del residuo en la posicién 206 debido a
gue un cambio de este conduce a un corrimiento del perfil de pH de la enzima,
igualmente también nos revela un elemento adicional sobre los factores que

modulan la unién del sustrato al sitio activo (T1) (Madzak et al., 2006).

En la Figura 16 se observa el sitio T1 de la lacasa de Coriolopsis gallica, donde los
residuos cercanos a este aspartato son principalmente fenilalaninas. Al realizar las
mutaciones (F357L y F413A) generadas en este estudio, la hidrofobicidad se reduce
y esto podria influir en el pKa y por tanto en el estado de ionizacién de residuos
como el Asp226 (equivalente a Asp 206 de la lacasa de T. versicolor), reflejandose
guizas en un cambio en el pH 6ptimo de actividad de las variantes con respecto a

la enzima parental (rLcCqg).
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Figura 16. Composicion del sitio activo de la lacasa parental rLcCg (izquierda) y la variante F357L/F413A
(derecha).

Se determind el pH oOptimo de actividad de rLcCg y F357L/F413A durante la
oxidacidon de dos sustratos estandar, 2,6 DMP y siringaldazina. El perfil de pH para
cada sustrato se muestra en la Figuras 17. Para ambas variantes observamos un
perfil de pH en forma de campana. Xu en 1997 propuso que esta forma de campana
en los perfiles de pH de las lacasas era consecuencia de dos efectos opuestos: la
parte ascendente de la curva en pH &cidos es generada por la diferencia de
potencial redox entre el sustrato y el Cu T1 y la parte descendiente es generada por
la unién del anion hidroxido con los cobres en los sitios T2/T3, que inhibe la actividad
a pH altos, combinado con la disminucién del potencial de reduccién del oxigeno

cuando el pH se incrementa (Xu, 1997).
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Figura 17. Perfiles de pH 6ptimo de actividad de la lacasa parental rLcCg (azul) y la variante F357L/F413A
(rojo) en la oxidacién de 2,6 DMP (izquierda) y siringaldazina (derecha).

Con estos experimentos podemos resaltar que los pH 6ptimos de actividad de la
enzima parental y la variante F357L/F413A es idéntico para dos sustratos
diferentes: 2,6 DMP (pH 3) y siringaldazina (pH 4.6).

Debido a la similitud del pH 6ptimo de rLcCg y F357L/F413A, el siguiente paso fue
obtener el perfil de pH para la variante F413A en la oxidacion del bisfenol A, (Fig.

18) con el objetivo de conocer el pH éptimo que utilizaremos en las reacciones con
este sustrato.

BPA
100
;\z; 80-
g o0
E J
Q404
o J
< 904
0 T T T T T T T 1
2 3 4 5 6
pH

Figura 18. Perfil de pH 6ptimo de actividad de la variante F413A en la oxidacién BPA.
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Al observar este perfil vemos nuevamente el comportamiento de campana como

anteriormente lo observamos con 2,6 DMP y siringaldazina. Estableciendo que el

pH 6ptimo de actividad es de 4.5 para la oxidacion de BPA.

6.1.4 Estabilidad térmica

La termoestabilidad es una propiedad intrinseca, que es determinada por la

estructura primaria de las proteinas (Ward & Moo-Young, 1976). Por lo tanto, al

depender de la secuencia de la enzima, en este apartado reportamos la

termoestabilidad de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes que tienen

mutaciones en la vecindad del sitio activo.
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Figura 19.Estabilidad térmica de la lacasa de C. gallica y las lacasa recombinante y sus variantes F413A y
F357L/F413A. Monitoreo de actividad durante 70 min de incubacion.

49



Los graficos representados en la Figura 19, muestran la actividad residual de la
lacasa de C. gallica, la lacasa recombinante y sus variantes a diferentes
temperaturas a lo largo de 70 min de incubacion a diferentes temperaturas. Se
puede apreciar que a 30 y 40°C no hay inactivacion durante los 70 min de
incubacion. No obstante, a temperaturas mayores de 50°C se observa la
inactivacion de las variantes. Esta inactivacion térmica a 50 y 60°C se ajusta a un
modelo de primer orden, esto implica un solo paso de transicion de un estado activo

(Ea) a uno inactivo de la enzima (Ein) como se muestra en las ecuaciones de abajo.

Para poder comparar la inestabilidad a la temperatura de la lacasa de C. gallica, la
recombinante y sus variantes, se calcul6 el tiempo de vida media (tso) de éstas a 50
y 60°C, estos parametros de inactivacion estan representados en la Tabla 11. Al
observar los tiempos de vida media, resalta que el grado de inactivacién de las
variantes es diferente entre ellas. Podemos ver una disminucion de 40% y 75% en
el valor reportado para F357L/F413A en comparacién con la parental a 50°C y 60°C,
respectivamente. Por consiguiente, F357L/F413A es la variante mas inestable a

temperaturas mayores a 50°C.

Tabla 11. Pardmetros observados de inactivacion térmica de la lacasa recombinante rLcCg y sus variantes
F413Ay F357L/F413A.

50°C 60°C
Variante
k(hl) tso(h) R? k (h'1) tso(h) R?
LcCg 0.234 3 0.95 0.546 1.3 0.95
rLcCg 0.15 5 0.95 1.61 0.4 0.93
F413A 0.282 2 0.98 1.056 0.7 0.99
F357L/F413A 0.252 3 0.91 6.624 0.1 0.98

Por otra parte, se ha reportado que la estabilidad térmica de las proteinas varia
considerablemente dependiendo del organismo de origen. El tiempo de vida media

de las lacasas fungicas esta por debajo de 1 h a 70°C y por debajo de 10 min a 80°C
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(Coll et al., 1993). Por ejemplo, la lacasa de T. harzianum retiene el 70% de su
actividad inicial después de 1 hora de incubacién a 55°C y tiene un tiempo de vida
media de 1 h a 65°C (Sadhasivam et al., 2008), mientras que la lacasa de Daedalea
guercina es mas estable a temperaturas por debajo de los 45°C (Baldrian, 2004).
Comparando los valores obtenidos de las variantes con respecto a lo citado
anteriormente, resalta una similitud en la termoestabilidad. Sin embargo, es
evidente el incremento de la inestabilidad de la doble mutante, y esto puede estar
relacionado con las mutaciones insertadas. En el sitio T1, donde se encuentran las
mutaciones que gobiernan las interacciones pi-pi. Las interacciones pi-pi son
fuerzas no covalentes entre dos anillos aromaticos donde los centros de los anillos
tienen que estar en una distancia menor a 7 A (Shao, 2016). Sélo en el sitio T1
existen 11 contactos por apilamiento o “stacking” (Mehra et al.,, 2018) y se ha
estudiado que este tipo de interacciones juegan un papel importante en la
estabilizaciéon estructural de macromoléculas como las proteinas (Burley & Petsko,
1985) ya que favorece el empaguetamiento; incluso se ha visto que la adicion de
este tipo de interacciones en proteinas como la endopoligalacturonasa PG63

aumenta la termoestabilidad (Tu et al., 2016).

6.2 Caracterizacion cinética de las variantes durante la oxidacion de los

bisfenoles

Los bisfenoles AF y S no fueron sustrato de ninguna variante. Cabe mencionar que
a la fecha ninguna lacasa ha sido capaz de catalizar la oxidacion de estos dos
compuestos. El BPAF tiene dos grupos CFs-, este grupo se utiliza en la industria
para incrementar la estabilidad y biodisponibilidad de ciertos farmacos debido a que
su incorporacién conduce a un aumento significativo en la lipofilia del farmaco. La
energia del enlace carbono-fluor (~ 116 kcal/mol) es bastante alta, lo que lleva a
gue el compuesto tenga una alta estabilidad térmica y oxidativa (Khetan & Collins,
2007). Se ha estudiado que el bisfenol AF es uno de los bisfenoles mas persistentes
en condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Quian Sun y colaboradores reportaron
también que el BPAF es resistente a la biodegradacion por los microorganismos

51



presentes en una planta de tratamiento de aguas residuales (Sun et al., 2017).
Aunque no se ha reportado el potencial de ionizacién de este compuesto, es posible
gue sea alto debido a la gran cantidad de atomos de F presentes en los anillos

aromaéticos, y por tal motivo no es sustrato de este tipo de enzimas.

De igual manera el BPS, no puede ser oxidado con lacasas de manera aislada (Beck
et al., 2018); pero si ha sido posible oxidarlo mediante un sistema lacasa-mediador
(Sei et al., 2008). De acuerdo con lo reportado por Ike y colaboradores, la presencia
del grupo O=S=0 en la estructura del BPS conlleva a que en solucién acuosa este
compuesto podria estar estabilizado por la transferencia de electrones entre los
anillos aromaticos y el grupo SOz, haciendo que sea resistente a la biodegradacion
por este tipo de enzimas (Zdarta et al., 2018). De igual forma, la persistencia de este
bisfenol puede deberse a que el potencial redox del BPS (0.95 V) es mayor al de la
lacasa de C. gallica (= 0.8 V) (Zheng et al., 2016), provocando que la enzima no

pueda remover los electrones del compuesto.

En cuanto a los bisfenoles A, By F se encontr6 que si fueron sustratos de la enzima
y se montaron los métodos analiticos para estudiar el comportamiento cinético de
la reaccion. Debido a la baja solubilidad de los sustratos, en la mezcla de reaccion
se afiadid ACN, en el que se disolvié hasta 10 mM de cada bisfenol. Sin embargo,
a pesar del uso de acetonitrilo no fue posible alcanzar concentraciones del sustrato
donde la enzima estuviera saturada y solo se determiné la eficiencia catalitica,
medida como la relacién entre la constante catalitica y la constante de Michaelis-
Menten (kca/Km) (Fig. 20). En la Tabla 12 se muestran las eficiencias cataliticas en
la transformacion de BPA, BPB y BPF. Observamos que la eficiencia catalitica entre
las variantes de la lacasa de C. gallica es similar, no obstante, la variante
F357L/F413A muestra una ligera disminucion en su eficiencia catalitica, pudiéndose

deber esto a la influencia del ACN.
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Figura 20. Eficiencia catalitica de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes en la oxidacion de
bisfenoles, en 20% de acetonitrilo.

Tabla 12. Eficiencia catalitica de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes en la oxidacion de
bisfenoles, en presencia de 20% de acetonitrilo

BPA BPB BPF
Variante kcat/Km kcat/Km kcat/Km
(MmMIminY)  (MMIminY) (MMImin?)
rL.cCqg 99+ 7.2 1245+ 12 79.4 £ 3.9
F413A 104.3+ 2.5 95.1+6.8 62.3+0.4
F357L/F413A 86.3+3.4 112 +5.3 50+ 4.6
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Se realiz6 un analisis de Anova (Gooch, 2011) donde la hipétesis nula fue que la
capacidad oxidativa de las enzimas estudiadas en este proyecto (rLcCg, F413A y
F357L/F413A) es igual en la oxidacién de bisfenoles. Obtuvimos una p-value=
0.72169, por lo tanto, la hipotesis nula no se rechaza debido a que este valor es
mayor al nivel de confianza 0.05, concluyendo que la capacidad oxidativa de las
variantes es estadisticamente igual en la oxidacion de BPA, BPB y BPF (Anexo 5,

analisis 1).

Se realiz6é un segundo andlisis de Anova (Gooch, 2011)para determinar si habia
diferencias en la oxidacion de cada bisfenol (BPA, BPB y BPF). Se obtuvo una p-
value= 0.000002, por lo tanto, se rechaza la hipoétesis nula a un nivel de confianza

0.05, por lo que al menos para un bisfenol es diferente su oxidacion.

Para conocer que bisfenol era diferente su oxidacion, se realizé un diagrama de
cajas, donde se comprobo que la oxidacion del BPF es menor a la del BPA 'y BPB

(Anexo 5, analisis 1 Fig. 30).

Las eficiencias cataliticas de las variantes en la oxidacion de los BPs obtenidas en
este estudio son menores a las reportadas en otros trabajos. Por ejemplo, en el
2011 Nicolucci y colaboradores, quienes estudiaron la biodegradacion de bisfenoles
con la lacasa de Trametes versicolor, determinaron la eficiencia catalitica con los
diferentes bisfenoles: BPA 764 mM-*mint, BPB 640 mM*min-t, BPF 2613 mMmin-
1y 278 mMImint TCBPA. De igual forma se ha estudiado a la lacasa del
basidiomiceto Coriolopsis gallica en la oxidaciéon de BPA y otros perturbadores.
Torres Duarte y colaboradores en el 2012 reportaron una eficiencia catalitica de
1,242 mMmint en la oxidacién de BPA, en un medio de reaccién con 5% de ACN
(Torres-Duarte et al., 2012).

Para estudiar si la reduccion de la eficiencia catalitica de la enzima nativa, de la

recombinante y de sus variantes observada en la oxidacién de los bisfenoles era

consecuencia de la alta concentracion de ACN, se realizaron una serie de
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experimentos. El primero fue obtener la cinética de actividad de la lacasa de C.
gallica (LcCg) con BPA con 20% de ACN dando como resultado una eficiencia
catalitica de 30 mM-tmin-L. Al igual que en los experimentos realizados con las otras
variantes no pudimos llegar a la saturacién de la enzima debido al limite de
solubilidad del sustrato (Fig. 21). Comparando este valor con el obtenido con las
variantes en las mismas condiciones, determinamos que se encuentra en el mismo
orden de magnitud, sin embargo, existe una disminucion en la eficiencia catalitica
de la enzima nativa de 3 veces con respecto a la recombinante silvestre, y esto
puede ser debido a la pureza de la enzima (60% LcCg y 75% rLcCg). Como se
resalta en los resultados el ACN si influye en la eficiencia de la enzima. Por lo que

planteamos explorar otros solventes y su influencia en la actividad enzimatica.
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Figura 21. Velocidad especifica de la lacasa de Coriolopsis gallica en la oxidacion de BPA en 20% de ACN.

6.2.1 Estabilidad en solventes

Los solventes organicos son usualmente requeridos para incrementar la solubilidad
de sustratos hidrofobos, no obstante las velocidades de transformacion de las
enzimas en estos solventes son generalmente Ordenes de magnitud menores

comparadas con sistemas acuosos (Carrea & Riva, 2000).
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La baja solubilidad de los bisfenoles en agua (por ejemplo, BPA: 300 mg/L a 25°C
(Aschberger et al., 2010) es una de las limitantes durante el estudio de su
degradacion por medio de enzimas. Para contrarrestar esta limitante se han
empleado solventes polares como el acetonitrilo (5%) y etanol (30%) donde se
lograron disolver hasta 1 mM y 3 mM de BPA, respectivamente (Nicolucci et al.,
2011; Torres-Duarte et al., 2012).

Al inicio de este proyecto se emple6 el ACN en la reaccion, por consiguiente, se
analizo la estabilidad de las variantes en este solvente. En la Figura 22 se muestra
el porcentaje de actividad residual de las variantes y de la parental con respecto al
tiempo, al incubarlas durante una hora en 5% y 20% de acetonitrilo. Al observar el
comportamiento de rLcCg y F413A, destaca que no disminuye significativamente su
actividad inicial; por otro lado, para F357L/F413A vemos un comportamiento
diferente, ya que esta variante se inactiva gradualmente en ambas concentraciones
del solvente. El tiempo de vida media para esta variante es de 0.97 hy 0.63 h en
5% y 20% de ACN, respectivamente (ver Tabla 13).
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Figura 22. Estabilidad de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes en diferentes concentraciones de
acetonitrilo. Monitoreo de actividad enzimética méaxima durante 1 hora de incubacion.
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Tabla 13. Parametros de inactivacion de la variante de la lacasa de C. gallica F357L/F413A al incubarla en
presencia de acetonitrilo.

ACN k (h?) tso (h) R?
5% 0.708 0.97 0.98
20% 1.092 0.63 0.98

La baja estabilidad que presenta la doble mutante F357L/F413A en el solvente
puede estar relacionada a la pérdida de estructura terciaria debido a la capacidad
gue tienen los solventes polares de penetrar la enzima, perturbar y perder la
estructura terciaria del sitio activo provocando su inactivacion, como lo exponen
Yoon y colaboradores, donde afirman estudiaron los efectos de ciertos solventes
organicos en la actividad enzimatica de tres p-galactosidasas (Yoon & Mckenzie,
2005). Esta mayor susceptibilidad a la inactivacion podria estar relacionada con los
residuos mutados en la variante, y con un empaguetamiento menos eficiente

comparado con la enzima parental, como se menciond en la seccion 6.1.4.

Se propuso explorar la estabilidad de la doble mutante en otros solventes, con el
propésito de elegir un solvente en el cual no fuera inestable y mejorara la
determinacién de la eficiencia catalitica. Los solventes que se estudiaron fueron
etanol (EtOH) y dimetilsulfoxido (DMSO). En la Figura 23 se muestra la actividad

enzimatica de la doble mutante durante una hora en 5y 20% de cada solvente.
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Figura 23. Estabilidad en solventes de la variante F357L/F413A de la lacasa de C. gallica. Monitoreo de
actividad durante una hora.
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Tabla 14. Parametros de inactivacion de la variante F357L/F413A de la lacasa de C. gallica al incubarla en
diferentes concentraciones de solventes organicos.

Solvente k(h?1) tso(h) R?
5% 0.71 0.97 0.98
ACN 20% 1.09 0.63 0.98
5% 0.804 0.86 0.99
EtOH 20% 0.846 0.82 0.96
5% 0.45 1.53 0.95
DMSO

20% 1.044 0.66 0.72

Como se puede ver en la Tabla 14, observamos que la enzima se inactiva en todas
las condiciones ensayadas; sin embargo, el mayor tiempo de vida media se obtiene
en presencia de 5% de DMSO. Se ha estudiado ampliamente el efecto de los grupos
funcionales en los solventes organicos y como éstos pueden afectar a la enzima. El
ACN puede penetrar en el sitio activo de las enzimas, lo que lleva a una variacion
de la estructura del sitio activo y, por lo tanto, a la disminucion de la actividad
enzimatica (Zhu et al., 2012). En el caso de etanol, se ha visto que tiene la capacidad
de eliminar las moléculas de agua de la capa de hidratacibn que rodea a las
proteinas, esto se considera un factor esencial que afecta la actividad, ya que puede
provocar que las enzimas sean menos rigidas y mas propensa a desplegarse, lo
gue aumenta la inestabilidad de estas (Park et al., 2013). Roy y colaboradores,
mediante simulacion de dinamica molecular, informaron que la flexibilidad de una
lisozima se ve afectado con aproximadamente 5% (v/v) de DMSO debido a la
solvatacion preferencial de los residuos hidréfobos expuestos por los grupos metilo
del DMSO (Roy etal., 2012). En conclusion, se eligio DMSO al 5% en las reacciones

con BPA debido a que es el solvente con menor efecto en la inactivacion.

Con respecto a la inestabilidad en solventes de la doble mutante, podria estar
relacionada con la pérdida de interacciones pi-pi como se expuso en el apartado de
termoestabilidad. Los cambios de las fenilalaninas podrian estar influyendo en la
compactacion del sitio T1, lo que podria verse mas flexible y por consiguiente

reflejarse en su estabilidad (Tu et al., 2016).
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Posteriormente, se obtuvieron las cinéticas de actividad de las variantes con BPA
en 5% de DMSO, donde se logro solubilizar hasta 2.5 mM del sustrato (Fig. 24).

400+
-o— rLcCqg

—— F413A
—+— F357L/F413A

300

200+

100

Vel especifica (min)

T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

Concentracién BPA (mM)

Figura 24. Cinética de actividad de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes en la oxidacion de BPA
en 5% de DMSO.

Utilizando el programa Prism, fue posible ajustar los datos de actividad a un modelo
Michaelis-Menten. Los paradmetros cinéticos de actividad calculados se muestran en
la Tabla 15. Para determinar la kcat fue necesario considerar una preparacion

enzimatica de 95% de cada variante con un peso de 63.7 kDa.

Tabla 15. Parametros cinéticos de actividad de la lacasa de C. gallica y las variantes en la oxidacion de BPA
en 5% de DMSO.

X kcat KM kcat/KM
Variante _ _ 2
(min?) (mM) (min"tmM-?)

WT* 834 0.67 1,245 0.97
rL.cCg 288 0.28 1,029 0.99
F413A 407.4 0.28 1455 0.97

F357L/F413A 307 0.27 1,137 0.99

59



Se realiz6 un anadlisis de Anova para determinar si hay diferencias significativas
entre la eficiencia catalitica de las variantes durante la oxidacion de BPA, se obtuvo
una p-vale=0.64 a un nivel de confianza de 0.05, por lo tanto, no se rechaza la
hipotesis nula, concluyendo que el comportamiento cinético de las variantes es
estadisticamente similar durante la oxidacién de BPA, y podemos resaltar que la
afinidad de la doble mutante no se vio afectada (Anexo 5, andlisis 2). Los datos
obtenidos de las variantes y parental son similares a lo esperado, ya que Torres
Duarte reporta una eficiencia catalitica similar (1,245 min-'mM-1) en la degradacién
de BPA.

Con los resultados obtenidos en los dos experimentos podemos concluir que la
concentracion de acetonitrilo en las reacciones influye en la eficiencia catalitica de
la enzima. Como ya se ha descrito, las velocidades de transformacion de las
enzimas en solventes son bajas comparadas en sistemas acuosos (Carrea & Riva,
2000) ya que la afinidad del sustrato hacia el sitio activo puede estar controlada por
interacciones hidrofébicas y el coeficiente de particion del sustrato puede estar
favorecido hacia el solvente en lugar del sitio activo reduciendo la eficiencia
catalitica de la enzima (Ryu & Dordick, 1992). Y, por ultimo, se debe resaltar que el

comportamiento cinético de actividad de las variantes con BPA es similar entre ellas.

6.3 Estabilidad operacional durante la oxidacién de BPA

Finalmente, la hipdtesis de este proyecto inicia resaltando que las variantes que
presentan alta estabilidad operacional durante la oxidacién de fenoles simples
podrian conservar su mayor estabilidad operacional con fenoles mas complejos

como los bisfenoles.
Para determinar la estabilidad operacional de las variantes con BPA, se cuantificé

el consumo de BPA y la actividad residual durante 60 min (Fig. 25). Durante estos

ensayos se utiliz6 la misma concentracion de proteina (79 nM) y las mismas
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unidades de actividad enziméatica (250 U/L, medidas con siringaldazina) debido a

las diferencias en la actividad especifica de las variantes.
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Figura 25. Estabilidad operacional de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes. Consumo de BPA
(izquierda) y actividad residual (derecha) de las variantes durante la oxidacion de BPA.

Tabla 16. Rendimiento de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes durante la oxidacion de BPA.

] Conversion Actividad Rendimiento
Variante
de BPA (%) residual (%) (umol/U)
rLcCg 38 0 2.98+0.04 (1)
FA13A 38 0 3.06 £ 0.01 (1.06)
F357L/F413A 41 0 3.31+£0.1(1.14)

De acuerdo con los resultados obtenidos todas las variantes perdieron su actividad

a los 60 minutos de reaccion, al alcanzar una conversion del BPA alrededor del 40%

(Fig. 25). Para determinar si la estabilidad operacional de las variantes es mejor con

respecto a la parental, se realiz6 una comparacion con base en el rendimiento de la

enzima durante la reaccion. Este rendimiento es calculado a partir de la

concentracion de sustrato consumido entre las unidades de enzima inactiva,

expresado en umoles/U. Este rendimiento también se expresa como el nimero total
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de recambio (TTN, Total Turnover Number por sus siglas en inglés) que se define

como la relacién entre los moles de producto por moles de catalizador.

Un aspecto que resaltamos es la comparativa entre los rendimientos obtenidos con
las variantes con 4-metoxifenol (Tabla 17) y BPA (Tabla 16), como se observa los

valores reportados son aproximadamente 10 veces mayores al de BPA.

Tabla 17. Rendimientos de la lacasa nativa de C. gallica, la lacasa recombinante y sus variantes durante la
oxidacion de 4-metoxifenol (Avelar et al., 2018).

Rendimiento

] % % Actividad
Variante y ) (umol/U)
Conversion residual ]
(incremento)
WT 88 53 14+ 3 (1.0)
F357L 90 73 25+ 4 (1.8)
F413A 92 78 34+6(2.4)
FA75I 92 53 13+1(0.9)

A pesar de que el potencial redox del 4 metoxifenol (0.72 V) es mas alto que el del
BPA (0.63 V) y, por consiguiente, su radical seria mas inactivante que el del bisfenol,
los valores de rendimiento nos indican lo contrario. Relacionando esto al
comportamiento cinético de las variantes con respecto a estos dos sustratos,
Vandertol y colaboradores reportan las constantes cinéticas de la lacasa de C.
gallica con 4 metoxifenol, kcar= 1.3x104 s71, Ku= 2.64 uM y Kcat/Kv= 4.9x103 st mM-
l(vandertol-Vanier et al., 2002). Comparando los valores de estas constantes con
respecto a las obtenidas con BPA (Apartado 6.2), resalta una baja eficiencia
catalitica (286 veces menor) en la oxidacion de BPA, dando como consecuencia
gue al no ser tan eficiente la enzima, esta pueda catalizar la oxidacion de un menor
namero de moléculas de BPA y por consiguiente los radicales sigan formando
aductos hasta inactivarla por lo que esto podria corresponder a los bajos

rendimientos con el bisfenol.
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Con relacion a los rendimientos reportados en la Tabla 16, se realizaron pruebas de
hipotesis no paramétricas (Friedman y Quade (Maris & Oostenveld, 2007)) donde la
hipdétesis nula es que las variantes tienen el mismo rendimiento durante la oxidacién
de BPA, no se rechaza para un nivel de confianza de 0.05 debido a que el valor de
la P-value (0.0658) es menor al nivel de confianza (Anexo 5, analisis 3). Por lo que
podemos concluir que la eficiencia operacional de las variantes es estadisticamente
similar con respecto a la enzima parental con al menos este fenol mas complejo
(BPA).
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo, se logré expresar la doble mutante de la lacasa de Coriolopsis
gallica variante F357L/F413A en la levadura Pichia pastoris con un rendimiento de
235 U por litro, una actividad especifica de 86 U/mg y una pureza del 95%. El
comportamiento cinético de esta variante es similar a las variantes sencillas en la
oxidacién de siringaldazina presentando una Km de 16.5 uM y una kcat de 82.3 st
El pH 6ptimo de actividad de esta variante es igual al de la enzima parental en la
oxidacion de la siringaldazina (pH=4.6) y del 2,6 DMP (pH=3). La doble mutante
F357L/F413A es inestable a temperaturas mayores a 50°C y de igual forma es
inestable en presencia de solventes no acuosos, a diferencia de las variantes

sencillas.

Los bisfenoles AF y S no fueron sustrato de ninguna de las variantes, posiblemente
la alta hidrofobicidad y estabilidad oxidativa que presenta el BPAF y al alto potencial

redox del BPS (E= 0.95 V) en comparacién con la lacasa de C. gallica (E= 0.8 V).

Las variantes de la lacasa de C. gallica son capaces de transformar los bisfenoles
A, B y F con eficiencias cataliticas similares, sin embargo, F357L/F413A tiene las
eficiencias mas bajas en comparacion con las variantes sencillas, atribuyendo esta

disminucién a su inestabilidad en el solvente.

La presencia de acetonitrilo durante la reaccion de oxidacion de los bisfenoles
influye negativamente en la eficiencia catalitica de las variantes; observamos una
disminucion de este parametro cinético cuando se aumenta la concentracion del

solvente de 5% a 20% en la reaccion.

El comportamiento cinético de actividad de las variantes es similar en la oxidacion
de BPA.

Finalmente, la alta estabilidad de las variantes con fenoles simples no se conserva

durante la oxidacion de fenoles mas complejos (2.4 vs 1.1 veces).
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8. PERSPECTIVAS

» Si se pretende estudiar mas a fondo las variantes de la lacasa de C. gallica,
se propone mejorar el sistema de expresion en P. pastoris debido a estudios
previos que reportan una produccion de esta enzima en el mismo sistema de
expresion 10 veces mayor a lo que se obtuvo con la metodologia planteada
(Bronikowski et al., 2017). Una de las metodologias planteadas podria ser
aplicar evolucion dirigida al péptido sefial para aumentar la expresion
enzimatica como se ha demostrado con peroxigenasas (Molina-Espeja et al.,
2014).

» Entender mejor la estabilidad de la doble mutante (F357L/F413A) analizando
el desplegamiento/plegamiento de las variantes mediante dicroismo circular

y fluorescencia de triptéfanos.
» Analizar la interaccion del BPA con la lacasa recombinante por dinAmica

molecular para conocer qué residuos estan implicados en esta interaccion y

poder mejorar su eficiencia catalitica.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Secuenciacion del gen de la variante F357L/F413A de la lacasa de
C. gallica.

Alineamiento de la secuencia del gen de la variante F357L/F413A (seq_1) con el gen de rLcCg

(Seq_2) (en recuadros rojos se muestran los nucleétidos diferentes en ambas secuencias).

et b [
Seq 2 901 caacttgagaagatcaaaaaacaactaattattegaaacgaggaattcatgaga t 960
5 eq_l 25 TEGCTGCTTCTTCOGCTTTGGC TGCTCCAGTCARCACT 84
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seq_ 2 961 goetgettetteegetttggetgetecagtecaacace 1020
5 eq_l 85 TTCCAGCTCGAACGCAGTTATCCGETTATACGTEATTTE 144
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seq_ 2 1021 aaattccagotgaagecagttateggttatagtgatttg L1080

Seqg_1 145 GAGGGAGACTCTGATGTTGCTGTCTTGCCTTTT TC TAACGGTACARRCARCAGATTGTTA 204

Seq_2 1081 gagggagactctgatgttgoctgtctitgeoctttttotaacggtacaaacaacagattgtta 1140

Seq_1 205 CAATCCCTAGTATCGCTGCAARAGALGAGGETEGTTTCTTTGGARARAG 264
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seq_2 1141 cactacaatecgetag got g gaagagggtgtttettt gy g 1200
Seq_1 265 TTGGTCCAGTTGCCGACTTARCTATC TCCARTGGT 324
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seq 2 1201 atatggecaattggtecagttgecgacttaactatotocaatgyg 1260
Seq 1 325 TTTTCTAGACARGCCATTTTGGTTARCGACGTCTTCCCATCT 384
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seq_ 2 1261 agtcagt gattttoctagacaagecattttggttaacgacgtectteccatet 1320
Seq_l 385 GGAGATAGATTCCAGTTGARMCGTTATCGACARCATGACC 444
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seq_2 1321 acaggtaataagggagatagattccagttgaacgttatcgacaacatgace 1380
Seq_1 445 CEETTTCTTTCARCATGGARCC 504
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seq_2 1381 tatgttaaagtccacaagtatccattggocacggtttoctttcaacatggaace 1440
Seq_1 505 CCGATGETCCAGCTTTTGTTRACCAGTGTCCTATTTCARCTGGACATGCTTTC 564
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I
Seqg 2 1441 gggccgatggteccagettttgttaaccagtgtectatttcaactggacatgettte 1500

I LIETLLLELLLT] T
agttccagaccaggcaggtacattctggtatcattcocacttgagt 1560

Seq 1 565 ']|Z']|Z“T:J|Z‘T.']|Z"E|;J|’|.']|Z"]|Z"J|'_‘T|C]|\ | TI‘CCRGRDCRGGCRGGDRCRTTCTGGTRTCRTPDCCRC}{TTRGB 624
g )
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Figura 26. Alineamiento de la secuencia de la lacasa recombinante de C. gallica y la variante F357L/F413A.
Figura elaborada con el software Serial Cloner.
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ANEXO 2. Lacasa recombinante de Coriolopsis gallica en Pichia pastoris.

Esta enzima posee una masa molecular de 63.7 kDa, un poco mas alta que la enzima nativa (60.4
kDa). La lacasa nativa tiene dos sitios de glicosilacién que corresponden a las posiciones Asn 51 y
433 (Avelar et al., 2017). Mientras que se conoce que la levadura P. pastoris puede tener Ny O
glicosilacién y los carbohidratos mas comunes son manosas (Glc3Man9GIcNAc2 (Glc = glucosa;
GIcNAc = N- acetilglucosamina) en residuos de asparagina en los sitios de reconocimiento Asn-X-
Ser/Thr (Cregg et al., 2000).

ANEXO 3. Produccion de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes
FA13A y F357L/F413A.

La produccién de estas variantes se realiz6 a partir de un medio de crecimiento (BMGY) y un medio
de expresiéon (BMM), en las cuales se lograron alcanzar densidades celulares alrededor de las 90

unidades y con respecto a la expresién de la enzima un valor maximo de 240 U por litro de cultivo.

Crecimiento

-o— rLcCgqg
-2 F413A
—+— F357L/F413A

DO (600nm)

Tiempo (dias)
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Figura 27. Crecimiento y actividad enzimatica de la lacasa recombinante de C. gallica y sus variantes en
medio BMM.

ANEXO 4. Purificacion en Pichia pastoris de la lacasa recombinante de C.
gallicay sus variantes F357L/F413A.

La purificacion de las variantes se inicié a partir de la centrifugacion del medio de cultivo (BMM) a
8,000 rpm a 4°C durante 20 min. Posteriormente se concentré el sobrenadante por ultrafiltracion con
una membrana con corte de 30 kDa.

El concentrado fue cargado en una columna de intercambio anidénico débil DEAE, siguiendo el

protocolo descrito a continuacién.

Equilibrar la columna con 2 V de buffer de fosfatos 60 mM a pH 6 y un flujo de 2 mL/min.
Cargar la muestra a un flujo de 1 mL/min.

Colectar fracciones de 5 mL.

Lavar la columna con buffer de fosfatos 60 mM con 1 M de NacCl.

a > w D oE

Se mide la actividad volumétrica y concentracién de proteina de cada fraccion que presente
actividad.
6. Concentrar las fracciones con actividad especifica similar por ultrafiltracion con una

membrana con corte de 10 kDa.
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Figura 28. Actividad especifica de las fracciones obtenidas durante la purificacion de la lacasa recombinante
utilizando por cromatografia de intercambio anionico débil utilizando una columna DEAE marca Biorad.

El concentrado se cargara en una columna de exclusién molecular Sephadex G75 (60mL) siguiendo

el protocolo que se describe a continuacién.

Equilibrar la columna con 2 V de buffer de fosfatos 10 mM a pH 6 y un flujo de 1 mL/min.
Cargar la muestra a un flujo de 0.5 mL/min.
Colectar inmediatamente fracciones de 2 mL.

Lavar la columna con 2 V de buffer de fosfatos 10 mM.

o > D

Se mide la actividad volumétrica y concentracion de proteina de cada fraccion que presente
actividad.
6. Concentrar las fracciones con actividad especifica similar por ultrafiltracién con una

membrana con corte de 10 kDa.
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Figura 29. Actividad especifica de las fracciones obtenidas durante la purificacion de la lacasa recombinante
por cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna Sephadex G75 marca Biorad.

Tabla 18. Tren de purificacion de la variante F413A.

e Actividad total  Proteinatotal Actividad Especifica Rendimiento Factor de
Paso de purificacion

V) (mg) (U/mg) (%) purificacion
Sobrenadante 250 51 5 100 1
Ultrafiltracion (30 kDa) 272 20 14 109 3
DEAE 133 3 41 53 8
Sephadex G75 61 0 166 24 34
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ANEXO 5. Analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa NCSS.

Analisis 1. Eficiencias cataliticas de la lacasa recombinante y sus variantes en la oxidacion
de BPA, BPB y BPF.

1. Hipdtesis nula: La capacidad oxidativa de las enzimas (rLcCg, F413A y F357L/F413A)

estudiadas es similar para la oxidacion de los bisfenoles.

Hypotheses
HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A(...) 2 13.88927 6.944637 0.34 0.721639 0.084007
S(A) 6 120.9065 20.15109
Total (Adjusted) 8 134.7958
Total 9

* Term significant at alpha = 0.05

Conclusion: Como p-value=0.721639>0.05, no se rechaza HO de que la capacidad oxidativa de
las enzimas es similar estadisticamente.

2. Hipdtesis nula: La oxidacion de los bisfenoles (BPA, BPB y BPF) es similar para las enzimas
estudiadas.

Hypotheses
HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A(...) 2 11008.8 5504.401 24.65  0.000002* 0.999989
S(A) 24 5360.231 223.343
Total (Adjusted) 26 16369.03
Total 27

* Term significant at alpha = 0.05

Conclusion: Se rechaza HO, dado que p-value= 0.000002; al menos la oxidacion de un bisfenol es
diferente.

Para visualizar que tratamiento es diferente se realizé un diagrama de cajas.
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Figura 30. Diagrama de cajas de la oxidacion de los bisfenoles catalizada por las enzimas estudiadas (rLcCg,

F413Ay F357L/F413A).

Conclusion: La oxidacion del BPF es diferente a la oxidacion de los bisfenoles Ay B.

Andlisis 2. Cinéticas de actividad de la lacasa de C,.gallica, la lacasa recombinante de C.
gallica y sus variantes F413A y F357L/F413A en la oxidacion de BPA.

Hypotheses
HO: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A(...) 2 39268.17 19634.08 0.47  0.644033 0.097379
S(A) 6 248580.3 41430.04
Total (Adjusted) 8 287848.4
Total 9

* Term significant at alpha = 0.05

Conclusion: No se rechaza HO, dado que p-value= 0.644033, por lo tanto, la eficiencia catalitica de
las variantes es estadisitcamente similar durante la oxidacicon de BPA.

Andlisis 3. Estabilidad operacional de la lacasa recombinante y sus variantes F413A 'y
F357L/F413A durante la oxidacion de BPA.

Se realizaron pruebas de hip6tesis no paramétricas (Friedman y Quade)

Hipdtesis nula: Las enzimas rLcCg, F413A y F357L/F413A tienen el mismo rendimiento
durante la oxidacion de BPA.
Quade test
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Enzimas A B C
1 99.74333 126.05333 79.95000
2 103.93667 94.93333 59.81167
3 85.92067 113.82333 50.04967

> (Pquade<- quade.test(p))

Quade test

data: p
Quade F =5.6364, num df = 2, denom df = 4, p-value = 0.06859

Conclusion: El p-value es mayor a a =0.05 (5%) de confianza, por lo tanto, no se rechaza

la hipétesis nula HO, es decir, el rendimiento de las enzimas rLcCg, F413A y F357L/F413A es
estadisticamente igual durante la oxidacion de BP

81



ANEXO 6. Poster, VI Latin American Protein Society Meeting, October 2019.

VI Latin American Protein Society Meeting, October 2019

OXIDATION OF ENDOCRINE DISRUPTORS CATALYZED BY
VARIANTS OF A FUNGAL LACCASE WITH HIGH
OPERATIONAL STABILITY
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Introduction
Endocrine disupiing chemicals (EDCs) are emergent poButants that are found mainly in wastewaler from ndustrial and communal
sowrces. Laccases is one of mosi promising enzymes for fwe ransformation EDCs becawse d only uses oxygen as an oxidan

producng free radicals and water®. The man disadvaniage of laccases i fal the radicals produced duning e reaction gradually

macdtivate the enzyme. In this work we studied the oxidation of selecied EDCs usng vanants of a laccase from the basidomycete
‘Canolopsis gallica (LoCg) that display higher operation al stability than the parental enzyme for the oxidation of phenols?.
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