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RESUMEN 

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina de gran relevancia debido a su alta 

prevalencia y toxicidad. Esta toxina aparece frecuentemente en numerosas 

materias primas y productos alimentarios, pudiendo originarse tanto durante el 

cultivo como en el procesado y almacenamiento, por lo que se puede encontrar a 

lo largo de toda la cadena alimentaria. Por estos motivos, para garantizar la 

seguridad alimentaria, es necesario reducir su presencia a valores tan bajos como 

sea técnicamente posible. En los últimos años se han realizado numerosos 

estudios orientados a la búsqueda de métodos eficaces para la degradación de 

OTA. Se han descrito estrategias que implican métodos físicos, químicos y 

biológicos. Los métodos físicos y químicos presentan importantes limitaciones, 

como efectos no deseados en la salud, disminución del valor nutricional del 

producto o alteraciones de sus características organolépticas. Por el contrario, los 

métodos biológicos representan la estrategia más prometedora, ya que permiten 

degradar OTA sin producir compuestos químicos tóxicos, son respetuosos con el 

medio ambiente y pueden preservar la calidad de los alimentos. En esta línea, se 

han descrito microorganismos capaces de reducir el contenido de OTA mediante 

dos mecanismos, un fenómeno de adsorción a sus paredes celulares y otro de 

transformación enzimática. Generalmente, la destoxificación de OTA se consigue 

mediante la hidrólisis de su enlace amida, originando así ocratoxina  y L--

fenilalanina, siendo ambos compuestos no tóxicos. Existen estudios en los que se 

han descrito cepas bacterianas capaces de transformar OTA en los metabolitos 

mencionados. En la mayor parte de estas bacterias no se han identificado las 

proteínas implicadas en estas transformaciones y, en los casos en los que se han 

identificado, estas enzimas han sido clasificadas como carboxipeptidasas e 

hidrolasas.  

 

Esta tesis se basa en que las enzimas bacterianas implicadas en la 

transformación de OTA, una vez identificadas pueden constituir una alternativa 

eficaz para la reducción del contenido de esta toxina en alimentos. De este modo, 

los objetivos de esta tesis son la identificación, hiperproducción y caracterización 

de enzimas bacterianas implicadas en la degradación de OTA, así como el estudio 

de la presencia de estas enzimas en las distintas especies de los géneros 

bacterianos en los que fueron identificadas. Entre las enzimas descritas en la 

literatura, dos de ellas destacan por su eficiencia en la degradación de esta 

micotoxina, una amidasa fúngica, la ocratoxinasa de Aspergillus niger UVK143, y 

una N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa de Alcaligenes faecalis DSM 16503T. Una 

de las estrategias más comunes para identificar nuevas proteínas con una misma 

función es mediante la comparación del grado de similitud de sus secuencias. En 

este trabajo, se realizó un estudio in silico para identificar proteínas similares a las 

dos enzimas descritas que presentan alta actividad sobre OTA. De este modo, se 
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identificaron ocho nuevas enzimas pertenecientes a diversos géneros bacterianos 

con potencial capacidad para degradar OTA. Además, en el estudio se incluyó la 

enzima salicilato 1,2 dioxigenasa de Pseudaminobacter salicylatoxidans DSM 6986T, 

identificada previamente como potencial transformadora de OTA, posiblemente 

mediante un mecanismo diferente a la hidrólisis del enlace amida.  

 

Los genes que codifican las enzimas seleccionadas se clonaron en vectores de 

expresión, los cuales se transformaron en Escherichia coli y las proteínas 

recombinantes se hiperprodujeron y purificaron. Entre las proteínas 

identificadas, pertenecientes a las familias de peptidasas M20 (M20D) y M38 

según la base de datos MEROPS, todas excepto una mostraron actividad 

degradadora de OTA. En el caso de las enzimas que mostraron dicha actividad, 

se realizó la caracterización de su pH y temperatura óptimos, termoestabilidad, 

efecto de diferentes aditivos sobre su actividad y su especificidad de sustrato. Por 

lo general, las enzimas mostraron actividad óptima a valores de pH neutros (6,5-

7) y temperaturas elevadas (entre 45 y 55 C), además, su actividad se redujo en 

presencia de compuestos inhibidores de metaloproteasas. Respecto a la 

especificidad de sustrato, las enzimas presentaron perfiles hidrolíticos 

heterogéneos, pese a la similitud de su centro catalítico.  

 

Tras la identificación y caracterización de las proteínas, se estudió su presencia 

en diferentes especies de los géneros bacterianos en los que fueron identificadas. 

Para ello, se adquirieron cepas tipo y se analizó su capacidad de degradar OTA 

en medios de cultivo. Posteriormente, se realizó un estudio in silico de la 

presencia de los genes que codifican las enzimas de interés en cada uno de los 

genomas de las especies ensayadas, localizando dicho gen y la región 

cromosómica en la que se encuentra. Además, la presencia o ausencia del gen se 

confirmó mediante PCR. Los resultados obtenidos indican que en las especies 

ensayadas existe una asociación entre la presencia de la enzima caracterizada y 

el fenotipo de degradación de OTA que presenta la bacteria.  
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SUMMARY 

Ochratoxin A (OTA) is one of the most important mycotoxins attending to its 

high prevalence and toxicity. This toxin is frequently found in numerous raw 

materials and food commodities. It can appear in the crop as well as during 

processing and storage, thus, it can be found throughout the food chain. For these 

reasons, to ensure food safety, it is necessary to reduce its presence to values as 

low as technologically possible. In recent years, numerous studies have been 

conducted in search of effective OTA detoxification methods. Strategies 

involving physical, chemical, and biological methods have been described. 

Physical and chemical methods have important drawbacks, such as potential 

adverse health effects, reduction of the food product nutritional value or 

alterations of its organoleptic properties. Conversely, biological methods arise as 

the most promising strategy, since they are more specific, are considered 

environmentally friendly and can preserve food quality. In this context, it has 

been described that microorganisms can reduce OTA content by two possible 

mechanisms: adsorption of the mycotoxin to their cell walls and/or enzymatic 

transformation. Generally, OTA detoxification is achieved through the 

hydrolysis of its amide bond, rendering non-toxic ochratoxin  and L--

phenylalanine. Bacterial strains capable of transforming OTA into the 

aforementioned metabolites have been described. In most of these bacteria, the 

protein(s) involved in this transformation has not been identified and, in the 

cases in which it has been identified, these enzymes have been classified as 

carboxypeptidases or hydrolases.  

 

This thesis is based on the fact that the bacterial enzymes involved in OTA 

transformation, once identified, can be an effective alternative for the reduction 

of the content of this toxin in food commodities. Thus, the objectives of this thesis 

are the identification, hyperproduction and characterization of bacterial enzymes 

involved in OTA degradation, as well as the study of the presence of these 

enzymes among different species of the bacterial genera in which they have been 

identified. Among the enzymes described in the literature, two of them stand out 

for their efficiency in OTA detoxification, a fungal amidase named ochratoxinase 

from Aspergillus niger UVK143, and an N-acyl-L-amino acid amidohydrolase 

from Alcaligenes faecalis DSM 16503T. One of the most common strategies to 

identify new proteins with a shared function is by comparing the degree of 

similarity of their sequences. In this work, an in silico study was performed to 

identify proteins similar to the previously described enzymes. As a result, eight 

new enzymes belonging to different bacterial genera with potential capacity to 

degrade OTA were identified. In addition, an enzyme named salicylate 1,2 

dioxygenase from Pseudaminobacter salicylatoxidans DSM 6986T, previously 

identified as a potential OTA degrader, was included in the study; since it was 
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described that it could transform OTA by a mechanism different from the 

hydrolysis of its amide bond.  

 

The genes encoding the selected enzymes were cloned in expression vectors 

in Escherichia coli and the recombinant proteins were hyperproduced and 

purified. Among the identified proteins, which belong to the M20 (M20D) and 

M38 peptidases families according to the MEROPS database, all but one showed 

OTA degrading activity. The enzymes displaying such activity were 

characterized in terms of their optimum pH and temperature, thermostability, 

effect of different additives on their activity and their substrate specificity. In 

general, the enzymes showed optimum activity at neutral pH values (6.5-7) and 

high temperatures (between 45 and 55 C), and their activity was reduced in the 

presence of metalloprotease inhibitors. Regarding substrate specificity, the 

enzymes showed heterogeneous hydrolytic profiles, despite the similarity of 

their catalytic center.  

 

After the identification and characterization of the proteins, their presence in 

different species among the bacterial genera in which they were identified was 

studied. For this purpose, type strains of different species of each genus were 

acquired and their capacity to degrade OTA in culture media was analyzed. 

Subsequently, an in silico study of the genes encoding the enzymes of interest in 

each of the genomes of the species tested was conducted. In each case, the gene 

encoding the enzyme of interest was located, as well as the chromosomal region 

in which it is found. In addition, the presence or absence of the gene was 

confirmed by PCR. The results obtained in the study indicate that in the species 

tested there is an association between the presence of the characterized enzyme 

and the OTA degrading phenotype of the bacterium.  
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OTC Ocratoxina C 

PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 

pb Par de bases 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

PDB Banco de datos de proteínas (Protein Data Bank) 

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

QPS Presunción cualificada de seguridad (Qualified Presumption of Safety) 

RASFF Sistema de alerta rápida para alimentos y piensos (Rapid Alert System Feed and 

Food) 
 

SDS Dodecilsulfato sódico 



 vii 

sp. Especie 

subsp. Subespecie 

TAE Tris-ácido acético-EDTA 

TE Tris-EDTA 

TES Tris-EDTA-NaCl 

Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano 

TSB Medio de cultivo Trypticase Soy Broth 

TSYE Medio de cultivo Tryptic Soy Yeast Extract 

U Unidad de actividad enzimática 

UV Ultravioleta 

Z- Sustratos derivados N-carbobenciloxi 
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1 Micotoxinas 

Micotoxina deriva del griego mykes, que significa hongo, y del latín toxicum, que 

significa veneno (Goldblatt, 1972). Las micotoxinas son metabolitos secundarios 

producidos por algunas especies de hongos filamentosos, pertenecientes 

principalmente a los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps y 

Alternaria (Luo et al., 2021; Bhat et al., 2010). Por su parte, los metabolitos 

secundarios son aquellos que no son esenciales para el crecimiento vegetativo del 

microorganismo, de forma que se producen en la etapa final del crecimiento 

exponencial y durante la fase estacionaria (Devi et al., 2020). Además, al no ser 

esenciales para el desarrollo del hongo, su producción depende en gran medida 

de las condiciones ambientales, especialmente en lo que se refiere a humedad y 

temperatura (Cervini et al., 2020; Selouane et al., 2009).  

 

Las micotoxinas se consideran riesgos químicos de origen biológico, siendo 

uno de los principales peligros para la salud humana en términos de seguridad 

alimentaria a nivel mundial (Klingelhöfer et al., 2020). Estos compuestos 

ocasionan respuestas tóxicas en seres humanos y animales denominadas 

micotoxicosis. La vía más frecuente de exposición es la ingesta oral a través de 

alimentos contaminados, aunque también puede ocurrir por inhalación o 

absorción cutánea (Ráduly et al., 2020; Ostry et al., 2017). Las micotoxinas 

aparecen en numerosas materias primas y productos, pudiendo producirse tanto 

durante el cultivo como durante el procesado y el almacenamiento, por lo que se 

pueden encontrar a lo largo de toda la cadena alimentaria. La ingesta de 

micotoxinas se produce a través del consumo de productos de origen vegetal de 

forma mayoritaria. No obstante, la exposición a micotoxinas también se ha 

descrito asociada al consumo de productos derivados de animales que han 

consumido alimentos contaminados con ellas (Klingelhöfer et al., 2020).  

 

Al tratarse de un contaminante natural, el ser humano ha estado expuesto a 

estas toxinas desde la antigüedad. Algunos investigadores concluyen que los 

hongos toxigénicos y, por ende, las micotoxinas, han acompañado a la 

humanidad desde el comienzo de la agricultura, cuando comenzó la 

domesticación de los cultivos y el almacenamiento de cosechas de una estación a 

otra.  El almacenamiento de cereales supuso el inicio de la transición de una 

sociedad de cazadores y recolectores a una sociedad eminentemente agraria, al 

mismo tiempo que proporcionó un nuevo nicho ecológico para diversos hongos 

patógenos en los cultivos y en los alimentos almacenados, siendo muchos de 

estos hongos toxigénicos (Pitt & Miller, 2017). Desde entonces, se han hallado 

referencias a intoxicaciones por micotoxinas en diversos momentos históricos. 

Un ejemplo de ello son los brotes de ergotismo, también conocido como “Fuego 

de San Antonio” o ignis sacer (fuego sagrado), provocados por alcaloides 

ergóticos, micotoxinas producidas por hongos de la especie Claviceps purpurea. 



Introducción 

 3 

Estos brotes se extendieron en Europa durante la Edad Media a raíz de la 

introducción del centeno (Peraica & Rašić, 2012; Richard, 2007). La frecuencia del 

ergotismo descendió debido a los avances en la agricultura y a la diversificación 

de la alimentación; no obstante, a lo largo de la historia han seguido apareciendo 

otras epidemias (Peraica & Rašić, 2012; Richard, 2007; Matossian, 1981). A lo largo 

del siglo XX, aunque con menor alcance y frecuencia, también se han descrito 

brotes de micotoxicosis en diversas partes del mundo como Estados Unidos, 

Japón, India o Etiopía (Agriopoulou et al., 2020; Pitt & Miller, 2017; Bezerra da 

Rocha et al., 2014). 

 

El interés por el estudio de las micotoxinas y las enfermedades que originan 

surgió a mediados del siglo XX, con el descubrimiento de las aflatoxinas (FAO & 

PNUMA, 1982). En 1962, se realizó una investigación sobre una crisis veterinaria 

derivada de la muerte de más de 100.000 pavos en Inglaterra. Ésta demostró que 

las muertes habían sido provocadas por el consumo de pienso elaborado con 

harina de cacahuete contaminado con micotoxinas producidas por el hongo 

Aspergillus flavus, las cuales se denominaron aflatoxinas (Bennet & Klich, 2003; 

Asao et al., 1963). Desde entonces, se han seguido identificando nuevas 

micotoxinas producidas por diferentes géneros y especies fúngicas y, en la 

actualidad, se conocen más de 400 (Gurikar et al., 2023). Estas toxinas son un 

grupo de compuestos de gran diversidad química, por lo que su clasificación se 

puede realizar atendiendo a diferentes criterios, entre los que destacan: el género 

fúngico productor (micotoxinas de Claviceps, Fusarium, Aspergillus, etc.), la fase 

de la cadena alimentaria en la que se originan (micotoxinas de precosecha o 

campo y de postcosecha o almacén), su estructura química (cumarinas, 

sesquiterpenos, etc.) o el órgano o sistema al que afectan principalmente 

(nefrotoxinas, neurotoxinas, hepatotoxinas, etc.) (Bennet & Klich, 2003). Las 

micotoxinas más importantes debido a sus implicaciones en seguridad 

alimentaria son las aflatoxinas, las ocratoxinas, los tricotecenos (toxina T-2 y HT-

2, nivalenol y deoxinivalenol), la citrinina, la patulina, las fumonisinas, la 

zearalenona y los alcaloides ergóticos del cornezuelo del centeno (Tabla 1) 

(Ndiaye et al., 2022; Eskola et al., 2019).  

 

Las micotoxicosis dan lugar a una gran diversidad de síntomas que suelen 

provocar un efecto multiorgánico y que dependen de factores como la especie 

afectada, el sexo, la edad o el estatus nutricional. En ocasiones, los síntomas se 

pueden confundir con síntomas similares de enfermedades comunes. Por ello, el 

establecimiento de una relación directa entre el consumo de una micotoxina y 

una sintomatología determinada no siempre es claro (Ráduly et al., 2020). 

Además, para establecer dicha correlación es preciso detectar la toxina en el 

alimento ingerido lo que, en ocasiones, no es posible (Roy et al., 2023; Bryden, 

2007).  
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La exposición a micotoxinas puede ocurrir de dos modos: una exposición a 

altas concentraciones de estos compuestos, lo que da lugar a efectos agudos, o 

una exposición a concentraciones más bajas pero durante periodos de tiempo 

prolongados, lo que ocasiona efectos crónicos (Ráduly et al., 2020; Bryden, 2007; 

Bennet & Klich, 2003). Las intoxicaciones agudas se asocian con sintomatologías 

relacionadas con la función del hígado o del riñón, problemas gastrointestinales, 

hemorragias, ciertos problemas neurológicos e incluso la muerte (Ráduly et al., 

2020; Pitt, 2000). Actualmente, las intoxicaciones agudas siguen causando 

problemas ocasionales en países en vías de desarrollo, debido a unas condiciones 

higiénicas y unos controles de seguridad alimentaria, por lo general, laxos, así 

como a una climatología más favorable para el desarrollo de hongos toxigénicos 

(Wagacha & Muthomi, 2008). No obstante, los efectos crónicos asociados al 

consumo de micotoxinas, tanto en animales como en seres humanos, son los más 

extendidos mundialmente (Ráduly et al., 2020).  

 

La exposición crónica a micotoxinas está asociada con defectos en el 

crecimiento y desarrollo, inmunosupresión y efectos mutagénicos, teratogénicos 

y cancerígenos. En relación con ese último aspecto, la Agencia Internacional de 

Investigación sobre el Cáncer (IARC) ha catalogado varias micotoxinas en 

función de su potencial carcinógeno. Dentro de las micotoxinas más relevantes, 

las aflatoxinas (AF), AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2, se han incluido dentro del grupo 

1, lo que significa que existen evidencias suficientes para afirmar que resultan 

carcinógenas en humanos. De hecho, AFB1 se considera el cancerígeno 

proveniente de una fuente natural más potente descrito hasta la fecha. La 

aflatoxina AFM1, la ocratoxina A (OTA) y las fumonisinas se clasifican en el 

grupo 2B, lo que indica que la evidencia de la relación de estos compuestos con 

la producción de cáncer es limitada en el ser humano, pero existen pruebas 

suficientes de carcinogenicidad en experimentación animal. Por su parte, las 

toxinas T-2, HT-2, deoxinivalenol, patulina, zearalenona y citrinina se incluyen 

en el grupo 3, lo que denota que las evidencias sobre su carcinogenicidad son 

limitadas o insuficientes en modelos animales (Agriopoulou et al., 2020; Eskola 

et al., 2019; Ostry et al., 2017; Marin et al., 2013). La Tabla 1 muestra un resumen 

de los principales efectos tóxicos de las micotoxinas de mayor relevancia.  

 

Según datos de la Organización para la agricultura y la alimentación de las 

Naciones Unidas (FAO), el 25% de los cultivos mundiales presenta algún tipo de 

contaminación por micotoxinas (Park et al., 1999). En un estudio más reciente, se 

estima que entre el 60 y el 80% de los cultivos mundiales presenta algún tipo de 

contaminación por este tipo de toxinas; además, se remarca que los datos sobre 

la prevalencia mundial de micotoxinas en los cultivos alimentarios dependen de 

numerosos factores, como los métodos analíticos utilizados e, incluso, la 

comunicación de los resultados (Eskola et al., 2019). 
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Tabla 1. Características de las principales micotoxinas a.   

Micotoxina 
Hongo 

productor 

Fuentes 

principales 
Efectos tóxicos principales IARC b 

Aflatoxinas Aspergillus sp. Cereales, frutos 

secos, leche 

Daño hepático agudo, inmunosupresión, 

efectos cancerígenos, mutagénicos y 

teratogénicos 

 

1 

Ocratoxinas Aspergillus sp., 

Penicillium sp. 

Cereales, frutas, 

vino, cerveza, café, 

cacao, productos 

cárnicos 

 

Nefrotoxicidad, inmunosupresión, efectos 

mutagénicos y teratogénicos 

2B 

Tricotecenos Fusarium sp. Cereales Vómitos, diarrea, hemorragias, edemas, 

necrosis de tejidos cutáneos y alteración del 

sistema nervioso 

 

3 

Citrinina Penicillium sp. Cereales, frutas, 

vino, cerveza, café 

 

Nefrotoxicidad e inmunosupresión 3 

Patulina Penicillium sp. Frutas Trastornos gastrointestinales y neurológicos, 

efecto mutagénico 

 

3 

Fumonisinas  Fusarium sp.,  

A. niger 

Cereales Neurotoxicidad, nefrotoxicidad, 

hepatotoxicidad, afecciones pulmonares y 

cardíacas 

 

2B 

Zearalenona Fusarium sp. Cereales Síndrome estrogénico y problemas 

reproductivos 

 

3 

Alcaloides 

ergóticos 

Claviceps sp. Cereales Isquemia, cambios hormonales y pérdida de 

peso corporal 

 

Sin 

clasificar 

a (Awuchi et al., 2022; Agriopoulou et al., 2020) 
b Grupo de carcinógeno según la IARC 

 
Otros datos que reflejan la extensión del problema son los aportados por el 

Sistema de alerta rápida para alimentos y piensos (RASFF) de la Autoridad 

europea de seguridad alimentaria (EFSA). En su informe del año 2021, se afirma 

que la presencia de micotoxinas representa la tercera categoría de peligro más 

notificada, después de la presencia de residuos de pesticidas y de 

microorganismos patogénos (RASFF, 2022) (Figura 1). En lo que respecta a 

España, durante las últimas décadas se han llevado a cabo numerosos estudios 

en los que se analiza la presencia de micotoxinas en materias primas o productos 

alimentarios del mercado español. En ellos se refleja que, en términos generales, 

existe un elevado porcentaje de muestras contaminadas. Sin embargo, la 

concentración de micotoxinas hallada no suele exceder los límites establecidos 

por la legislación europea (Carballo et al., 2021; Tarazona et al., 2021; García-Díaz 

et al., 2020; Arroyo-Manzanares et al., 2019; Flores-Flores & González-Peñas, 

2018).  
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Figura 1. Notificaciones recibidas en RASFF (años 2019-2021) (Adaptado de RASFF, 2022). 

 
Los datos señalados previamente están relacionados con la evaluación de la 

exposición externa a las micotoxinas, es decir, con el análisis de la presencia de 

las toxinas directamente en las matrices alimentarias. Sin embargo, la 

distribución de las micotoxinas en las matrices alimentarias no es homogénea, 

por lo que en ocasiones puede resultar difícil obtener datos precisos sobre su 

concentración real en el alimento. Por este motivo, se han comenzado a realizar 

análisis de la exposición interna, la cual hace referencia al estudio de 

biomarcadores adecuados (compuestos parentales o sus metabolitos) en fluidos 

biológicos o tejidos. Además, este tipo de análisis es un indicador más preciso de 

la exposición a micotoxinas, no sólo por vía oral sino también por vía dérmica e 

inhalatoria (Arce-López et al., 2020). En este contexto, en España, se han llevado 

a cabo dos estudios sobre población adulta e infantil en Navarra. En ellos se 

analizó la presencia de 19 micotoxinas en 79 personas de 2 a 16 años y en 468 

personas de 19 a 68 años. Ambos análisis obtuvieron resultados similares, la 

micotoxina con mayor prevalencia fue OTA, detectándose su presencia en más 

del 95% de los individuos (Arce-López et al., 2020, 2021). 

 

Otro aspecto destacable es que la contaminación por micotoxinas lleva 

asociado un gran impacto económico en el comercio doméstico e internacional. 

Entre los factores que influyen en las pérdidas económicas producidas por la 

contaminación con estos compuestos, el más evidente es la disminución en la 

productividad de los cultivos. Esta disminución se debe a que los alimentos con 
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niveles de micotoxinas por encima de lo permitido se deben descartar o vender 

a un precio más bajo para usos diferentes a la alimentación humana (IARC, 2012; 

Wu, 2008). También existen factores indirectos con un gran peso a nivel 

económico. Las micotoxicosis crónicas conducen a una disminución de la 

productividad ganadera, debido a una menor tasa de crecimiento de los 

animales, una mayor predisposición a infecciones secundarias por los efectos 

inmunosupresores de las micotoxinas y, en términos generales, una menor 

calidad del animal en el mercado (Ramos-Girona et al., 2020; IARC, 2012). 

Asimismo, hay que añadir los costes derivados de los problemas de salud 

humana y los costes derivados de la gestión de la prevención de estos 

compuestos (muestreo, análisis, investigación, etc.). De este modo, todos los 

agentes a lo largo de la cadena de suministro se ven afectados: agricultores, 

ganaderos, distribuidores, consumidores y la sociedad en su conjunto (Pitt & 

Miller, 2017).  

 

En la evaluación de la problemática social y económica derivada de la 

contaminación por micotoxinas, también hay que considerar los efectos que el 

cambio climático pueda ejercer sobre ella (Kępińska-Pacelik & Biel, 2021). La 

contaminación de alimentos y piensos por hongos toxigénicos supone un 

problema creciente, ya que los extremos climáticos provocan un estrés 

permanente en los cultivos, volviéndoles más vulnerables a las infecciones 

(Marroquín-Cardona et al., 2014; Bhat et al., 2010). Asimismo, se pronostica que 

el cambio en las condiciones climáticas producirá alteraciones en los patrones de 

distribución geográfica de los hongos toxigénicos. De esta manera, regiones que 

hasta ahora no están afectadas por la presencia de ciertos hongos toxigénicos 

podrían pasar a estarlo y viceversa (Medina et al., 2017a; Battilani et al., 2016; van 

der Fels-Klerx et al., 2016). De hecho, ya se ha comenzado a observar este tipo de 

cambios en los patrones de distribución. Hasta el año 2004, la EFSA sólo 

contemplaba la contaminación con AFs en alimentos importados, por considerar 

que, dentro Europa, el porcentaje de contaminación por éstas era mínimo. Sin 

embargo, en el año 2007, la EFSA declaró problema emergente la posible 

contaminación por AFs en cultivos de maíz, pistachos y almendras procedentes 

de regiones del sur de Europa, derivadas del clima subtropical experimentado en 

los años anteriores (Ramos-Girona et al., 2020).  
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2 Ocratoxina A 

La ocratoxina A (OTA) pertenece al grupo de las ocratoxinas y es la más 

perjudicial dentro de este conjunto de micotoxinas. De hecho, entre las más de 

400 micotoxinas conocidas, la OTA está considerada como una de las más 

relevantes desde el punto de vista de la seguridad alimentaria (Klingelhöfer et 

al., 2020). Esta micotoxina se describió por primera vez en 1965 por van der 

Merwe y colaboradores, quienes descubrieron la toxina al inocular muestras de 

maíz con el hongo Aspergillus ochraceus (van der Merwe et al., 1965). En 1969, van 

Walbeek y colaboradores aislaron ese mismo compuesto en especies de 

Penicillium (van Walbeek et al., 1969). Hasta la fecha, se ha descrito la producción 

de OTA por tres especies del género Penicillium (P. verrucosum, P. nordicum y P. 

thymicola) (Yang et al., 2022) y por algunas especies del género Aspergillus, entre 

las que destacan A. ochraceus (especie a la que debe su nombre) (van der Merwe 

et al., 1965), A. carbonarius, A. niger, A. steynii y A. westerdijkiae (Wang et al., 2022; 

Yang et al., 2022; Gil-Serna et al., 2020). De forma general, la presencia de OTA 

en localizaciones frías se asocia con su producción por parte de las especies de 

Penicillium, las cuales presentan una producción óptima a temperaturas de entre 

10 y 20 C. En cambio, la presencia de OTA en zonas más cálidas se asocia con su 

producción por especies del género Aspergillus. Por ejemplo, se ha descrito que 

A. ochraceus presenta una producción óptima de OTA a temperaturas de entre 20 

y 30 C (Magan, 2006; Pardo et al., 2006).   

 

Se considera que la presencia de OTA está extendida a nivel mundial. No 

obstante, existen una serie de factores que influyen de forma directa tanto en la 

distribución de las distintas especies de hongos ocratoxigénicos como en la 

producción de la micotoxina por parte de estos. Aunque la temperatura y el agua 

disponible son los principales factores, el pH y la composición del medio también 

ejercen gran influencia (Kępińska-Pacelik & Biel, 2021). La OTA aparece en 

numerosos sustratos, encontrándose principalmente en cereales, higos, 

legumbres, café, cerveza, cacao, uvas, vino, frutos secos y especias (Wang et al., 

2022; Malir et al., 2016). Por otro lado, al tener una vida media larga, puede 

acumularse en los tejidos de animales que han consumido piensos contaminados 

y, por lo tanto, también puede encontrarse en productos cárnicos; en particular, 

de animales no rumiantes, como es el caso de los cerdos. En el caso de los 

animales rumiantes, se ha descrito que la actividad hidrolítica de las bacterias del 

rumen hace que la transferencia de OTA a la carne y a la leche de estos animales 

se reduzca (Battacone et al., 2010; Mobashar et al., 2010). Asimismo, en la última 

década, varios estudios han descrito la presencia de OTA en quesos madurados 

(Anelli et al., 2019; Sakin et al., 2018; Decontardi et al., 2017; Dall’Asta et al., 2008). 

Debido a la baja transferencia de OTA a la leche de los rumiantes, es muy 

probable que la aparición de OTA en el queso se deba a la contaminación 

ambiental, que conduce al crecimiento de hongos en su superficie (Kure & Skaar, 
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2019). Aunque se ha descrito que los hongos que crecen comúnmente en la 

superficie de los quesos no son productores de OTA (Lund et al., 1995), el 

crecimiento incontrolado de mohos durante la maduración y el envejecimiento 

puede causar deterioro y posiblemente la producción de micotoxinas (Camardo-

Leggieri et al., 2020). La Comisión Técnica de Contaminantes de la Cadena 

Alimentaria (CONTAM) de la EFSA realiza periódicamente una evaluación de la 

exposición a diferentes riesgos alimentarios. Con relación a OTA, emitieron su 

último informe en 2020, donde reflejan de forma detallada cuáles son los grupos 

de alimentos con mayor presencia de esta micotoxina (cereales y derivados, 

frutas desecadas, productos cárnicos y quesos) y qué grupos poblacionales en 

función de la edad se encuentran más expuestos a cada uno de ellos (EFSA, 2020).    

 

 

 

2.1 Estructura y propiedades fisicoquímicas 

La OTA es un policétido cíclico formado por una dihidroisocumarina clorada 

(conocida como ocratoxina ) unida por un grupo carboxilo a través de un enlace 

amida a una L--fenilalanina (Figura 2). Su nomenclatura en la IUPAC es N-

[(3R)-(5-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-7-isocromanil)carbonil]-L-fenilalanina 

(IARC, 1993). 

 

 
Figura 2. Estructura química de OTA. 

 
La OTA es un compuesto sólido, cristalino, blanco e inodoro, con un punto de 

fusión de 169 C y un peso molecular de 403,8 g/mol (Kőszegi & Poór, 2016). 

Debido a su fracción isocumarínica, presenta una fuerte fluorescencia tras la 

absorción de luz ultravioleta (EFSA, 2020). 
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La OTA, al igual que otras micotoxinas, es una molécula altamente estable. Se 

ha demostrado que posee una gran resistencia frente a la acidez y frente a 

tratamientos a altas temperaturas (Boudra et al., 1995; Trivedi et al., 1992). Por 

ejemplo, no se ha observado degradación de OTA durante procesos de horneado 

de pan y masa de pizza (Bryła et al., 2021). De este modo, una vez que los 

alimentos están contaminados por la micotoxina, su completa eliminación 

constituye un problema.   

 

Existen compuestos análogos a la OTA pertenecientes al grupo de las 

ocratoxinas, entre los cuales destacan: la ocratoxina B (OTB), derivado no clorado 

de la OTA que presenta una toxicidad significativamente menor, y la ocratoxina 

C (OTC), éster etílico de la OTA que se convierte posteriormente en OTA al ser 

ingerido (Mally et al., 2005; Steyn, 1995; Fuchs, et al., 1984). Existen además otras 

ocratoxinas formadas por los hongos productores de OTA en menor cantidad 

que son ésteres metílicos de OTA y OTB. Por otra parte, los ácidos 

dihidroisocumarínicos libres ocratoxina  (OT) y ocratoxina  (OT) son los 

compuestos derivados de la hidrólisis de OTA y OTB, respectivamente (Wu et 

al., 2011; Fuchs, et al., 1984). OT es considerado no tóxico (Bruinink et al., 1998; 

Li et al., 1997), mientras que, en lo que respecta a OTβ, no se han realizado 

estudios sobre su toxicidad; sin embargo, la similitud de su estructura con OT 

sugiere que ambos metabolitos podrían presentar un comportamiento similar 

(Heussner & Bingle, 2015). 

 

 

 

2.2 Toxicología 

En la actualidad el riesgo de exposición a alimentos contaminados por OTA en 

altas concentraciones es relativamente bajo. Los síntomas originados por 

intoxicaciones agudas por exposición a OTA pueden presentar variaciones según 

la especie afectada. No obstante, generalmente incluyen hemorragias 

multifocales, aparición de trombos de fibrina en distintos órganos, necrosis 

hepática y nefrosis (EFSA, 2020; Albassam et al., 1987).  

 

A pesar de tomarse medidas preventivas para mantener bajos los niveles de 

OTA, un bajo grado de contaminación en los alimentos es inevitable (Heussner 

& Bingle, 2015). La exposición a OTA, tanto en humanos como en animales, 

ocurre comúnmente a concentraciones bajas, pero durante largos periodos de 

tiempo, por lo que preocupan especialmente los efectos crónicos derivados de la 

exposición a esta micotoxina. En este contexto, se han realizado numerosos 

estudios para evaluar la toxicidad crónica de OTA. En 1993, la IARC clasificó a la 

OTA dentro del grupo de carcinógenos 2B, lo que indica que se trata de un 

carcinógeno potencial en humanos. Para realizar esta clasificación, la IARC se 
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apoyó en numerosas evidencias ampliamente probadas en estudios realizados 

con modelos animales (IARC, 1993).   

 

Una vez ingerida, la OTA es una micotoxina de absorción y distribución 

relativamente rápidas, pero de eliminación y excreción lentas, por lo que tiende 

a acumularse en el organismo. Este comportamiento se debe, sobre todo, a su alto 

grado de unión a las proteínas plasmáticas, particularmente a la albúmina, y a su 

baja tasa de metabolismo. Dependiendo de la especie, la vida media plasmática 

oscila entre varios días en roedores y cerdos y entre varias semanas en humanos 

y otros primates (Wei et al., 2021). 

  

Los ensayos toxicológicos apuntan al riñón como el principal órgano diana de 

los efectos adversos de OTA. En todas las especies de mamíferos estudiadas, la 

OTA induce nefrotoxicidad dependiente de la dosis y del tiempo de exposición, 

con marcadas diferencias de sensibilidad según el sexo y la especie (EFSA, 2020). 

Además, los estudios toxicológicos también han revelado efectos inmunotóxicos, 

neurotóxicos y teratogénicos (EFSA, 2020).  

 

Existen estudios que describen la participación de OTA en múltiples eventos 

moleculares. Sin embargo, hasta la fecha, los mecanismos responsables de su 

toxicidad no se han esclarecido por completo. La especial sensibilidad del riñón 

parece deberse, en gran medida, a la absorción de OTA que llevan a cabo los 

transportadores de aniones orgánicos del riñón. Con respecto a la 

carcinogenicidad, en estudios animales se ha propuesto la participación de OTA 

en la inducción de apoptosis y autofagia, la detención del ciclo celular, 

alteraciones en la respuesta de proliferación y señalización celulares, estrés 

oxidativo y cambios en la expresión génica (EFSA, 2020). 

 

 

 

2.3 Legislación 

La toxicidad causada por OTA comenzó a ser evidente a finales de la década de 

los 70. Sin embargo, no fue hasta los años 90 cuando se empezó a debatir sobre la 

necesidad de la implementación de normas para la regulación de la 

concentración de esta micotoxina en alimentos destinados al consumo humano y 

animal. En 1991, entre los 60 países que poseían legislación sobre micotoxinas, 

sólo 11 de ellos establecían límites para OTA (Malir et al., 2016). Sin embargo, en 

2003 el número de países con regulación legal para OTA había aumentado hasta 

37 (FAO, 2004). Desde entonces no se ha realizado ningún otro estudio a gran 

escala (Malir et al., 2016).  
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A nivel internacional, la comisión mixta FAO/OMS del Códex Alimentarius 

(CAC) es el organismo responsable de la discusión de los términos relacionados 

con las micotoxinas. Dentro de esta entidad, se encuentra el comité del Códex 

sobre aditivos alimentarios y contaminantes (CCFAC), que establece los niveles 

máximos (estándares) de aditivos y contaminantes aconsejados en los alimentos. 

Asimismo, el comité mixto de expertos en aditivos alimentarios (JECFA) es un 

comité científico internacional de expertos, encargado de llevar a cabo la 

evaluación del riesgo y/o la inocuidad de las micotoxinas y emitir documentos 

de asesoramiento al CAC que sirvan como base para la elaboración de medidas 

legislativas (López-García, 2010). De forma general, el JECFA aconseja que la 

presencia de contaminantes en los alimentos se debería reducir de forma que 

resulte “tan bajo como sea razonablemente posible”, conocido como nivel 

ALARA (As Low As Reasonably Achievable) (FAO, 2004). 

 

En el plano europeo, la EFSA es la responsable del asesoramiento científico a 

los responsables de la toma de decisiones, la Comisión Europea (CE) (Sorbo et 

al., 2022).  La CE inició en 1995 una acción coordinada con el fin de implantar una 

regulación comunitaria para la OTA, de tal forma que, en ese mismo año, se 

elaboró el primer estudio destinado a establecer el nivel de ingesta de OTA. La 

instauración de la primera legislación comunitaria para esta toxina en alimentos 

ocurrió en 2002 (CE, 2002). Esta regulación se enmendó en numerosas ocasiones 

debido al aumento de estudios sobre la incidencia y la toxicidad de OTA, 

restringiendo los límites permitidos y expandiendo la regulación a nuevos 

alimentos. Todas estas modificaciones dieron lugar a un nuevo reglamento en 

2006 (CE, 2006a). Este reglamento ha experimentado modificaciones posteriores 

debido a los avances en el conocimiento de OTA y de su detección en matrices 

alimentarias no contempladas previamente por la ley. En la actualidad, el 

Reglamento (CE) nº 1881/2006 se ha derogado en favor del nuevo Reglamento 

(UE) 2023/915, que establece los límites permitidos basándose en todas las 

evidencias científicas generadas hasta la fecha. En la Tabla 2 se muestra el 

contenido máximo permitido de OTA en diversas matrices alimentarias tal y 

como se recoge en el actual reglamento (CE, 2023). Asimismo, la CE también 

establece medidas normalizadas y específicas para el muestreo y el análisis de 

micotoxinas reguladas en diversas matrices alimentarias en el Reglamento (CE) 

nº 401/2006 (CE, 2006b). Todo ello, con el fin de estandarizar los protocolos de 

control oficial llevados a cabo por las autoridades de los Estados miembros 

(Sorbo et al., 2022). 
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Tabla 2. Límites máximos de OTA establecidos en alimentos destinados al consumo humano (CE, 2023).  

Alimento OTA a 

Cereales No procesados 
 

5,0 

Productos derivados de cereales sin transformar y cereales comercializados para el consumidor final, 

excepto los productos señalados (*) 
 

3,0 

(*) Productos de panadería, aperitivos de cereales y cereales para el desayuno: 

- productos que no contengan semillas oleaginosas, frutos de cáscara ni frutos secos 

- productos que contengan al menos un 20 % de frutos de uvas pasas y/o higos secos 

- otros productos que contengan semillas oleaginosas, frutos de cáscara y/o frutas desecadas 
 

 

2,0 

4,0 

3,0 

(*) Bebidas de malta no alcohólicas 
 

3,0 

(*) Gluten de trigo no comercializado para el consumidor final 8,0 
 

Frutas 

desecadas 

Uvas pasas e higos secos 
 

8,0 

Otras frutas desecadas 2,0 
 

Café Café tostado en grano y café tostado molido, excepto el café soluble 
 

3,0 

Café soluble (café instantáneo) 5,0 
 

Uva Vino (incluido el vino espumoso, excluidos el vino de licor y el vino con un grado alcohólico mínimo 

del 15 % vol.) y vino de fruta 
 

2,0 

 Vino aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vino y cócteles aromatizados de productos 

vitivinícolas 
 

2,0 

 Zumo de uva, néctar de uva y mosto de uva comercializados para el consumidor final  
 

2,0 

Especias Especias secas y mezclas de especias, excepto Capsicum spp. 15,0 
 

Capsicum spp. (frutos de dicho género desecados, enteros o molidos, incluidos el chile, el polvo de 

chile, la cayena y el pimentón) 
 

20,0 

Otros Regaliz (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflata y otras especies) 

- raíz de regaliz (desecada), incluso como ingrediente para infusiones 

- extracto de regaliz para uso alimentario, en particular en bebidas y confitería 

- productos de confitería a base de regaliz con ≥ 97 % de extracto de regaliz en base seca 

- otros productos de confitería a base de regaliz 

 

20,0 

80,0 

50,0 

10,0 
 

 Hierbas secas 10,0 
 

 Jengibre (seco) para su uso en infusiones 15,0 

 

 Raíces secas de malvavisco y diente de león y azahar (seco) para infusiones o sustitutos del café  
 

20,0 

 Semillas de girasol, semillas de calabaza, semillas de melón y de sandía, semillas de cáñamo, semillas 

de soja 
 

5,0 

 Pistachos que deben someterse a un proceso de selección, u otro tratamiento físico, antes de su 

comercialización para el consumidor final o de su uso como ingredientes alimentarios 
 

Pistachos comercializados para el consumidor final o empleados como ingrediente en productos 

alimenticios 
 

10,0 

 

 

 5,0 

 Cacao en polvo  
 

3,0 

 Jarabe de dátil 
 

15,0 

 (*) Alimentos para usos médicos especiales para lactantes y niños de corta edad 
 

0,5 

 (*) Alimentos infantiles y alimentos elaborados a base de cereales para lactantes y niños de corta edad 0,5 
a Concentración máxima de OTA (g/kg) 

 
Como se ha mencionado anteriormente, en los últimos años se ha descubierto 

que ciertos productos derivados de animales, como el jamón curado o el queso, 

pueden ser fuentes de ingesta de OTA en la dieta (Lešić et al., 2022; Altafini et al., 

2021; Tolosa et al., 2020). Sin embargo, por el momento, la CE no ha establecido 

límites máximos para OTA en ningún producto de origen animal. No obstante, 

se espera que, en las próximas modificaciones de la ley, se establezcan límites 
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para este tipo de productos, ya que en la propia normativa se reconoce la 

necesidad de realizar un seguimiento adicional de la presencia de OTA en ellos. 

 

En lo que respecta a la alimentación animal, actualmente la CE sólo recoge una 

recomendación no vinculante respecto al contenido de OTA en piensos a base de 

cereales y sus productos derivados para cerdos, aves de corral, perros y gatos en 

la Recomendación (UE) 2016/1319 (CE, 2016) (Tabla 3). De nuevo, es posible que, 

según avance el conocimiento sobre esta micotoxina y su modo de propagación 

en la cadena alimentaria, estudios futuros den lugar a la instauración de 

restricciones vinculantes en piensos destinados a la alimentación animal.  

 

Tabla 3. Valores orientativos de OTA en productos destinados a la alimentación animal (CE, 2016). 

Producto Valor orientativo (mg/kg) 

Materias primas para piensos: 

 

Cereales y productos a base de cereales 0,25 

Piensos compuestos para: Cerdos 0,05 

 Aves de corral 0,1 

 Gatos y perros 0,01 

 

 

 

2.4 Estrategias de control  

El avance del conocimiento disponible sobre las micotoxinas, especialmente en 

lo que se refiere a su toxicología e incidencia, ha generado progresivamente un 

interés mayor en la búsqueda de métodos fiables, capaces de reducir sus niveles 

de contaminación en productos alimentarios. Como se ha comentado 

previamente, la OTA es una molécula muy estable que aparece como 

contaminante natural en multitud de sustratos. Su elevada estabilidad hace difícil 

su completa eliminación una vez que ha entrado en la cadena alimentaria. Ante 

esta problemática, existen principalmente dos tipos de estrategias, aquellas 

basadas en la prevención de la aparición de la toxina y aquellas basadas en la 

eliminación o degradación de la toxina una vez que se encuentra en el alimento 

(Figura 3). El modo óptimo de combatirla implicaría la combinación de ambas 

estrategias de forma que, en primer lugar, se redujera lo máximo posible la 

presencia de OTA y, posteriormente, la micotoxina remanente se eliminara 

mediante métodos de degradación (Liu et al., 2020).  
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Figura 3. Estrategias de control de OTA. 

 

 

 

2.4.1 Estrategias de prevención 

La primera barrera en la prevención de la aparición de OTA consiste en evitar su 

acumulación en el campo y en los procesos postcosecha. El objetivo inicial es la 

prevención del crecimiento del hongo y, en caso de que esto ocurriese, impedir 

que produzca la toxina (Liu et al., 2020).  Con este fin, se recomienda la aplicación 

de Buenas Prácticas Agrícolas (BPA) y Buenas Prácticas de Almacenaje y 

Manufactura (BPAM), junto con la elaboración e implantación de protocolos de 

Análisis de Peligros y Puntos de Control Crítico (APPCC) (FAO, 2003).  

 

Las BPA representan la primera línea de defensa frente a la contaminación de 

los alimentos por micotoxinas. Esencialmente, son un conjunto de códigos de 

actuación que tienen por objetivo la identificación y aplicación de condiciones 

esenciales de higiene, desde el campo hasta la cosecha, para garantizar la 

seguridad de las materias primas (Zakhia-Rozis et al., 2007). Entre las BPA 

destacan un uso adecuado de la tierra, la adecuación de las técnicas de cultivo, la 

elección de variedades que presenten una mayor resistencia a hongos y la 

protección fitosanitaria (Organización Internacional de la Viña y el Vino, 2005). 

Por ejemplo, en el caso del vino resulta muy importante el tiempo de vendimia. 

Se ha descrito que la mayor incidencia de Aspergillus ocurre cuando el fruto está 

maduro y acumula altos niveles de azúcares, siendo los últimos 20 días de 

maduración cruciales para la síntesis de OTA en las uvas. Existen estudios que 
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apuntan que el seguimiento de las BPA puede reducir hasta un 80% la presencia 

de OTA en el vino (Mondani et al., 2020).  

 

De forma análoga a las BPA, las BPAM son una serie de códigos de actuación 

durante el almacenamiento, procesamiento y distribución de los productos 

alimenticios, cuyo fin es garantizar el mantenimiento de unas condiciones de 

higiene adecuadas a lo largo de todo el proceso. Entre estas prácticas se incluye 

el control de una serie de parámetros como la humedad, la temperatura y la 

ventilación, así como la aplicación de medidas sanitarias de desinsectación y 

desinfección que eviten la proliferación de los hongos (Liu et al., 2020; Zakhia-

Rozis et al., 2007). En este contexto, el Códex Alimentarius ofrece códigos de 

prácticas de higiene, que tienen como objetivo la reducción de la presencia de 

hongos ocratoxigénicos en vino, café y cacao (Códex Alimentarius, 2007, 2009, 

2013). 

 

Por su parte, el APPCC es un sistema de actuación desarrollado para 

garantizar la seguridad alimentaria, y está basado en la identificación y 

evaluación de los peligros potencialmente presentes en los alimentos, así como 

en la definición de los medios para controlarlos. En este contexto, en 2003 la FAO 

puso a disposición del público un manual sobre la aplicación de un sistema 

APPCC, enfocado en la prevención y control de la aparición de micotoxinas 

(FAO, 2003). 

 

Respecto a la protección fitosanitaria, ésta es necesaria tanto en el periodo 

precosecha como postcosecha. El control de insectos y parásitos adquiere gran 

importancia durante la precosecha, ya que éstos son capaces de producir daños 

en las plantas y en los frutos que pueden servir como vía de entrada para los 

hongos, facilitando así su colonización. A modo de ejemplo, en la vid se ha 

encontrado que existe correlación entre los daños causados por la polilla de la 

uva (Lobesia botrana) y el contenido de OTA en las uvas, puesto que L. botrana 

contribuye a crear heridas en las bayas y a la diseminación de las esporas de los 

hongos. Los ensayos de campo han confirmado que un control efectivo de L. 

botrana, utilizando métodos biológicos o insecticidas, reduce la infección fúngica 

y la acumulación de OTA en las uvas (Mondani et al., 2020; Varga et al., 2010). 

Por otra parte, el control directo de la infección fúngica se puede realizar 

mediante fungicidas que impidan el crecimiento de hongos toxigénicos 

(Mondani et al., 2020). En este terreno, se pueden utilizar tanto agentes químicos 

sintéticos como naturales. El empleo de agentes químicos sintéticos se ha 

estudiado extensivamente (Varga et al., 2010), sin embargo, se encuentra 

obstaculizado por las consecuencias negativas que éstos pueden suponer en la 

salud humana y en el medio ambiente (Sarrocco & Vannacci, 2018). Otro 

inconveniente en el uso de agentes químicos es el aumento del número de cepas 

resistentes a estos, lo que plantea la necesidad de encontrar métodos alternativos 
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(Gonçalves et al., 2019). Asimismo, es necesario prestar especial atención a la 

concentración utilizada, ya que se ha descrito que el uso de dosis subletales de 

estos agentes puede conducir a una estimulación de la producción de 

micotoxinas, especialmente bajo condiciones de estrés ambiental (Medina et al., 

2017b). 

 

Existen numerosos estudios en los que se explora el uso de compuestos 

naturales como alternativa al uso de agentes químicos sintéticos. Algunos 

ejemplos de ello son el uso de ácido vanílico, derivados del ácido hidroxicinámico 

o aceites esenciales de tomillo, orégano o romero (Álvarez et al., 2023; Lappa et 

al., 2017; El Khoury et al., 2016; Palumbo et al., 2007). No obstante, es necesario 

tener en cuenta que, al igual que en el caso de los compuestos químicos sintéticos, 

dosis bajas de estos compuestos pueden crear condiciones de estrés que 

potencien el metabolismo secundario como defensa fúngica y, de este modo, la 

producción de micotoxinas (Medina et al., 2017b).  

 

Otra estrategia para prevenir la proliferación de hongos es el uso de agentes 

de biocontrol (BCA). Se denomina BCA a microorganismos antagónicos que 

dificultan el crecimiento del hongo, ya sea por competencia por el nicho 

ecológico, por la producción de compuestos antimicrobianos o por una 

combinación de estos mecanismos (Yang et al., 2022). Existen numerosos estudios 

que exploran la capacidad para controlar la presencia de OTA de diferentes 

microorganismos que pueden actuar como BCA. Las bacterias lácticas son un 

candidato atractivo como BCA debido a la seguridad de su uso industrial 

(Nguyen et al., 2017). Diversos estudios han demostrado la capacidad de inhibir 

el crecimiento y la producción de OTA de cepas ocratoxigénicas de A. carbonarius 

por parte de diversas bacterias lácticas, como Lactiplantibacillus plantarum, 

Lactilactobacillus graminis y Pediococcus pentosaceus (Lappa et al., 2018; Belkacem-

Hanfi et al., 2014). Por otra parte, también se ha demostrado la acción de 

lipopéptidos producidos por Bacillus subtilis en la inhibición del crecimiento y la 

producción de OTA de A. carbonarius, durante el proceso de elaboración del vino 

(Jiang et al., 2017). Igualmente, la producción de compuestos orgánicos volátiles 

por parte de levaduras antagonistas, como por ejemplo Kluyveromyces marxianus, 

puede controlar la germinación de esporas, el crecimiento de hongos 

ocratoxigénicos e inhibir la producción de OTA (Alasmar et al., 2020). Entre las 

levaduras descritas como BCA para la prevención de OTA se encuentran 

Metschnikowia pulcherrima, Aerobasidium pullulans, Kluyveromyces thermotolerans, 

Saccharomyces cerevisiae, Debaromyces hansenii, Saccharomycopsis fibuligera, 

Cryptococcus laurentii y Hanseniaspora uvarum, entre otras (Gómez-Albarrán et al., 

2021; Apaliya et al., 2017; Iacumin et al., 2017; Ponsone et al., 2016; Zhu et al., 

2015; Cubaiu et al., 2012; Dimakopoulou et al., 2008; Bleve et al., 2006). También 

se ha explorado el potencial de ciertos hongos y sus compuestos activos como 

BCA. Por ejemplo, la aplicación del hongo no toxigénico Penicillium chrysogenum 
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redujo el crecimiento de hongos ocratoxigénicos y la acumulación de OTA en 

jamón ibérico curado (Delgado et al., 2019; Rodríguez et al., 2015). Aunque el uso 

de microorganismos como BCA resulta ventajoso frente al uso de agentes 

químicos, un aspecto clave a tener en cuenta en el futuro, principalmente en 

aquellos BCA cuyo fin sea su aplicación directa sobre el cultivo, es si los nuevos 

escenarios que traerá el cambio climático afectarán a su acción en el control de 

hongos toxigénicos, y si las formulaciones disponibles ahora serán tan efectivas 

como bajo las condiciones actuales (Medina et al., 2017b).  

 

Puesto que el clima es el principal factor determinante en la contaminación de 

los cultivos por micotoxinas, y dado que la globalización y el cambio climático 

han llevado a la aparición de nuevas plagas en los cultivos de todo el mundo, es 

necesaria una evaluación de la posible implicación de estas variables en la 

contaminación por OTA. En este contexto, el uso de modelos predictivos para 

evaluar el riesgo de OTA es una herramienta válida para apoyar la optimización 

de la planificación de los cultivos y las prácticas de gestión a lo largo de la cadena 

de valor (Mondani et al., 2020). A este respecto, Battilani y Camardo-Leggieri 

desarrollaron un modelo capaz de predecir el riesgo de contaminación por OTA 

en uvas por encima del límite legal vigente en Europa, a partir de datos horarios 

sobre la temperatura, la humedad del aire y las precipitaciones (Battilani & 

Camardo-Leggieri, 2015). En la misma línea, se han desarrollado diversos 

modelos para predecir la aparición de L. botrana, uno de los cuales es utilizado 

actualmente en la región italiana de Emilia-Romaña para el control de este insecto 

(Mondani et al., 2020). 

 

 

 

2.4.2 Estrategias de destoxificación 

La correcta implementación de los códigos de buenas prácticas, así como el 

establecimiento de un sistema APPCC, reducen la aparición de micotoxinas en la 

cadena alimentaria. Sin embargo, las posibilidades actuales de eliminar este 

riesgo por completo son limitadas. Por este motivo, estas técnicas deben 

complementarse con la implementación de métodos de descontaminación y 

destoxificación, que son aquellos que, una vez que la micotoxina está presente, 

tratan de eliminarla o degradarla a compuestos no tóxicos o con toxicidad 

reducida. Por ello, el desarrollo de estrategias alternativas para la reducción de 

micotoxinas se considera un tema relevante y urgente (Loi et al., 2017).  Se ha 

propuesto que una buena estrategia de destoxificación debe cumplir los 

siguientes requisitos básicos: i) la micotoxina se debe inactivar o degradar 

mediante su transformación a compuestos con una toxicidad significativamente 

reducida respecto a la micotoxina original, ii) el alimento debe mantener sus 

características organolépticas y su valor nutritivo tras el tratamiento, iii) el 
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tratamiento debe ser fácilmente aplicable y viable desde el punto de vista 

económico (Loi et al., 2017; Halász et al., 2009).  

 

Como estrategias de destoxificación de OTA se han propuesto enfoques 

físicos, químicos y biológicos. 

 

 

2.4.2.1 Métodos físicos y químicos 

Entre los métodos físicos, destacan aquellos basados en la eliminación mecánica 

de fracciones altamente contaminadas de la materia prima, la aplicación de 

tratamientos térmicos, la irradiación y el uso de adsorbentes (Loi et al., 2017).  

 

El método físico más convencional y fácilmente aplicable para la reducción de 

la concentración de OTA se basa en la clasificación, separación y limpieza de los 

productos contaminados; por ejemplo, eliminando partes con moho, dañadas o 

el polvo (Colović et al., 2019).  

 

También se han explorado estrategias basadas en tratamientos térmicos; sin 

embargo, existe cierta contradicción entre los estudios publicados a este respecto 

(Wang et al., 2022a). En general, como ya se ha comentado, la OTA es un 

compuesto estable frente a tratamientos térmicos, no obstante, procesos como la 

extrusión, la cocción, o el horneado de alimentos pueden tener diferentes 

impactos sobre la toxina (Jalili et al., 2020; Lee, 2020; Ariño et al., 2007).  

 

Del mismo modo, se han investigado otros tratamientos físicos como la 

irradiación o la sonicación como medios para la reducción de OTA (Liu et al., 

2019; Calado et al., 2018). Entre las desventajas más importantes de este tipo de 

tratamientos se encuentra el conocimiento limitado sobre los productos de 

degradación generados y su toxicidad. Además, al ser tratamientos no selectivos, 

pueden producir cambios nutricionales y organolépticos en los productos 

(Gavahian et al., 2021; Colović et al., 2019; Loi et al., 2017). Asimismo, en la 

literatura se encuentran algunos estudios sobre el uso de tecnologías emergentes, 

como la aplicación de plasma frío o la irradiación por haz de electrones 

(Gavahian et al., 2021). Sin embargo, además de las desventajas señaladas 

previamente, en la actualidad estas tecnologías presentan también otros 

inconvenientes como altos costes de inversión, altos costes operativos y falta de 

unidades de procesamiento a gran escala, entre otros (Gavahian et al., 2021).  

 

Uno de los métodos físicos más utilizado, más económico y de fácil manejo 

para reducir y eliminar OTA es el uso de agentes adsorbentes (Wang et al., 

2022b). El empleo de este tipo de materiales es una estrategia reconocida por la 

CE, estando permitido el uso de algunos de ellos como aditivo alimentario (CE, 
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2003). Existen adsorbentes de micotoxinas que se comercializan como aditivos 

para piensos, de modo que, al formar un complejo con la toxina, limitan tanto su 

absorción en el tracto gastrointestinal, impidiendo su paso a la sangre, como su 

acumulación en los órganos diana, y favorecen su eliminación (Boudergue et al., 

2017). Entre los agentes adsorbentes estudiados con capacidad de unir OTA se 

encuentran el carbón activo, aluminosilicatos, hidratos de carbono complejos no 

digeribles, polímeros sintéticos (colestiramina o polivinilpirrolidona), albúmina 

de huevo, etc. (Colović et al., 2019).  También han demostrado ser eficaces en la 

reducción de la concentración de OTA residuos vegetales como cáscaras de 

clementina, fibra de coco o posos de café y fibras micronizadas de diferentes 

vegetales, como el trigo (Loffredo et al., 2020; Aoudia et al., 2009). A pesar de sus 

ventajas, es necesario ser precavidos en su uso ya que, al igual que en el caso de 

los otros métodos físicos, no son métodos selectivos. Esto hace que, además de la 

OTA, otros nutrientes o vitaminas también puedan adsorberse, limitando así su 

biodisponibilidad. En estos agentes, es necesario demostrar que la unión 

adsorbente-OTA sea una unión fuerte e irreversible. La estabilidad de la unión 

toxina-sorbente y la eficacia de esta unión en un amplio intervalo de valores de 

pH (especialmente al pH del tracto gastrointestinal) son criterios importantes 

para la aplicación de estos compuestos (Colović et al., 2019). 

 

Los tratamientos químicos constituyen otra alternativa para la destoxificación 

de OTA, entre ellos se encuentra mayoritariamente el uso de bases 

(alcalinización, amonización), agentes oxidantes (hipoclorito de sodio, ozono), y 

ácidos orgánicos (ácido fórmico, ácido propiónico). Estos métodos pueden 

reducir los niveles de OTA hasta niveles indetectables, además de inhibir el 

crecimiento fúngico. Sin embargo, la CE no permite el uso de este tipo de 

tratamientos en la destoxificación de alimentos destinados al consumo humano 

(CE, 2023). Estos métodos presentan desventajas semejantes a las mencionadas 

previamente para otros métodos, como son la falta de conocimiento de los 

productos de degradación originados, la potencial alteración de las 

características organolépticas y nutricionales de los productos, además de ser 

potencialmente dañinos para el medio ambiente (Conte et al., 2020; Luo et al., 

2018). 

 

 

2.4.2.2 Métodos biológicos 

Los métodos biológicos consisten en el uso de microorganismos o enzimas para 

la adsorción o degradación de las micotoxinas en compuestos estables inocuos o 

de menor toxicidad (Nešić et al., 2021). Estos métodos suponen una alternativa a 

las limitaciones que presentan los métodos físicos y, principalmente, los 

químicos. De este modo, los métodos biológicos se consideran la estrategia más 

prometedora dado que presentan ventajas como: menos efectos sobre el medio 
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ambiente, una mayor especificidad y una eficiencia y fiabilidad potencialmente 

mayores, pudiendo de esta manera preservar la calidad de los alimentos 

contaminados (Sandlin et al., 2022).   

 

La descontaminación de OTA mediante adsorción se produce cuando las 

moléculas de la micotoxina se unen a la pared celular del microorganismo, dando 

lugar a un complejo OTA-célula que permite su eliminación del medio. Este 

mecanismo se ha descrito tanto en bacterias lácticas como en levaduras, al 

observarse una disminución del contenido de OTA en el medio de cultivo sin 

detectarse productos de degradación. Existen numerosos estudios que han 

descrito la capacidad de adsorber OTA de diferentes cepas de los géneros 

Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium, así como de cepas de las especies 

Oenococcus oeni y Pediococcus acidilactici (Del Prete et al., 2007; Skrinjar et al., 1996). 

Entre las levaduras, se han descrito cepas de Saccharomyces cerevisiae, Candida 

friedrichii, C. intermedia y Lachancea thermotolerans capaces de adsorber OTA (Fiori 

et al., 2014; Piotrowska et al., 2013). La composición de la pared celular determina 

la eficiencia de adsorción de OTA (Yang et al., 2022). Se ha descrito que la 

aplicación de diferentes tratamientos, como por ejemplo el tratamiento con calor, 

ácido o ultrasonidos, puede aumentar significativamente la capacidad de 

adsorción de OTA de los microorganismos (Abedi et al., 2022; Yang et al., 2022). 

Recientemente, se han publicado estudios orientados a la búsqueda de 

microorganismos con capacidades más adecuadas para adsorber OTA (Caridi et 

al., 2020; Pulvirenti et al., 2020). En algunos estudios se han obtenido cepas 

mutantes con mayor capacidad de adsorción o capaces de adsorber la toxina con 

mayor especificidad, tanto en levaduras (Caridi et al., 2020), como en bacterias 

lácticas (Khattab et al., 2018). 

 

A pesar de que la eliminación de OTA por adsorción a las paredes celulares es 

un mecanismo válido y de fácil aplicación, es necesario tomarlo con precaución 

ya que la adsorción puede ser un proceso reversible, pudiendo volver a liberarse 

OTA al medio. El grado de reversibilidad del proceso depende de la estabilidad 

del complejo formado entre la superficie del microorganismo y la toxina (Nahle 

et al., 2022). Además, al igual que ocurre en el caso de otro tipo de adsorbentes, 

se trata de un mecanismo inespecífico, pudiendo adsorberse otros componentes 

de los alimentos. En este sentido, la degradación biológica de OTA por parte de 

microorganismos y/o enzimas constituye un proceso mucho más específico y, por 

tanto, mucho más deseable (Zhao et al., 2019). 

 

En la literatura científica existen estudios que describen la capacidad 

transformadora de OTA de diferentes microorganismos y enzimas. Aunque los 

mecanismos de degradación de OTA pueden seguir diferentes vías metabólicas, 

el principal mecanismo de degradación microbiana descrito es la transformación 

mediante la hidrólisis del enlace amida, dando lugar como productos de 
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degradación a OT y L--fenilalanina (Figura 4). Esta transformación se 

considera un mecanismo de destoxificación ya que ninguno de estos productos 

es tóxico. Los estudios realizados demuestran que OT es 1000 veces menos 

tóxica que OTA y que su vida media en sangre es 10 veces más corta que la vida 

media de OTA (Bruinink et al., 1998; Li et al., 1997). Aunque la OT se absorbe 

parcialmente en el intestino, no se acumula en el riñón y se excreta rápidamente 

en la orina en forma de glucurónido (EFSA, 2020). Por su parte, la fenilalanina es 

un aminoácido natural que se encuentra en diversos alimentos (Kohlmeier, 2003). 

Otro mecanismo metabólico de degradación de OTA propuesto en bacterias es la 

hidrólisis mediante la apertura del anillo lactona. Sin embargo, esta ruta no se 

considera un mecanismo de destoxificación, ya que el producto de la reacción es 

un compuesto más tóxico que OTA, y además es una reacción reversible, 

pudiendo dar lugar de nuevo a OTA (Mwabulili et al., 2023; Wu et al., 2011). 

 

 
Figura 4. Mecanismos propuestos para la hidrólisis de OTA por bacterias (Adaptado de Leitão & Enguita, 

2021). 

La capacidad de destoxificar OTA mediante la hidrólisis del enlace amida se 

ha descrito en numerosos microorganismos. Los primeros estudios, en los que se 

observó que los rumiantes presentaban una mayor tolerancia a la contaminación 

por OTA, propusieron a los protozoos como responsables de esta mayor 

resistencia (Mobashar et al., 2010; Özpinar et al., 1999; Xiao et al., 1991; Kiessling 

et al., 1984; Galtier & Alvinerie, 1976). Más tarde, el papel central de los protozoos 

en la degradación de OTA en los rumiantes quedó en entredicho en un estudio 

sobre la contribución de los diferentes grupos de microorganismos de la 

microbiota del rumen (bacterias, protozoos y hongos) en la degradación de OTA. 

El estudio concluyó que las bacterias eran las mayores responsables de esta 

capacidad (Mobashar et al., 2012). Parece ser que la mayor resistencia de los 

rumiantes a OTA viene dada por el hecho de que la OTA se hidroliza antes de 
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llegar al intestino delgado, donde se absorbe en mayor proporción; mientras que, 

en el caso de los no rumiantes, la mayor parte de la toxina se absorbe antes de 

llegar a la microbiota intestinal (Mobashar et al., 2010).  

 

Además de en la microbiota intestinal, se han identificado microorganismos 

transformadores de OTA en numerosos entornos. Por ejemplo, los ambientes 

habitualmente contaminados con la toxina son una fuente tradicional para aislar 

microorganismos degradadores (Sandlin et al., 2022). Asimismo, presentan un 

interés especial los microorganismos capaces de degradar OTA y que se 

encuentran presentes de forma natural en los alimentos. Este es el caso de la 

bacteria Brevibacterium linens que forma parte de la microbiota natural de algunos 

alimentos como el queso y para la cual el grupo de investigación de Biotecnología 

Bacteriana del ICTAN (CSIC) describió su capacidad para transformar OTA en 

OT, así como en otras especies del género (Rodríguez et al., 2011). En la Tabla 

4 se muestran, según la fecha de descripción, los microorganismos para los que 

se ha descrito capacidad transformadora de OTA.  

 
Tabla 4. Microorganismos descritos en la literatura con capacidad degradadora de OTA.   

Microorganismo a,b Origen Referencia 

Phenylobacterium immobile a Suelo 

 

Wegst & Lingens, 1983 

Acinetobacter calcoaceticus NRRL B-551 a  Colección 

 

Hwang & Draughon, 1994 

Aspergillus niger CBS 120.49 a 

Aspergillus fumigatus SZMC 1180 a 

Aspergillus fumigatus mut. helvola NRRL 174 a 

Aspergillus fumigatus var. acolumnaris NRRL 5587 a 
 

Colección Varga et al., 2000 

Pleurotus ostreatus a Colección 
 

Engelhardt, 2002 

Aspergillus niger a 

Aspergillus carbonarius a 

Aspergillus japonicus a 

Uvas Abrunhosa et al., 2002 
 

Aspergillus wentii b 

Aspergillus ochraceus b 

 

  

 

Rhodococcus erythropolis DSM 1069 a 

Sphingomonas sp. (DSM 14167, DSM 14170) a 

Stenotrophomonas sp. (DSM 14168, DSM 14169) a 

Ralstonia eutropha DSM 14171 a 

Agrobacterium sp. DSM 30201 a 
 

Colección Schatzmayr et al., 2002 

Trichosporon sp. (DSM 14153, DSM 14156, DSM 14162) a 

Rhodotorula sp. DSM 14155 a 
 

Colección Schatzmayr et al., 2003 

Trichosporon mycotoxinivorans sp. nov. a Intestino de termita 
 

Molnar et al., 2004 

Rhizopus stolonifera a 

Rhizopus microspores a 

Rhizopus homothallicus a 

Rhizopus oryzae a 

Rhizopus sp. a 

 

Suelo, frutas, arroz y 

tempeh 
 

Varga et al., 2005 

Eubacterium callanderi Due4_11 a 

Sphingomonas paucimobilis 033-1 a 

Sphingomonas asaccharolytica 034-1 a 

Stenotrophomonas nitritireducens 041-9 a 

Trichosporon mycotoxinivorans (MTV, 115) a 

Trichosporon 178 a 

Rhodotorula 124 a 

Cryptococcus 118 a 

Suelo Schatzmayr et al., 2006 
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Tabla 4. (continuación) 
 

Microorganismo a,b Origen Referencia 

Aspergillus niger GX312 a 

Aspergillus japonicus AX35 a 

Aspergillus carbonarius SA332 a 
 

Uvas Bejaoui et al., 2006 

Kloeckera apiculata (3187, 3188, 3189, 3197, 3198, 3200) a 
 

Colección Angioni et al., 2007 

Phaffia rhodozyma CBS 5905 a 

Xanthophyllomyces dendrorhous a 
 

No descrito Péteri et al., 2007 

Bacillus licheniformis CM 21 a Soja fermentada 
 

Petchkongkaew et al., 2008 

Botrytis cinerea (UdLTA 3 95, UdLTA 3 102, UdLTA 3 115) 
 

Uvas Valero et al., 2008 

Aureobasidium pullulans (AU14-3-1, AU18-3B, AU34-2, LS30) a 
 

Fruta De Felice et al., 2008 

Brevibacterium casei (DSM 20657T, DSM 9657, DSM 20658) a 

Brevibacterium linens DSM 20425T a 

Brevibacterium iodinum DSM 20626T a 

Brevibacterium epidermidis DSM 20660T a  
 

Colección Rodríguez et al., 2011 

Metschnikowia pulcherrima (MACH1, M320) 

Kloeckera lindneri GAL5  

Pichia guillliermondii (M8, M29) 

Rhodococcus erythropolis AR14 
 

Colección Patharajan et al., 2011 

Bacillus licheniformis Rumen caprino 
 

Upadhaya et al., 2011 

Eubacterium biforme MM11 Microbiota intestinal cerdo 
 

Upadhaya et al., 2012 

Rhodococcus erythropolis (GD2A, BRB 1AB) 

Rhodococcus pyridinivorans K402, K408 
 

Suelo Cserháti et al., 2013 

Bacillus subtilis CW14 Gotas de alce 
 

Shi et al., 2014 

Cupriavidus basilensis Ör16 a Suelo 
 

Ferenczi et al., 2014 

Pediococcus parvulus UTAD 473 a Vino / uva Abrunhosa et al., 2014 
 

Acinetobacter calcoaceticus 396.1 a Suelos de viñedos 
 

De Bellis et al., 2015 

Acinetobacter sp. neg 1 a 

 

 
 

 

Bacillus amyloliquefaciens ASAG1 a Maíz almacenado 
 

Chang et al., 2015 

Aspergillus tubingensis (M036, M074) a Meju coreano 
 

Cho et al., 2016 

Yarrowia lipolytica a Viñedo 
 

Yang et al., 2016 

Alcaligenes faecalis ASAGF 0D-1 a Suelo 
 

Zhang et al., 2017 

Aspergillus niger M00120 a Suelo 
 

Xiong et al., 2017 

Streptomyces (AT10, AT8, SN7, MS1, ML5, G10, PT1) 
 

Suelo El Khoury et al., 2017 
 

Cupriavidus taiwanensis CCUG 44338T a 

Cupriavidus alkaliphilus BCCM 26294T a 

Cupriavidus basilensis DSM 11853 T a 

Cupriavidus necator CCUG 52238T a 

Cupriavidus pinatubonensis DSM 19553T a 

Cupriavidus numazuensis DSM 15562T a 

Cupriavidus respiraculi CCUG 46809T a  
 

Colección Al-nussairawi et al., 2020 

Aspergillus oryzae a Suelo Xiong et al., 2020 
 

Lysobacter sp. CW239 a 
 

Suelo contaminado Wei et al., 2020 

Cryptococcus podzolicus Y3 a No descrito Wei et al., 2022 
 

Bacillus velezensis E2 b Arroz Zhang et al., 2022a 
 

Pleurotus ostreatus a Colección 
 

Nobre et al., 2022 

Brevundimonas naejangsanensis a Suelo 
 

Peng et al., 2022 

Alcaligenes faecalis ANSA176 a Quimo intestinal de burro 
 

Zheng et al., 2022 

Trichoderma koningii a,b  Semillas de tomate 
 

Ismaiel et al., 2023 

Pediococcus acidilactici 

 

Estiércol de vaca 
 

Tang et al., 2023 

Cytobacillus oceanisediminis a 

 

Viñedos Yang et al., 2023a 

Agaricus campestris Cuerpo fructífero 
 

Söylemez et al., 2023 

Bacillus velezensis IS-6 a Varias fuentes 
 

Jahan et al., 2023 

Brevibacillus sp. ALJ01 a 

Brevibacillus schisleri ALJ02 a 

 

Trigo 

 

Liu et al., 2023 

Acinetobacter pittii AP19 a Suelos de viñedos Yang et al., 2023b 

a OT descrito como producto de degradación 
b Producto de degradación distinto a OT   
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Otro método biológico para la destoxifcación de OTA es la utilización de 

enzimas. Dependiendo de la aplicación final, puede resultar de mayor interés el 

uso de microorganismos o el de enzimas; si bien es cierto que, desde el punto de 

vista de la aplicación, las enzimas presentan ciertas ventajas adicionales frente al 

uso de microorganismos vivos, como la garantía de actividades más homogéneas 

y reproducibles, mayor facilidad de manejo y menores riesgos de seguridad y 

contaminación (Adegoke et al., 2022). Asimismo, las propiedades de las enzimas 

se pueden modificar mediante técnicas de ingeniería genética para adaptarlas a 

una aplicación industrial determinada (Loi et al., 2017). 

 

Se han descrito enzimas capaces de hidrolizar el enlace amida presente en la 

molécula de OTA con diferentes grados de eficiencia. Todas las enzimas descritas 

hasta el momento son hidrolasas de diferentes tipos, mayoritariamente 

peptidasas (número EC 3.4). La primera enzima descrita con capacidad para 

degradar OTA fue la carboxipeptidasa A de páncreas bovino (Pitout, 1969). 

Dentro de las enzimas microbianas, la primera enzima descrita fue una 

amidohidrolasa de Aspergillus niger UVK143 a la que denominaron ocratoxinasa, 

haciendo referencia a esta capacidad (Dobritzsch et al., 2014). Algunos de los 

estudios que describen la transformación enzimática de OTA se basan en la 

actividad degradadora observada en extractos libres de células. Por ejemplo, Cho 

y colaboradores (2016) describieron la actividad degradadora de OTA del 

extracto libre de células de un cultivo de Aspergillus tubingensis.  

 

Otros estudios dan un paso más en la caracterización, determinando que las 

enzimas involucradas en la hidrólisis de OTA son metalocarboxipeptidasas 

debido a la susceptibilidad de los extractos libres de células, o de los cultivos, a 

inhibidores propios de este tipo de enzimas. Tal es el caso de la carboxipeptidasa 

descrita en Phaffia rhodozyma CBS 5905 (Péteri et al., 2007).  

 

Finalmente, existen estudios en los que se ha identificado y purificado la 

enzima potencialmente responsable de la degradación. Entre otras, se encuentran 

las proteínas bacterianas anotadas como carboxipeptidasas de Bacillus 

amyloliquefaciens ASAG1 (Chang et al., 2015), Bacillus subtilis CW14 (Xu et al., 

2021; Hu et al., 2018), Lysobacter sp. CW239 (Wei et al., 2020) y Acinetobacter sp. 

neg1 (Liuzzi et al., 2017). Sin embargo, estas proteínas, aunque degradan OTA, 

no lo hacen de manera eficiente, por lo que no parece que sean las enzimas 

responsables de la capacidad degradadora que muestran los cultivos de las 

bacterias que las poseen. Por ejemplo, un lisado celular de E. coli expresando 

heterólogamente la proteína recombinante PJ15_1540 de Acinetobacter sp. neg1 fue 

capaz de degradar únicamente el 33% de la OTA presente en el medio (Liuzzi et 

al., 2017).  Este resultado indicaba que la actividad de la enzima identificada era 

mucho menor que la presentada por la cepa Acinetobacter sp. neg1 (De Bellis et al., 

2015). Otros ejemplos son la carboxipeptidasa cp4 descrita en Lysobacter sp. 
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CW239 y la amidohidrolasa NA de Stenotrophomonas sp. CW117, ambas enzimas 

mostraron una actividad degradadora de OTA moderada e inferior a la 

observada en los cultivos de estas cepas (Chen et al., 2022; Wei et al., 2020). 

Además, la actividad degradadora de OTA presente en el mutante deficiente en 

carboxipeptidasa cp4 de Lysobacter sp. CW239 (Qian et al., 2021), así como en una 

cepa deficiente en amidohidrolasa NA de Stenotrophomonas sp. CW117 (Chen et 

al., 2022), sugiere, de nuevo, que éstas no son las principales enzimas 

responsables del fenotipo degradador de la bacteria y/o que algunas cepas 

podrían contener múltiples enzimas con capacidad de degradación de OTA.  

 

En contraposición a la baja actividad hidrolítica exhibida por estas enzimas, 

existen dos proteínas que han demostrado una actividad eficiente sobre OTA, la 

ocratoxinasa de A. niger UVK143 (Dobritzsch et al., 2014) y la N-acil-L-

aminoácido amidohidrolasa de Alcaligenes faecalis DSM 16503T (Zhang et al., 

2019). Además, durante el transcurso de este trabajo se describió una 

amidohidrolasa, denominada ADH3, en la cepa Stenotrophomonas sp. CW117, con 

una eficacia catalítica superior a las enzimas previamente descritas en la 

literatura (Luo et al., 2022). La Tabla 5 muestra todas las enzimas en las que se ha 

descrito capacidad transformadora de OTA hasta la fecha.  

 

Puesto que se ha descrito en la bibliografía un alto número de bacterias capaces 

de destoxificar OTA y sólo se ha identificado la proteína responsable en algunas 

de ellas, la identificación de nuevas enzimas en otras especies bacterianas 

aportará información relevante sobre el tipo de enzimas que catalizan la 

transformación de la micotoxina y ampliará el abanico de enzimas disponibles 

para su utilización en productos alimentarios.   
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Tabla 5. Enzimas degradadoras de OTA. 
 

Enzima Origen Producto a Referencia 

Carboxipeptidasa A 
 

Páncreas bovino OT Pitout, 1969 

Pancreatina 
 

Páncreas porcino OT Abrunhosa et al., 2006 

Carboxipeptidasa Y 
 

Saccharomyces cerevisiae OT Abrunhosa et al., 2010 

Carboxipeptidasa B  
 

Porcino OT Dellafiora et al., 2020 

Ocratoxinasa 
 

Aspergillus niger UVK143 OT Dobritzsch et al., 2014 

Carboxipeptidasa 

 

Bacillus amyloliquefaciens 

ASAG1 
 

OT Chang et al., 2015 

Carboxipeptidasa PJ15_1540 b 
 

Acinetobacter sp. neg1 OT Liuzzi et al., 2017 

Carboxipeptidasa BCV50_12785 Bacillus subtilis CW14 OT Hu et al., 2018 
 

N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa 
 

Alcaligenes faecalis DSM 16503T OT Zhang et al., 2019 

Carboxipeptidasa cp4 
 

Lysobacter sp. CW239 OT Wei et al., 2020 

Carboxipeptidasa DacA 

Carboxipeptidasa DacB 
 

Bacillus subtilis CW14 OT Xu et al., 2021 

ADH3 
 

Stenotrophomonas sp. CW117  OT Luo et al., 2022 

N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa 

(NA) 
 

Stenotrophomonas sp. CW117 OT Chen et al., 2022 

Peptidasa familia M3 (BnOTase1) 

Serín carboxipeptidasa (BnOTase2) 

Peptidasa familia M14 (BnOTase3) 

Amidohidrolasa (BnOTase4) 
 

Brevundimonas naejangsanensis 

ML17 

OT Peng et al., 2023 

Hidrolasa metalodependiente 

Peptidasa familia S9 
 

Stenotrophomonas sp. 043-1a OT Gonaus et al., 2023 

Bromelaína cisteín proteasa Ananas comosus ND c Orozco-Cortés et al., 2023 

Tripsina bovina serín proteasa Bovino OT  

Metaloendopeptidasa 
 

Bacillus subtilis OT  

Nudix hydrolase (Nh-9) Bacillus velezensis IS-6 OT Jahan et al., 2023 

Carboxilesterasa (Ce-3) 

Péptido señal peptidasa (Sp-2) 
 

   

Carboxipeptidasa DacC Acinetobacter pitti AP19 OT Yang et al., 2023b 

a Producto de la reacción enzimática 
b Enzima expresada heterólogamente en E. coli, pero no purificada (se estudia la actividad del lisado celular) 
c Producto no determinado 
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Las micotoxinas representan uno de los principales peligros a nivel mundial en 

el ámbito de la seguridad alimentaria. Además, el contexto de cambio climático 

en el que nos encontramos supone un agravante, pudiendo conducir a un 

aumento de la presencia de este tipo de contaminantes. Esto hace necesario la 

búsqueda de métodos eficaces para reducir la contaminación a niveles tan bajos 

como sea técnicamente posible. La ocratoxina A (OTA) se encuentra entre las 

micotoxinas más relevantes debido a su toxicidad y amplia distribución en 

diferentes materias primas y productos alimentarios. Para reducir su presencia 

se han estudiado diferentes estrategias. Los métodos biológicos, basados en el 

uso de microorganismos y/o sus enzimas, presentan las mayores ventajas. En la 

literatura científica existen estudios en los que se han descrito cepas bacterianas 

capaces de transformar OTA en metabolitos no tóxicos. En algunas de estas 

bacterias se han identificado proteínas hidrolizadoras de OTA. Entre las 

proteínas bacterianas identificadas, sólo algunas de ellas presentan alta 

actividad.  

 

Hipótesis de partida:  

La búsqueda de proteínas con similitud de secuencia a una proteína dada puede 

conducir a la identificación de nuevas proteínas con funciones similares. De este 

modo, la búsqueda de proteínas similares a las enzimas ya descritas que 

degradan OTA eficazmente permitiría la identificación de nuevas proteínas con 

esta actividad, así como la identificación de nuevas bacterias degradadoras de 

OTA al ser poseedoras de dichas enzimas.  

 

Objetivo general:  

La identificación y caracterización de nuevas enzimas bacterianas capaces de 

degradar OTA eficazmente, ampliando de esta manera la colección de enzimas 

degradadoras de OTA disponibles con potencial aplicación en matrices 

alimentarias.  
 

Objetivos específicos:   
 

1. Identificación de nuevas enzimas bacterianas capaces de transformar 

OTA.  
 

2. Producción y caracterización de las enzimas bacterianas degradadoras de 

OTA.  
 

3. Estudio de la presencia de la enzima degradadora de OTA y su relación 

con el fenotipo degradador de la bacteria que la posee. 
 

4. Estudio del fenotipo degradador de OTA en especies del mismo género 

que las bacterias previamente identificadas.  



 

 

III. Materiales y 

métodos 
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1 Microorganismos, plásmidos y oligonucleótidos 

Las cepas microbianas empleadas en el presente trabajo aparecen recogidas en la 

Tabla 6. Las cepas tipo se adquirieron en el Instituto Leibniz-Colección alemana 

de microorganismos y cultivos celulares (DSMZ), con la excepción de la cepa 

Aspergillus niger CBS 513.88, que se adquirió en la colección de cultivos de hongos 

y levaduras del Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Países Bajos).   

 

Para la clonación y la expresión heteróloga de proteínas recombinantes, se 

utilizaron las cepas Escherichia coli DH10B y E. coli BL21 (DE3), respectivamente. 

Para los experimentos de conjugación, se empleó como donadora la cepa E. coli 

S17-1 pir transformada con el plásmido de interés y como auxiliar (helper) se 

utilizó la cepa E. coli HB101 portadora del plásmido pRK600. 

 

Tabla 6. Microorganismos empleados en este trabajo. 

Género Especie Cepa a Medio b Temperatura (C) 

Alcaligenes A. endophyticus DSM 100498T LB 30 

 A. faecalis subsp. faecalis DSM 30030T LB 37 

 A. faecalis subsp. parafaecalis DSM 13975T LB 37 

 A. faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T LB 37 
     

Aspergillus A. niger CBS 513.88 Sabouraud 28 
     

Brevibacterium B. antiquum DSM 21545T MR2A 28 

 B. aurantiacum DSM 20426T TSYE 30 

 B. casei DSM 20658 LB 30 

 B. casei DSM 9657 LB 30 

 B. epidermidis DSM 20660T LB 30 

 B. jeotgali DSM 29217T BMB 28 

 B. linens DSM 20425T LB 30 

 B. permense DSM 21546T TSYE 28 

 B. sediminis DSM 102229T TSYE 28 

 B. senegalense DSM 25783T TSYE 28 
     

Cupriavidus C. basilensis DSM 106286T MR2A 28 

 C. campinensis DSM 17293T CASO 37 

 C. malaysiensis DSM 19416T M1 28 

 C. necator DSM 13513T M1 30 

 C. numazuensis DSM 15562T M1 25 

 C. oxalaticus DSM 1105T TSB 30 

 C. taiwanensis DSM 17343T MR2A 28 
     

Escherichia E. coli  DH10B LB 37 

 E. coli  BL21 (DE3) LB 37 

 E. coli  S17-1 pir LB 37 

 E. coli HB101 (pRK600) LB + Cm 37 
     

Lysobacter L. capsici DSM 19286T MR2A 28 

 L. concretionis  DSM 16239T MR2A 30 

 L. daejeonensis DSM 17634T MR2A 28 

 L. enzymogenes DSM 2043T CY 30 

 L. niastensis DSM 18481T MR2A 28 

 L. silvestris DSM 104734T MR2A 28 

 L. soli DSM 24712T MR2A 25 

 L. spongiicola DSM 21749T BMB 28 
     

Pseudaminobacter P. salicylatoxidans DSM 6986T CASO 28 
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Tabla 6. (continuación) 

Género Especie Cepa a Medio b Temperatura (C) c 

Rhizorhabdus R. argentea DSM 100912T MSR 28 

 R. dicambivorans DSM 107650T MR2A 28 

 R. wittichii DSM 6014T MR2A 30 
     

Sphingomonas S. adhaesiva DSM 7418T TSB 28 

 S. canadensis DSM 29393T M1 28 

 S. dokdonensis DSM 21029T M1 25 

 S. endophytica DSM 101535T TSB 28 

 S. jeddahensis DSM 103790T TSB 28 

 Sphingomonas sp. DSM 14167 M1 26 
     

Stenotrophomonas  S. acidaminiphila DSM 13117T M1 35 

 S. bentonitica DSM 103927T M1 28 

 S. chelatiphaga DSM 21508T M1 28 

 S. indicatrix DSM 28278T M1 28 

 S. nitritireducens DSM 12575T M1 30 

 S. pictorum DSM 19282T M1 28 

 Stenotrophomonas sp. DSM 14169  M1 30 

 S. terrae DSM 18941T TSB 28 
a DSM, Instituto Leibniz-Colección alemana de microorganismos y cultivos celulares; CBS, CBS-KNAW Instituto 

Westerdijk-Colección holandesa de hongos y levaduras 
b La composición de los medios de cultivo es la determinada por la DSMZ 

(https://www.dsmz.de/collection/catalogue/microorganisms/culture-technology/list-of-media-for-microorganisms)  

 

La Tabla 7 y la Tabla 8 recogen los plásmidos y oligonucleótidos empleados 

en este trabajo, respectivamente.  

Tabla 7. Plásmidos empleados en este trabajo. 

Plásmido Genotipo relevante Origen 

pURI3-Cter Derivado de pT7-7, AmpR Curiel et al., 2011 
   

pURI3-Cter-afotasa AmpR Este estudio 

pURI3-Cter-anotasa AmpR Este estudio 

pURI3-Cter-blotasa AmpR Este estudio 

pURI3-Cter-cnotasa AmpR Este estudio 

pURI3-Cter-afotasa AmpR Este estudio 

pURI3-Cter-pssdo AmpR Este estudio 
   

pLATE31 Derivado de pMB1, AmpR Thermo Scientific (aLICatorTM) 
   

pLATE31-cnp AmpR Este estudio 

pLATE31-lcotasa AmpR Este estudio 

pLATE31-rwotasa AmpR Este estudio 

pLATE31-sdotasa AmpR Este estudio 

pLATE31-snah AmpR Este estudio 

pLATE31-snotasa AmpR Este estudio 
   

pMA-anotasa Plásmido con el gen anotasa con 

el uso de codones optimizados 

para E.  coli 
 

Thermo Scientific (GeneArt) 

pK18mob Plásmido conjugativo derivado 

de pK18, KmR 

 

Schäfer et al., 1994 

pK18mob-fg-blotasa KmR Este estudio 

pK18mob-fg-cnotasa 
 

KmR Este estudio 
 

pRK600 Plásmido auxiliar para 

conjugación, CmR 

Kessler et al., 1992 
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Tabla 8. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Nombre Secuencia (5´ 3´) 

63 CAGGCCTAACACATGCAAGTC 

1224 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA 

1233 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 

1387 GGGCGGWGTGTACAAGGC 

1945 AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAGTAACCCCATGATGGATACGGC 

1946 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCGGTTTTTTGTGATCCATCATATA 

1951 AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGTCACAGTACTCACCCACGCCAC 

1952 GCTATTAATGATGATGATGATGATGGACGAGCGCACCGTCGAGGTAGAC 

1959 AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGTCCGCCGAATTGCTTCAGCTAC 

1960 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCAGAAAAGGATTACGTGCATCTTC 

1972 AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAGAACGAAAAACTCGACCACGAG 

1973 GCTATTAATGATGATGATGATGATGATCTTCTGCCCCTCGATCTTGGTGCG 

1977 AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAGACCACGCCGGCCCCCATCTCC 

1978 GCTATTAATGATGATGATGATGATGGCGCTGCGCCATCACCATGTAGTCC 

2034 GCTCTAGAGGGGACTTCCACCTCGTC 

2035 GGGGTACCGGCCTTGATGACGGCCTG 

2047 ATYCCCGGMGTCATCCACTGCCA 

2048 AGSAGGCTCATCTCYTCGAGGTTC 

2049 GAYGCCCTGCCYGTACAGGAACG 

2050 TTTTCATCAATCATGAATTCAGG 

2051 CACCTGCGCAAGCTCGGCATGGA 

2052 TCCACATAGAACTCCGGCGAGTG 

2057 GCTCTAGACCCACGTGGCGATTTTGA 

2058 GGGGTACCTTCTCCGGCACGATGTTC 

2084 AGAAGGAGATATAACTATGTCCCAGAGTCCCCAGATCCTTTTC  

2085 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGCCTTCGCGGCGGTGGATGCGGC  

2090 AGAAGGAGATATAACTATGGCCAGCGGATCGACGGCCCTGC 

2091 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTGGCGACGTCCCGGGCTGGCTG  

2094 AGAAGGAGATATAACTATGGCCGAGGGCCAGCGCCCGGAGG 

2095 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGCCCTGCGCGCCGTGCAGGTAG 

2096 AGAAGGAGATATAACTATGTGTGCCGAACCCGTCGCCGTGCAC  

2097 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCTGCTTGTAGATCACCCCGTCCTTC  

2104 AGAAGGAGATATAACTATGCGCGACGTCGTGGTCCATGCCGGC  

2105 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTGCGCGGCCGCGCTCCAGGGCTTC  

2106 AGAAGGAGATATAACTATGCAGACGGCGGCGCCTCCTGCTCCG  

2107 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCATCGGTGAGCGGCTTGGCCACGTCG  

2110 AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGTTCGTCGTATTGCAAGCGC 

2111 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCAGAAACGGATTACGTGCATC 

2114 ATGATTGAACAAGATGGATTGC 

2115 TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG 

2156 ACNGGNGGNCAYAANGAYCCNACYAA 

2157 CCNACNCCCATRTCNGTNCCRAA 

2158 GCNTGYGGNCAYGAYGCNCA  

2159 TTNACNGTNGCNGGRTTNCCNTC 

2160 GCNGTNGGNTAYGCNGARAA 

2161 GGDATNCCNGCYTCNACCAT 

2182 GARGGNGAYAMRGARCCNAAYGAYACNTC 

2183 NCCNCCNARNCCYTTNACNGCNGCRAACAT 

2186 GGNTTYACNAGYGTNCGNGA 

2187 TCNGTNCCRAANGCDATYTT 

2188 CTNGGNGCNCARGTNATHAA 

2189 CCRTGYTTRCTNACNCC 

         Las dianas de restricción de las enzimas KpnI y XbaI aparecen subrayadas. 

         Se señalan en negrita las regiones homólogas a los vectores de expresión pURI3-Cter y pLATE31. 
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2 Medios y condiciones de cultivo 

Cada microorganismo se cultivó siguiendo las condiciones recomendadas por el 

proveedor y en el medio sugerido por este, dicha información se encuentra 

recogida en la Tabla 6. Las cepas de E. coli se cultivaron en medio Luria-Bertani 

(LB) a 37 °C (Sambrook & Russell, 2001). De forma general, todos los 

microorganismos se cultivaron en agitación a 140 rpm. Para los cultivos en medio 

sólido, se añadió al medio agar al 1,5%.  

 

Para la expresión de proteínas heterólogas, se añadió al medio el inductor 

isopropil--D-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0,4 mM.  

En el caso de proteínas que presentaron dificultades de solubilidad, se utilizó 

medio LB suplementado con D-sorbitol (1 M) y glicina-betaína (2,5 mM) 

(Blackwell & Horgan, 1991) y la inducción se realizó añadiendo IPTG a una 

concentración final de 0,2 mM. 

 

Para el cultivo de cepas portadoras de plásmidos con genes de resistencia a 

antibióticos, se añadió al medio ampicilina (100 g/ml), cloranfenicol (20 g/ml) 

o kanamicina (50, 100 o 1000 g/ml, dependiendo de la cepa a seleccionar). Para 

evitar el crecimiento de E. coli S17-1 pir y de E. coli HB101 (pRK600) en los 

experimentos de conjugación, se añadieron al medio antibióticos para los que la 

cepa receptora es naturalmente resistente: aztreonam (128 g/ml) para 

Brevibacterium linens DSM 20425T (Troxler et al., 2001) y gentamicina (10 g/ml) 

para Cupriavidus necator DSM 13513T (Xiong et al., 2018). 

 

Las cepas se almacenaron en glicerol al 15% a -80 °C para su conservación a 

largo plazo. 

 

 

 

3 Análisis bioinformático 

La herramienta informática BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

perteneciente al NCBI (National Center for Biotechnology Information) se empleó 

para la búsqueda de secuencias similares al gen de interés depositadas en las 

bases de datos del EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory-European 

Bioinformatics Institute) y GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).  

 

Los alineamientos múltiples de secuencia se realizaron mediante el programa 

Clustal Omega proporcionado por el EMBL-EBI 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
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La predicción de la presencia de péptido señal se llevó a cabo utilizando el 

programa SignalP 5.0 proporcionado por la Universidad Técnica de Dinamarca 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/).  

 

Los parámetros relacionados con algunas características de las proteínas se 

obtuvieron mediante la herramienta ProtParam de ExPASy, proporcionada por el 

Instituto de bioinformática suizo (SIB) (https://web.expasy.org/protparam/).  

 

Las bases de datos UniProt (https://www.uniprot.org/) e InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) del EMBL-EBI se emplearon para examinar los 

dominios presentes en las proteínas de interés. La base de datos de peptidasas 

MEROPS del EMBL-EBI se utilizó en el estudio de la clasificación de las proteínas 

(https://www.ebi.ac.uk/merops/).  

 

La predicción de la estructura tridimensional de la N-acil-L-aminoácido 

amidohidrolasa de A. faecalis DSM 16503T se realizó con el programa AlphaFold 

(Varadi et al., 2022; Jumper et al., 2021) por el Dr. José Miguel Mancheño del 

Instituto de Química Física Blas Cabrera (CSIC).  

 

Las imágenes de las estructuras tridimensionales de las proteínas se 

obtuvieron con el programa PyMOL versión 2.5.0 (Schrödinger, 2010). 

 

La posible alergenicidad de las proteínas se evaluó con las herramientas 

informáticas AllerTOP v.2 (https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/) (Dimitrov 

et al., 2014) y AlgPred 2.0 (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred2/) (Sharma 

et al., 2021). 

 

Para la identificación taxonómica de la especie bacteriana a través de la 

secuenciación del gen ARNr 16S, se utilizó la base de datos de secuencias de 

ARNr 16S Ribosomal Database Project (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp). 

 

 

4 Técnicas de ADN  

4.1 Extracción de ADN cromosómico  

4.1.1 ADN bacteriano 

La extracción de ADN cromosómico de las cepas bacterianas se llevó a cabo 

siguiendo el protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001). Los 

microorganismos se cultivaron en 10 ml del medio de cultivo correspondiente 

durante 18 h, en las condiciones indicadas por el proveedor (Tabla 6). 

Posteriormente, los cultivos se centrifugaron durante 15 min a 16000 x g y, 
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seguidamente, las células sedimentadas se lavaron con 500 l de tampón TES 

(Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM). La suspensión se 

centrifugó de nuevo durante 5 min a 16000 x g y el sedimento se resuspendió en 

600 l de tampón TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Para proceder con 

la lisis celular, se añadió lisozima (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, Alemania) y se 

incubó a 37 °C durante 30 min. A continuación, se añadieron 80 l de dodecil 

sulfato sódico (SDS) al 20% agitando la mezcla por inversión. Para continuar con 

la purificación del ADN, las proteínas e impurezas se eliminaron realizando dos 

extracciones sucesivas, una con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y 

otra con cloroformo:alcohol isoamílico (24:1).  

 

Finalmente, el ADN se obtuvo mediante precipitación al añadir NaCl 5 M 

(concentración final 0,2 M) y dos volúmenes de etanol 100% frío (-20 °C). La 

solución se mezcló por inversión hasta que se visualizó el ADN como un 

precipitado. El ADN precipitado se lavó con etanol al 70% frío (-20 °C) para 

eliminar las sales. Después, la muestra se dejó secar en una estufa a 37 °C hasta 

eliminar el etanol. El ADN así obtenido se rehidrató disolviéndolo en tampón TE 

y se conservó a -20 °C hasta su uso.    

 

La concentración y la pureza del ADN se analizaron empleando un 

espectrofotómetro NanoDropTM ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y 

mediante electroforesis en gel de agarosa.   

 

 

4.1.2 ADN fúngico 

La extracción de ADN cromosómico de la cepa de Aspergillus niger CBS 513.88 se 

realizó en colaboración con las Dras. Jéssica Gil Serna y Bélen Patiño Álvarez del 

Departamento de Genética, Fisiología y Microbiología de la Universidad 

Complutense de Madrid (UCM), incluyendo algunas modificaciones en los 

protocolos descritos en la bibliografía por Querol et al. (1992)  y Liu et al. (2000). 

El microorganismo se cultivó previamente en 20 ml de caldo Sabouraud 

(Pronadisa, España) a 28 °C durante 72 h con una agitación de 120 rpm. El cultivo 

se filtró a continuación empleando papel Whatman Nº1 (Sigma-Aldrich, 

Alemania) y el micelio así obtenido se conservó a -80 °C hasta su procesado.  

 

El micelio se trituró y homogeneizó con nitrógeno líquido. Tras ello, 100 mg 

se resuspendieron en 1 ml de una solución de sorbitol 0,9 M, EDTA 0,1 M, pH 

8,0. A continuación, se añadieron 50 l de Zymolyasa 20T (1,5 mg/ml) (MP 

Biomedicals, EEUU) y 50 l de enzimas líticas de Trichoderma harzianum (2 mg/ml) 

(Sigma-Aldrich, Alemania). La mezcla se incubó 1 h a 37 °C, agitando cada 15 min. 

Posteriormente, se centrifugó a 4 °C durante 3 min a 16000 x g. Para obtener el 

lisado celular, las células sedimentadas se resuspendieron en 500 l de una 
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solución Tris-HCl 50 mM, EDTA 20 mM, pH 8,0 a la que se añadieron 13 l de 

SDS al 10%. La muestra se agitó y se incubó a 65 °C durante 5 min. 

Posteriormente, el ADN se purificó añadiendo 200 l de acetato potásico 5 M. La 

solución se dejó reposar 10 min en hielo y se centrifugó durante 15 min a 16000 x 

g a 4 °C. El ADN presente en el sobrenadante se precipitó añadiendo un volumen 

de isopropanol frío y la mezcla se incubó durante 10 min a temperatura ambiente.  

La muestra se centrifugó durante 10 min a 16000 x g, se eliminó el sobrenadante 

y se realizó un lavado con etanol al 70% frío (-20 °C). El ADN precipitado se 

centrifugó durante 5 min a 16000 x g y se dejó secar en una estufa a 37 °C hasta 

eliminar el etanol. El ADN así obtenido se rehidrató disolviéndolo en tampón TE 

y se conservó a -20 °C hasta su uso.    

 

La concentración y la pureza del ADN se analizaron empleando un 

espectrofotómetro NanoDropTM ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y 

mediante electroforesis en gel de agarosa.  

 

 

 

4.2 Extracción de ADN plasmídico 

4.2.1 Extracción rápida 

La extracción rápida de ADN plasmídico se llevó a cabo para la selección 

rutinaria de colonias de E. coli portadoras del plásmido con el gen de interés. En 

primer lugar, se tomó una colonia crecida en medio de cultivo sólido durante 18 

h y se resuspendió en 20 l de solución de lisis (Tris-HCl 25 mM pH 7,5, EDTA 

25 mM, lisozima 0,5 mg/ml, RNasa 0,1 mg/ml, azul de bromofenol al 0,02% y 

glicerol al 0,015%). A continuación, la muestra se incubó a temperatura ambiente 

durante 15 min. Tras la lisis celular, se procedió a la purificación del ADN 

añadiendo 5 l de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), se agitó la 

muestra y se centrifugó durante 2 min a 16000 x g. Finalmente, se emplearon 10 

l de la fase acuosa conteniendo el ADN en una electroforesis convencional en 

gel de agarosa (Apartado 4.4 de Materiales y métodos). Las colonias 

transformadas con el plásmido portador del gen de interés se discriminaron de 

aquellas que contenían el plásmido sin inserto debido a la diferencia de tamaño 

causada por la presencia de dicho gen. Como control se empleó una colonia de 

E. coli DH10B transformada con el plásmido sin inserto, procesada del mismo 

modo que las muestras a analizar.  
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4.2.2 Extracción de alta pureza 

En el caso de experimentos que requerían un ADN plasmídico de mayor pureza 

o más concentrado, la extracción se llevó a cabo utilizando el kit comercial High 

Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Suiza). El protocolo seguido fue el indicado por 

el fabricante. El ADN plasmídico extraído se conservó a -20 °C hasta su uso.  

 

 

 

4.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de ADN mediante PCR se llevó a cabo en un termociclador 

AxygenTM Maxygene II (Axygen Scientific, EEUU).  

 

Las mezclas de reacción contenían una mezcla de desoxinucleótidos (dNTPs) 

(dATP, dTTP, dGTP y dCTP), dos oligonucleótidos cebadores, tampón de 

reacción, una ADN polimerasa 5’3´ termoestable y, como molde, ADN 

cromosómico. En el caso de la amplificación del gen anotasa de A. niger, se utilizó 

también como molde el plásmido pMA-anotasa que contiene el gen que codifica 

la proteína AnOTasa sintetizado químicamente con el uso de codones optimizado 

para E. coli (GeneArt, Thermo Fisher Scientific, Alemania). 

 

Se utilizaron dos ADN polimerasas termoestables diferentes, Advantage HD 

(Takara Biotechnology, Japón) y AmpliTaq GoldTM (Applied Biosystems, EEUU). La 

polimerasa Advantage HD posee actividad correctora de errores 3´5’ 

exonucleasa y se utilizó para la clonación de los genes de interés. Esta polimerasa 

se empleó a una concentración final de 0,025 U/l, en un tampón conteniendo 

MgCl2 (5 mM), dNTPs (0,2 mM), cebadores (0,3 M cada uno) y 100 ng aprox. de 

ADN molde. La polimerasa AmpliTaq GoldTM carece de actividad correctora por 

lo que posee baja fidelidad y se utilizó para el resto de aplicaciones, como la 

detección de la presencia de genes de interés. Esta polimerasa  se empleó a una 

concentración final de 0,05 U/l, en un tampón conteniendo MgCl2 (1,5 mM), 

dNTPs (0,2 mM), cebadores (0,2 M cada uno) y como molde se emplearon 100 

ng aprox. de ADN. Los oligonucleótidos empleados como cebadores fueron 

sintetizados por Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, EEUU). En los casos en los 

que el ADN molde era rico en GCs se añadió DMSO al 5%, para favorecer la 

separación de las cadenas y mejorar el rendimiento de la amplificación 

(Varadharajan & Parani, 2021). 

 

En función del tamaño del amplicón esperado y de la temperatura de fusión 

de los cebadores, se realizaron variaciones sobre el protocolo estándar de 

reacción (Tabla 9).  
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Tabla 9. Protocolos estándar de reacción de PCR. 

 Advantage HD AmpliTaq GoldTM 

Desnaturalización inicial  - 94 C - 10 min 
   

Desnaturalización 98 C - 10 s 90 C - 1 min 

Hibridación 55 C - 5 s 55 C - 1 min 

Extensión 72 C - 1 min/kb 72 C - 1 min/kb 

                                 ciclos 35 30 
   

Extensión final 72 C - 7 min 72 C - 10 min 

 

Las temperaturas de hibridación se establecieron entre 3 y 5 grados por debajo 

de la temperatura de anillamiento del cebador con la temperatura de hibridación 

más baja.  

 

La identificación taxonómica de la especie bacteriana se realizó mediante la 

amplificación y posterior secuenciación de un fragmento interno de 1,3 kb del 

gen ARNr 16S. Para la amplificación de este fragmento se utilizaron los 

oligonucleótidos 63 y 1387 (Marchesi et al., 1998) (Tabla 8). 

 

 

 

4.4 Electroforesis de ADN 

El análisis de las muestras de ADN se llevó a cabo mediante electroforesis en 

geles de agarosa (Agarosa D-1, Pronadisa, España) preparados a una 

concentración del 0,7 o 2% según el tamaño esperado de las muestras. Los geles 

se prepararon con tampón TAE (Tris-HCl 40 mM pH 8,0, ácido acético 20 mM, 

EDTA 2 mM), el cual también se utilizó como electrolito. Las muestras de ADN 

se prepararon añadiéndoles un 20% de su volumen de tampón de carga (azul de 

bromofenol al 0,25%, xilencianol FF al 0,25% y glicerol al 30% en agua). Las 

electroforesis se realizaron a 100 V. Al finalizar, los geles se tiñeron con GelRedTM 

Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, EEUU) siguiendo las instrucciones indicadas por 

el proveedor. Para visualizar los fragmentos de ADN se utilizó el sistema de 

captura y análisis de imágenes Chemidoc XRS (Bio-Rad, EEUU) empleando 

radiación ultravioleta (UV) (=302 nm). Como marcador de peso molecular se 

empleó lambda-Eco14 Digest (Takara Biotechnology, Japón).  

 

El aislamiento y la purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de 

agarosa se llevó a cabo utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Alemania), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.  
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4.5 Métodos de clonación 

4.5.1 Método de clonación independiente de ligación 

Para la producción de proteínas heterólogas, los genes de interés se clonaron 

inicialmente en el vector de expresión pURI3-Cter (Curiel et al., 2011) (Figura 5). 

Este plásmido pertenece a la familia de vectores pURI, empleados para la 

clonación de genes de interés mediante un método independiente de ligación 

descrito por De Las Rivas et al., (2007). Los vectores pURI son derivados del 

vector comercial pT7. El vector pURI3-Cter posee una secuencia líder para la 

expresión de proteínas tras la región de unión al ribosoma (RBS). Esta secuencia 

líder continúa con el codón codificante de la metionina inicial seguida de una 

región intergénica no codificante de 230 pb, la cual presenta la diana de 

restricción NotI. A continuación, contiene una cola de afinidad que codifica seis 

residuos de histidina seguidos de cuatro codones de terminación en tándem, lo 

que posibilita la purificación de la proteína producida mediante cromatografía 

de afinidad en un único paso. Como marcador de selección contiene un gen de 

resistencia a ampicilina (De Las Rivas et al., 2007) (Figura 5).  

 

Respecto al proceso de clonación, en primer lugar, se amplificaron los genes 

de interés a partir del ADN cromosómico del microorganismo del modo descrito 

en el Apartado 4.1 de Materiales y métodos. Los oligonucleótidos empleados 

como cebadores se diseñaron con extremos 5´ complementarios a regiones 

presentes en el vector de expresión. De este modo, mediante una segunda 

reacción de amplificación en la que se empleó el vector como molde y el gen de 

interés como cebador, los extremos 5´ pueden hibridar con el plásmido, 

posibilitando a la ADN polimerasa amplificar la totalidad del plásmido y, por 

consiguiente, la inserción del gen de interés en el mismo.  

 

Tras el proceso de clonación, se realizó una digestión con DpnI (Roche, Suiza) 

del producto de la segunda reacción de amplificación, incubando la mezcla a 37 

°C, 18 h aproximadamente. La enzima de restricción DpnI digiere exclusivamente 

secuencias metiladas, por lo que permite eliminar los posibles restos de plásmido 

molde. Además, como una segunda estrategia para eliminar restos de plásmidos 

sin inserto, se realizó una segunda digestión con la enzima NotI (Takara 

Biotechnology, Japón) incubando la mezcla a 37 °C durante 4 h, siempre y cuando 

el gen de interés no presentase diana de restricción para dicha enzima. La diana 

para la enzima de restricción NotI se encuentra en el segmento no codificante de 

230 pb presente sólo en el plásmido pURI3-Cter original (sin inserto). A 

continuación, ambas enzimas se inactivaron mediante una incubación a 65 °C 

durante 25 min. Finalmente, el producto de las digestiones se empleó para 

transformar células competentes de E. coli DH10B (Apartado 4.7.1 de Materiales 

y métodos). 
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En algunos casos, en los que no fue posible la clonación en el vector pURI3-

Cter, la clonación de los genes de interés se realizó empleando el vector comercial 

pLATE31 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) (Figura 5). De forma similar al vector 

pURI3-Cter, la clonación en este vector se realiza mediante un método 

independiente de ligación y da lugar a una proteína recombinante con una cola 

de seis histidinas en su extremo C-terminal que se puede purificar mediante 

cromatografía de afinidad. Además, como marcador de selección también 

contiene un gen de resistencia a ampicilina. Una característica distintiva de este 

vector es la incorporación del gen que codifica la proteína LacI, proteína 

represora de la expresión de genes que se encuentran bajo el control del promotor 

lac. LacI se encuentra unida a la región del operador (lacO), la presencia del 

inductor (IPTG) desplaza la proteína represora, permitiendo la expresión del gen 

de interés (Figura 5) (Santillán & Mackey, 2008). La presencia de este represor 

supone una barrera adicional para minimizar el posible escape del promotor. La 

clonación se realizó siguiendo el protocolo descrito por Curiel et al. (2022).  

 

Brevemente, los genes de interés se amplificaron utilizando los 

oligonucleótidos recogidos en la Tabla 8 (Apartado 1 de Materiales y métodos), 

los cuales se diseñaron con extremos 5´ complementarios a regiones presentes en 

el vector de expresión. Como paso previo a la clonación, el plásmido se incubó 

con la enzima de restricción BsaI durante 2 h a 50 °C para linealizar el plásmido. 

Tras la incubación, el producto de la digestión se purificó en geles de agarosa 

(Apartado 4.4 de Materiales y métodos). A continuación, el plásmido linealizado 

se incubó con ADN polimerasa T4 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y dCTP para 

generar extremos cohesivos 5´y 3´, necesarios para la inserción del gen. La 

enzima ADN polimerasa T4 posee actividad polimerasa 5´ 3´y actividad 

exonucleasa 3´ 5´. La ausencia de dATP, dTTP y dGTP hace que la enzima 

ejerza su actividad exonucleasa hasta que encuentra el primer residuo de 

citosina. La reacción con la polimerasa se incubó 15 min a 22 °C y, 

posteriormente, se inactivó durante 10 min a 75 °C. Paralelamente, se realizó una 

reacción con el gen de interés, ADN polimerasa T4 y dGTP para, de igual manera 

que con el vector, generar extremos cohesivos mediante la actividad exonucleasa 

3´ 5´de la polimerasa. La reacción se incubó durante 5 min a 22 °C y se inactivó 

añadiendo EDTA 0,5 M (concentración final 30 mM) a pH 8,0. Seguidamente, el 

gen de interés y el vector pLATE31, previamente tratados con la polimerasa, se 

mezclaron y la solución se incubó 5 min a temperatura ambiente. En esta 

reacción, la hibridación del gen y el vector se produce en ausencia de ADN ligasa. 

Finalmente, todo el volumen de reacción se utilizó para transformar células 

competentes de E. coli DH10B (Apartado 4.7.1 de Materiales y métodos). 
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Figura 5. Esquema de los vectores de expresión empleados en esta tesis. (A) pURI3-Cter. (B) pLATE31. Se 

indican 10, promotor 10; RBS, sitio de unión al ribosoma; His, cola de histidinas; NotI, sitio de restricción 

de la enzima NotI; lacO, operador lac; lacI, gen que codifica LacI; bla, gen que codifica la -lactamasa. 

 

 

4.5.2 Método de clonación con enzimas de restricción 

La clonación con enzimas de restricción se realizó siguiendo protocolos descritos 

previamente (Sambrook & Russell, 2001). Este método se empleó para clonar un 

fragmento interno del gen de interés en el vector pK18mob. Dicha construcción 

se realizó con el objetivo de interrumpir los genes que codifican las proteínas 

degradadoras de OTA en Brevibacterium linens DSM 20425T y Cupriavidus necator 

DSM 13513T. De modo que la interrupción se produciría mediante un proceso de 

inserción-duplicación por recombinación homóloga, ya que el vector pK18mob 

carece de un origen de replicación utilizable por estas bacterias (Schäfer et al., 

1994).  

 

Los fragmentos de los genes de interés se amplificaron mediante PCR 

empleando como molde ADN cromosómico de B. linens DSM 20425T o C. necator 

DSM 13513T. Los oligonucleótidos se diseñaron incorporando las dianas de 

restricción de las enzimas KpnI y XbaI. Posteriormente, el fragmento amplificado 

y el vector se digirieron con ambas enzimas de restricción durante 2 h a 37 °C y, 

seguidamente, la reacción se incubó durante 20 min a 65 °C para su inactivación. 

A continuación, la digestión se purificó en geles de agarosa (Apartado 4.4 de 

Materiales y métodos) y se ligó empleando la enzima ADN ligasa T4 (USB 

Affymetrix, EEUU), incubando la mezcla a 4 °C durante 18 h. Finalmente, el 

producto de ligación se utilizó para transformar células competentes de E. coli 

DH10B (Apartado 4.7.1 de Materiales y métodos).  
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4.6 Secuenciación de ADN 

La secuenciación de ADN se realizó con un secuenciador automático modelo ABI 

Prism 377 (Applied Biosystems, EEUU) en la empresa Secugen S.L. (España) 

utilizando el kit de secuenciación BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, 

EEUU) y empleando AmpliTaq FS (Applied Biosystems, EEUU) como ADN 

polimerasa. Las secuencias se importaron mediante el programa Chromas 

(Technelysium Pty Ltd, Australia).  

 
 

 

4.7 Modificación genética de cepas bacterianas 

4.7.1 Transformación genética de Escherichia coli 

La transformación genética de E. coli se realizó siguiendo un procedimiento de 

choque térmico sobre células competentes obtenidas mediante el método de 

cloruro de rubidio descrito por Hanahan (1983). La preparación de las células 

competentes se realizó a partir de una colonia de E. coli DH10B o E. coli BL21 

(DE3) en 100 ml de medio LB, hasta alcanzar un DO600 de 0,48. El cultivo se 

mantuvo en hielo durante 30 min y, posteriormente, se centrifugó a 8000 x g 

durante 7 min a 4 °C. Las células sedimentadas se resuspendieron en 30 ml de 

solución TFBI (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, KOAc 30 mM, CaCl2 10 mM y 15% 

glicerol) durante 90 min a 4 °C. A continuación, la suspensión de células se 

centrifugó a 8000 x g durante 7 min a 4 °C. Posteriormente, el sedimento se 

resuspendió suavemente en 4 ml de solución TFBII (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, 

CaCl2 75 mM y 15% glicerol) hasta conseguir una suspensión homogénea. La 

suspensión se repartió en alícuotas de 200 l, las cuales se almacenaron a -80 °C 

hasta su uso.  

 

La transformación de las células competentes de E. coli se llevó a cabo 

incubándolas con 100 ng aprox. del plásmido de interés en hielo durante 15 min, 

seguido inmediatamente de una incubación de 3 min a 37 °C y de 5 min en hielo. 

Para la recuperación de las células, se añadió 1 ml de LB y se incubó 1 h a 37 °C. 

Pasado ese tiempo, el cultivo se inoculó en placas de medio LB conteniendo el 

antibiótico necesario para la selección de las células transformadas. Las placas se 

incubaron en una estufa a 37 °C hasta la aparición de colonias.  
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4.7.2 Conjugación triparental en Brevibacterium linens y Cupriavidus necator 

El protocolo utilizado para la conjugación de ambos microorganismos con E. coli 

fue proporcionado por la Dra. Beatriz Galán del Centro de Investigaciones 

Biológicas Margarita Salas (CSIC). Como cepa donadora, se empleó la cepa E. coli 

S17-1 pir transformada con las construcciones del plásmido pK18mob 

conteniendo fragmentos internos de los genes a interrumpir. Como cepas 

receptoras, se utilizaron B. linens DSM 20425T y C. necator DSM 13513T. 

Finalmente, como cepa auxiliar, se empleó la cepa E. coli HB101 transformada con 

el plásmido pRK600. 

 

Se realizó un inóculo de 10 ml de cada una de las cepas empleadas, que se 

incubó 18 h en agitación a la temperatura óptima de crecimiento de cada una de 

las cepas. Las cepas B. linens DSM 20425T y C. necator DSM 13513T se inocularon 

en medio LB, E. coli S17-1 pir transformada con el plásmido a conjugar se 

inoculó en LB suplementado con kanamicina (50 g/ml) y E. coli HB101 (pRK600) 

se cultivó en LB suplementado con cloranfenicol (20 g/ml). Posteriormente, se 

recogieron 4 ml de cada cultivo y se centrifugaron a 10000 x g durante 3 min. Se 

eliminó el sobrenadante y se realizó un lavado con 2 ml de solución salina (NaCl 

0,9%). La suspensión se centrifugó de nuevo y las células sedimentadas se 

resuspendieron en 300 l de solución salina. A continuación, se tomaron 50 l de 

cada cepa y se prepararon cuatro mezclas, dos de ellas fueron controles 

negativos, una mezcla de cepas para la conjugación biparental y otra para la 

conjugación triparental. Los controles negativos fueron: cepa donadora y cepa 

auxiliar o cepa receptora y cepa auxiliar. La mezcla para la conjugación biparental 

contenía cepa donadora y cepa receptora, y la triparental contenía cepa 

donadora, cepa receptora y cepa auxiliar. 

 

Previamente, en una placa de medio LB, se colocaron cuatro filtros de 25 mm 

de diámetro y 0,22 m de tamaño de poro (Millipore, EEUU). En el centro de cada 

uno de los filtros se dispusieron 100 l de cada una de las mezclas de conjugación. 

La placa se incubó a 30 °C durante 20 h.  Pasado ese tiempo, se recogió la muestra 

celular de cada filtro lavándolo con 1 ml de solución salina. Finalmente, las 

células presentes en la solución salina se sembraron en placas de medio LB 

selectivo. Para la selección de conjugantes de B. linens, se utilizó LB suplementado 

con kanamicina (100 g/ml) y aztreonam (128 g/ml). Puesto que B. linens es 

resistente a aztreonam y E. coli es sensible al mismo, la suplementación de este 

antibiótico permite únicamente el crecimiento de B. linens. En el caso de C. necator, 

resistente a gentamicina, la selección de conjugantes se realizó sembrando en 

placas de medio LB suplementado con kanamicina (1000 g/ml) y gentamicina 

(10 g/ml), puesto que E. coli es sensible a este antibiótico.  
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La correcta construcción de los transconjugantes se analiza, en primer lugar, 

comprobando la presencia del plásmido pK18mob en el interior de las células 

transformadas, amplificando para ello el gen que confiere resistencia a 

kanamicina mediante PCR con los oligonucleótidos 2114 y 2115 (Tabla 8). 

Posteriormente, la interrupción del gen de interés se analiza mediante la ausencia 

de amplificación de dicho gen completo, utilizando los oligonucleótidos 1951 y 

1952 en el caso del gen de B. linens y 1977 y 1978 en el caso del gen de C. necator. 

Finalmente, la correcta integración de los plásmidos en el ADN cromosómico, 

interrumpiendo los genes de interés, se analiza mediante dos reacciones de PCR, 

utilizando un oligonucleótido complementario al plásmido y un oligonucleótido 

complementario al gen de interés. En el caso de B. linens se utilizaron los 

oligonucleótidos 1224 y 1952, 1233 y 1951; para C. necator se utilizaron los 

oligonucleótidos 1224 y 1978, 1233 y 1977 (Tabla 8).  

 

 

 

5 Técnicas de proteínas  

5.1 Obtención de extractos proteicos  

Para la obtención de extractos proteicos se realizaron cultivos bacterianos en 250 

ml del medio correspondiente, en las condiciones de crecimiento indicadas por 

el proveedor (DSMZ). Posteriormente, las células se recogieron centrifugando a 

10000 x g durante 15 min a 4 °C. Las bacterias sedimentadas se lavaron con 

solución salina (NaCl 0,9%) con el fin de eliminar restos del medio y, 

seguidamente, se resuspendieron en tampón MOPS 50 mM, NaCl 150 mM, pH 

7,0. Para realizar la lisis, la suspensión celular se sometió a diez pases por una 

mini prensa de French (Amicon French pressure cell, SLM instruments, EEUU) a una 

presión de 500 psi. El lisado celular se centrifugó a 47000 x g durante 40 min para 

sedimentar los restos celulares. El sobrenadante así obtenido se filtró a través de 

filtros de 0,22 m de tamaño de poro (Millipore, EEUU).  Todo el proceso se llevó 

a cabo a 4 °C. Los extractos de proteínas se emplearon para los ensayos 

correspondientes en el momento de su preparación.  

 

La correcta lisis celular y la consecuente obtención de los extractos proteicos 

se confirmó estimando la concentración de proteínas presentes en el extracto 

midiendo su absorbancia (=280 nm) con un espectrofotómetro NanoDropTM ND-

1000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida (Apartado 5.3 de Materiales y métodos).  
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5.2 Hiperproducción y purificación de proteínas recombinantes 

Las proteínas de interés se hiperprodujeron y purificaron para llevar a cabo el 

estudio de su actividad frente a OTA y para su caracterización bioquímica. Los 

genes que codifican las proteínas de interés se clonaron en los vectores de 

expresión pURI3-Cter y pLATE31 (Apartado 4.5.1 de Materiales y métodos). 

Estos vectores contienen un promotor de expresión inducible por IPTG y 

producen una proteína que contiene una secuencia que codifica una cola de 

afinidad de histidinas, que posibilita la purificación de las proteínas 

recombinantes en un solo paso cromatográfico. El plásmido recombinante se 

propagó en E. coli DH10B, mientras que para llevar a cabo la posterior expresión 

del gen de interés se transformaron células competentes de E. coli BL21 (DE3).  

 

Las colonias de E. coli BL21 (DE3) conteniendo el plásmido recombinante se 

cultivaron en medio LB suplementado con ampicilina (100 g/ml) a 37 °C. La 

hiperproducción de las proteínas se indujo añadiendo al cultivo IPTG a una 

concentración final de 0,4 mM cuando la DO600 del cultivo alcanzó valores entre 

0,4 y 0,6.  La inducción se llevó a cabo a 22 °C durante 18 h. Algunas de las 

proteínas estudiadas en este trabajo presentaron problemas de solubilización al 

hiperproducirlas de este modo, en estos casos los cultivos se incubaron a 22 °C 

durante 5 días en medio LB suplementado con ampicilina (100 g/ml), D-sorbitol 

(1 M) y glicina-betaína (2,5 mM). Para la inducción de estos cultivos, se añadió 

IPTG (0,2 mM) en el momento de la inoculación (Santamaría et al., 2018). Tras la 

inducción, las células se recogieron mediante centrifugación a 10000 x g durante 

15 min a 4 °C. Las células sedimentadas se resuspendieron en tampón MOPS 50 

mM, NaCl 150 mM, pH 7,0. Posteriormente, las células de E. coli se lisaron 

realizando tres pases en la prensa de French a una presión de 1000 psi (Amicon 

French pressure cell, SLM instruments, EEUU). La fracción insoluble del lisado se 

descartó tras un paso de centrifugación a 47000 x g durante 40 min a 4 °C. 

Finalmente, la fracción conteniendo las proteínas solubles se filtró a través de un 

filtro de 0,22 m de tamaño de poro (Millipore, EEUU). El extracto proteico 

filtrado se mezcló con 2 ml de resina TALON metal affinity (Clontech, Takara, 

EEUU) durante 20 min en un agitador de rodillos, con el fin de que la proteína 

de interés, conteniendo la cola de seis histidinas, se uniese a la resina. 

Previamente, la resina se equilibró empleando el mismo tampón utilizado para 

la resuspensión de las células. Tras la incubación con la resina, se realizó un 

primer lavado utilizando tampón MOPS 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0, y un 

segundo lavado con este mismo tampón al que se le añadió imidazol a una 

concentración final de 10 mM, para eliminar posibles uniones inespecíficas a la 

resina. Finalmente, la proteína de interés se eluyó añadiendo 150 mM de imidazol 

al tampón MOPS descrito. La enzima así eluída se dializó frente a tampón MOPS 

50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0 a 4 °C realizando tres cambios de tampón (500 ml 

aprox./cambio) en 18 h, utilizando membranas de diálisis (OrDial D35-MWCO 
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3500, Orange Scientific, Bélgica) de 3,5 kDa de diámetro de poro, con el objetivo 

de eliminar el imidazol presente en la solución de proteína recombinante. 

 

La pureza de la proteína se determinó en geles de poliacrilamida (Apartado 

5.3 de Materiales y métodos). La concentración de proteína se determinó 

midiendo la absorbancia (=280 nm) en un espectrofotómetro UVmini-1240 

(Shimadzu, Japón), mediante la Ley de Lambert-Beer, utilizando el coeficiente de 

extinción molar teórico de cada proteína obtenido con el software ProtParam tool 

de ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/). 

 

 

 

5.3 Electroforesis de proteínas 

La electroforesis de proteínas se llevó a cabo en condiciones desnaturalizantes en 

presencia de SDS. La técnica emplea geles de poliacrilamida a una concentración 

de acrilamida dependiente del tamaño molecular de las proteínas a analizar 

(Laemmli, 1970). Generalmente, debido al tamaño de las proteínas producidas, 

las proteínas estudiadas se analizaron en geles del 12,5% de acrilamida. La 

electroforesis se realizó empleando como electrolito tampón Tris-HCl 25 mM, 

glicina 192 mM y SDS 0,1%. Las muestras se incubaron a 95 °C durante 10 min 

en presencia de tampón Tris-HCl 6,5 mM pH 6,8, SDS 2%, -mercaptoetanol 5%, 

glicerol 10% y azul de bromofenol 0,005%.  La electroforesis se realizó a 120 mV 

durante aproximadamente 90 min. Al finalizar, los geles se tiñeron empleando 

azul brillante de Coomassie R-250 (Sigma-Aldrich, Alemania). Como marcador de 

peso molecular se utilizó SDS-PAGE Molecular Weight Standards Broad Range (Bio-

Rad, EEUU).  

 

 

 

6 Ensayos de actividad enzimática 

6.1 Destoxificación de ocratoxina A 

6.1.1 Destoxificación mediante cultivos bacterianos y extractos proteicos 

Para evaluar la capacidad de degradación de OTA de las distintas bacterias 

utilizadas en este estudio, éstas se cultivaron en 10 ml del medio de cultivo y 

condiciones de crecimiento recomendadas por el proveedor (DSMZ). Al medio 

de cultivo se añadieron 2 g/ml de OTA a partir de un stock con una 

concentración de 1 mg/ml. El stock de OTA (Sigma-Aldrich, Alemania) se preparó 

disolviéndola en metanol en condiciones estériles. De forma general, los cultivos 

se incubaron durante siete días. Pasado ese tiempo, los cultivos se centrifugaron 
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durante 15 min a 8000 x g. En este punto, se recolectó tanto el sobrenadante como 

las células sedimentadas para su posterior análisis por separado. El sobrenadante 

se diluyó con fase móvil en una proporción 1:1 y, seguidamente, se filtró a través 

de un filtro de 0,22 m de tamaño de poro (Millipore, EEUU) para analizar la 

presencia de OTA mediante HPLC (Apartado 6.1.3 de Materiales y métodos). Las 

células sedimentadas se lavaron con 2 ml de metanol durante 1 h en agitación, 

para extraer la OTA que pudiese haber quedado adherida a las paredes celulares. 

A continuación, se realizó una centrifugación de 10 min a 8000 x g. Tras este paso, 

se recogió el sobrenadante y las células sedimentadas se lavaron de nuevo.  

Finalmente, se evaporó el metanol incubando las muestras a 60 °C durante 18 h 

aproximadamente y el residuo seco se reconstituyó con 500 l de fase móvil. 

Seguidamente, se filtró a través de un filtro de 0,22 m de tamaño de poro 

(Millipore, EEUU) para el análisis de la presencia de OTA mediante HPLC 

(Apartado 6.1.3 de Materiales y métodos).  

 

Para la detección de OT en el sobrenadante de los cultivos bacterianos fue 

necesaria su extracción mediante columnas de inmunoafinidad. Puesto que, en 

las condiciones utilizadas en el ensayo, la OT queda enmascarada por otros 

compuestos presentes en el sobrenadante y procedentes del medio de cultivo. La 

extracción de OT se llevó a cabo empleando las columnas de inmunoafinidad 

OchraTest WBTM (VICAM, EEUU) siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Brevemente, 5 ml del sobrenadante de los cultivos se diluyeron con 5 ml de 

solución de dilución (1% polietilenglicol, 5% NaHCO3, pH 8,3) y, seguidamente, 

la mezcla se pasó a través de la columna de inmunoafinidad. A continuación, se 

pasaron por la columna 5 ml de una solución de lavado (2,5% NaCl, 0,5% 

NaHCO3) y, posteriormente, 5 ml de agua MilliQ. La elución de la micotoxina y 

sus productos de degradación se realizó con 2 ml de metanol. El metanol se 

evaporó incubando la muestra a 60 °C durante 18 h aproximadamente. 

Finalmente, la muestra se resuspendió en 500 l de fase móvil y se filtró a través 

de un filtro de 0,22 m de tamaño de poro (Millipore, EEUU), para su posterior 

análisis mediante HPLC (Apartado 6.1.3 de Materiales y métodos).  

 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Como controles se emplearon: 

medio de cultivo, medio de cultivo conteniendo OTA (2 g/ml) y medio de 

cultivo sin OTA inoculado con la bacteria correspondiente.  

 

En algunos casos, el ensayo de actividad degradadora de OTA se realizó 

utilizando extractos proteicos libres de células (Apartado 5.1 de Materiales y 

métodos). La actividad de estos extractos se examinó frente a 2 g/ml de OTA, 

incubando las reacciones a 37 °C durante 18 h. Para detener la reacción, las 

muestras se incubaron 5 min a 95 °C y, a continuación, se centrifugaron 5 min a 

16000 x g. El sobrenadante se filtró a través de un filtro de 0,22 m de tamaño de 
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poro (Millipore, EEUU) y se analizó mediante HPLC (Apartado 6.1.3 de 

Materiales y métodos). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.  

 

 

 

6.1.2 Destoxificación mediante proteínas puras 

La transformación enzimática de OTA y OTB se estudió incubando las enzimas 

puras en presencia de cada una de estas toxinas. Se preparó una solución stock 

de OTA (Sigma-Aldrich, Alemania) y OTB (Apollo Scientific, Reino Unido) (1 

mg/ml) en metanol. Las reacciones se llevaron a cabo en tampón MOPS 50 mM, 

NaCl 20 mM, pH 7,0, empleando 15 g de enzima y añadiendo OTA u OTB a una 

concentración final de 2 g/ml. Las reacciones se incubaron a 37 °C durante 18 h. 

La reacción se detuvo mediante incubación a 95 °C durante 5 min y posterior 

centrifugación 5 min a 16000 x g. El sobrenadante se filtró a través de un filtro de 

0,22 m de tamaño de poro (Millipore, EEUU), para su análisis mediante HPLC 

(Apartado 6.1.3 de Materiales y métodos). Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado y como control se emplearon reacciones en ausencia de enzima.  

 

 

6.1.3 Análisis mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

El estudio de la presencia de OTA, OTB y de sus productos de degradación en 

los ensayos de transformación de ocratoxinas se realizó mediante análisis por 

HPLC.  

 

El análisis se realizó en un equipo cromatográfico Thermo (Thermo Electron 

Corporation, EEUU) equipado con un desgasificador, una bomba P400 

SpectraSystem, un inyector de muestras automático AS3000, un detector de 

fluorescencia (FLD) FL3000 y un detector de diodo-array (DAD) UV6000LP. La 

separación se realizó en una columna de fase reversa Nova-Pak C18 (150 mm x 

3,9 mm d.i., 4 m tamaño de partícula) (Waters, EEUU). Como fase móvil se 

utilizó: eluente A (acetonitrilo), eluente B (agua:acetonitrilo:ácido acético glacial 

(89:10:1, v/v/v) a temperatura ambiente; eluente A:B = 25:75 (v/v), en isocrático; 

flujo: 1,3 ml/min; tiempo de análisis: 20 min; detector FLD (ex=330 nm, em=460 

nm); detector DAD (=330 nm); volumen de inyección: 20 l. OTA, OTB y el 

producto de degradación OT se identificaron mediante la comparación de los 

tiempos de retención con estándares comerciales. El estándar de OT se adquirió 

en una solución de acetonitrilo (10 g/ml) (LGC Standards, Reino Unido). El 

procesamiento de los datos se realizó mediante el paquete informático 

Chromquest 4.2.34 Chromatography Data System (Thermo Electron Corporation, 

EEUU). 

 



Materiales y métodos 

 

 50 

6.2 Caracterización enzimática 

Las enzimas recombinantes producidas que fueron capaces de hidrolizar OTA se 

caracterizaron bioquímicamente. Debido a la toxicidad de OTA, para el estudio 

bioquímico se utilizó como sustrato N-(4-metoxifenilazoformil)-L-fenilalanina 

(4MF) (Bachem, Suiza), análogo de OTA (Anexo I). La actividad enzimática de las 

proteínas puras se determinó espectrofotométricamente siguiendo la 

disminución de absorbancia (=350 nm) resultante de la hidrólisis del 4MF. Los 

moles de 4MF hidrolizados se determinaron empleando la Ley de Lambert-Beer, 

conociendo su coeficiente de extinción molar (19000 M-1·cm-1) (Dobritzsch et al., 

2014), el paso óptico (0,43 cm) y teniendo en cuenta el volumen final de la 

reacción (150 l). Se preparó una solución stock de 4MF 55 mM en DMSO. Las 

reacciones se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos añadiendo 4MF a una 

concentración final de 0,1 mM. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un 

lector de placas PowerWave HT (Biotek, EEUU). Las reacciones se realizaron de 

manera estándar a 37 °C durante 15 min en tampón MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, 

pH 7,0.  

 

Para realizar la caracterización físicoquímica de las proteínas recombinantes 

producidas, en primer lugar, fue necesario determinar la cantidad de enzima a 

emplear dependiendo de la actividad específica de cada una de las proteínas. Con 

este fin, se realizaron ensayos utilizando diferentes cantidades de enzima (g o 

ng) frente a 4MF (0,1 mM) en las condiciones previamente definidas como 

estándar. Finalmente, se seleccionó para cada proteína la cantidad de enzima que 

permitía realizar los ensayos en condiciones de saturación de sustrato. 

 

El pH óptimo de reacción de las enzimas se determinó realizando la reacción 

estándar con 4MF (0,1 mM) en tampones ajustados a distintos valores de pH (3,0; 

4,0; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 8,0 y 9,0). Los tampones empleados fueron: tampón citrato 

sódico 50 mM para los valores de pH 3,0 a 6,0 y tampón Bis-Tris propano 50 mM 

para los valores de pH 6,5 a 9,0. La actividad relativa a cada pH se determinó en 

función del valor de absorbancia más alto obtenido en el ensayo.  

 

El estudio de la temperatura óptima de reacción de las enzimas se realizó 

modificando la temperatura de incubación en la reacción estándar. Las enzimas 

se incubaron con 4MF (0,1 mM) a diferentes temperaturas comprendidas entre 4 

y 65 °C (4, 20, 30, 37, 40, 45, 55 y 65 °C). En el caso de enzimas cuya actividad 

continuaba aumentando a los 65 °C, se incluyeron también reacciones a 75 y 85 

°C. La actividad relativa a cada temperatura se determinó en función del valor 

de absorbancia más alto obtenido en el ensayo.  

 

La estabilidad térmica de las enzimas se determinó preincubándolas en 

tampón MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,0 a diferentes temperaturas (20, 30, 37, 
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45, 55 y 65 C) durante diferentes intervalos de tiempo (0, 15, 30 min, 1, 2, 4, 6 y 

20 h). Tras los periodos de preincubación, se determinó la actividad residual de 

las enzimas realizando la reacción colorimétrica estándar con 4MF (0,1 mM). La 

actividad residual se determinó en función del valor de absorbancia obtenido por 

la reacción con la enzima no sometida a tratamiento térmico.  

 

El estudio del efecto de la presencia de metales y otros aditivos se llevó a cabo 

preincubando las enzimas durante 5 min a temperatura ambiente en presencia 

de cada uno de los aditivos a una concentración final de 1 mM. Para ello, se 

prepararon soluciones stock en agua o etanol, dependiendo de la solubilidad del 

aditivo, a una concentración final de 25 mM. Pasados los 5 min de preincubación, 

se añadió 4MF (0,1 mM) y se llevó a cabo la reacción estándar. Como control se 

emplearon reacciones en ausencia de enzima (tampón, aditivo y sustrato). La 

actividad relativa se determinó en función del valor de absorbancia obtenido por 

la reacción de la enzima con el sustrato en ausencia de aditivos. En el estudio se 

incluyeron los siguientes aditivos: cationes monovalentes (KCl), cationes 

divalentes (CaCl2, HgCl2, MgCl2, ZnCl2, CuCl2, NiCl2, FeCl2 y MnCl2), un 

inhibidor de proteasas (PMSF) y agentes quelantes (EDTA, 1,10-fenantrolina y 8-

hidroxiquinolina).     

 

Con el objetivo de conocer la especificidad de sustrato de las enzimas 

estudiadas, se ensayó la actividad hidrolítica de la enzima pura frente a diversos 

sustratos. La actividad endopeptidasa se evaluó incubando la enzima con 0,015 

mM de albúmina de suero bovino (BSA) en tampón MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, 

pH 7,0 durante 18 h a 37 °C. Tras la incubación, la posible degradación de BSA se 

monitorizó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (Apartado 5.3 de 

Materiales y métodos). A continuación, se estudió la actividad de las enzimas 

frente a una colección de sustratos sintéticos con diferentes aminoácidos en su 

posición C-terminal (Tabla 10). Todos los sustratos ensayados se adquirieron a 

Sigma-Aldrich (Alemania) y sus estructuras químicas se muestran en el Anexo I. 

Se prepararon soluciones stock de cada uno de ellos a una concentración final de 

25 mM en agua o etanol, dependiendo de su solubilidad. La concentración final 

de los sustratos en la reacción fue 1 mM. Las reacciones se realizaron en tampón 

MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,0 a 37 °C durante 1 h. En el caso de las enzimas 

que en la caracterización fisicoquímica no fueron capaces de degradar el análogo 

de OTA, 4MF, en tiempos comprendidos entre 15 min y 4 h, las reacciones con 

los sustratos se prolongaron durante 18 h.  
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Tabla 10. Sustratos sintéticos empleados en este trabajo.  

Sustrato Abreviatura 

Hipuril-fenilalanina (N-benzoil-glicil-fenilalanina) HF 

Hipuril-arginina (N-benzoil-glicil-arginina) 
 

HR 

Glicil-L-alanina GA 

Glicil-L-fenilalanina 
 

GF 

Derivados N-acetil  

   N-acetil-L-alanina AA 

   N-acetil-L-ácido aspártico AD 

   N-acetil-L-ácido glutámico AE 

   N-acetil-L-fenilalanina AF 

   N-acetil-L-lisina AK 

   N-acetil-L-leucina AL 

   N-acetil-L-metionina  AM 

   N-acetil-L-asparagina AN 

   N-acetil-L-prolina AP 

   N-acetil-L-glutamina AQ 

   N-acetil-L-tirosina 
 

AY 

Derivados N-carbobenciloxi  

   N-carbobenciloxi-L-alanina ZA 

   N-carbobenciloxi-L-ácido aspártico ZD 

   N-carbobenciloxi-L-ácido glutámico ZE 

   N-carbobenciloxi-L-fenilalanina ZF 

   N-carbobenciloxi-L-isoleucina ZI 

   N-carbobenciloxi-L-lisina ZK 

   N-carbobenciloxi-L-leucina ZL 

   N-carbobenciloxi-L-metionina ZM 

   N-carbobenciloxi-L-asparagina ZN 

   N-carbobenciloxi-L-prolina ZP 

   N-carbobenciloxi-L-glutamina ZQ 

   N-carbobenciloxi-L-serina ZS 

   N-carbobenciloxi-L-tirosina ZY 

 

La hidrólisis de los distintos sustratos se determinó mediante el método 

modificado de ninhidrina-cadmio (Nh-Cd) descrito por Doi et al., (1981). Este 

método cuantifica la presencia de aminoácidos libres en una solución, mediante 

una reacción colorimétrica originada por la reacción de la ninhidrina con el grupo 

amino del aminoácido, produciéndose una oxidación y liberándose amonio. La 

ninhidrina reducida y el amonio liberado se condensan junto con otra molécula 

de ninhidrina produciendo un producto púrpura con un máximo de absorbancia 

a 507 nm. En el caso de los sustratos que contienen prolina, la reacción da lugar 

a un producto amarillo con un máximo de absorbancia a 440 nm. La 

determinación de los aminoácidos liberados en las reacciones de la enzima con 

los distintos sustratos se realizó añadiendo dos volúmenes del reactivo Nh-Cd, 

el cual, al mismo tiempo, detiene la reacción de la enzima con el sustrato. El 

reactivo Nh-Cd se compone de 87,9% (v/v) de una solución de ninhidrina (Merck, 

Alemania) 56 mM en etanol, 11% (v/v) de ácido acético y 1,1% (v/v) de una 

solución de CdCl2 (1 g/ml) en agua. La reacción con Nh-Cd se incubó durante 5 

min a 84 °C y se detuvo incubándola inmediatamente en hielo. Posteriormente, 

se midió la absorbancia (=507 nm o, en el caso de sustratos con prolina, =440 
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nm) en un espectrofotómetro UVmini-1240 (Shimadzu, Japón). La concentración 

de los aminoácidos liberados se determinó interpolando en una recta patrón 

realizada con el aminoácido correspondiente, en un intervalo de concentraciones 

de 0,1 a 1 mM. En determinadas ocasiones fue necesario preparar diluciones de 

las muestras con el objetivo de que los resultados se encontrasen dentro del 

intervalo lineal de respuesta del método. La actividad relativa se determinó en 

función del valor de absorbancia obtenido por la reacción con el sustrato para el 

que la enzima presentó mayor actividad de cada uno de los grupos (N-benzoil-

glicil aminoácidos, N-glicil-L-aminoácidos, N-acetil-L-aminoácidos o N-

carbobenciloxi-L-aminoácidos). 

 

Todos los ensayos de caracterización se realizaron por triplicado y como 

control se emplearon reacciones en ausencia de enzima.  

 

 

 

6.3 Transformación de ácido gentísico y ácido salicílico 

Para verificar la actividad dioxigenasa sobre ácidos mono- y dihidroxilados de la 

enzima salicilato 1,2-dioxigenasa de Pseudaminobacter salicylatoxidans DSM 6986T 

(PsSDO), ésta se incubó en presencia de ácido salicílico y gentísico, 

respectivamente. Para ello, se prepararon soluciones stock de ácido gentísico y 

ácido salicílico (25 mM) en agua. Las reacciones se llevaron a cabo en tampón 

MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,0, empleando 15 g de enzima y añadiendo 

ácido gentísico o salicílico a una concentración final de 1 mM. Las reacciones se 

incubaron a 37 °C durante 4 h. Pasado ese tiempo, la reacción se detuvo mediante 

una incubación de 5 min a 95 °C y posterior centrifugación 5 min a 16000 x g. El 

sobrenadante se filtró a través de un filtro de 0,22 m de tamaño de poro 

(Millipore, EEUU) y las muestras se analizaron mediante HPLC (Apartado 6.3.1 

de Materiales y métodos). Todos los ensayos se realizaron por triplicado y como 

control se emplearon reacciones en ausencia de enzima. 

 

 

6.3.1 Análisis mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

El equipo cromatográfico utilizado fue el mismo que el empleado para el análisis 

de ocratoxinas (Apartado 6.1.3 de Materiales y métodos), pero en este caso 

únicamente se utilizó el detector DAD. La separación se realizó en una columna 

de fase reversa Nova-Pak C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., 4 m tamaño de partícula) 

(Waters, EEUU). Como fase móvil se utilizó: eluente A (agua:ácido acético (98:2, 

v/v)) y eluente B (agua:acetonitrilo:ácido acético (78:20:2, v/v/v)) a temperatura 

ambiente. El programa de elución utilizado fue el siguiente: 0-55 min, 80% B 

lineal, 1,1 ml/min; 55-57 min, 90% B lineal, 1,2 ml/min; 57-70 min, 90% B 
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isocrático, 1,2 ml/min; 70-80 min, 95% B lineal, 1,2 ml/min; 80-100 min, 100% B 

lineal, 1,2 ml/min; 100-120 min, lavado con metanol a 1 ml/min. La detección de 

los sustratos y los productos de degradación se llevó a cabo realizando un barrido 

de 220 a 380 nm. La presencia de ácido gentísico y ácido salicílico se determinó 

mediante la comparación de los tiempos de retención y los espectros de absorción 

con los estándares comerciales.   

 

 



IV. Resultados y 

discusión 
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1 Identificación in silico de enzimas y bacterias destoxificadoras 

de ocratoxina A 

Los métodos biológicos se consideran la estrategia más prometedora para la 

destoxificación de micotoxinas. Esto se debe a que ofrecen ventajas como su 

mayor especificidad y su posible aplicación en condiciones suaves, lo que 

permite preservar la calidad nutricional y las características organolépticas de las 

materias primas o alimentos contaminados; además, los métodos biológicos 

constituyen una alternativa respetuosa con el medio ambiente (Loi et al., 2017). 

Como se explica en el Apartado 2.4.2.2 de Introducción, este tipo de métodos 

consisten en el uso de microorganismos y/o enzimas como agentes para la 

degradación de las micotoxinas a compuestos estables e inocuos o de menor 

toxicidad (Loi et al., 2017).  

 

Como se ha mencionado en el Apartado 2.4.2.2 de Introducción, la mayoría de 

las proteínas descritas en la literatura con capacidad para degradar OTA son 

poco eficientes, puesto que poseen una capacidad de degradación inferior a la 

cepa que las posee. Sin embargo, este no es el caso de la ocratoxinasa de A. niger 

UVK143 y la N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis DSM 16503T, las 

cuales son capaces de degradar por completo OTA en las condiciones en las que 

se estudiaron (Zhang et al., 2019; Dobritzsch et al., 2014). 

 

Una estrategia habitual para identificar proteínas con una función similar a 

una proteína dada es la comparación del grado de similitud de sus secuencias 

(Higdon et al., 2010). Las proteínas con alta similitud de secuencia y estructura 

tienden a compartir relaciones evolutivas y poseer funciones similares (Karlsen 

et al., 2023; Gan et al., 2002).  Con objeto de ampliar el número de proteínas 

bacterianas disponibles para la degradación de OTA y siguiendo esta hipótesis, 

se realizó una búsqueda mediante la herramienta informática BLAST del NCBI, 

tomando como punto de partida las proteínas descritas de A. niger y A. faecalis y 

realizando alineamientos múltiples de secuencia con el programa Clustal Omega 

del EMBL-EBI. Entre las proteínas identificadas en esta búsqueda similares a las 

proteínas previamente descritas de A. niger y A. faecalis, se seleccionaron aquellas 

pertenecientes a cepas de colección disponibles comercialmente. En la Tabla 11 

y Figura 6 se muestran las proteínas analizadas en este estudio y el porcentaje de 

identidad de secuencia entre dichas proteínas y las enzimas de A. niger y A. 

faecalis, utilizadas como modelo. Además, para su comparación con las enzimas 

identificadas en este estudio, se incluye la enzima ADH3 perteneciente a la cepa 

Stenotrophomonas sp. CW117, descrita durante el desarrollo de este trabajo y que 

también degrada OTA de forma eficiente (Luo et al., 2022).  
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Tabla 11. Proteínas analizadas en este estudio con potencial capacidad para degradar OTA. 

Código Acceso Anotación Cepa 

AFA a WP_026482608.1 Amidohidrolasa Alcaligenes faecalis DSM 16503T 

 

SNI1 WP_200911391.1 Amidohidrolasa Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575T 

 

CNE WP_011615094.1 Amidohidrolasa Cupriavidus necator DSM 13513T 

 

ANI a A0A075TJ05.1 Ocratoxinasa Aspergillus niger UVK143 
 

BLI WP_101553338.1 Amidohidrolasa Brevibacterium linens DSM 20425T 

 

LCO WP_036192648.1 Amidohidrolasa Lysobacter concretionis DSM 16239T 

 

SNI2 WP_152984101.1 Amidohidrolasa Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575T 

 

RWI WP_029994416.1 Amidohidrolasa Rhizorhabdus wittichii DSM 6014T 

 

SDO WP_088366708.1 Amidohidrolasa Sphingomonas dokdonensis DSM 21029T 

 

CNP WP_013953161.1 Peptidasa M38 Cupriavidus necator DSM 13513T 

                 a Proteínas descritas en la literatura, tomadas como punto de partida en el estudio in silico 

 

 
AFA CNE SNI1 ANI LCO SCW SNI2 RWI SDO BLI CNP Proteína 

 

 
          

100 39,68 39,49 12,21 15,12 15 15,94 16,67 13,62 13,25 15,41 AFA 

 100 48,07 13,13 17,07 16,51 17,58 17,58 16,72 14,05 16,18 CNE 

  100 13,35 16,06 16,92 16,56 15,43 13,68 15,03 15,53 SNI1 

            
   100 29,47 29,83 30,57 30,59 30,37 28,79 29,70 ANI 

    100 73,71 73,89 39,72 40,37 37,66 32,51 LCO 

     100 90,87 41,87 41,00 36,83 32,42 SCW 

      100 41,81 40,47 35,55 31,92 SNI2 

       100 44,32 36,50 33,92 RWI 

        100 36,83 33,17 SDO 

         100 40,05 BLI 

          100 CNP 

Figura 6. Matriz de identidad entre las proteínas utilizadas como modelo y las proteínas identificadas en 

este estudio. Como modelo se han utilizado la enzima N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa de Alcaligenes 

faecalis DSM 16503T (AFA), la ocratoxinasa de Aspergillus niger UVK143 (ANI) y la amidohidrolasa ADH3 de 

Stenotrophomonas sp. CW117 (SCW). Las proteínas identificadas en este estudio son amidohidrolasas de 

Brevibacterium linens (BLI), Cupriavidus necator (CNE), Lysobacter concretionis (LCO), Rhizorhabdus wittichii 

(RWI), Stenotrophomonas nitritireducens (SNI1y SNI2), Sphingomonas dokdonensis (SDO) y una peptidasa M38 

de Cupriavidus necator (CNP). 

 
La Figura 6 muestra que, según el porcentaje de identidad de secuencia, se 

pueden distinguir dos grupos de enzimas, aquellas con mayor similitud a la N-

acil-L-aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis DSM 16503T (aprox. 40% de 

identidad de secuencia) y aquellas con mayor similitud a la ocratoxinasa de A. 

niger UVK143 (aprox. 30% de identidad de secuencia). Entre las primeras se 

encuentran dos proteínas anotadas como “amidohidrolasa”, una de 

Stenotrophomonas nitritireducens y otra de Cupriavidus necator. Entre las proteínas 

similares a la ocratoxinasa de A. niger UVK143, aparecen proteínas anotadas 

como “amidohidrolasa” pertenecientes a Lysobacter concretionis, Rhizorhabdus 

wittichii, Sphingomonas dokdonensis, Brevibacterium linens y S. nitritireducens, 
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además de una proteína anotada como “peptidasa M38” de C. necator. Asimismo, 

se puede observar que la proteína ADH3 de Stenotrophomonas sp. CW117 se 

agrupa dentro de las proteínas con mayor similitud a la ocratoxinasa de A. niger 

UVK143, presentando un porcentaje de identidad similar al mostrado por las 

proteínas identificadas en este estudio. Además, la proteína ADH3 presenta un 

90,87% de identidad de secuencia con respecto a la amidohidrolasa “SNI2” 

identificada en S. nitritireducens, lo que parece indicar que se trata de una proteína 

equivalente en las dos especies.  

 

Una vez identificadas estas proteínas candidatas, se adquirieron las cepas tipo 

correspondientes a las especies bacterianas en las que se habían identificado 

dichas proteínas. Además, con el objetivo de disponer de cepas control, que 

previamente hubieran sido descritas como hidrolizadoras de OTA, se 

adquirieron las cepas Sphingomonas sp. DSM 14167 y Stenotrophomonas sp. DSM 

14169, depositadas bajo patente en la DSMZ (Schatzmayr et al., 2012). Puesto que 

dichas cepas no estaban identificadas a nivel de especie, se decidió realizar su 

identificación taxonómica mediante la secuenciación del gen ARNr 16S. El 

análisis de la secuencia obtenida se realizó mediante la herramienta 

bioinformática Ribosomal Database Project; el porcentaje de identidad más alto 

obtenido identificó a Sphingomonas sp. DSM 14167 como perteneciente a la 

especie Sphingomonas dokdonensis y a Stenotrophomonas sp. DSM 14169 como 

Pseudoxanthomonas indica, género filogenéticamente cercano a Stenotrophomonas 

(Lee et al., 2008) (datos no mostrados).  

 

Una vez se dispuso de las cepas tipo de las especies seleccionadas, se analizó 

la capacidad de estas cepas para disminuir la presencia de OTA en cultivos. Con 

este objetivo, las bacterias se cultivaron en medio líquido suplementado con OTA 

(2 g/ml) durante siete días (Apartado 6.1.1 de Materiales y métodos). Pasado el 

periodo de incubación, se analizó la cantidad de OTA remanente en el medio, así 

como la presencia de OT  (Apartado 6.1.3 de Materiales y métodos). Como se 

ha mencionado anteriormente, se han descrito casos en los que la disminución de 

OTA en el medio no ha sido originada por un proceso de transformación 

enzimática, sino por la capacidad de ciertos microorganismos de adsorber la 

toxina en sus paredes celulares (Del Prete et al., 2007). Con el objetivo de conocer 

si la reducción de OTA observada se debe a un fenómeno de adsorción, a un 

proceso enzimático o a una combinación de ambos, los cultivos bacterianos se 

centrifugaron, se recogieron las células sedimentadas y se lavaron para recuperar 

la posible OTA unida a las paredes. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Tabla 12.  
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Tabla 12. Degradación de OTA mediante cultivos. 

Especie  Cepa 
Sobrenadante  Células 

OTA OT  OTA 

Escherichia coli BL21   + a -  - 

Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T - +  - 

Brevibacterium linens DSM 20425T - +  - 

Cupriavidus necator DSM 13513T - +  - 

Lysobacter concretionis DSM 16239T - +  - 

Pseudoxhantomonas indica (Stenotrophomonas sp.) DSM 14169 - +  - 

Rhizorhabdus wittichii DSM 6014T - +  - 

Sphingomonas dokdonensis DSM 21029T - +  - 

Sphingomonas dokdonensis (Sphingomonas sp.) DSM 14167 - +  - 

Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575T - +  - 

a +, presencia; -, ausencia 
T cepa tipo 

 
En el estudio también se incluyó la cepa E. coli BL21 como posible control 

negativo y por ser el huésped para la producción heteróloga de las posibles 

proteínas recombinantes. La cepa de E. coli no fue capaz de degradar la OTA 

presente en el medio de cultivo y tampoco se observó adsorción a sus paredes 

celulares. Por el contrario, todas las demás cepas analizadas demostraron 

capacidad para degradar OTA en cultivos (Tabla 12). En los cultivos de las cepas 

en los que se observó la degradación de OTA también se observó acumulación 

de OT, compuesto considerado no tóxico, lo que indica la capacidad de estas 

bacterias de destoxificar la micotoxina. En ninguna de las bacterias analizadas se 

observó la unión de OTA a las células, por lo que se descarta un proceso de 

adsorción a éstas que pudiera contribuir a la disminución de la micotoxina 

presente en el medio de cultivo. Estos resultados podrían sugerir que las 

proteínas identificadas en el estudio in silico puedan ser las responsables de dicha 

actividad. Por otro lado, la confirmación de la capacidad para degradar OTA de 

las bacterias seleccionadas en este estudio muestra la adecuación de la estrategia 

seguida para su identificación, basada en la selección de bacterias a partir de la 

identificación de enzimas con una alta similitud de secuencia a las ya descritas 

en la literatura científica.  

 

Hasta el momento, fundamentalmente se han descrito dos tipos de proteínas 

capaces de degradar OTA, proteínas que poseen actividad amidohidrolasa (Chen 

et al., 2022; Luo et al., 2022; Zhang et al., 2019; Dobritzsch et al., 2014) y proteínas 

con actividad carboxipeptidasa (Xu et al., 2021; Wei et al., 2020; Hu et al., 2018; 

Liuzzi et al., 2017; Chang et al., 2015). Ambos tipos de proteínas rompen el enlace 

amida presente en la molécula de OTA, produciendo OT y L--fenilalanina. En 
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la búsqueda de nuevas proteínas con una actividad determinada, el avance de la 

bioinformática ha impulsado el desarrollo de estrategias in silico alternativas, 

basadas tanto en la estructura como en la capacidad de interacción con el sustrato 

de las diferentes proteínas (Singh & Dominy, 2010). En este sentido, Dellafiora y 

colaboradores llevaron a cabo un estudio de target fishing que consistió en realizar 

un cribado high-throughput para identificar proteínas que potencialmente 

pudiesen interactuar con OTA y/o transformarla. Estos investigadores realizaron 

un cribado del repositorio de ligandos del Banco de Proteínas (PDB) para 

encontrar aquellos ligandos que resultasen más similares a esta toxina. De este 

modo, la similitud de la estructura química entre OTA y los ligandos del PDB 

puede utilizarse teóricamente como “cebo” en el proceso de “pesca” para 

identificar proteínas potencialmente capaces de interactuar con esta micotoxina. 

Seguidamente, realizaron un estudio de modelado molecular de estructuras para 

evaluar la formación de cada complejo OTA-enzima (Dellafiora et al., 2020). Este 

estudio condujo a la identificación de 16 enzimas no redundantes presuntamente 

capaces de degradar OTA. Entre estas proteínas se incluían 12 hidrolasas 

(enzimas potencialmente hidrolizadoras de OTA), dos enzimas que podrían 

actuar como binders y dos enzimas transformadoras de OTA por un mecanismo 

diferente a la hidrólisis (no hidrolizadoras). Las enzimas no hidrolizadoras 

identificadas en el estudio fueron la salicilato 1,2 dioxigenasa de Pseudaminobacter 

salicylatoxidans (PsSDO) y la N-acil racemasa de Amycolatopsis sp. (Dellafiora et 

al., 2020). Con el objetivo de comprobar la validez de esta estrategia de búsqueda 

de nuevas enzimas, diferente a la utilizada en esta tesis, así como de evaluar la 

actividad degradadora de una enzima no anotada como carboxipeptidasa o 

amidohidrolasa - que potencialmente puede dar lugar a productos de 

degradación distintos de OT - se decidió incorporar en este trabajo el estudio de 

la actividad sobre OTA de la enzima PsSDO de P. salicylatoxindans. 

 

Para comprobar esta hipótesis, se adquirió la cepa P. salicylatoxidans DSM 

6986T y se estudió su capacidad para degradar OTA. Esta cepa se cultivó en 

medio de cultivo CASO suplementado con la micotoxina y, al analizar el 

sobrenadante del cultivo, se observó que no se había producido degradación de 

OTA (Figura 7A). Ante la posibilidad de que la bacteria no transformase OTA 

por estar cultivada en un medio rico, se decidió cultivar la bacteria en un medio 

mínimo al que se añadió OTA como única fuente de carbono. Sin embargo, P. 

salicylatoxidans no fue capaz de crecer en dicho medio mínimo y, por lo tanto, 

tampoco fue capaz de degradar OTA. Al no detectar degradación en el cultivo, 

se evaluó la actividad sobre OTA de extractos proteicos libres de células. Al 

contrario que lo observado con los cultivos celulares, los extractos sí que 

mostraron actividad degradadora (Figura 7B). Lo que indica que la bacteria 

posee alguna(s) enzima(s) con capacidad degradadora de OTA, existiendo la 

posibilidad de que la enzima salicilato 1,2 dioxigenasa, identificada en el estudio 

de target fishing, muestre tal capacidad.  
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Figura 7. Degradación de OTA por P. salicylatoxidans DSM 6986T. (A) Cultivo de P. salicylatoxidans incubada 

durante siete días en presencia de OTA (2 g/ml). (B) Extracto proteico de P. salicylatoxidans incubado con 

OTA (2 g/ml) durante 18 h a 37 C. Se indican con (C) los controles (medio de cultivo con OTA no 

inoculado). 

 

 

 

2 Producción de enzimas destoxificadoras de ocratoxina A 

Una vez confirmada la capacidad para degradar OTA de las bacterias que poseen 

las enzimas identificadas en el estudio in silico, la siguiente etapa consistió en la 

verificación de la actividad hidrolítica de dichas enzimas sobre esta micotoxina. 

Con este fin, se procedió a la producción heteróloga y purificación de las mismas. 

También se clonaron y produjeron la N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa de A. 

faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T y la ocratoxinasa de A. niger CBS 513.88, con 

el objetivo de utilizarlas como controles y poder comparar sus características 

bioquímicas con las de las nuevas enzimas descritas en este trabajo. La 

caracterización de estas nuevas enzimas podría conducir a la obtención de un 

conjunto de proteínas con distintos parámetros fisicoquímicos, que pudieran 

resultar de utilidad en procesos tecnológicos diferentes.   

 

El estudio de todas las proteínas se realizó siguiendo un procedimiento 

similar. Con objeto de producir la proteína de forma recombinante, en primer 

lugar, se analizó in silico la posible presencia de un péptido señal, utilizando para 

ello la herramienta SignalP-5.0. Las proteínas que mostraron una secuencia 

correspondiente a un péptido señal se clonaron sin él. El tamaño molecular de la 
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proteína y el coeficiente de extinción molar se estimaron con la herramienta 

ProtParam tool de ExPASy. A continuación, se realizaron cultivos de las bacterias 

de interés a partir de los cuales se extrajo el ADN cromosómico y los genes que 

codifican las enzimas candidatas se amplificaron mediante PCR. Posteriormente, 

dichos genes se clonaron en vectores de expresión. En este trabajo se han 

empleado los vectores pURI3-Cter y pLATE31. Ambos comparten características 

comunes, dando lugar a proteínas recombinantes con una cola de seis residuos 

de histidina en su extremo C-terminal; esto permite la purificación de las 

proteínas recombinantes en un único paso mediante cromatografía de afinidad 

(Apartado 5.2 de Materiales y métodos). La clonación se realizó empleando las 

parejas de oligonucleótidos que se muestran en la Tabla 13, junto al tamaño de 

los fragmentos amplificados. Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados se 

muestran en la Tabla 8. 

 
Tabla 13. Proteínas caracterizadas en este trabajo. 

Anotación Cepa Cebadores pb Vector PS aa /kDa 
Rto 

(mg/L) 

N-acil-L-

aminoácido 

amidohidrolasa 

 

A. faecalis subsp. phenolicus 

DSM 16503T 

 

1945-1946 1241 pURI3-Cter + 420/44,7 8,65 

Amidohidrolasa (1) S. nitritireducens DSM 12575T 

 

2094-2095 1251 pLATE31 + 422/45,0 4,90 

Amidohidrolasa C. necator DSM 13513T 

 

1977-1978 1280 pURI3-Cter + 433/47,0 4,08 

Ocratoxinasa A. niger CBS 513.88 2110-2111 1436 pURI3-Cter - 486/52,0 2,67 

Amidohidrolasa B. linens DSM 20425T 1951-1952 
 

1208 pURI3-Cter - 410/42,5 29,76 

Amidohidrolasa L. concretionis DSM 16239T 

 

2090-2091 1242 pLATE31 + 419/44,5 2,00 

Amidohidrolasa (2) S. nitritireducens DSM 12575T 2096-2097 1290 pLATE31 + 415/44,5 2,50 

Amidohidrolasa R. wittichii DSM 6014T 2104-2105 1314 pLATE31 + 418/44,0 3,60 

Amidohidrolasa S. dokdonensis DSM 21029T 2106-2107 1320 pLATE31 + 428/44,4 13,14 

Peptidasa M38 C. necator DSM 13513T 2084-2085 1239 pLATE31 - 418/44,0 11,12 

Salicilato 1,2 

dioxigenasa 

P. salicylatoxidans DSM 6986T 

 

1972-1973 1104 pURI3-Cter - 374/42,0 7,10 

pb, tamaño amplicón (pares de bases); PS, péptido señal; aa/kDa, aminoácidos de la proteína y peso molecular teórico; 

Rto, rendimiento 

 
Tras la clonación, los plásmidos recombinantes se propagaron en la cepa E. coli 

DH10B. La correcta inserción y secuencia del gen de interés se confirmó mediante 

secuenciación y, a continuación, los plásmidos recombinantes obtenidos se 

transfirieron a la cepa E. coli BL21 (DE3) para la hiperproducción de las proteínas 

de interés.  
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El rendimiento de la producción de proteínas recombinantes solubles en 

sistemas heterólogos es muy variable, dependiendo de factores como el tipo de 

proteína o el vector de clonación empleado. De forma general, resulta necesario 

ensayar diferentes parámetros hasta conseguir unas condiciones que permitan 

obtener una proteína soluble (Structural Genomics Consortium et al., 2008). Una 

estrategia para optimizar la producción de proteínas recombinantes consiste en 

modificar las condiciones de inducción. En la inducción intervienen variables 

como el medio de cultivo, el momento en el que se realiza la inducción, el tiempo 

de inducción, la temperatura y la concentración del inductor. Durante el 

desarrollo de este trabajo, se ensayaron varias condiciones de inducción para las 

diferentes proteínas de interés. De forma general, se obtuvieron proteínas 

solubles induciendo los cultivos en medio LB durante 18 h a 22 °C con IPTG a 

una concentración final de 0,4 mM. Cuando no se obtuvieron proteínas solubles 

aplicando estas condiciones, se utilizó medio LB suplementado con sorbitol y 

glicina-betaína. Blackwell y Horgan (1991) describieron un mayor rendimiento 

(400 veces mayor) utilizando este medio en la obtención de una proteína 

transferasa de Agrobacterium expresada heterólogamente en E. coli. Aunque no se 

conoce con exactitud la causa de esta mejora, los autores indican que el aumento 

de las concentraciones internas de osmolitos compatibles podría minimizar el 

contacto disolvente-proteína, estabilizando la estructura de la proteína 

(Blackwell & Horgan, 1991). En los casos en los que se empleó LB-sorbitol-betaína 

como medio para la inducción, se añadió IPTG a una concentración final de 0,2 

mM y los cultivos se indujeron a 22 °C durante cinco días. Es necesario señalar 

que, en el caso de la ocratoxinasa de A. niger CBS 513.88, el gen que la codifica se 

amplificó inicialmente a partir de ADN cromosómico del hongo y se clonó en los 

vectores pURI3-Cter y pLATE31. Sin embargo, a pesar de los múltiples intentos 

realizados, no fue posible producir de forma soluble la proteína. Como estrategia 

alternativa, se decidió sintetizar el gen que codifica la enzima con un uso de 

codones optimizado para E. coli, dado que la optimización de codones es una 

estrategia ampliamente utilizada para mejorar la expresión de proteínas en 

sistemas heterólogos (Al-Hawash et al., 2017). La síntesis del gen con el uso de 

codones optimizado se encargó a GeneArt (Thermo Fisher Scientific, Alemania) y 

se adquirió insertado en el vector pMA. El vector pMA conteniendo dicho gen se 

utilizó como molde para la amplificación por PCR del gen y su posterior 

clonación en pURI3-Cter. Mediante esta estrategia se consiguió la producción de 

la ocratoxinasa de A. niger CBS 513.88 de forma soluble, aunque no con un alto 

rendimiento (2,7 mg/L), realizando la inducción en medio LB suplementado con 

sorbitol y glicina-betaína. 

 

Una vez purificadas y dializadas, las proteínas recombinantes se analizaron 

por SDS-PAGE con el fin de comprobar el tamaño correcto de la proteína (Figura 

8). Como se observa en la Figura 8, las proteínas recombinantes purificadas 

presentan una masa molecular que coincide con la masa molecular teórica 
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calculada por la herramienta ProtParam tool de ExPASy (Tabla 13). A pesar de 

numerosos esfuerzos para conseguir una mejor producción y pureza, en el caso 

de la purificación de las proteínas de L. concretionis, R. wittichii y S. dokdonensis, 

se observa la presencia de otras proteínas acompañantes en la solución. En estos 

casos, la cantidad de proteína de interés obtenida se estimó analizando por 

densitometría las bandas obtenidas en el gel SDS-PAGE. Los rendimientos de 

producción y purificación de todas las proteínas analizadas fueron muy variables 

y oscilaron entre los 2 y 29,76 mg de proteína por litro de cultivo (Tabla 13).  

 

 

 
Figura 8. Producción y purificación de proteínas potenciales transformadoras de OTA. Gel SDS-PAGE 12,5% 

de acrilamida. El marcador de peso molecular Broad-Range (Bio-Rad, EEUU) aparece a la izquierda. Las 

proteínas son N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T (AFA), 

amidohidrolasa de S. nitritireducens DSM 12575T (SNI1), amidohidrolasa de C. necator DSM 13513T (CNE), 

ocratoxinasa de A. niger CBS 513.88 (ANI), amidohidrolasa de B. linens DSM 20425T (BLI), amidohidrolasa 

de L. concretionis DSM 16239T (LCO), amidohidrolasa de S. nitritireducens DSM 12575T (SNI2), 

amidohidrolasa de R. wittichii DSM 6014T (RWI), amidohidrolasa de S. dokdonensis DSM 21029T (SDO), 

peptidasa M38 de C. necator DSM 13513T (CNP) y salicilato 1,2 dioxigenasa de P. salicylatoxidans DSM 6986T 

(PSA). 

 

 

La proteína que mejor se produjo fue la amidohidrolasa de B. linens, mientras 

que en el extremo opuesto se sitúan las amidohidrolasas de L. concretionis y S. 

nitritireducens (amidohidrolasa 2), para las que se obtuvieron los rendimientos 

más bajos (alrededor de 2 mg/L). Cabe destacar que, en la mayoría de los casos, 

fue necesario el uso de medio LB suplementado con sorbitol y glicina-betaína 

para la obtención de proteínas solubles. Únicamente en el caso de la N-acil-L-

aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T y de las 

dos proteínas de C. necator DSM 13513T se obtuvieron las proteínas de forma 

soluble realizando la inducción durante 18 h a 22 °C en medio LB. 
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3 Caracterización de enzimas destoxificadoras de ocratoxina A 

Tras la hiperproducción y purificación de las proteínas recombinantes se llevó a 

cabo la evaluación de su capacidad para transformar OTA. En los casos en los 

que ésta se confirmó se procedió a la caracterización de la enzima. El estudio de 

las características fisicoquímicas de las enzimas es relevante ya que permite 

elucidar las condiciones en las que éstas son capaces de trabajar de forma más 

eficiente y, por ende, su capacidad para ser usadas en diferentes procesos 

tecnológicos con distintos requerimientos. Los parámetros fisicoquímicos que se 

estudiaron fueron la temperatura y pH óptimos, así como la termoestabilidad de 

cada una de las enzimas. Asimismo, se evaluó la actividad específica y el efecto 

de diferentes aditivos sobre la actividad de las mismas, entre los que se 

incluyeron iones metálicos e inhibidores de metaloproteasas. Finalmente, se 

estudió la especificidad de sustrato de cada enzima, evaluando su actividad 

frente a una colección de sustratos sintéticos de carboxipeptidasas y 

aminoacilasas que presentan diferentes aminoácidos en su estructura. 

 

El análisis de la presencia de OTA y de sus productos de degradación se 

realizó mediante HPLC (Apartado 6.1.3 de Materiales y métodos). Para la 

determinación de la actividad específica y la caracterización de los parámetros 

fisicoquímicos se utilizó 4MF, análogo de OTA (Anexo I). Este sustrato fue 

utilizado previamente por Dobritzsch y colaboradores (2014) en la 

caracterización de la ocratoxinasa de A. niger. Considerando el riesgo biológico 

de trabajar con OTA, el 4MF permite trabajar en condiciones más seguras 

(Dobritzsch et al., 2014). Otra ventaja de la utilización de este compuesto es que 

permite medir la actividad enzimática mediante un ensayo colorimétrico. 

 

 

 

3.1 Enzimas pertenecientes a la familia M20 (M20D) de peptidasas  

Como se ha comentado anteriormente, el estudio in silico realizado al comienzo 

de esta tesis condujo a la identificación de dos proteínas debido a su similitud de 

secuencia con la N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis DSM 16503T 

(ocratoxinasa AfOTasa de A. faecalis) (Figura 9A), descrita como degradadora 

eficiente de OTA (Zhang et al., 2019). Estas dos proteínas candidatas están 

anotadas en las bases de datos como “amidohidrolasas” y provienen de C. necator 

DSM 13513T y de S. nitritireducens DSM 12575T, bacterias para las cuales se 

confirmó su capacidad de degradación de OTA (Tabla 12). 
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En primer lugar, se predijeron los dominios proteicos con el programa InterPro 

del EMBL-EBI.  El programa sitúa a las tres proteínas como miembros de la 

familia M20 de peptidasas y, para todas ellas, predice los dominios “peptidasa 

M20” y “dominio de dimerización peptidasa”.  

 

La base de datos MEROPS recoge información sobre peptidasas. El principio 

organizativo de esta base de datos es una clasificación jerárquica, en la que los 

conjuntos de proteínas homólogas a una determinada proteína se agrupan en 

familias y las familias homólogas en clanes; las familias se agrupan en un clan si 

existen indicios, principalmente a partir de comparaciones de estructuras 

terciarias, de la existencia de un ancestro común (Rawlings et al., 2004). En esta 

base de datos, la familia M20 de peptidasas aparece dentro del clan MH. Este clan 

engloba peptidasas de tipo co-catalítico que presentan dos iones metálicos 

(generalmente zinc) por monómero de proteína (Rawlings & Barret, 2013a).  

 

Con el objetivo de encontrar motivos conservados, se realizó un alineamiento 

con la N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis, las amidohidrolasas de 

C. necator y S. nitritireducens identificadas en este estudio y proteínas 

representativas de la familia M20 (Figura 9). 

  

Entre las características más relevantes atribuidas a las enzimas de la familia 

M20, se encuentra la capacidad de hidrolizar diferentes sustratos, a pesar de 

poseer conformaciones del sitio activo similares con los mismos residuos 

coordinando el metal (Jamdar et al., 2015). Entre las diferentes actividades 

enzimáticas descritas para los miembros de la familia M20, las más comunes son 

aminoacilasa y/o carboxipeptidasa (Lin et al., 2007; Ishikawa et al., 2001). La 

característica estructural común entre los miembros de esta familia es que el 

monómero consiste en un dominio de oligomerización y un dominio catalítico 

con un plegamiento  sándwich, donde se encuentra el centro bimetálico del 

sitio activo (Jamdar et al., 2015) (Figura 10). El dominio de oligomerización 

contiene un residuo conservado de arginina (Arg-303 en AfOTasa). Se ha descrito 

que este residuo interactúa con el carboxilato  del sustrato, ayudando a su 

orientación en el sitio activo (Jamdar et al., 2015). El dominio de oligomerización 

adopta un plegamiento  y desempeña un papel importante en la asociación 

cuaternaria (Jozic et al., 2002). 
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Figura 9. Matriz de identidad (A) y alineamiento (B) de las proteínas identificadas en este trabajo 

pertenecientes a la familia M20 (M20D) de peptidasas y similares a la N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa 

de A. faecalis DSM 16503T. El nombre asignado a cada secuencia corresponde a la primera letra del género y 

las dos primeras letras de la especie del microorganismo del que procede. Se incluyen las secuencias de 

proteínas descritas previamente pertenecientes a la subfamilia M20D de Burkholderia cepacia (BCE) 

(WP_039358627.1), Deinococcus radiodurans R1 (DRA) (WP_010888346.1) y Staphylococcus aureus (SAU) 

(EFW31393.1). Se indica (*) identidad entre aminoácidos, (:) cambio semiconservativo y (.) cambio 
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conservativo. Los guiones representan espacios introducidos para maximizar similitudes. La secuencia de 

aminoácidos que conforman el péptido señal se señala en verde oscuro. El dominio de oligomerización está 

marcado con un recuadro azul (Jamdar et al., 2015). Los recuadros rojos indican los dominios conservados 

“RADXDALP” y “HACGHDXH” (Natsch et al., 2003). Aparecen resaltados los residuos conservados de las 

proteínas de la subfamilia M20D. Los residuos de unión a iones metálicos están resaltados en azul, los otros 

residuos conservados involucrados en la unión al sustrato están resaltados en amarillo. Arg-303 en AFA, 

que se une al carboxilato  del sustrato, está resaltado en verde. El alineamiento y la matriz de identidad se 

obtuvieron mediante el programa Clustal Omega. 

 
La familia M20 se subdivide en seis subfamilias basándose en la conservación 

de los residuos de su sitio activo.  La subfamilia M20D se identifica por la 

participación de un residuo de cisteína en la formación del enlace covalente 

coordinado con los dos iones metálicos; dicho residuo aparece en el motivo 

“CGH”. En la Figura 9, se puede observar que tanto AfOTasa como las dos 

proteínas identificadas en este estudio pertenecen a esta subfamilia, ya que 

presentan la cisteína en el motivo conservado “CGH” y conservan la secuencia 

alrededor de los residuos de unión al metal que forman parte del sitio activo, 

como por ejemplo el motivo “DXD” (Rawlings & Barret, 2013a, 2013b). Como se 

puede observar en la Figura 9, este motivo “DXD” es parte del motivo 

conservado “RADXDALP” que, junto con el motivo “HACGHDXH”, está 

conservado entre las peptidasas de la subfamilia M20D procedentes de especies 

de arqueas, eubacterias y plantas (Natsch et al., 2003). Las proteínas de la 

subfamilia M20D presentan cinco residuos implicados en la coordinación de los 

iones metálicos (Bitto et al., 2009). Estos incluyen una cisteína, un glutamato y 

tres residuos de histidina. Los dos iones metálicos están fuertemente unidos por 

tres residuos de histidina (His-141, His-206 e His-406 en AfOTasa) y unidos entre 

sí por el residuo de cisteína altamente conservado (Cis-139 en AfOTasa), el cual 

actúa como un ligando coordinando ambos iones (Natsch & Emter, 2020) (Figura 

10). A su vez, el grupo carboxilato del residuo de ácido glutámico conservado 

(Glu-174 en AfOTasa) interviene en la coordinación de uno de los iones metálicos. 

Además, se cree que este residuo de ácido glutámico, conservado en todas las 

proteínas de la familia M20, puede actuar como base para facilitar la 

desprotonación de una molécula de agua coordinada con el metal durante la 

catálisis (Bitto et al., 2009). También están conservados los residuos Arg-104, Gln-

171, Glu-376 y Asp-377 en AfOTasa (Figura 9), los cuales parecen estar 

involucrados en una red de puentes de hidrógeno cercana al sitio activo, cerca 

del resido Glu-174 (Bitto et al., 2009). La presencia de estos residuos y dominios 

conservados apoya la clasificación de las proteínas identificadas como peptidasas 

M20D.  
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Figura 10. Modelo de la estructura tridimensional (A) y representación esquemática del centro catalítico (B) 

de una subunidad de la enzima AfOTasa construido con el software AlphaFold. En amarillo se muestra el 

dominio de oligomerización que adopta un plegamiento  y en azul el dominio catalítico que adopta un 

plegamiento  sándwich. Las esferas marrones representan los iones metálicos del centro activo. Las 

figuras han sido obtenidas con el software PyMOL versión 2.5.0. 

 
Una vez verificada la clasificación de las proteínas identificadas como 

peptidasas M20D, se procedió a evaluar su capacidad para transformar OTA. 

Como muestra la Figura 11, se confirmó la actividad de AfOTasa sobre OTA. 

Respecto a las proteínas identificadas en este estudio, la actividad 

transformadora de OTA se confirmó también para la amidohidrolasa de C. 

necator (ocratoxinasa CnOTasa de C. necator); sin embargo, en el caso de la 

amidohidrolasa de S. nitritireducens (amidohidrolasa SnAH de S. nitritireducens), 

aunque se observa aparición de OTα, la enzima es incapaz de degradar la mayor 

parte de la OTA presente. Las proteínas AfOTasa y CnOTasa transforman la OTA 

por completo mediante la hidrólisis del enlace amida, como indica la aparición 

de OT como único producto de degradación (Figura 11). La OT se identificó 

por comparación con el compuesto comercial; la L--fenilalanina producida, 

también como resultado de la hidrólisis, no se puede detectar con este método de 

análisis. 
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Figura 11. Degradación de OTA por peptidasas de la familia M20 (M20D). Las proteínas se incubaron con 

OTA (2 g/ml) durante 18 h a 37 C. Se indica el control (C), reacción sin enzima.  

 

A continuación, se determinó la actividad específica de las enzimas 

transformadoras de OTA sobre el análogo 4MF (Tabla 14), entendiendo por 

actividad específica los moles de 4MF que desaparecen por minuto y por mg de 

proteína en condiciones de saturación de sustrato. En el caso de la SnAH, se 

realizaron varios ensayos de actividad sobre 4MF, incubándola durante distintos 

intervalos de tiempo. Únicamente se observó actividad tras la incubación más 

prolongada estudiada (18 h), indicando que la proteína aunque posee actividad 

ésta es muy baja, por lo que no se continuó su caracterización.  La actividad 

transformadora de 4MF de AfOTasa es 31,8 veces mayor que la actividad 

mostrada por CnOTasa en las condiciones ensayadas. Cabe señalar que la 

actividad específica de las metaloenzimas puede variar dependiendo de las 

condiciones del experimento. En un estudio realizado por Ferreira y 

colaboradores (2006), en el que analizaron la cantidad de iones metálicos 

presentes en la enzima metalodependiente N-acetilglucosamina-6-fosfato 

deacetilasa de E. coli, hallaron que la enzima contenía 1,4 átomos de Zn+2 por 
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subunidad. El hecho de no obtener un número entero de átomos sugiere que la 

enzima puede acomodar más de un átomo en su centro activo y que el segundo 

sitio de unión al átomo metálico podría tener una constante de disociación alta. 

Como resultado, este segundo átomo puede perderse parcialmente durante la 

purificación de la enzima (Ferreira et al., 2006). En la misma línea, un estudio 

realizado con la enzima dihidropirimidina amidohidrolasa de Saccharomyces 

kluyveri describió que la actividad específica de la enzima después de la 

purificación fue de 7,5 U/mg, sin embargo, su actividad específica aumentó a 23,2 

U/mg cuando ésta se saturó con Zn+2 (Lohkamp et al., 2006). Estos estudios 

indican que la interpretación de los resultados obtenidos en la actividad 

específica de metaloenzimas, especialmente aquellas con dos metales en su sitio 

catalítico, debe hacerse de forma cautelosa, puesto que puede estar influida por 

las condiciones experimentales utilizadas.  

  
Tabla 14. Actividad específica de las proteínas de la familia M20 (M20D) de peptidasas. 

Enzima Actividad específica (mol/min·mg) RSD a (%) 

AfOTasa 53,18 6,58 

CnOTasa 1,67 6,20 
                                                              a RSD desviación estándar relativa 

 

 
3.1.1 Efecto del pH 

A pesar de que ambas proteínas presentan actividades específicas muy 

diferentes, se continuó la caracterización de ambas estudiando, en primer lugar, 

el efecto de diferentes valores de pH sobre su actividad. La Figura 12 muestra el 

efecto del pH sobre la actividad de las proteínas AfOTasa y CnOTasa utilizando 

4MF como sustrato. Ambas proteínas presentan un perfil similar, con un pH 

óptimo alrededor de valores neutros, siendo 7 el pH óptimo de AfOTasa y 6,5 el 

pH óptimo de CnOTasa. En los valores de pH ácidos, entre 3 y 5, CnOTasa 

presenta una actividad baja (oscilando entre el ~10-15%), mientras que AfOTasa 

se encuentra completamente inactiva. En el valor más básico estudiado, pH 9, se 

observa en ambas un acusado descenso de la actividad, llegando a valores en 

torno al 30% respecto a la máxima actividad observada en sus valores de pH 

óptimos (Figura 12).   
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Figura 12. Efecto del pH sobre la actividad de las peptidasas de la familia M20 (M20D) que degradan OTA, 

AfOTasa (azul) y CnOTasa (verde). Los ensayos se realizaron por triplicado, se representa la media y la 

desviación estándar. La máxima actividad observada se consideró el 100% de actividad. 

 
En el estudio realizado por Zhang y colaboradores (2019), en el que 

describieron por primera vez la capacidad de AfOTasa para degradar OTA, 

también evaluaron la actividad de la enzima frente a variaciones de pH y 

temperatura. Estos investigadores realizaron la caracterización utilizando OTA 

como sustrato. El comportamiento de AfOTasa observado en el presente estudio 

es similar al descrito por Zhang y colaboradores (2019), ya que éstos obtuvieron 

niveles altos de actividad entre los valores de pH 6-7 y un pH óptimo de 6,5. Las 

pequeñas diferencias encontradas entre ambos estudios se pueden deber a 

variaciones en las condiciones experimentales, como el uso de diferente sustrato 

o tampones de reacción. 

 

Los valores neutrales de pH óptimos exhibidos tanto por AfOTasa como por 

CnOTasa no coinciden con los valores básicos descritos como pH óptimo en 

proteínas bacterianas pertenecientes a la familia M20 (M20D). Así, en diversas 

proteínas de la subfamilia M20D se ha descrito un pH óptimo de 8, como es el 

caso de la peptidasa BcepM20D de Burkholderia cepacia (Jamdar et al., 2015), la 

enzima HmrA de Staphylococcus aureus (Jamdar et al., 2015) y una N-acil-

amidohidrolasa DradM20D de Deinococcus radiodurans R1 (Jamdar et al., 2015; 

Lin et al., 2007).  
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3.1.2 Efecto de la temperatura y estudio de la termoestabilidad 

En lo que respecta al efecto de la temperatura, AfOTasa presenta una actividad 

superior al 90% entre los valores de 37 y 55 °C (Figura 13); comportamiento que 

resulta similar a los resultados obtenidos cuando se empleó OTA como sustrato 

(Zhang et al., 2019). En el estudio realizado por Zhang y colaboradores (2019) no 

se analizaron temperaturas inferiores a 30 °C, sin embargo, en el estudio descrito 

en esta tesis se observa que AfOTasa presenta también actividad a 5 y 20 °C, 

siendo un 33 y un 63% de su actividad máxima, respectivamente. La proteína 

CnOTasa también presenta un 36% de su actividad a 5 °C. Además, esta enzima 

muestra una actividad superior al 90% en un intervalo más amplio de 

temperaturas, entre los 20 y los 65 °C, en comparación con AfOTasa. Ambas 

enzimas presentan como temperatura óptima 55 °C (Figura 13).  

 

 
Figura 13. Efecto de la temperatura sobre la actividad de las peptidasas de la familia M20 (M20D) que 

degradan OTA, AfOTasa (azul) y CnOTasa (verde). Los ensayos se realizaron por triplicado, se representa 

la media y la desviación estándar. La máxima actividad observada se consideró el 100% de actividad. 

 
Con relación a la termoestabilidad, Zhang y colaboradores (2019) describieron 

a la proteína AfOTasa como una enzima termoestable, al observar que era capaz 

de retener más de un 90% de su actividad tras 150 min de incubación a 40 °C. En 

este estudio y utilizando 4MF como sustrato, se observa que la enzima mantiene 

alrededor de un 70% de su actividad inicial tras 150 min de incubación a 

diferentes temperaturas (Figura 14A). Extendiendo el tiempo de preincubación a 

6 h, se observa que a 20 °C mantiene un 62% de su actividad máxima, mientras 

que, a 30, 37 y 45 °C la enzima retiene un 40% de actividad. En cambio, por 

encima de 55 °C de preincubación, AfOTasa pierde rápidamente su actividad, 

mostrando un 65% de su actividad máxima a los 15 min y habiéndola perdido 

por completo tras 30 min de incubación a dichas temperaturas.  
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La proteína CnOTasa presenta una mayor termoestabilidad a temperaturas 

moderadas, ya que tras incubarla durante 6 h a 20, 30 y 37 °C sigue manteniendo 

el 100% de actividad. Además, después de 20 h de incubación a 20 y 30 °C todavía 

conserva su actividad máxima; sin embargo, tras 20 h a 37 °C retiene únicamente 

un 14% de actividad. La actividad de la enzima disminuye rápidamente al 

preincubarla a temperaturas superiores a los 45 °C. Tras una incubación de 6 h a 

45 °C, CnOTasa conserva un 27% de su actividad, mientras que, tras 1 h a 65 °C, 

la proteína se inhibe por completo (Figura 14B). 

   

 
Figura 14. Termoestabilidad de las peptidasas de la familia M20 (M20D) que degradan OTA, AfOTasa (A) y 

CnOTasa (B). Los ensayos se realizaron por triplicado, se representa la media y la desviación estándar. El 

control sin preincubación de la enzima se tomó como el 100% de actividad. Preincubación a 20 C (azul), 30 

C (naranja), 37 C (morado), 45 C (rojo), 55 C (verde) y 65 C (amarillo). 

 
El comportamiento observado para ambas enzimas, temperaturas óptimas 

altas y termoestabilidad, coincide con las características descritas previamente en 

proteínas bacterianas de la subfamilia M20D. Entre las proteínas caracterizadas 

de esta subfamilia, la temperatura óptima más baja (40 °C) la muestra DradM20D 

de Deinococcus radiodurans R1 (Lin et al., 2007), siendo 55 °C la temperatura 

óptima de BcepM20D de Burkholderia cepacia y HmrA de Staphylococcus aureus 

(Jamdar et al., 2015).  

 

 

3.1.3 Efecto de aditivos 

Una vez determinados los valores de pH y temperatura óptimos para la actividad 

de AfOTasa y CnOTasa, así como su termoestabilidad, se estudió el efecto de 

diferentes aditivos en la actividad de ambas enzimas. La Figura 15 muestra que 

el comportamiento de las enzimas en presencia de diferentes tipos de aditivos a 

una concentración final de 1 mM produce tendencias similares en términos de 

activación/inhibición de la actividad de ambas. La incubación con iones metálicos 

se traduce en efectos diferentes dependiendo del metal. La incubación de 



Resultados y discusión 

 75 

AfOTasa con Ca+2 tiene un ligero efecto potenciador de la actividad (112% 

respecto de su actividad original); en presencia de K+ y Mn+2 la enzima conserva 

su actividad original. Sin embargo, la actividad de la enzima disminuye al 

incubarla con Cu+2, Ni+2, Hg+2, Zn+2, Fe+2 y Mg+2, conservando sólo un 5,5%, 6%, 

15,5%, 32,5%, 45% y 75% de actividad, respectivamente. CnOTasa se inhibe en 

presencia de los mismos iones metálicos, pero en diferentes proporciones: Hg+2
 

(0% de actividad), Fe+2 (0%), Zn+2 (4,6%), Cu+2 (5,9%), Ni+2 (34%) y Mg+2 (43%). 

Como en el caso de AfOTasa, su actividad se mantiene en presencia de Ca+2 y de 

Mn+2; sin embargo, contrariamente a AfOTasa, en presencia de K+ la actividad de 

CnOTasa se reduce en un 20% respecto de su actividad original. En el estudio 

realizado con la peptidasa BcepM20D de Burkholderia cepacia también observaron 

inhibición de la actividad enzimática en presencia de determinados iones 

metálicos. Por ejemplo, se describe que la actividad de la enzima se inhibe en 

presencia de concentraciones superiores a 0,1 mM de Zn+2 o en presencia de 

concentraciones superiores a 0,4 mM de Co+2. Asimismo, observaron que 

utilizando concentraciones entre 0,05 y 0,1 mM de Zn+2 la actividad de la enzima 

se restaura (Jamdar et al., 2015). En el estudio descrito en esta tesis también se 

obtiene que el Zn+2 inhibe la actividad de AfOTasa y CnOTasa. Existen otras 

referencias en la literatura que sugieren que un exceso de zinc inhibe la actividad 

de las metaloenzimas que presentan este mismo metal en su centro catalítico 

(Rawlings & Barrett, 2013b). 

 

Finalmente, se estudió la actividad de las enzimas en presencia de inhibidores 

de proteasas y agentes quelantes. La subfamilia de peptidasas M20D está 

formada por metaloproteínas (Jamdar et al., 2015). Por ello, sería de esperar que 

los inhibidores de metaloproteínas ejerciesen un efecto inhibidor en las proteínas 

de esta familia. La Figura 15 muestra que la actividad de AfOTasa se ve inhibida 

por los compuestos ensayados, observándose la mayor inhibición en presencia 

de EDTA y 1,10-fenantrolina. La proteína CnOTasa disminuye su actividad tras 

incubarla con 8-hidroxiquinolina y 1,10-fenantrolina; aunque el efecto más 

evidente se observa en presencia de EDTA, compuesto en presencia del cual 

muestra una actividad de alrededor de un 45% respecto de su actividad original 

(Figura 15). El EDTA, la 8-hidroxiquinolina y la 1,10-fenantrolina son agentes 

quelantes de iones metálicos; la inhibición de la actividad, aunque moderada, 

observada tras la incubación con estos compuestos sugiere la participación de 

iones metálicos en el proceso catalítico. Por el contrario, el PMSF no tiene efecto 

sobre la actividad de las enzimas (ambas enzimas mantienen más de un 90% de 

su actividad original), ya que este compuesto es un inhibidor de peptidasas 

pertenecientes a la familia de serín proteasas. La ausencia de inhibición en 

presencia de PMSF sobre estas proteínas era esperable puesto que, como se 

observa en el alineamiento con proteínas de la familia M20 (Figura 9), la serina 

no forma parte de su centro activo.   
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Figura 15. Efecto de distintos aditivos (1 mM) sobre la actividad de peptidasas de la familia M20 (M20D) 

que degradan OTA, AfOTasa (A) y CnOTasa (B). Los ensayos se realizaron por triplicado, se representa la 

media y la desviación estándar. El control sin presencia de aditivo se consideró como el 100% de actividad. 

Se indican: control sin aditivo (azul), iones metálicos (amarillo) e inhibidores de proteasas y agentes 

quelantes (morado). 

 

 

3.1.4 Especificidad de sustrato 

Como se ha mencionado anteriormente, la familia M20 (M20D) constituye un 

grupo heterogéneo de peptidasas que incluye aminoacilasas y carboxipeptidasas 

(Jamdar et al., 2015). Para conocer la actividad hidrolítica de las enzimas 

identificadas en este estudio se ensayaron diferentes tipos de sustratos. La 

actividad endopeptidasa se evaluó empleando como sustrato seroalbúmina 

bovina (BSA), la actividad aminoacilasa se ensayó sobre 11 N-acetil-L-

aminoácidos y la actividad carboxipeptidasa sobre dos ocratoxinas (OTA y OTB), 

dos N-benzoil-glicil aminoácidos, dos glicil aminoácidos y 13 N-

benciloxicarbonil (o carbobenciloxi) aminoácidos. 

 

Puesto que la actividad hidrolítica sobre OTA se confirmó para ambas enzimas 

en la primera parte de este estudio (Figura 11), también se analizó la capacidad 

de las enzimas para degradar OTB, derivado no clorado de OTA (Steyn, 1995). 

Como era de esperar por la similitud de las estructuras químicas de OTA y OTB, 

se demostró la actividad hidrolítica de las dos enzimas sobre esta micotoxina 

(Figura 16). 
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Figura 16. Degradación de OTB por peptidasas de la familia M20 (M20D). Las proteínas se incubaron con 

OTB (2 g/ml) durante 18 h a 37 C. Se indica el control (C), reacción sin enzima.  

 

La actividad endopeptidasa de las proteínas se ensayó utilizando BSA como 

sustrato. No se observó actividad endopeptidasa con ninguna de las proteínas al 

incubarlas con BSA durante 18 h, como reveló la ausencia de productos de 

hidrólisis de esta proteína en un gel SDS-PAGE (Anexo II). Por lo tanto, ninguna 

de las dos enzimas posee actividad endopeptidasa, al menos frente al sustrato 

empleado en este estudio.  

 

La acetilación N-terminal de las proteínas es un proceso muy extendido y 

conservado que está involucrado en la protección y estabilidad de éstas 

(Vandrisse & Escalante-Semerena, 2019). La proteína AfOTasa está anotada como 

una N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa, por lo que se decidió comprobar su 

actividad aminoacilasa frente a 11 N-acetil-L-aminoácidos. Las aminoacilasas 

difieren en su preferencia por distintos aminoácidos. Dos proteínas de la 

subfamilia M20D, HmrA de S. aureus y BcepM20D de B. cepacia, presentan su 

mayor actividad frente a N-acetil-L-alanina, un aminoácido de tamaño pequeño, 

neutro, no polar, así como frente a aminoácidos cargados negativamente. Por su 
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parte, la proteína DradM20D de Deinococcus radiodurans R1 es activa frente a 

aminoácidos no polares o no cargados (Jamdar et al., 2015). En este estudio se ha 

observado que AfOTasa puede liberar diferentes aminoácidos de los sustratos 

ensayados. La Figura 17A muestra la actividad relativa de AfOTasa respecto al 

sustrato frente al que presentó mayor actividad de cada uno de los grupos 

(considerado como el 100% de actividad). De los sustratos ensayados, AfOTasa 

presenta la mayor actividad frente a AF, seguido de AY. Estos resultados 

sugieren que, para su actividad aminoacilasa, AfOTasa muestra preferencia por 

aminoácidos con carácter aromático. AM y AL también fueron hidrolizados, 

aunque en un porcentaje menor. De este modo, se observa que AfOTasa puede 

eliminar el grupo acetilo de aminoácidos neutros polares (tirosina), así como 

aminoácidos hidrofóbicos no polares con un anillo aromático (fenilalanina) o con 

un grupo alquilo (metionina o leucina). 

 

La actividad hidrolítica de AfOTasa también se ensayó frente a 13 derivados 

N-benciloxicarbonil. Los aminoácidos hidrolizados preferentemente en el caso 

de los sustratos N-benciloxicarbonil, fueron los mismos que se hidrolizan de 

forma preferente en el caso de los sustratos N-acetil (tirosina, fenilalanina y 

metionina) (Figura 17A). Este resultado confirma que AfOTasa presenta 

preferencia por sustratos que poseen aminoácidos neutros con un grupo 

aromático o alquilo.  

 

La actividad carboxipeptidasa de AfOTasa sobre la fenilalanina en el extremo 

C-terminal también se ha puesto en evidencia por su capacidad para hidrolizar 

OTA y OTB. Además, se demostró de nuevo utilizando como sustratos dos 

grupos adicionales de compuestos en los que varía su residuo C-terminal, GF, 

comparado con GA, y HF comparado con HR. Entre estos sustratos, sólo los 

derivados de fenilalanina se hidrolizan eficientemente (Figura 17A). 

 

 
Figura 17. Especificidad de sustrato de las peptidasas de la familia M20 (M20D) que degradan OTA, 

AfOTasa (A) y CnOTasa (B). Los experimentos se realizaron por triplicado, se representa la media y la 

desviación estándar. Para cada sustrato se realizó un control sin añadir enzima. Se tomó como 100% la 

reacción con el sustrato para el que la enzima presentó mayor actividad de cada uno de los grupos. Se 

representan los sustratos derivados de hipuril (azul), glicil (rojo), N-acetil (verde) y N-carbobenciloxi 

(amarillo). 
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La actividad de CnOTasa se ensayó sobre los mismos sustratos utilizados para 

caracterizar AfOTasa (Figura 17B). Como se ha mencionado anteriormente, pese 

a la similitud de secuencia y la presencia de motivos conservados, la subfamilia 

M20D presenta una gran diversidad hidrolítica entre las proteínas que la forman 

(Jamdar et al., 2015). Por este motivo, CnOTasa no tendría necesariamente que 

presentar un perfil hidrolítico similar al observado para AfOTasa. La Figura 17B 

muestra la actividad de CnOTasa frente a los diferentes sustratos evaluados. En 

este caso, se observa una mayor promiscuidad, ya que la enzima es capaz de 

hidrolizar en mayor o menor proporción todos los sustratos ensayados, excepto 

los derivados que contienen ácido aspártico y prolina. En el caso de los sustratos 

GF, GA, HF y HR, CnOTasa no muestra actividad sobre el derivado de arginina, 

mientras que sí se observa actividad sobre los dos derivados de fenilalanina, y, 

en menor medida, sobre GA (Figura 17B). Los resultados indican que CnOTasa 

es capaz de hidrolizar una mayor variedad de sustratos que AfOTasa. 

 

El ensayo funcional llevado a cabo en este estudio aporta datos relevantes 

sobre la especificidad de sustrato de AfOTasa de A. faecalis subsp. phenolicus DSM 

16503T y de CnOTasa de C. necator DSM 13513T. En el presente estudio, se ha 

demostrado que ambas proteínas pertenecen a la familia M20 (M20D) de 

peptidasas y presentan actividad aminoacilasa y carboxipeptidasa, lo que se debe 

a su capacidad para acomodar diferentes tipos de grupos químicos en su centro 

catalítico, comportamiento que ha sido descrito previamente en proteínas de esta 

familia (Jamdar et al., 2015). El hecho de que ambas proteínas no presenten 

actividad exclusivamente sobre derivados que contienen fenilalanina parece 

indicar que OTA no es su sustrato natural. Las dos enzimas presentan preferencia 

por sustratos con residuos de fenilalanina, tirosina, metionina o leucina; CnOTasa 

muestra además preferencia por alanina. En las proteínas M20D, aunque se 

desconozca su sustrato fisiológico, las diferencias que existen en su asociación 

cuaternaria, la elección del metal que actúa como cofactor y las preferencias de 

sustrato sugieren diversos roles funcionales y mecanismos regulatorios. Estas 

enzimas hidrolizan varios aminoácidos N-acetilados y aminoácidos en el 

extremo C-terminal de diferentes sustratos. Estos compuestos se pueden generar 

tanto por degradación de proteínas celulares como por el metabolismo de 

sustratos proteicos. En hábitats naturales donde la disponibilidad exógena de 

aminoácidos es baja, la capacidad para reciclar aminoácidos que proporcionan a 

las bacterias este tipo de enzimas es importante para el mantenimiento de las 

funciones celulares.  

 

 

 



Resultados y discusión 

 

 80 

3.1.5 Estudio in silico de alergenicidad 

Para finalizar el estudio de las proteínas AfOTasa y CnOTasa, puesto que 

presentan una potencial aplicación en la industria alimentaria por su capacidad 

para degradar OTA, se decidió evaluar su posible alergenicidad. En la alergia 

están involucradas una serie compleja de reacciones y factores intrínsecos y 

extrínsecos que contribuyen al desarrollo de la enfermedad y al 

desencadenamiento de los síntomas. La alergenicidad se define como el potencial 

de una sustancia para provocar sensibilidad y reacciones alérgicas relacionadas 

con la respuesta de los anticuerpos IgE (Sadeghian & Hemmati, 2021). Existe un 

amplio espectro de moléculas que pueden actuar como alérgenos, entre las que 

se incluyen moléculas químicas de pequeño tamaño o moléculas biológicas como 

proteínas.  

 

La predicción de proteínas alergénicas ha adquirido gran relevancia en la 

actualidad debido al uso de proteínas modificadas en alimentos, en compuestos 

terapéuticos y biofármacos. En 2003, el Códex Alimentarius sugirió el uso de 

varios test para examinar el comportamiento alergénico de las proteínas, lo que 

incluye el estudio de factores como la similitud de secuencia con alérgenos 

conocidos, la estabilidad de las proteínas o los sitios de unión a IgE (Saha & 

Raghava, 2006).  En los últimos años, se ha empleado la bioinformática como 

instrumento para la predicción de alérgenos desarrollándose diversas 

herramientas, muchas de las cuales se encuentran disponibles online (Dimitrov et 

al., 2014).  

 

Con el objetivo de disponer de una información preliminar sobre la 

alergenicidad de las proteínas descritas en este estudio, se utilizaron los 

programas informáticos AllerTOP v.2 y AlgPred 2.0 (Sharma et al., 2021; Dimitrov 

et al., 2014). Ambos programas predicen la alergenicidad de las proteínas de 

interés basándose en secuencias de proteínas alérgenas y no alérgenas. El 

programa AllerTOP v.2, en primer lugar, evalúa las proteínas de acuerdo con 

descriptores de aminoácidos, después convierte las cadenas de diferente longitud 

en vectores uniformes y, por último, aplica métodos computacionales de 

aprendizaje automático (machine-learning) para clasificar y diferenciar los 

alérgenos de los no alérgenos. Para los descriptores de aminoácidos, analizan 237 

propiedades fisicoquímicas, entre las que se incluyen la hidrofobicidad de los 

aminoácidos, su tamaño, su tendencia a formar hélices o láminas beta y su 

abundancia relativa (Sharma et al., 2021; Dimitrov et al., 2014). Por su parte, 

AlgPred 2.0 hace uso de varios métodos. En primer lugar, realiza un BLAST para 

identificar alérgenos basándose en su similitud con alérgenos conocidos. En 

segundo lugar, localiza epítopos IgE para predecir alérgenos en función de la 

presencia de estos epítopos en la secuencia de la proteína a estudio. 

Seguidamente, MOTIF scanning busca motivos conservados en las proteínas de 
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interés que también estén presentes en proteínas alérgenas conocidas. Como 

último test, el programa calcula una puntuación híbrida basada en la 

combinación de: (i) un método basado en la similitud de secuencia (empleando 

BLAST), (ii) un método basado en la búsqueda de motivos (mediante el programa 

MERCI) y (iii) un método basado en machine-learning (Sharma et al., 2021).  

 

Introduciendo la secuencia de AfOTasa y CnOTasa en AllerTOP v.2, el 

programa predice que se trata de proteínas probablemente no alergénicas. En el 

caso de AlgPred 2.0, realizando el BLAST no encuentra identidad de secuencia 

con ninguna de las proteínas identificadas como alérgenos en la base de datos, y 

encuentra hits con proteínas identificadas como no alérgenos. El programa no 

encuentra epítopos de IgE en AfOTasa, mientras que en CnOTasa encuentra dos 

epítopos formados por tres aminoácidos. Sin embargo, para considerar que la 

proteína pueda ser un alérgeno, sólo se tienen en cuenta epítopos superiores a 

cinco aminoácidos (Sharma et al., 2021). Al realizar el MOTIF scanning, el 

programa predice ambas proteínas como alérgenos, si bien es cierto que los 

autores señalan este método como el menos discriminatorio (Sharma et al., 2021). 

La puntuación híbrida obtenida indica que AfOTasa y CnOTasa no serían 

proteínas alérgenas (Tabla 15). Considerados en su conjunto, y como 

aproximación inicial, los resultados obtenidos mediante estas dos herramientas 

indican, a falta de confirmación con estudios in vivo, que tanto AfOTasa como 

CnOTasa probablemente no son proteínas alergénicas.   

 

Tabla 15. Test de alergenicidad de las enzimas pertenecientes a la familia M20 (M20D) de peptidasas. 

Proteína AllerTOP v.2 

AlgPred 2.0 

BLAST IgE 
MOTIF 

scanning 

 Puntuación híbrida 

     A    B 

AfOTasa Probable no alérgeno No alérgeno - Alérgeno  -0,34 No alérgeno 

CnOTasa Probable no alérgeno No alérgeno 2 epítopos 

 (IAT, PSN) 

Alérgeno  0,14 No alérgeno 

 
Los ensayos de caracterización de las peptidasas de la familia M20 (M20D) 

capaces de degradar OTA, AfOTasa y CnOTasa, revelan que se trata de dos 

proteínas que, por sus características fisicoquímicas y por su probable carencia 

de alergenicidad, resultan potencialmente adecuadas para su uso sobre matrices 

alimentarias.  
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3.2 Enzimas pertenecientes a la familia M38 de peptidasas  

La búsqueda de proteínas con alta similitud de secuencia a la ocratoxinasa de A. 

niger UVK143 (AnOTasa) condujo a la identificación de siete proteínas candidatas 

para la transformación de OTA (Tabla 11 y Figura 18A). Entre ellas se encuentran 

seis proteínas anotadas como “amidohidrolasas” pertenecientes a Brevibacterium 

linens DSM 20425T, Rhizorhabdus wittichii DSM 6014T, Sphingomonas dokdonensis 

DSM 21029T, Lysobacter concretionis DSM 16239T y Stenotrophomonas nitritireducens 

DSM 12575T (diferente a la descrita en el apartado anterior como similar a 

AfOTasa), y una proteína anotada como “peptidasa M38” de Cupriavidus necator 

DSM 13513T. 

 

Del mismo modo que para las peptidasas identificadas de la familia M20 

(M20D), en primer lugar, se predijeron los dominios proteicos presentes en estas 

proteínas mediante el programa InterPro del EMBL-EBI. El programa predijo un 

dominio “relacionado con amidohidrolasas” e “hidrolasas metalodependientes” 

presente en todas ellas. Como en el caso de las proteínas similares a la N-acil-L-

aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis DSM 16503T, y al estar anotada la 

proteína identificada de C. necator como “peptidasa M38”, se realizó una 

búsqueda en la base de datos de peptidasas MEROPS. Esta base de datos clasifica 

a las proteínas identificadas dentro de esta misma familia de peptidasas (M38). 

Con el objetivo de encontrar motivos conservados, se realizó un alineamiento con 

la ocratoxinasa de A. niger UVK143, las proteínas similares a ella identificadas en 

este estudio y otras proteínas con función conocida clasificadas dentro de la 

familia M38 (Figura 18B). Tal y como se ha comentado previamente, durante el 

transcurso de esta tesis, Luo y colaboradores (2022) identificaron la 

amidohidrolasa ADH3 de Stenotrophomonas sp. CW117 como una enzima 

eficiente en la degradación de OTA. Al realizar un alineamiento de la secuencia 

de ADH3 con las secuencias de las proteínas identificadas en este estudio, se 

observó que esta nueva enzima se agrupa dentro del conjunto de proteínas 

similares a AnOTasa, por lo que también se añadió en este alineamiento (Figura 

18B). Además, como se ha comentado previamente, esta enzima comparte un 

90,87% de identidad de secuencia con la amidohidrolasa de S. nitritireducens 

identificada en este trabajo, lo que indica que se trataría de la proteína 

equivalente en ambas cepas.  
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Figura 18. Matriz de identidad (A) y alineamiento (B) de las proteínas identificadas en este trabajo 

pertenecientes a la familia M38 de peptidasas y similares a la ocratoxinasa de A. niger UVK143. El nombre 

de cada secuencia corresponde a la primera letra del género y las dos primeras letras de la especie del 

microorganismo del que procede. Se incluyen las secuencias de proteínas descritas previamente y 

pertenecientes a la familia M38 de Stenotrophomonas sp. CW117 (SCW) (Luo et al., 2022) y las proteínas 

caracterizadas Sgx9260c y Sgx9260b (caracterizadas como prolidasas), Sgx9359b y Cc2672 (especificidad por 

sustratos de Arg/Leu) y Cc0300 (especificidad por sustratos hidrofóbicos) (Xiang et al., 2010; Xiang et al., 

2009a, 2009b). Se indica (*) identidad entre aminoácidos, (:) cambio semiconservativo y (.) cambio 

conservativo. Los guiones representan espacios introducidos para maximizar similitudes. La secuencia de 

aminoácidos que conforman el péptido señal se señala en verde oscuro. El barril  aparece indicado con una 

barra amarilla y el barril TIM ((/)8) con una barra verde. Los residuos que conforman las láminas  del 

barril TIM aparecen resaltados en gris. Los residuos que forman el centro catalítico aparecen resaltados en 

verde. Las estrellas indican los residuos de unión al metal  y los triángulos los residuos de unión al metal 

 (más expuesto al solvente). His-191 en ANI, que polariza el grupo carbonilo que va a ser hidrolizado, 

aparece resaltado en magenta. En amarillo aparecen resaltados todos los aminoácidos para los que se ha 

descrito su participación en la unión al sustrato (Dai et al., 2023; Leitão & Enguita, 2021; Xiang et al., 2010; 

Xiang et al., 2009a, 2009b). El alineamiento y la matriz de identidad se obtuvieron mediante el programa 

Clustal Omega. 
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La familia M38 pertenece al clan MJ de peptidasas de acuerdo con la base de 

datos MEROPS. Este clan engloba enzimas de tipo co-catalítico con dos iones 

metálicos (comúnmente zinc) por monómero de proteína, característica 

compartida con las proteínas del clan MH. La característica estructural común 

entre los miembros de este clan es que el dominio catalítico del monómero 

presenta un plegamiento en forma de barril TIM, formado por ocho láminas  

rodeadas de ocho  hélices. Las proteínas pertenecientes a la familia M38 

presentan, además, un segundo dominio barril   más pequeño que consta de 

una lámina externa, formada por el segmento N-terminal, y una lámina interna, 

formada por el segmento C-terminal de cada monómero. El segmento N-terminal 

está expuesto al solvente y constituye la parte más flexible de la molécula. Por su 

parte, los residuos de la capa interna forman un sándwich entre la capa externa 

del barril  y el barril TIM (Figura 19) (Xiang et al., 2009a).  

 

 
Figura 19. Estructura tridimensional (A) y representación esquemática del centro catalítico (B) de una 

subunidad de AnOTasa (código PDB: 4C5Y). El barril  aparece representado en azul y en beige el barril 

TIM. Las esferas marrones representan los iones metálicos del centro activo, se indican el metal  y . Las 

figuras han sido obtenidas con el software PyMOL versión 2.5.0. 

 
El clan MJ se caracteriza porque dos de los residuos de unión al metal se 

localizan en el motivo “HXH”. En las proteínas de la familia M38 los ligandos 

metálicos incluyen cuatro histidinas, un ácido aspártico y una lisina, 

correspondientes a His-111, His-113, Lys-246, His-287, His-307 y Asp-378 en 

AnOTasa (Dobritzsch et al., 2014; Thoden et al., 2003) (Figura 19). Los dos iones 

metálicos están inmovilizados por el residuo de lisina, que se encuentra 

carboxilado en presencia del metal. En la Figura 18B, se indican con un triángulo 

y una estrella los residuos de unión a cada metal, siendo el metal  el que se 

encuentra más expuesto al solvente (Leitão & Enguita, 2021). El sitio de unión al 

sustrato está localizado próximo al centro binuclear metálico, el cual es accesible 
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desde el exterior por un canal estrecho y está formado por una combinación de 

residuos hidrofóbicos y polares (Leitão & Enguita, 2021).  

 

Además de los residuos del sitio activo, en estudios de especificidad de 

sustrato de proteínas pertenecientes a esta familia, se han descrito otros residuos 

que pueden desempeñar un papel importante. Por ejemplo, se ha descrito que la 

histidina equivalente a His-191 en AnOTasa polariza el grupo carbonilo del 

enlace que se va a hidrolizar (Figura 18B) (Xiang et al., 2010). Asimismo, se ha 

descrito que los residuos equivalentes a Thr-329, Ile-333, Phe-336, Leu-353, Leu-

355 e His-359 en AnOTasa también pueden participar en la unión al sustrato 

(Xiang et al., 2009b). Del mismo modo que los residuos equivalentes a Val-253 y 

Met-254 en AnOTasa, cuyos grupos amida se unen por puentes de hidrógeno con 

el carboxilato  del sustrato (Xiang et al., 2010).  Leitão y Enguita (2021) 

identifican el residuo His-289 de AnOTasa como un residuo que también 

participa en la formación de estos mismos puentes de hidrógeno. De tal forma 

que, todas estas interacciones contribuirían a estabilizar el sustrato en el centro 

catalítico.  

 

Recientemente, se ha resuelto la estructura tridimensional de la enzima ADH3 

de Stenotrophomonas sp. CW117 (código PDB: 8IHQ), proteína que degrada OTA 

de forma eficaz. En el estudio, se demuestra que la estructura de esta proteína es 

similar a la de AnOTasa, habiéndose identificado también los residuos 

involucrados en el sitio activo, los cuales se encuentran conservados (Dai et al., 

2023). Asimismo, en dicho trabajo se realizaron una serie de experimentos de 

mutagénesis con objeto de profundizar en el papel de diversos residuos en la 

catálisis. Así, se evidenció que la sustitución por un residuo de alanina de los 

aminoácidos que forman el sitio activo provocaba la abolición de la actividad de 

la enzima. Además, la sustitución por este mismo aminoácido en las posiciones 

His-163, Val-217, Leu-218 e His-253 en ADH3 (equivalentes a His-191, Val-253, 

Met-254 e His-289 en AnOTasa) también condujo a una pérdida significativa de 

la actividad de ADH3. Por el contrario, la sustitución de Ile-325 (His-359 en 

AnOTasa) por alanina dio lugar a un aumento del 34% de la actividad para 

degradar OTA, probablemente debido a que la cadena lateral del residuo de 

alanina (de menor tamaño que la del residuo de isoleucina) da lugar a mayor 

espacio en la cavidad para acomodar OTA. En un intento por aumentar la 

actividad de la enzima, se construyeron mutantes en los residuos Ser-88, Val-347 

y Leu-218 en ADH3. Entre los mutantes, encontraron que el intercambio del 

residuo Ser-88 por un residuo de ácido glutámico, lisina o histidina conducía a 

un aumento de 3,7-, 2,4- y 1,3- veces la actividad de la enzima, respectivamente; 

sugiriendo que este aumento puede ser debido a interacciones polares 

adicionales que contribuyen a la estabilización de OTA en el bolsillo catalítico 

(Dai et al., 2023).  
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En el alineamiento que muestra la Figura 18B, se observa que todos los 

residuos catalíticos implicados en la unión al metal se encuentran conservados. 

Sin embargo, aparecen diferencias al observar los residuos identificados como 

relevantes en la unión al sustrato. Las posiciones señaladas por estar implicadas 

en la unión al sustrato en el estudio realizado por Dai y colaboradores (2023) no 

se encuentran completamente conservadas entre las proteínas recogidas en este 

estudio. Este hecho podría traducirse en diferentes niveles de actividad o 

diferentes espectros de especificidad de sustrato.  

 

En el alineamiento se han incluido proteínas identificadas como 

carboxipeptidasas cuya especificidad de sustrato se ha descrito previamente. 

Entre ellas, la enzima Cc0300 que presenta preferencia por residuos hidrofóbicos, 

Sgx9359b y Cc2672 que muestran preferencia por residuos de arginina y lisina, y 

Sgx9260c y Sgx9260b que prefieren residuos de prolina (Xiang et al., 2010, 2009a, 

2009b). Al observar el alineamiento, se comprueba que las proteínas identificadas 

en este estudio comparten las regiones involucradas en el sitio de unión al 

sustrato con la carboxipeptidasa descrita con preferencia por residuos 

hidrofóbicos (Cc0300), a excepción de la enzima de C. necator, que tiene más 

residuos en común con las proteínas identificadas bioquímicamente como 

prolidasas. La Figura 18B muestra la comparación de las secuencias de 

aminoácidos con proteínas pertenecientes a la familia M38, la conservación de 

motivos y de residuos catalíticos apoya la clasificación de las nuevas proteínas 

descritas en esta tesis como peptidasas M38.   

 

La caracterización de estas enzimas de la familia M38 de peptidasas se llevó a 

cabo siguiendo la misma estrategia empleada con las proteínas similares a 

AfOTasa y pertenecientes a la familia M20 (M20D) de peptidasas. Una vez que 

las proteínas recombinantes se hiperprodujeron y purificaron, se evaluó su 

capacidad para degradar OTA (Figura 20). Para ello, se incubaron en presencia 

de OTA (2 g/ml) y se comprobó que las proteínas identificadas son capaces de 

degradar la micotoxina, excepto en el caso de la peptidasa candidata de C. necator 

(Cnp de C. necator peptidasa). Debido a la inactividad de Cnp sobre OTA, no se 

continuó con su caracterización. De manera similar al caso de AfOTasa y 

CnOTasa, se observó que el mecanismo de acción de las enzimas es la hidrólisis 

del enlace amida, dando lugar a L--fenilalanina y OT (Figura 20). Debido a su 

actividad confirmada sobre OTA, se decidió denominar a estas proteínas: 

BlOTasa (de ocratoxinasa de B. linens DSM 20425T), LcOTasa (de L. concretionis 

DSM 16239T), SdOTasa (de S. dokdonensis DSM 21029T), SnOTasa (de S. 

nitritireducens DSM 12575T) y RwOTasa (de R. wittichii DSM 6014T).  
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Figura 20. Degradación de OTA por peptidasas de la familia M38. Las proteínas se incubaron con OTA (2 

g/ml) durante 18 h a 37 C. Se indica el control (C), reacción sin enzima. 

 

Una vez demostrada la actividad de las proteínas sobre OTA, se determinó la 

actividad específica de estas enzimas utilizando para ello el análogo 4MF, en 

condiciones de saturación de sustrato (Tabla 16). Las enzimas que muestran una 
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mayor actividad específica son AnOTasa y BlOTasa, siendo muy superior a la 

presentada por el resto de las enzimas identificadas de esta familia. Como se ha 

mencionado en el Apartado 3.1 de Resultados y discusión, cabe señalar que la 

comparación de la actividad de enzimas metalodependientes que poseen un 

centro activo binuclear debe hacerse con cautela, ya que ésta puede verse 

afectada por la posible pérdida de parte los metales de su centro activo.  

 

Tabla 16. Actividad específica de las proteínas de la familia M38 de peptidasas. 

Enzima Actividad específica (mol/min·mg) RSD a (%) 

AnOTasa 6,38 5,69 

BlOTasa 6,85 7,36 

LcOTasa 0,31 12,31 

RwOTasa 0,28 11,65 

SdOTasa 0,04 6,11 

SnOTasa 0,10 10,68 
                                                              a RSD desviación estándar relativa 

 

 

3.2.1 Efecto del pH 

Las enzimas que mostraron actividad sobre OTA fueron caracterizadas, en 

primer lugar, estudiando el efecto de diferentes valores de pH sobre su actividad. 

En la Figura 21, se puede observar un comportamiento similar entre las enzimas, 

presentando la mayoría de ellas un pH óptimo de 6,5 (AnOTasa, LcOTasa, 

SdOTasa, SnOTasa y RwOTasa). Sin embargo, la enzima BlOTasa rompe con esta 

tendencia, presentando como pH óptimo un valor más básico, pH 8. En los 

valores de pH más ácidos (3-4), las enzimas no presentan actividad o ésta se 

encuentra por debajo del 10%. A pH 5, AnOTasa, SdOTasa y RwOTasa presentan 

una baja actividad (5-15%); en cambio, BlOTasa, LcOTasa y SnOTasa muestran 

una actividad en torno al 40%. En la zona neutra del intervalo (pH 6-7), la 

mayoría de las enzimas presentan su pH óptimo o una actividad superior al 70%, 

excepto BlOTasa que presenta una actividad ligeramente menor (alrededor del 

60%). A pH 8, todas las enzimas conservan más del 40% de su actividad, LcOTasa 

mantiene un 90% y, como ya se ha mencionado, éste es el valor de pH óptimo de 

BlOTasa. Finalmente, a pH 9, las enzimas más activas son BlOTasa, LcOTasa y 

RwOTasa, las cuales retienen entre el 60 y el 70% de su actividad máxima; 

mientras que el resto conservan entre el 30 y el 40%. Los resultados indican que, 

entre las enzimas analizadas, existen ligeras variaciones en su comportamiento, 

la mayoría de ellas presentan mayor actividad a valores de pH neutros, mientras 

que la enzima con alta actividad en un intervalo más amplio de pH es LcOTasa. 
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Figura 21. Efecto del pH sobre la actividad de las peptidasas de la familia M38 que degradan OTA, AnOTasa 

(azul), BlOTasa (naranja), SnOTasa (morado), RwOTasa (rojo), LcOTasa (verde) y SdOTasa (amarillo). Los 

ensayos se realizaron por triplicado, se representa la media y la desviación estándar. La máxima actividad 

observada se consideró el 100% de actividad. 

 

El efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de AnOTasa se describió 

previamente por Dobritzsch y colaboradores (2014), en el mismo estudio en el 

que describieron esta enzima por primera vez. Para la caracterización emplearon 

el mismo método colorimétrico utilizado en esta tesis, basado en el seguimiento 

de la degradación del análogo de OTA, 4MF. El comportamiento de AnOTasa 

observado en el presente estudio es similar al descrito por estos investigadores, 

ya que obtuvieron la actividad más alta (>95%) entre los valores de pH 5,5 y 6,5 

(Dobritzsch et al., 2014). De nuevo, las pequeñas diferencias encontradas entre 

los ensayos pueden deberse a variaciones en las condiciones experimentales, 

como el uso de diferentes tampones. De hecho, en ese mismo estudio se obtuvo 

un pH óptimo de 7 cuando se analizó la actividad de AnOTasa utilizando OTA 

como sustrato, los investigadores justifican esta diferencia basándose en los 

diferentes tiempos de incubación empleados en ambos ensayos (Dobritzsch et al., 

2014). Luo y colaboradores (2022) también estudiaron el efecto de parámetros 

fisicoquímicos sobre la actividad de la enzima ADH3 de Stenotrophomonas sp. 

CW117 utilizando OTA como sustrato. Con relación al efecto del pH, observaron 

que entre los valores de pH 3 y 5 la enzima ADH3 de Stenotrophomonas sp. CW117 

no presenta actividad, sin embargo, ésta incrementa gradualmente hasta llegar a 

su máximo a pH 8 (Luo et al., 2022). Este valor coincide con el encontrado como 

pH óptimo para BlOTasa en el presente estudio. Sin embargo, ADH3 pierde 

rápidamente su actividad a pH 9 (mantiene alrededor del 30%) frente al 70% de 

actividad que conserva BlOTasa (Figura 21). Por su parte, la isoaspartil 

dipeptidasa (IadA) de E. coli, proteína tipo de la familia M38 de peptidasas, 

también alcanza su actividad óptima en valores de pH ligeramente básicos (7,4-

8) (Haley, 1968).  
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3.2.2 Efecto de la temperatura y estudio de la termoestabilidad 

Respecto al efecto de la temperatura, todas las enzimas presentan una 

temperatura óptima alta, superior a los 40 °C (Figura 22). La proteína AnOTasa 

presenta la temperatura óptima más alta (65 °C), siendo, asimismo, la que 

presenta mayor actividad a temperaturas más altas, superior al 90% entre los 55 

y 65 °C. Este comportamiento coincide con los resultados observados por 

Dobritzsch y colaboradores (2014). De forma general en el trabajo descrito en esta 

tesis, la temperatura más alta ensayada fue 65 °C, sin embargo, en el caso de 

AnOTasa fue necesario ampliar el intervalo ensayado para evaluar la 

temperatura a la que esta enzima empieza a disminuir su actividad. A 75 °C, 

AnOTasa sigue conservando un 59% de su actividad, en cambio, se observa que 

la enzima se inactiva por completo al incubarse a 85 °C. En lo que respecta al 

resto de proteínas, la temperatura óptima es de 55 °C para BlOTasa y SdOTasa. 

Si bien, las enzimas SdOTasa, RwOTasa y SnOTasa muestran un intervalo amplio 

de actividad máxima, con actividades superiores al 90% entre los 40 y 55 °C. Por 

su parte, LcOTasa exhibe su máximo de actividad a los 45 °C y es la enzima que 

presenta menor actividad al aumentar la temperatura a 55 °C (54%).  

 

 
Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la actividad de las peptidasas de la familia M38 que degradan 

OTA, AnOTasa (azul), BlOTasa (naranja), SnOTasa (morado), RwOTasa (rojo), LcOTasa (verde) y SdOTasa 

(amarillo). Los ensayos se realizaron por triplicado, se representa la media y la desviación estándar. La 

máxima actividad observada se consideró el 100% de actividad. 

 
Se ha descrito que la enzima ADH3 de Stenotrophomonas sp. CW117 presenta 

una temperatura óptima de 40 °C, resultando similar a la mostrada por las 

enzimas ensayadas en este estudio. No obstante, para el resto de las 

temperaturas, ADH3 presenta pérdidas de actividad acusadas al alejarse del 

valor de temperatura óptima (Luo et al., 2022). 
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En lo que respecta a la termoestabilidad, la enzima AnOTasa fue descrita por 

Dobritzsch y colaboradores (2014) como una proteína termoestable. El ensayo 

que realizaron consistió en preincubar la enzima a 80 °C durante diferentes 

periodos de tiempo, hasta los 10 min; pasados 3 min, no detectaron pérdida de 

actividad y, tras 10 min de incubación, la enzima seguía conservando un 50% de 

su actividad inicial.  

 

En el presente trabajo, la termoestabilidad se estudió sometiendo a las enzimas 

a tratamientos térmicos a diferentes temperaturas y durante periodos de tiempo 

comprendidos entre los 15 min y las 20 h (Figura 23). Entre las enzimas 

estudiadas, AnOTasa resultó ser la más termoestable. Tras 6 h de incubación a 

todas las temperaturas ensayadas, la enzima sigue conservando su actividad 

máxima, excepto a 65 °C donde muestra un 83% de su actividad original. 

Asimismo, después de 20 h de incubación a 20, 30 y 37 °C, la actividad de la 

enzima continúa siendo superior al 80%; a 45 °C, conserva más de la mitad de su 

actividad original (62%), mientras que la preincubación durante 20 h a 55 y 65 °C 

disminuye su actividad en gran medida (<20%).  Las enzimas BlOTasa y LcOTasa 

son menos termoestables en comparación con AnOTasa. Estas proteínas 

conservan su actividad original después de una incubación durante 6 h a 20, 30 

y 37 °C. Tras 6 h a 45 °C, LcOTasa mantiene un 70% de su actividad, mientras que 

BlOTasa mantiene un 43%. Por el contrario, la preincubación durante 6 h a 55 y 

65 °C inhibe marcadamente a LcOTasa (>10%), mientras que BlOTasa conserva 

entre un 40 y un 30% de actividad respecto a la de la enzima sin tratamiento 

térmico. Las enzimas que muestran menor termoestabilidad del grupo son 

SnOTasa, RwOTasa y SdOTasa. Tras 6 h de incubación a temperaturas entre los 

20 y 45 °C, SnOTasa y RwOTasa muestran actividades en torno al 45 y 60%. Al 

aumentar la temperatura de preincubación a los 55 y 65 °C, ambas enzimas 

conservan menos de un 10% de actividad. La preincubación de 20 h entre los 20 

y 37 °C disminuye la actividad, manteniendo entre el 30 y el 60% de su actividad 

original; la preincubación a 45 °C conlleva valores de actividad alrededor del 25% 

y, por encima de los 55 °C, RwOTasa conserva menos de un 5% de actividad, 

mientras que SnOTasa se inactiva por completo. Los resultados obtenidos 

indican que la enzima menos termoestable es SdOTasa, la cual presenta un 77, 55 

y 29% de actividad tras una preincubación durante 6 h a 20, 30 y 37 °C, 

respectivamente; además, la preincubación de 6 h a 45 °C conlleva una pérdida 

completa de la actividad de la enzima. De igual modo, tras 20 h de incubación, 

esta enzima presenta menos de un 5% de actividad a todas las temperaturas 

ensayadas (Figura 23).  
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Figura 23. Termoestabilidad de las peptidasas de la familia M38 que degradan OTA, AnOTasa (A), BlOTasa 

(B), SnOTasa (C), RwOTasa (D), LcOTasa (E) y SdOTasa (F). Los ensayos se realizaron por triplicado, se 

representa la media y la desviación estándar. El control sin preincubación de la enzima se tomó como el 

100% de actividad. Preincubación a 20 C (azul), 30 C (naranja), 37 C (morado), 45 C (rojo), 55 C (verde) 

y 65 C (amarillo). 

 

 

3.2.3 Efecto de aditivos 

Una vez caracterizado el comportamiento de las enzimas de la familia M38 de 

peptidasas frente a variaciones de pH y temperatura, así como su 

termoestabilidad, se continuó con el estudio del efecto de la incubación con 

diferentes aditivos sobre la actividad de las enzimas. Se observan diferentes 

comportamientos en función del compuesto añadido (Figura 24). La incubación 
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con iones metálicos se traduce en efectos diferentes, si bien, todas ellas se inhiben 

tras la incubación con Hg+2 y Cu+2. AnOTasa y BlOTasa presentan una tendencia 

similar, inhibiéndose por todos los iones metálicos ensayados, en proporciones 

que van desde una disminución del 100% hasta el 20%; a modo de excepción, la 

enzima BlOTasa mantiene su actividad original en presencia de Ca+2 y un 90% en 

presencia de K+. SnOTasa también se inhibe en presencia de cinco de los nueve 

iones metálicos estudiados, manteniendo su actividad en presencia de K+, Zn+2, 

Ni+2 y Mn+2. Por el contrario, la actividad del resto de enzimas del grupo aumenta 

en presencia de algunos de estos metales. El caso más llamativo es el de la 

incubación de LcOTasa en presencia de Zn+2, que duplica su actividad original. 

La actividad de esta enzima incrementa o se mantiene tras la incubación con 

todos los metales estudiados, excepto con los ya mencionados, Hg+2 y Cu+2, y con 

Mg+2, cuya presencia supone la pérdida de un 20% de su actividad original. 

SdOTasa se inhibe en presencia de los mismos metales que LcOTasa, y su 

actividad se ve potenciada por la incubación con Ni+2 y Mn+2. Ni+2 también es el 

ión metálico que incrementa la actividad de RwOTasa en mayor proporción. 

RwOTasa es la única enzima para la que la presencia de K+ inhibe por completo 

su actividad.  

 

En último lugar, se estudió la actividad de las enzimas en presencia de 

inhibidores de proteasas y agentes quelantes. La enzima AnOTasa está descrita 

como una metaloenzima (Dobritzsch et al., 2014) y el alineamiento que aparece 

en la Figura 18B apoya la clasificación de las proteínas identificadas en este 

estudio dentro de la misma familia de metalopeptidasas (M38). Por este motivo, 

al igual que con las enzimas pertenecientes a la familia M20 (M20D), es de esperar 

que este tipo de inhibidores disminuyan la actividad de las enzimas. Los 

resultados indican que LcOTasa es la enzima menos afectada por la presencia de 

estos inhibidores, manteniendo un 100% de actividad en presencia de todos ellos; 

en cambio, las otras enzimas sí que se ven afectadas en distintas proporciones. 

De manera general, el compuesto que ejerce un efecto menor es el PMSF, 

inhibidor de serín proteasas, lo que indica que la serina no forma parte del centro 

catalítico de estas enzimas; este hecho concuerda con el sitio catalítico descrito en 

el análisis de la secuencia de aminoácidos (Figura 18B). Por el contrario, los 

compuestos con mayor efecto son 8-hidroxiquinolina y 1,10-fenantrolina, agentes 

quelantes de iones metálicos. La inhibición de la actividad observada por estos 

dos compuestos junto con el efecto potenciador de algunos iones sobre la 

actividad de las enzimas confirmaría la participación de iones metálicos en el 

proceso catalítico. 
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Figura 24. Efecto de distintos aditivos sobre la actividad de las enzimas pertenecientes a la familia M38, 

AnOTasa (A), BlOTasa (B), SnOTasa (C), RwOTasa (D), LcOTasa (E) y SdOTasa (F). Los ensayos se realizaron 

por triplicado, se representa la media y la desviación estándar. El control sin presencia de aditivo se 

consideró como el 100% de actividad. Se indican: control sin aditivo (azul), iones metálicos (amarillo) e 

inhibidores de proteasas y agentes quelantes (morado). 
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Dobritzsch y colaboradores (2014) también analizaron la actividad de 

AnOTasa en presencia de EDTA (10 y 20 mM) y 1,10-fenantrolina (0,25; 0,5; 2,5; 5 

y 10 mM). En su ensayo, el EDTA no originó ningún efecto sobre la actividad de 

la enzima y la 1,10-fenantrolina inhibió completamente su actividad (Dobritzsch 

et al., 2014). Sin embargo, en el trabajo realizado en esta tesis, se observa una 

disminución de actividad en presencia de EDTA (1 mM) (aproximadamente un 

30% menos) y el compuesto 1,10-fenantrolina (1 mM) tiene un fuerte efecto 

inhibitorio, pero no causa una pérdida completa de la actividad, puesto que la 

enzima mantiene un 20% de su actividad original. Nuevamente, las diferencias 

observadas entre ambos ensayos se pueden deber a diferencias en las condiciones 

experimentales empleadas.  

 

En el caso de la enzima ADH3 degradadora de OTA de Stenotrophomonas sp. 

CW117, Luo y colaboradores (2022) observaron pérdida de actividad sobre OTA 

en presencia de una concentración 10 mM de iones divalentes de Ca+2, Mg+2 y Fe+3, 

además, la presencia de Zn+2 y Cu+2 inhibió prácticamente por completo la 

actividad de la enzima. Asimismo, estudiaron el efecto de la presencia de EDTA, 

EGTA (agente quelante específico de Ca+2), SDS y proteinasa K (proteasa con 

amplia especificidad de sustrato). La actividad de la enzima desaparecía al 

incubarse con SDS y proteinasa K. La presencia de EGTA disminuía su actividad 

un 25% aproximadamente, mientras que el EDTA no causó ningún efecto (Luo et 

al., 2022). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este estudio donde 

se observa que, a pesar de tratarse de metaloproteasas, en ocasiones los agentes 

quelantes no tienen un efecto claro sobre la actividad de estas enzimas y su 

actividad puede verse inhibida en presencia de iones metálicos.  

 

 

 

3.2.4 Especificidad de sustrato 

Para completar la caracterización de las enzimas de la familia M38 de peptidasas 

identificadas en este trabajo, se evaluó su actividad sobre los sustratos empleados 

previamente en el estudio de las proteínas AfOTasa y CnOTasa de la familia M20 

(M20D) de peptidasas (Apartado 3.1.4 de Resultados y discusión). Se estudió la 

capacidad de las enzimas de la familia M38 para degradar OTB y, nuevamente, 

se confirmó la actividad de todas ellas frente a esta micotoxina (Figura 25). Por el 

contrario, ninguna de las enzimas presentó actividad endopeptidasa al utilizar 

BSA como sustrato, puesto que no se observaron productos de hidrólisis tras 

analizar las reacciones en un gel SDS-PAGE (Anexo II).  

 

Respecto a su posible actividad aminoacilasa frente a los N-acetil-L-

aminoácidos analizados, se observa que cada una de las proteínas ensayadas 

presenta un perfil de degradación específico. La Figura 26 muestra la actividad 
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relativa de las enzimas respecto al sustrato por el que cada una de ellas exhibe 

mayor actividad de cada uno de los grupos (considerado como el 100% de 

actividad). Se puede observar que AnOTasa no es capaz de degradar ninguno de 

los N-acetil-L-aminoácidos ensayados, lo que sugiere que esta enzima carece de 

actividad aminoacilasa, al menos sobre los sustratos incluidos en este estudio. 

Por el contrario, el resto de las enzimas sí que tienen la capacidad de degradar al 

menos uno de ellos. Tal es el caso de SnOTasa y RwOTasa que únicamente 

degradan AM. Por su parte, las enzimas BlOTasa y SdOTasa degradan AL y AF; 

BlOTasa también es capaz de degradar, aunque en menor medida, AY y, así 

mismo, SdOTasa muestra actividad frente a AM. LcOTasa resultó ser la enzima 

más promiscua con relación a su actividad aminoacilasa, puesto que es capaz de 

degradar parcialmente todos los sustratos ensayados excepto AD, AE y AP. Los 

resultados obtenidos indican que estas proteínas presentan un perfil de 

degradación muy variado (Figura 26).   

 

La actividad hidrolítica de estas enzimas se ensayó también frente a 13 

derivados N-benciloxicarbonil. Las enzimas SnOTasa y RwOTasa no presentan 

actividad frente a ninguno de los sustratos evaluados (Figura 26). Por su parte, 

SdOTasa es activa frente a ZF, ZL y ZY, repitiendo preferencia por los residuos 

de fenilalanina y leucina, como en el caso de la actividad aminoacilasa mostrada 

por esta enzima. Asimismo, BlOTasa presenta preferencia de nuevo por los 

sustratos con residuos de leucina, fenilalanina y tirosina (ZL, ZF y ZY) y, además, 

en el caso de este tipo de compuestos, presenta una actividad más heterogénea, 

siendo capaz de degradar parcialmente todos los derivados carbobenciloxi- 

ensayados excepto ZE, ZD y ZP. LcOTasa muestra preferencia por los derivados 

de leucina, metionina, serina y lisina (ZL, ZM, ZS y ZK), sin embargo, no es capaz 

de hidrolizar algunos sustratos cuyo derivado N-acetil sí que fue capaz de 

degradar; por ejemplo, la enzima muestra actividad frente al sustrato AF, pero 

no frente a ZF. AnOTasa, que no presentó actividad frente a ningún sustrato N-

acetil, sí que presenta actividad frente a los compuestos carbobenciloxi- con un 

residuo de fenilalanina o leucina (ZF y ZL), principalmente.  

 

El ensayo de degradación de OTA y OTB confirmó previamente en este 

estudio la actividad amidohidrolítica de estas enzimas sobre residuos de 

fenilalanina situados en el extremo C-terminal. Dicha actividad se demostró 

nuevamente empleando GF y HF, sustratos frente a los que las enzimas muestran 

actividad y preferencia respecto al otro derivado ensayado (HR y GA), excepto 

SnOTasa que no degrada GF (Figura 26). Esta enzima tampoco degrada GA, por 

lo que la falta de actividad puede deberse a la presencia de glicina en el extremo 

N-terminal de la molécula; no obstante, sería necesario ensayar su actividad 

frente a un mayor número de derivados para poder establecer una conclusión a 

este respecto. 
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Figura 25. Degradación de OTB por peptidasas de la familia M38. Las proteínas se incubaron con OTB (2 

g/ml) durante 18 h a 37 C. Se indica el control (C), reacción sin enzima.  

Los resultados obtenidos confirman la actividad carboxipeptidasa de estas 

enzimas pertenecientes a la familia M38 de peptidasas (Figura 26). En conjunto, 

los resultados demuestran el variado perfil hidrolítico de las peptidasas de la 

familia M38. Esta diversidad hace que sea relevante analizar la especificidad de 

sustrato de estas peptidasas como paso previo a su posible utilización para la 

destoxificación de OTA sobre un sustrato alimentario. En este sentido, la enzima 

más adecuada sería aquella que tuviese una alta especificidad hacia sustratos con 
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fenilalanina y una baja especificidad hacia los demás, con el fin de minimizar la 

hidrólisis de otros componentes de la matriz alimentaria. De todas las proteínas 

analizadas, AnOTasa muestra la actividad hidrolítica más específica hacia 

sustratos con residuos de fenilalanina en la molécula. Por lo tanto, su 

especificidad de sustrato la convierte en la enzima más adecuada para la 

degradación de OTA en un sustrato alimentario.  

 

 
Figura 26. Especificidad de sustrato de las enzimas pertenecientes a la familia M38. AnOTasa (A), BlOTasa 

(B), SnOTasa (C), RwOTasa (D), LcOTasa (E) y SdOTasa (F). Los ensayos se realizaron por triplicado, se 

representa la media y la desviación estándar. Para cada sustrato se realizó un control sin añadir enzima. Se 

tomó como 100% la reacción con el sustrato para el que la enzima presentó mayor actividad de cada uno de 

los grupos. Se representan los sustratos derivados de hipuril (azul), glicil (rojo), N-acetil (verde) y N-

carbobenciloxi (amarillo). 
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Anteriormente se ha descrito que la peptidasa M38 de C. necator (Cnp) no 

presenta actividad sobre OTA (Apartado 3.2 de Resultados y discusión), por lo 

que no se continuó con su caracterización fisicoquímica. Esta incapacidad puede 

deberse a su incapacidad de hidrolizar sustratos con residuos de fenilalanina, sin 

embargo, este hecho no implica que la enzima no muestre preferencia por otro 

tipo de sustratos peptídicos. Como se observó previamente en el alineamiento 

realizado con otras proteínas de la familia M38 (Figura 18B), el alto grado de 

conservación de los residuos involucrados en la unión al sustrato entre Cnp y las 

proteínas Sgx9260c y Sgx9260b, pertenecientes a la familia M38 e identificadas 

bioquímicamente como prolidasas (Xiang et al., 2010), podría indicar su 

preferencia por sustratos que presentan unido un residuo de prolina. Para 

comprobar esta hipótesis, se decidió estudiar la especificidad de sustrato de Cnp. 

Al realizar el ensayo, los resultados mostraron que Cnp no presenta actividad 

frente a ninguno de los sustratos N-benciloxicarbonil ensayados (Figura 27). En 

el caso de los derivados N-acetil, se observó que la enzima es capaz de hidrolizar 

algunos de ellos, presentando la mayor actividad sobre AP, sustrato sobre el cual 

ninguna de las enzimas anteriormente ensayadas muestra actividad. Asimismo, 

Cnp es capaz de hidrolizar AM (20% respecto a AP), AA (33% respecto a AP) y 

GA. Su incapacidad para hidrolizar los sustratos que contienen fenilalanina 

coincide con su incapacidad para hidrolizar OTA (Figura 20). Este resultado 

añade valor al alineamiento de secuencias realizado, ya que, a pesar de compartir 

un grado de identidad con AnOTasa similar al mostrado por otras enzimas (por 

ejemplo, BlOTasa presenta un 28,93% de identidad frente a Cnp que presenta un 

29,93%), se ha demostrado que la variación de determinados residuos implicados 

en la especificidad de sustrato puede imposibilitar su acción sobre sustratos con 

fenilalanina. 

 

 
Figura 27. Especificidad de sustrato de la enzima Cnp. Los ensayos se realizaron por triplicado, se representa 

la media y la desviación estándar. Para cada sustrato se realizó un control sin añadir enzima. Se tomó como 

100% la reacción con el sustrato para el que la enzima presentó mayor actividad de cada uno de los grupos. 

Se representan los sustratos derivados de hipuril (azul), glicil (rojo), N-acetil (verde) y N-carbobenciloxi 

(amarillo). 
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El estudio de la especificidad de sustrato realizado muestra datos relevantes 

sobre la especificidad de las proteínas identificadas en este trabajo pertenecientes 

a la familia M38 de peptidasas. En el presente estudio se ha demostrado que estas 

enzimas presentan actividad aminoacilasa y carboxipeptidasa frente a los 

sustratos ensayados, excepto en el caso de AnOTasa que no presentó actividad 

frente a ninguno de los derivados N-acetil utilizados. Así, los resultados 

obtenidos para estas enzimas muestran una preferencia generalizada por 

residuos hidrofóbicos no polares. En el caso de la enzima Cnp, el alineamiento 

reveló la conservación de aminoácidos específicos implicados en la unión al 

sustrato con otras enzimas anotadas como prolidasas (Xiang et al., 2010). La 

supuesta actividad prolidasa de Cnp se demostró experimentalmente al 

observarse su actividad sobre el sustrato AP.  Del mismo modo que en el caso de 

las proteínas pertenecientes a la familia M20 (M20D), se observa que, aunque 

todas estas enzimas conservan la arquitectura primaria del sitio activo, la parte 

del bolsillo catalítico implicada en la especificidad del sustrato muestra 

variabilidad (Seibert & Raushel, 2005); esta variabilidad entre proteínas de una 

misma familia representa adaptaciones posteriores para diferentes 

especificidades de sustrato en diferentes contextos celulares (Holm & Sander, 

1997). Se ha observado que estas enzimas hidrolizan varios aminoácidos N-

acetilados y aminoácidos en el extremo C-terminal de diferentes sustratos. Si 

bien, el sustrato fisiológico de las enzimas aquí descritas es desconocido, las 

diferencias observadas en sus preferencias de sustrato sugieren diversos roles 

funcionales. Es interesante señalar que la proteína AnOTasa, que proviene de una 

especie fúngica con cepas productoras de OTA, es la que presenta un espectro de 

actividad más reducido, siendo mayoritariamente específica hacia sustratos con 

residuos de fenilalanina, este hecho podría indicar una posible especialización de 

la proteína para la hidrólisis de OTA en esta especie fúngica. No obstante, de 

forma general, las peptidasas están distribuidas por todos los reinos de la vida, 

actuando sobre enlaces peptídicos de proteínas y/o péptidos, catalizando 

diversos procesos proteicos, como la digestión o degradación de las proteínas 

ingeridas y el desarrollo, mantenimiento y remodelación de los tejidos (Cerdà-

Costa & Gomis-Rüth, 2014).  En el caso de las bacterias, este tipo de proteínas 

resultan de utilidad para la adaptación a diferentes hábitats naturales donde la 

disponibilidad exógena de aminoácidos es baja. De este modo, la capacidad para 

reciclar aminoácidos es esencial para el mantenimiento de las funciones celulares.  
 

 
3.2.5 Estudio in silico de alergenicidad 

De forma similar al estudio realizado previamente con las proteínas de la familia 

M20 (M20D) de peptidasas, AfOTasa y CnOTasa, se evaluó la posible 

alergenicidad de las proteínas de la familia M38 mediante las herramientas 

bioinformáticas AllerTOP v.2 y AlgPred 2.0. Los resultados obtenidos con 
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AllerTOP v.2 predicen que se trata de proteínas probablemente no alergénicas. En 

el caso de AlgPred 2.0, realizando el BLAST no encuentra identidad de secuencia 

con ninguna de las proteínas identificadas como alérgenos en la base de datos. 

En el caso de BlOTasa, SnOTasa y SdOTasa encuentra hits con proteínas 

identificadas como no alergénicas. El programa encuentra epítopos de IgE en 

LcOTasa y SnOTasa. Sin embargo, al igual que en el caso de CnOTasa, los 

epítopos que encuentra en estas proteínas están formados por tres aminoácidos, 

número que los autores consideran insuficiente para que la proteína sea 

considerada como alérgena (Sharma et al., 2021). Al realizar el MOTIF scanning, 

el programa predice como alérgenos todas las proteínas evaluadas, si bien, este 

método es considerado por los autores como el menos discriminatorio (Sharma 

et al., 2021). Finalmente, la puntuación híbrida obtenida para todas ellas indica 

que no se trataría de proteínas alérgenas (Tabla 17).  

 

Tabla 17. Test de alergenicidad de las enzimas pertenecientes a la familia M38 de peptidasas. 

Proteína AllerTOP v.2 

AlgPred 2.0 

BLAST IgE 
MOTIF 

scanning 

 Puntuación híbrida 

   A     B 

AnOTasa Probable no alérgeno 
 

No alérgeno - Alérgeno  0,11 No alérgeno 

BlOTasa Probable no alérgeno 
 

No alérgeno - Alérgeno  0,12 No alérgeno 

SnOTasa Probable no alérgeno 
 

No alérgeno 1 epítopo (IAT) Alérgeno  0,65 No alérgeno 

LcOTasa Probable no alérgeno 
 

No alérgeno 1 epítopo (IAT) Alérgeno  0,65 No alérgeno 

RwOTasa Probable no alérgeno 
 

No alérgeno - Alérgeno  0,13 No alérgeno 

SdOTasa Probable no alérgeno No alérgeno - Alérgeno  0,09 No alérgeno 

 

En su conjunto, los resultados obtenidos por estas dos herramientas indican, a 

falta de confirmación con estudios in vivo, que tanto AnOTasa como las proteínas 

bacterianas pertenecientes a la familia M38 de peptidasas identificadas en este 

estudio probablemente no son proteínas alergénicas.  

 

 

 

3.3 Salicilato 1,2 dioxigenasa de Pseudaminobacter salicylatoxidans 

La enzima salicilato 1,2 dioxigenasa de Pseudaminobacter salicylatoxidans DSM 

6986T (PsSDO de P. salicylatoxidans salicilato dioxigenasa), tal y como se ha 

comentado previamente (Apartado 1 de Resultados y discusión), se identificó 

como una proteína con potencial actividad transformadora de OTA en un estudio 

in silico de target fishing realizado por Dellafiora y colaboradores (2020). Con 

objeto de comprobar la validez de este método de búsqueda de nuevas enzimas, 

así como de evaluar la posible actividad transformadora de OTA de una enzima 

no anotada como hidrolasa, se decidió estudiar la actividad de PsSDO sobre la 

micotoxina. 
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Las dioxigenasas son una familia de enzimas capaces de romper enlaces 

carbono-carbono (C-C) de dioles vecinales. Esta actividad enzimática es 

importante en las rutas de degradación de compuestos aromáticos, ya que éstas 

normalmente transcurren a través de intermedios dihidroxilados como catecol, 

hidroquinona o gentisato (Matera et al., 2008). Las dioxigenasas se clasifican en 

tres clases dependiendo del enlace C-C sobre el que son capaces de actuar. La 

Clase I la forman aquellas dioxigenasas que catalizan la ruptura del enlace C-C 

entre los dos grupos hidroxilos (intradiol u ortho-cleaving dioxigenasas). La Clase 

II incluye aquellas que catalizan la ruptura del enlace C-C adyacente a los grupos 

hidroxilo (extradiol o meta-cleaving dioxigenasas) (Que & Ho, 1996). Por último, 

la Clase III está compuesta por dioxigenasas que actúan sobre compuestos 

aromáticos con dos hidroxilos en orientación para (como el gentisato o la 

hidroquinona) o con un grupo hidroxilo adyacente al carboxilato (como el 

salicilato) (Qu & Spain, 2011; Hintner et al., 2004; Adachi et al., 1999). Desde una 

perspectiva estructural, está última clase de dioxigenasas pertenece a la 

superfamilia cupin (Fetzner, 2012), ya que presentan dos dominios cupin, cada 

uno caracterizado por un barril  distorsionado compuesto de 8 láminas  

antiparalelas (Ferraroni et al., 2013; Matera et al., 2008).  

 

Dentro de las gentisato dioxigenasas, se ha descrito que la enzima PsSDO 

presenta unas características atípicas, ya que es capaz de oxidar el gentisato y 

también una gran variedad de derivados del salicilato, los cuales presentan un 

solo grupo hidroxilo en el carbono-2 (Ferraroni et al., 2012, 2013; Matera et al., 

2008). La estructura cristalizada de PsSDO se encuentra disponible (código PDB: 

2PHD) y revela que la enzima forma un homotetrámero en el que la región N-

terminal de cada subunidad se apoya sobre la entrada al sitio catalítico de la 

subunidad adyacente. El dominio cupin N-terminal de cada subunidad posee un 

ion Fe+2 coordinado por los residuos His-119, His-121 e His-160 (Ferraroni et al., 

2012) (Figura 28). 
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Figura 28. Estructura tridimensional (A) y representación esquemática del centro catalítico (B) de una 

subunidad de PsSDO (código PDB: 2PHD). Aparecen destacados los dos dominios cupin: el dominio N-

terminal (morado) contiene un ión Fe+2 (esfera marrón), el C-terminal (naranja) no une metales. La esfera 

marrón representa el ión metálico del centro activo. Las figuras han sido obtenidas con el software PyMOL 

versión 2.5.0. 

 
En primer lugar, se decidió verificar la actividad dioxigenasa de la enzima 

PsSDO producida heterólogamente en este trabajo sobre ácido gentísico y ácido 

salicílico. Para ello, la enzima se incubó durante 4 h en presencia de estos dos 

ácidos. Tras la incubación, los productos de reacción se analizaron mediante 

HPLC (Apartado 6.3.1 de Materiales y métodos). En la Figura 29, se puede 

observar que el gentisato se oxida completamente, mientras que parte del 

salicilato permanece sin degradar en la reacción. Estos resultados coinciden con 

lo descrito en la literatura, la actividad relativa de PsSDO frente a salicilato, 1-

hidroxi-2-naftoato y gentisato es aproximadamente 1:40:120 (Hintner et al., 2004), 

lo que confirmaría que se trata de una enzima gentisato 1,2-dioxigenasa adaptada 

a la conversión de sustratos monohidroxilados como el salicilato (Matera et al., 

2008). 
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Figura 29. Degradación de ácido gentísico (AG) (A) y ácido salicílico (AS) (B) por PsSDO. PsSDO se incubó 

con dichos ácidos (1 mM) durante 4 h a 37 C.  Se indica el control (C), reacción sin enzima.  

 

A continuación, la enzima se incubó en presencia de OTA durante 18 h para 

estudiar su posible capacidad de transformación de la micotoxina. En la Figura 

30A, se observa que la incubación produce la desaparición total de OTA y la 

formación de OT. Dellafiora y colaboradores (2020) identificaron PsSDO como 

una enzima potencial transformadora de OTA mediante un mecanismo distinto 

a la hidrólisis. Por ello, la identificación de OT es un resultado inesperado, ya 

que implica la degradación de OTA mediante hidrólisis del enlace amida y no 

mediante otro mecanismo. Adicionalmente, la enzima se incubó con OTB 

confirmándose igualmente su actividad hidrolítica sobre este sustrato (Figura 

30B).  

 

Al poner a punto el ensayo con 4MF para la caracterización de la enzima, se 

observó que para este sustrato la actividad mostrada por PsSDO era muy inferior 

respecto al resto de enzimas estudiadas en esta tesis. PsSDO no es capaz de 

transformar 4MF en el tiempo de incubación establecido para las otras proteínas 

(15 min). Se probaron diferentes tiempos de incubación comprendidos entre 15 

min y 4 h y, en ninguno de los casos, se detectó actividad suficiente para llevar a 

cabo los ensayos de caracterización. Al prolongar la incubación con 4MF durante 

18 h, como en el caso del ensayo con OTA, sí que se observó la degradación total 

del compuesto. La necesidad de un tiempo prolongado de incubación con 4MF 

imposibilitaba el estudio previo de la temperatura y pH óptimos, 

termoestabilidad y el efecto de aditivos, por lo que la caracterización de esta 
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enzima se limitó a estudiar su actividad hidrolítica sobre la colección de sustratos 

utilizados en la caracterización de las otras enzimas incluidas en este estudio. 

 

 
Figura 30. Degradación de OTA (A) y OTB (B) por PsSDO. PsSDO se incubó con las micotoxinas (2 g/ml) 

durante 18 h a 37 C. Se indica el control (C), reacción sin enzima.  

 

Como en las proteínas anteriores, la evaluación de la actividad endopeptidasa 

de PsSDO sobre BSA demostró que esta enzima carece de este tipo de actividad, 

al menos sobre el sustrato ensayado, al no detectarse la presencia de productos 

de hidrólisis tras analizar la reacción en un gel SDS-PAGE (Anexo II). 

 

La Figura 31 muestra la actividad de la enzima sobre la colección de sustratos 

sintéticos tras 18 h de incubación. Respecto a los sustratos característicos de 

aminoacilasas, PsSDO muestra la actividad más alta frente a AF, seguida por AY. 

Además, es capaz de degradar parcialmente todos los derivados N-acetil 

ensayados excepto AN y AP. Los resultados sugieren que la enzima muestra 

principalmente preferencia por aminoácidos no cargados y de gran tamaño, 

como es el caso de tirosina y fenilalanina. En el caso de los derivados N-

benciloxicarbonil, PsSDO presenta preferencia por ZF, siendo también capaz de 

hidrolizar, aunque en menor proporción (inferior al 30% de actividad frente a 

ZF), ZE, ZA, ZK, ZY, ZQ y ZI. Respecto a los otros tipos de compuestos, PsSDO 

muestra preferencia por HF y GF respecto al otro derivado ensayado de cada 

grupo (HR y GA).  
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Figura 31. Especificidad de sustrato de PsSDO. Los ensayos se realizaron por triplicado, se representa la 

media y la desviación estándar. Para cada sustrato se realizó un control sin añadir enzima. Se tomó como 

100% la reacción con el sustrato para el que la enzima presentó mayor actividad de cada uno de los grupos. 

Se representan los sustratos derivados de hipuril (azul), glicil (rojo), N-acetil (verde) y N-carbobenciloxi 

(amarillo). 

 
Los ensayos realizados confirman la actividad amidasa de PsSDO debido a su 

capacidad de hidrólisis de las micotoxinas OTA y OTB y de varios sustratos 

sintéticos de peptidasas. Sin embargo, su actividad es muy inferior a la observada 

en el resto de las enzimas de este estudio (excepto en el caso de SnAH (Figura 

11)), como demuestra la necesidad de una incubación prolongada para detectar 

los productos de hidrólisis.  

 

La presencia de dos actividades enzimáticas diferentes en una misma enzima 

es un hecho más frecuente de lo que a menudo se reconoce, ya que se han 

identificado muchas enzimas que catalizan más de una transformación química. 

Esta característica se denomina “promiscuidad catalítica” y se refiere a la 

capacidad del sitio activo de una enzima para catalizar más de una 

transformación química diferente (Kourist et al., 2008; Hult & Berglund, 2007). 

Frecuentemente, las actividades secundarias de una enzima promiscua son 

órdenes de magnitud más bajos que la actividad nativa de la enzima (Aharoni et 

al., 2005). De acuerdo con los resultados descritos en este trabajo, la actividad 

hidrolasa mostrada por PsSDO parece ser una actividad secundaria de la enzima, 

siendo la principal su actividad dioxigenasa.  

 

Debido a los resultados observados y para ampliar el conocimiento sobre esta 

actividad secundaria, se realizaron simulaciones de docking molecular en 

colaboración con el Dr. José Miguel Mancheño del Instituto de Química Física 

Blas Cabrera (CSIC). Estas simulaciones in silico demostraron que OTA es un 

sustrato posible para la interacción con PsSDO, ya que encaja en el bolsillo 
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catalítico en una posición adecuada para que pueda ocurrir la reacción (Sánchez-

Arroyo et al., 2023). Además, puesto que la actividad de PsSDO como 

amidohidrolasa se asemeja a la actividad de las carboxipeptidasas, se puede 

proponer un posible mecanismo catalítico para la hidrólisis de OTA (Figura 32). 

El mecanismo de acción sería similar al de las metalocarboxipeptidasas, el cual 

consiste en una reacción de hidrólisis siguiendo un mecanismo general de 

base/ácido, en el que una molécula de agua inicialmente coordinada al metal 

realiza un ataque nucleófilo sobre el grupo carbonilo del enlace amida del 

sustrato. En este proceso, el carboxilato del residuo Glu-82 actuaría como base 

contribuyendo a aumentar la nucleofilia de la molécula de agua, mientras que el 

grupo carbonilo que constituye el enlace amida de OTA, se encuentra activado 

por el efecto de atracción del metal. De este modo, se produciría el ataque 

nucleófilo del oxígeno del agua al átomo de carbono del grupo C=O, dando lugar 

a un intermedio tetraédrico. Tras este paso, Glu-82, ahora protonado, actuaría 

esta vez como ácido cediendo su protón al átomo de nitrógeno de la amida. 

Finalmente, y tras una serie de intercambio de protones entre los distintos 

participantes, el intermedio tetraédrico evolucionaría dando lugar a la rotura del 

enlace amida, formándose así los dos productos de reacción, OT y L--

fenilalanina (Figura 32).   
 

La demostración de la capacidad degradadora de OTA de la enzima PsSDO, 

por un lado, confirma la adecuación de las aproximaciones experimentales 

basadas en la similitud de ligando, puesto que permite identificar proteínas 

activas frente a este sustrato. Por otro lado, la actividad de PsSDO corrobora la 

existencia de proteínas que presentan baja actividad sobre OTA, pero que 

durante incubaciones prolongadas pueden hidrolizar la micotoxina, como se ha 

demostrado anteriormente en la literatura en diferentes enzimas con actividad 

hidrolasa (Chen et al., 2022) y carboxipeptidasa (Wei et al., 2020; Hu et al., 2018; 

Liuzzi et al., 2017; Abrunhosa et al., 2006, 2010), o en esta tesis con la peptidasa 

M20D SnAH. 
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Figura 32. Representación esquemática del posible mecanismo catalítico de hidrólisis de OTA por PsSDO. 

Este mecanismo propone una reacción activada por agua que sigue un mecanismo general base/ácido. Se 

muestran: el complejo enzima-sustrato (1), el intermedio tetraédrico (2) y la subsiguiente formación de los 

productos (3). Se muestran las estructuras 2D de los sustratos, intermedios y productos para cada paso del 

ciclo catalítico (Adaptado de Sánchez-Arroyo et al., 2023).  
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Además de haber identificado PsSDO como una oxigenasa que presenta 

actividad hidrolasa como actividad secundaria y haber demostrado que posee 

capacidad de hidrolizar OTA, en este estudio se ha descrito la existencia de 

numerosas proteínas bacterianas con una actividad hidrolítica sobre OTA 

adecuada. Las enzimas identificadas pertenecientes a la familia M20 (M20D) y 

M38 de peptidasas presentan características heterogéneas en lo que respecta a su 

comportamiento frente a variaciones de pH, temperatura y su termoestabilidad, 

así como respecto a la colección de sustratos sobre los que actúan. De esta 

manera, se ha ampliado el catálogo de proteínas potencialmente utilizables para 

reducir el contenido de OTA en diferentes sustratos y en diferentes contextos 

tecnológicos. En el Anexo III se recoge una tabla resumen con las características 

de las enzimas producidas en este trabajo. 

 

 

 

4 Identificación de bacterias destoxificadoras de ocratoxina A  

En este trabajo se ha demostrado la capacidad de determinadas cepas bacterianas 

para degradar OTA y, en estas cepas, se han identificado proteínas que también 

poseen dicha actividad. Resulta de interés conocer si la capacidad de transformar 

esta micotoxina mostrada por estas cepas es un fenotipo característico de esa 

especie o si, por el contrario, se extiende al resto de las especies del género. 

También es relevante estudiar si esa capacidad está determinada por la presencia 

de una única enzima o si son varias las enzimas responsables de dicho fenotipo. 

 

Con el objetivo de elucidar estas cuestiones, se adquirieron cepas tipo de 

distintas especies pertenecientes a los géneros en los que se habían identificado 

cepas capaces de transformar OTA y en ellas se evaluó su capacidad para 

transformar la micotoxina. De manera que se analizaron cepas tipo de especies 

del género Alcaligenes (4 especies/subespecies), Brevibacterium (9 especies), 

Cupriavidus (7 especies), Lysobacter (8 especies), Sphingomonas (5 especies), 

Rhizorhabdus (3 especies) y Stenotrophomonas (7 especies). La Tabla 18 muestra la 

clasificación taxonómica de las especies incluidas en este estudio. En ella, se 

observa que la capacidad de degradar OTA es un fenotipo extendido entre 

distintos grupos taxonómicos, ya que encontramos bacterias con esta capacidad 

pertenecientes a distintas familias, órdenes, clases y filos. Esto concuerda con los 

resultados obtenidos en este trabajo, puesto que las enzimas descritas con esta 

capacidad son peptidasas, un tipo de enzimas muy frecuente. Las peptidasas 

identificadas son generalmente inespecíficas y activas sobre enlaces peptídicos 

que poseen en su extremo C-terminal residuos hidrofóbicos no polares, para las 

que se desconoce su sustrato natural. 
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Tabla 18. Clasificación taxonómica de los géneros que poseen cepas con capacidad degradadora de OTA y 

las cepas analizadas en este estudio. 

 Familia Género Especie Cepa 

Filo: Proteobacteria 
   Clase: -proteobacteria 

       Orden: Sphingomonadales 

 

 

Sphingomonadaceae 

 

 

Rhizorhabdus 

 

 

R. argentea 

 

 

DSM 100912T 

   R. dicambivorans DSM 107650T 

   R. wittichii 
 

DSM 6014T 

  Sphingomonas S. adhaesiva DSM 7418T 

   S. canadensis DSM 29393T 

   S. dokdonensis DSM 21029T 

   S. endophytica DSM 101535T 

   S. jeddahensis DSM 103790T 
     

   Clase: -proteobacteria 

       Orden: Burkholderiales 

 

Alcaligenaceae 

 

Alcaligenes 

 

A. endophyticus 

 

DSM 100498T 

   
A. faecalis subsp. 

faecalis 

DSM 30030T 

   
A. faecalis subsp. 

parafaecalis 

DSM 13975T 

   
A. faecalis subsp. 

phenolicus 
 

DSM 16503T 

 Burkholderiaceae Cupriavidus C. basilensis DSM 106286T 

   C. campinensis DSM 17293T 

   C. malaysiensis DSM 19416T 

   C. necator DSM 13513T 

   C. numazuensis DSM 15562T 

   C. oxalaticus DSM 1105T 

   C. taiwanensis DSM 17343T 
     

   Clase: -proteobacteria 

       Orden: Xhanthomonadales 

 

Xhanthomonadaceae 

 

Lysobacter 

 

L. capsici 

 

DSM 19286T 

   L. concretionis DSM 16239T 

   L. daejeonensis DSM 17634T 

   L. enzymogenes DSM 2043T 

   L. niastensis DSM 18481T 

   L. silvestris DSM 104734T 

   L. soli DSM 24712T 

   L. spongiicola 
 

DSM 21749T 

  Stenotrophomonas S. acidaminiphila DSM 13117T 

   S. bentonitica DSM 103927T 

   S. chelatiphaga DSM 21508T 

   S. indicatrix DSM 28278T 

   S. nitritireducens DSM 12575T 

   S. pictorum DSM 19282T 

   S. terrae DSM 18941T 
     

Filo: Actinobacteria 
   Clase: Actinomycetia 

       Orden: Micrococcales 

 

 

Brevibacteriaceae 

 

 

Brevibacterium 

 

 

B. antiquum 

 

 

DSM 21545T 

   B. aurantiacum DSM 20426T 

   B. casei DSM 20658 

   B. casei DSM 9657 

   B. epidermidis DSM 20660T 

   B. jeotgali DSM 29217T 

   B. linens DSM 20425T 

   B. permense DSM 21546T 

   B. sediminis DSM 102229T 

   B. senegalense DSM 25783T 
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A continuación, se detallan los resultados obtenidos con cada uno de los 

géneros bacterianos estudiados.  

 

 

 

4.1 Género Alcaligenes  

Los microorganismos pertenecientes al género Alcaligenes se encuentran 

comúnmente en ambientes acuáticos y en el suelo, donde están involucrados en 

procesos de descomposición y mineralización. Además, también aparecen en 

otros nichos como el tracto intestinal de vertebrados y en algunos alimentos (Batt, 

2014). Este género incluye microorganismos Gram-negativos, filogenéticamente 

situados dentro de la clase de las -proteobacterias y contiene especies 

metabólicamente diversas, capaces de utilizar gran variedad de compuestos 

aromáticos como fuentes de carbono y energía (Batt, 2014). Muchos de estos 

compuestos son xenobióticos y representan riesgos para el medioambiente, como 

fenoles, fenantreno, hidrocarburos poliaromáticos y pesticidas (Kong et al., 2013; 

Bharali et al., 2011; Rehfuss & Urban, 2005; Kiyohara et al., 1990). Por este motivo, 

las especies del género Alcaligenes poseen interés biotecnológico, principalmente 

en el campo de la biorremediación. 

 

En la literatura existen ejemplos de cepas pertenecientes al género Alcaligenes 

descritas como capaces de degradar OTA. Tal es el caso de la cepa A. faecalis 

ASAGF 0D-1 aislada de suelo (Zhang et al., 2017) y A. faecalis ANSA176 aislada 

de quimo intestinal de burro (Zheng et al., 2022). En esta tesis también se ha 

demostrado la capacidad para degradar OTA de A. faecalis subsp. phenolicus DSM 

16503T y se ha caracterizado la N-acil-L-aminoácido amidohidrolasa 

perteneciente a esta cepa descrita por Zhang y colaboradores (2019), la cual se ha 

utilizado como control. Como se ha confirmado en esta tesis, esta enzima 

transforma OTA en metabolitos considerados no tóxicos. Con objeto de conocer 

la capacidad para degradar OTA entre especies del género Alcaligenes, se 

analizaron cepas tipo pertenecientes a diferentes especies/subespecies de este 

género. Desde su descubrimiento, el género Alcaligenes ha estado sujeto a 

numerosos cambios en su taxonomía. En la actualidad, este género contiene cinco 

especies según la Lista de nombres procarióticos con posición en la nomenclatura 

(LPSN) (www.bacterio.net): A. faecalis, A. aquatilis, A. pakistanensis, A. 

endophyticus y A. nematophilus. Además, A. faecalis está dividido en tres 

subespecies: A. faecalis subsp. faecalis, A. faecalis subsp. parafaecalis y A. faecalis 

subsp. phenolicus (Lu et al., 2017). Aunque se han publicado nombres 

taxonómicos de otras especies, esta descripción no se ha realizado de una forma 

válida según las normas del Código Bacteriológico, como es el caso de A. 

ammonioxydans (Wu et al., 2021).  
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Para este trabajo, se adquirieron las cepas tipo de especies pertenecientes a este 

género y disponibles en la DSMZ: A. endophyticus DSM 100498T y las tres 

subespecies de A. faecalis (A. faecalis subsp. faecalis DSM 30030T, A. faecalis subsp. 

parafaecalis DSM 13975T y A. faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T) (Tabla 18). 

Estas cepas se cultivaron en medio conteniendo OTA y, tras siete días de 

incubación, se observa la desaparición de la micotoxina en el sobrenadante de los 

cultivos en todas las subespecies de A. faecalis, mientras que en el sobrenadante 

del cultivo de A. endophyticus DSM 100498T no se observó dicha desaparición 

(Figura 33A). Este resultado reveló que no todas las especies del género 

Alcaligenes presentan capacidad de transformar OTA. Además, no se encontró 

OTA en el análisis realizado tras el lavado de las células con metanol, 

confirmando que en ninguno de los casos la reducción de la toxina se debe a un 

mecanismo de adsorción a las paredes celulares.  

 

Al analizar la presencia de OT en los sobrenadantes de los medios de cultivo, 

se observó un comportamiento diferente entre las cepas que transforman la 

micotoxina. Se ha descrito que tanto A. faecalis ASAGF 0D-1 (Zhang et al., 2017) 

como A. faecalis ANSA 176 (Zheng et al., 2022) transforman OTA dando lugar a 

la acumulación de OT. En este estudio, se observó la acumulación de OT en el 

sobrenadante de los cultivos de A. faecalis subsp. parafaecalis DSM 13975T y A. 

faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T. Sin embargo, en el sobrenadante del cultivo 

de la cepa de A. faecalis subsp. faecalis DSM 30030T no se observó OT. Este 

resultado puede indicar que la cepa DSM 30030T es capaz de continuar con la 

transformación bioquímica de OTA. Para confirmar este hallazgo, todas las cepas 

de Alcaligenes estudiadas se cultivaron en presencia de OT (2 g/ml) durante 

siete días. Tras la incubación, se analizó la presencia de OT en los sobrenadantes 

(Figura 33B). A. faecalis subsp. faecalis DSM 30030T fue la única cepa capaz de 

transformar la OT presente en el medio (Figura 33B), lo que la convierte en la 

primera bacteria descrita capaz de transformar dicho metabolito. En este sentido, 

sería interesante conocer la enzima o ruta metabólica causante de este fenotipo. 

A pesar de que se han descrito las características fenotípicas que diferencian a las 

tres subespecies de A. faecalis (Rehfuss & Urban, 2005), debido a la amplia 

variedad de fuentes de carbono utilizables por las cepas de Alcaligenes para su 

crecimiento, no es posible a priori asociar una diferencia fenotípica característica 

que diferencie a estas subespecies (como la asimilación de L-ornitina o la 

hidrólisis de gelatina) con la capacidad para transformar OT. 
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Figura 33. Degradación de OTA (A) y OTα (B) por cultivos de cepas del género Alcaligenes. Las cepas 

analizadas fueron A. endophyticus DSM 100498T, A. faecalis subsp. faecalis DSM 30030T, A. faecalis subsp. 

parafaecalis DSM 13975T y A. faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T. (A) Las cepas se cultivaron en medio de 

cultivo durante siete días en presencia de OTA (2 μg/ml), y el sobrenadante se analizó por HPLC. (B) Las 

cepas se cultivaron en presencia de OTα (2 μg/ml) durante siete días, tras ello, el sobrenadante se pasó a 

través de una columna de inmunoafinidad OchraTest WBTM y se analizó por HPLC. Se indican los controles 

(medio de cultivo con OTA/OTα no inoculado) (C). 

 

Tras analizar la capacidad de las diferentes cepas de Alcaligenes ensayadas 

para transformar OTA, con el objetivo de conocer si la presencia de la proteína 

AfOTasa identificada se puede asociar con la capacidad de la cepa para degradar 

la micotoxina, se analizó la presencia del gen que codifica esta proteína en las 

cepas de Alcaligenes estudiadas. En primer lugar, se realizó una búsqueda y 

posterior alineamiento de secuencia de las proteínas con alto grado de identidad 

con AfOTasa presentes en cepas de Alcaligenes cuyo genoma se encuentra 
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secuenciado (Anexo V). A partir de este alineamiento, se escogieron dos motivos 

de aminoácidos conservados para diseñar oligonucleótidos degenerados, con el 

fin de detectar la presencia del gen afotasa en las especies del género Alcaligenes 

ensayadas. Para ello, se utilizaron los oligonucleótidos 2049 y 2050 que codifican 

los motivos conservados DALPVQER y PEFMIDE, respectivamente, que 

amplifican un fragmento interno de 923 pb del gen que codifica AfOTasa (Tabla 

8). A continuación, se realizó una PCR con dichos oligonucleótidos, utilizando 

como molde el ADN cromosómico de las cepas de Alcaligenes empleadas en este 

estudio. Como se muestra en la Figura 34, todas las subespecies de A. faecalis 

poseen el gen que codifica la proteína AfOTasa, sin embargo, A. endophyticus 

DSM 100498T no muestra banda de amplificación. Estos resultados coinciden con 

la información obtenida del análisis de la presencia de OTA en los sobrenadantes 

de los cultivos, lo que indica que, al menos en las cepas analizadas, el fenotipo de 

hidrólisis de OTA parece estar asociado con la presencia del gen que codifica la 

proteina AfOTasa. 

 

 
Figura 34. Detección del gen que codifica AfOTAsa en cepas del género Alcaligenes. Las cepas analizadas 

fueron A. faecalis subsp. phenolicus DSM 16503T (carril 1), A. endophyticus DSM 100498T (carril 2), A. faecalis 

subsp. faecalis DSM 30030T (carril 3) y A. faecalis subsp. parafaecalis DSM 13975T (carril 4). Los productos de 

PCR obtenidos con los oligonucleótidos 2049 y 2050 se sometieron a electroforesis en gel. El marcador de 

tamaño molecular EcoT14I (Takara, Japón) aparece en el carril izquierdo. Los números indican algunos de 

los tamaños moleculares. 

 
Las cepas tipo de las especies A. aquatilis, A. pakistanensis y A. nematophilus no 

se encuentran disponibles en la colección de la DSMZ, por lo que se realizaron 

búsquedas en bases de datos genómicas para conocer si también poseen el gen 

que codifica AfOTasa. Como se muestra en la Figura 35, los genomas de A. 

pakistanensis, A. aquatilis y A. nematophilus contienen una proteína similar a 

AfOTasa anotada como “amidohidrolasa” (Tabla 19), lo que sugiere que estas 

cepas también pueden ser capaces de hidrolizar OTA. Además, estos genomas 

comparten una organización genética similar alrededor del gen que codifica 
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AfOTasa, lo que apoya que se trate de una proteína equivalente en todas las 

especies (Figura 35).  

 

 
Figura 35. Organización genética de la región cromosómica contigua al gen que codifica AfOTasa en especies 

del género Alcaligenes. Se incluyen A. pakistanesis (GCF_014652815), A. nematophilus 

(NZ_JAPKMZ010000001.1), A. faecalis (NZ_CP013119) y A. aquatilis (NZ_CP0022390). Las flechas indican 

genes. Los genes que codifican proteínas similares a AfOTasa están representados por flechas negras. Los 

genes presentes en todas las cepas analizadas están representados por flechas blancas. Los genes que no 

están presentes en todas las cepas se indican con diferente color. 

 
Tabla 19. Proteínas similares a AfOTasa en el género Alcaligenes. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

Alcaligenes faecalis WP_026482608.1 100 / 100 

Alcaligenes aquatilis WP_108727473.1 97,71 / 90,94 

Alcaligenes pakistanensis WP_189390509.1 96,12 / 83,60 

Alcaligenes nematophilus WP_266107694.1 86,99 / 76,69 

                                    a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 
Asimismo, se investigó la presencia de la amidohidrolasa equivalente en el 

genoma de A. endophyticus. El BLAST realizado contra el genoma de esta especie 

no encontró proteínas con alta identidad de secuencia, lo que indicaría que no 

está presente, resultado que coincide con la ausencia de amplificación del gen 

mediante PCR. Además, se realizó la búsqueda de los genes que aparecen 

situados contiguos al gen afotasa, según la región cromosómica observada en las 

otras especies del género Alcaligenes analizadas. Como resultado, no se encontró 

ninguno de dichos genes, aunque sí se observó conservación de los genes que se 

sitúan 7 kbs upstream de la amidohidrolasa y 10 kbs downstream, lo que parece 

indicar la deleción de una región de 17 kbs que incluye el gen afotasa, así como de 

sus genes contiguos. Este resultado explicaría la incapacidad de degradar OTA y 

la no detección del gen mediante PCR en A. endophyticus. La Tabla 20 muestra la 

organización genética alrededor del gen que codifica AfOTasa en A. faecalis.  
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Tabla 20. Organización genética de la región cromosómica contigua a AfOTasa en A. faecalis 

(NZ_CP013119.1). 

ORF Locus/gen Cadena aa Anotación 
Número de 

acceso 

ORF1 UZ73_RS18535 - 330 Proteína familia VOC WP_045931364.1 

ORF2 UZ73_RS18530 - 287 Alfa/beta hidrolasa WP_045931365.1 

ORF3 UZ73_RS18525 - 412 Transportador MFS WP_052695821.1 

ORF4 UZ73_RS18520 - 374 Transportador MFS WP_045931366.1 

ORF5 UZ73_RS18515 + 257 Regulador transcripcional hélice-giro-

hélice 

WP_045931367.1 

ORF6 UZ73_RS18510 + 438 Amidohidrolasa WP_026482608.1 

ORF7 UZ73_RS18505 - 149 Proteína familia Hsp20/Alfa cristalina WP_045931368.1 

ORF8 UZ73_RS18500 - 510 Purina permeasa WP_045931369.1 

ORF9 UZ73_RS18495 - 458 8-oxoguanina deaminasa WP_045931370.1 

 
De las cinco especies reconocidas dentro del género Alcaligenes por la LPSN, 

en este trabajo se han analizado las cepas tipo de dos especies pertenecientes a 

este género, A. endophyticus y las tres subespecies de A. faecalis, por ser las únicas 

comercialmente disponibles como cepas tipo en la DSMZ.  Los cultivos en 

presencia de OTA de las cepas ensayadas revelaron la capacidad de degradar la 

micotoxina de las tres subespecies de A. faecalis, y la ausencia de esta misma 

capacidad en A. endophyticus. Como resultado inesperado de este estudio, se 

observó que la cepa tipo de la especie A. faecalis subsp. faecalis DSM 30030T es 

capaz de metabolizar OT mediante un mecanismo todavía desconocido. 

Adicionalmente, los resultados de un estudio in silico de los genomas de estas 

cepas y los resultados de reacciones de PCR realizadas con oligonucleótidos 

degenerados han identificado la presencia del gen que codifica AfOTasa en todas 

las cepas analizadas que muestran capacidad de degradar OTA.  En resumen, 

estas evidencias sugieren que, al menos en las cepas estudiadas, la capacidad de 

transformar OTA parece estar asociada con la presencia del gen que codifica la 

enzima AfOTasa en el género Alcaligenes.  

 

 

 

4.2 Género Brevibacterium 

El género Brevibacterium pertenece a la clase de las actinobacterias y comprende 

microorganismos Gram-positivos y aerobios, aislados de hábitats tan diferentes 

como arroz (Komagata & Iizuka, 1964), piel humana (Roux & Raoult, 2009), aves 

(Pascual & Collins, 1999) y quesos, entre otros. En el caso de los quesos, se estima 

que B. linens, representa entre el 1 y el 30% de las bacterias presentes en la 

superficie de algunos de ellos (McSweeney, 2007). Las cepas del género 

Brevibacterium son de interés industrial como fuente de varios productos, entre 

los que se incluyen aminoácidos (especialmente ácido glutámico y lisina), 

enzimas para la industria alimentaria y compuestos antimicrobianos. Asimismo, 
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se ha descrito el uso de B. linens en el tratamiento de aguas residuales, en la 

producción de vitaminas y en procesos farmacéuticos (Rattray & Fox, 1999). A 

pesar de ello, B. linens no está recogido en la lista de microorganismos QPS 

(Qualified Presumption of Safety) de la EFSA. Este hecho se debe probablemente a 

que el listado QPS no es un registro exhaustivo, ya que algunas aplicaciones 

microbiológicas en la cadena agroalimentaria no requieren de evaluación de 

seguridad por la EFSA; por ejemplo, este es el caso de cultivos iniciadores de 

productos fermentados (no novedosos) destinados al consumo humano 

(Koutsoumanis et al., 2022). En cambio, la Federación Internacional de Productos 

Lácteos (IDF) sí que recoge a B. linens, y a otras especies del género, como 

microorganismo de uso seguro (Bourdichon et al., 2018). La diversidad 

metabólica del género Brevibacterium, junto con su uso industrial (por ejemplo, B. 

linens está disponible comercialmente como cultivo iniciador para la maduración 

de quesos), hacen de las cepas de este género candidatos atractivos para su 

empleo en la destoxificación de OTA en matrices alimentarias.  

 

En el año 2011, la capacidad de cepas del género Brevibacterium para 

transformar OTA en OTα se demostró por el grupo de investigación de 

Biotecnología Bacteriana del ICTAN (CSIC) (Rodríguez et al., 2011), en el cual se 

ha realizado esta tesis. 
 

De forma similar al trabajo realizado con el género Alcaligenes, se adquirieron 

las cepas tipo de algunas especies del género Brevibacterium para estudiar su 

capacidad hidrolizadora de OTA. En la actualidad, el género Brevibacterium 

comprende 36 especies según la LPSN, de las cuales se adquirieron ocho cepas 

tipo disponibles en la DSMZ. Las cepas analizadas fueron: B. linens DSM 20425T, 

B. epidermidis DSM 20660T, B. permense DSM 21546T, B. sediminis DSM 102229T, B. 

antiquum DSM 21545T, B. aurantiacum DSM 20426T, B. senegalense DSM 25783T y B. 

jeotgali DSM 29217T. También se incluyeron las cepas B. casei DSM 9657 y DSM 

20658, las cuales se encontraban disponibles en la colección de microorganismos 

del laboratorio (Tabla 18). La capacidad para hidrolizar OTA de las cepas se 

ensayó incubándolas en medio suplementado con la micotoxina. Tras siete días 

de incubación, se observó la desaparición de OTA del sobrenadante de los 

cultivos de las cepas ensayadas y la correspondiente acumulación de OT, 

excepto en los cultivos de B. senegalense y B. jeotgali que no fueron capaces de 

eliminar la micotoxina del medio (Figura 36). El lavado con metanol de las células 

sedimentadas confirmó que en ninguno de los casos la reducción de OTA se 

debió a un mecanismo de adsorción de la micotoxina, como ya se había descrito 

previamente para cepas de este género (Rodríguez et al., 2011). Estos resultados 

revelan que la eliminación de OTA por estas especies se debe a un mecanismo de 

transformación y que la capacidad de degradar OTA no es una característica 

común a todas las especies del género Brevibacterium.  
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Figura 36. Degradación de OTA por cepas del género Brevibacterium. Las cepas analizadas fueron B. 

antiquum DSM 21545T, B. aurantiacum DSM 20426T, B. casei DSM 9657, B. casei DSM 20658, B. epidermidis DSM 

20660T, B. jeotgali DSM 29217T, B. linens DSM 20425T, B. permense DSM 21546T, B. sediminis DSM 102229T y B. 

senegalense DSM 25783T. Las cepas se cultivaron en el medio de cultivo correspondiente (LB, TSYE, MR2A o 

BMB) durante siete días en presencia de OTA (2 μg/ml), y el sobrenadante se analizó por HPLC. Se indican 

los controles (medio de cultivo con OTA no inoculado) (C). 

A pesar de que la capacidad para degradar OTA ya se había descrito en cepas 

del género Brevibacterium (Rodríguez et al., 2011), hasta la fecha no se había 

descrito ninguna enzima con capacidad degradadora de esta micotoxina en este 

género. Como se explica en el Apartado 1 de Resultados y discusión, en este 

trabajo se ha identificado una enzima anotada como amidohidrolasa en B. linens 

(BlOTasa) para la que se ha confirmado su capacidad hidrolizadora de OTA. Para 

comprobar la hipótesis de que dicha enzima es la responsable del fenotipo 

degradador de OTA de estas bacterias, se analizó la presencia del gen que la 

codifica en las cepas de Brevibacterium ensayadas. Para ello, se realizó un abordaje 

similar al llevado a cabo con las cepas del género Alcaligenes. En los genomas de 

estas especies de Brevibacterium se identificaron proteínas similares a BlOTasa 

(Tabla 21) y con ellas se realizó un alineamiento de secuencias en el que se 
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identificaron motivos conservados (Anexo V). Dos de estos motivos conservados 

se seleccionaron para diseñar oligonucleótidos degenerados. Así, se diseñaron 

los oligonucleótidos 2047 (motivo IPGVIDCH) y 2048 (motivo NLEEISL) que 

amplifican un fragmento interno de 844 pb del gen blotasa (Tabla 8). El ADN 

cromosómico de las cepas tipo incluidas en el estudio se empleó como molde 

para llevar a cabo una PCR con dichos oligonucleótidos. En la Figura 37, se 

observa que todas las cepas tipo de las especies ensayadas amplifican el gen que 

codifica BlOTasa, excepto las cepas B. senegalense DSM 25783T y B. jeotgali DSM 

29217T, en las cuales no se obtuvo ningún producto de amplificación. Este 

resultado coincide con los resultados obtenidos al estudiar la capacidad de los 

cultivos de estas cepas para degradar OTA. 

 

 

   Tabla 21. Proteínas similares a BlOTasa en el género Brevibacterium. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

B. linens WP_101553338.1 100 / 100 

B. permense WP_173153086.1 95,05 / 91,36 

B. epidermidis WP_062243139.1 93,81 / 91,03 

B. sediminis  WP_181271732.1 
 

96,53 / 91,77 

B. antiquum WP_198396426.1 84,41 / 79,09 

B. aurantiacum WP_101557482.1 84,90 / 78,93 

B. casei WP_198499021.1 79,70 / 80,33 
                                                            a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 

 

 

Figura 37. Detección del gen que codifica BlOTasa en cepas del género Brevibacterium. Las cepas analizadas 

fueron B. linens DSM 20425T (carril 1), B. permense DSM 21546T (carril 2), B. sediminis DSM 102229T (carril 3), 

B. senegalense DSM 25783T (carril 4), B. casei DSM 9657 (carril 5), B. casei DSM 20658 (carril 6), B. epidermidis 

DSM 20660T (carril 7), B. antiquum DSM 21545T (carril 8), B. aurantiacum DSM 20426T (carril 9) y B. jeotgali 

DSM 29217T (carril 10). Los productos de PCR obtenidos con los oligonucleótidos 2047 y 2048 se sometieron 

a electroforesis en gel. El marcador de tamaño molecular EcoT14I (Takara, Japón) aparece en el carril 

izquierdo. Los números indican algunos de los tamaños moleculares. 
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Se estudió también la región cromosómica contigua al gen que codifica la 

proteína BlOTasa en las especies ensayadas. Como se muestra en la Figura 38, los 

genomas muestran un entorno genético idéntico en la región upstream del gen 

blotasa. Si se toma como referencia el genoma de la especie B. linens, en el caso de 

B. antiquum, B. aurantiacum y B. casei se observa la inserción de un gen downstream 

del gen blotasa. Este gen codifica una proteína anotada como “sugar porter family 

MFS transporter”, implicada en el proceso de transporte de diferentes compuestos 

a través de la membrana citoplasmática, función similar a la observada en los 

genes contiguos. B. casei muestra un gen delecionado respecto a las otras cepas, 

el cual codifica una proteína anotada como “sodium:proton antiporter” y, además, 

presenta una inserción de 13,6 kbs respecto a los demás genomas. En el genoma 

de las especies B. senegalense y B. jeotgali no se encontró ninguna proteína similar 

a BlOTasa. El BLAST realizado contra los genomas de estas especies no encontró 

proteínas con alta identidad de secuencia. Sin embargo, se identificaron los genes 

conservados alrededor del gen blotasa y se comprobó que en ninguno de los dos 

casos aparece ningún gen que codifique una proteína similar, anotada como 

“amidohidrolasa” o con una denominación equivalente. Estos resultados 

coinciden con la ausencia de banda de amplificación del gen mediante PCR y con 

la incapacidad de los cultivos de estas dos especies para degradar OTA. En 

consecuencia, los resultados indican que, al menos en las especies analizadas, el 

fenotipo de hidrólisis de OTA parece asociado a la presencia del gen blotasa. La 

organización genética en torno a este gen en B. linens aparece detallada en la 

Tabla 22. 

 

 

 
Figura 38. Organización genética de la región cromosómica contigua al gen que codifica BlOTasa en especies 

del género Brevibacterium. Se incluyen B. linens (NZ_CP026734.1), B. permense (NZ_CP013119), B. epidermidis 

(NZ_BCSJ01000015.1), B. sediminis (NZ_JAHQRN010000001.1), B. antiquum (NZ_JABASX010000003.1), B. 

aurantiacum (NZ_CP025333.1), B. casei (NZ_CP065682.1), B. senegalense (NZ_HE978607.1) y B. jeotgali 

(NZ_VIUB01000001.1). Las flechas indican los genes. Los genes que codifican proteínas similares a BlOTasa 

están representados por flechas negras.  
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Tabla 22. Organización genética de la región cromosómica contigua a BlOTasa en B. linens (NZ_CP026734.1). 

ORF Locus/gen Cadena aa Anotación Número de acceso 

ORF1 CXR29_RS10540 + 438 Transportador de eflujo  WP_101593271.1 

ORF2 CXR29_RS10535 + 280 N-acetiltransferasa familia GNAT WP_127364487.1 

ORF3 CXR29_RS17680 - 484 Metalopeptidasa familia M1 WP_241241410.1 

ORF4 CXR29_RS10525 - 1312 Sintetasa peptídica no ribosomal WP_101553337.1 

ORF5 CXR29_RS10520 + 404 Amidohidrolasa WP_101553338.1 

ORF6 CXR29_RS10515 + 167 Proteína con dominio VTT WP_101553339.1 

ORF7 CXR29_RS10510 + 463 Antiportador sodio:protón WP_101553340.1 

ORF8 CXR29_RS10505 + 417 Transportados MFS WP_101593276.1 

 
Los ensayos realizados para comprobar la asociación de la presencia de la 

enzima BlOTasa con la capacidad degradadora de OTA del microorganismo 

constituyen una evidencia indirecta. Con el fin de obtener una evidencia directa 

que confirmara esta hipótesis, se decidió interrumpir el gen que codifica esta 

enzima en B. linens DSM 20425T para comprobar si, efectivamente, la interrupción 

del gen origina la desaparición del fenotipo de degradación de OTA que presenta 

B. linens. Para ello, se clonó un fragmento interno de 420 pb del gen blotasa (fg-

blotasa) en el plásmido conjugativo pK18mob. Este vector carece de un origen de 

replicación utilizable por B. linens, por lo que, al introducirse en la bacteria 

mediante conjugación, y debido a la presencia de regiones idénticas al gen blotasa, 

debería insertarse en el ADN cromosómico por recombinación homóloga 

mediante un proceso de inserción-duplicación, dando lugar a la interrupción del 

gen. Con este fin, se llevaron a cabo numerosos intentos para modificar B. linens 

mediante conjugación con el plásmido recombinante pK18mob-fg-blotasa. A 

pesar de la realización de multiples intentos, no se consiguió la obtención de 

dicho mutante en el transcurso de esta tesis. No obstante, como se ha expuesto 

anteriormente, los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la hipótesis de que 

el fenotipo de hidrólisis de OTA por parte de los cultivos de Brevibacterium parece 

estar exclusivamente asociado a la presencia de la enzima BlOTasa, al menos en 

las especies ensayadas.   

 

 

 

4.3 Género Cupriavidus 

El género Cupriavidus está formado por microorganismos Gram-negativos, 

quimioorganotrofos y quimiolitotrofos facultativos. Este género pertenece a la 

clase de -proteobacterias y se encuentra en diversos hábitats como el suelo, 

nódulos radiculares de plantas y ambientes acuáticos. Además, los 

microorganismos que lo comprenden muestran tolerancia a metales pesados, y 

algunas especies poseen un importante potencial de degradación de xenobióticos 

(Janssen et al., 2010; Vandamme & Coenye, 2004; Goris et al., 2001; Makkar & 

Casida, 1987). Tal es el caso de C. necator, que es capaz de degradar compuestos 

aromáticos clorados y puede usar una amplia variedad de ácidos orgánicos y 
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alcoholes para su crecimiento quimiorganotrofo (Lykidis et al., 2010; Pérez-

Pantoja et al., 2008). C. necator es un microorganismo muy estudiado debido a su 

uso como productor de poli--hidroxibutirato, un bioplástico; de hecho, fue la 

primera especie utilizada industrialmente por Imperial Chemical Industries para la 

producción de este compuesto (Zhang et al., 2022b). El listado QPS de la EFSA 

incluye la especie C. necator; la EFSA admite su empleo “únicamente con fines de 

producción” lo que posibilita su uso, siempre y cuando, no existan células viables 

en el producto final (Koutsoumanis et al., 2022). La experiencia en el empleo 

industrial de esta bacteria junto con la posibilidad de su uso en matrices 

alimentarias, la convierten en una especie atractiva para su utilización en la 

destoxificación de OTA.  

 

En la actualidad, el género Cupriavidus incluye 20 especies según la LPSN, 

aunque se estima que se trata de un género infra estudiado, de modo que se 

espera el reconocimiento progresivo de muchas más especies (Arroyo-Herrera et 

al., 2020). Ferenzci y colaboradores (2014) describieron la capacidad de degradar 

OTA en cepas pertenecientes al género Cupriavidus. Concretamente, describieron 

la capacidad de la cepa de C. basilensis Ör16 para degradar esta micotoxina. Más 

tarde, Al-nussairawi y colaboradores (2020) realizaron un estudio más amplio de 

la capacidad de degradar diferentes micotoxinas en cepas tipo de 16 especies 

pertenecientes a este género. Estos investigadores describieron que las cepas tipo 

de las especies C. necator, C. basilensis, C. numazuensis, C. alkaliphilus, C. respiraculi, 

C. pinatubonensis y C. taiwanensis son capaces de degradar OTA, dando lugar a 

OT y L--fenilalanina; mientras que las cepas tipo de las especies C. oxalaticus, 

C. campinensis, C. gilardii, C. laharis, C. pampae, C. pauculus, C. plantarum, C. 

yeoncheonensis y C. metallidurans no muestran este fenotipo (Al-nussairawi et al., 

2020).  

 

Esta tesis está enfocada en el estudio de la degradación de OTA, sin embargo, 

cabe destacar que en el trabajo realizado por Al-nussairawi y colaboradores 

(2020) se han descrito cepas capaces de degradar otras micotoxinas. Tal es el caso 

de las cepas tipo de C. basilensis, que posee la capacidad de degradar zearalenona 

y OTA, y C. numazuensis, que es capaz de destoxificar AFB1, zearalenona, la 

micotoxina T-2 y OTA (Al-nussairawi et al., 2020). Por ello, las cepas del género 

Cupriavidus pueden ser organismos idóneos para la destoxificación de materias 

primas contaminadas por una combinación de micotoxinas.  

 

En el presente trabajo, se ensayó la capacidad de transformar OTA de las cepas 

tipo de siete especies: C. basilensis DSM 106286T, C. necator DSM 13513T, C. 

taiwanensis DSM 17343T, C. numazuensis DSM 15562T, C. oxalaticus DSM 1105T, C. 

campinensis DSM 17293T y C. malaysiensis DSM 19416T (Tabla 18). Estas cepas se 

cultivaron en presencia de OTA durante siete días y, pasado este tiempo, se 

analizó la presencia de OTA en el cultivo. Los resultados del trabajo de Al-
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nussairawi y colaboradores (2020) se confirmaron en este estudio, tanto en el caso 

de las cepas descritas como no degradadoras como en el caso de las que sí 

degradan (Figura 39), por lo que se confirma que la capacidad de degradar OTA 

no es una característica común a todas las especies pertenecientes al género 

Cupriavidus. Igualmente, se comprobó la acumulación de OT en los 

sobrenadantes de los cultivos de las especies transformadoras y la ausencia de 

OTA tras el lavado de las células con metanol, descartando así la adsorción de la 

micotoxina a las paredes celulares de estas bacterias.  

 

 
Figura 39. Degradación de OTA por cepas del género Cupriavidus. Las cepas analizadas fueron C. basilensis 

DSM 106286T, C. campinensis DSM 17293T, C. malaysiensis DSM 19416T, C. necator DSM 13513T, C. numazuensis 

DSM 15562T, C. oxalaticus DSM 1105T y C. taiwanensis DSM 17343T. Las cepas se cultivaron en el medio de 

cultivo correspondiente (M1, MR2A, CASO o TSB) durante siete días en presencia de OTA (2 μg/ml), y el 

sobrenadante se analizó por HPLC. Se indican con (C) los controles (medio de cultivo con OTA no 

inoculado). 

 

Al-nussairawi (2020) realizó un estudio transcriptómico en el que analizó la 

expresión diferencial de genes en C. basilensis al cultivar el microorganismo en 

presencia y ausencia de OTA. En el experimento en presencia de OTA, el ensayo 

se realizó cultivando C. basilensis en medio mínimo suplementado con OTA como 

única fuente de carbono, con el objetivo de activar aquellos genes posiblemente 

implicados en su metabolismo. Como resultado de este estudio, se identificaron 
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tres proteínas que potencialmente podían transformar OTA; dos de ellas 

anotadas como D-alanil-D-alanina carboxipeptidasas (CPA1 y CPA3) y otra 

anotada como una carboxipeptidasa metalodependiente (CPA2). Posteriormente, 

estas enzimas de C. basilensis se clonaron y expresaron heterólogamente para 

estudiar su actividad sobre OTA. Las enzimas recombinantes producidas 

mostraron porcentajes de degradación alrededor del 60%, tras incubarlas 16 h a 

37 °C en presencia de 2 g/ml de OTA. Además, realizaron un ensayo incubando 

simultáneamente las tres enzimas en presencia de OTA y el porcentaje de 

degradación fue del 50% (Al-nussairawi, 2020).   

 

En el presente trabajo, en la búsqueda de proteínas similares a la N-acil-L-

aminoácido amidohidrolasa de A. faecalis DSM 16503T (AfOTasa), se identificó 

una amidohidrolasa perteneciente a C. necator DSM 13513T (Apartado 1 de 

Resultados y discusión). Esta peptidasa M20D se produjo heterólogamente y se 

comprobó la capacidad de la enzima para degradar por completo la OTA al 

incubarla a 37 °C durante 18 h en presencia de 2 g/ml de micotoxina. En un 

alineamiento de secuencia, se puede comprobar que las proteínas descritas 

previamente por Al-nussairawi (2020) muestran entre un 17 y un 34% de 

identidad de secuencia con la proteína descrita en este trabajo (Anexo IV), por lo 

que se trata de una nueva proteína no estudiada previamente.  

 

Como en los géneros estudiados anteriormente, se analizó la presencia del gen 

que codifica CnOTasa en las cepas tipo de las especies de Cupriavidus ensayadas 

en este trabajo, mediante una PCR con oligonucleótidos degenerados, utilizando 

como molde el ADN cromosómico de dichas cepas. En dicha PCR, se utilizaron 

los oligonucleótidos 2051 y 2052 que codifican los motivos conservados 

HLRKLGM y HSPEFYV, respectivamente, los cuales dan lugar a un amplicón de 

1043 pb (Tabla 8) (Anexo V). Las proteínas similares a CnOTasa en las diferentes 

especies de Cupriavidus utilizadas para realizar los alineamientos (Anexo V) y 

diseñar los oligonucleótidos degenerados se muestran en la Tabla 23. El 

resultado de las reacciones de PCR se muestra en la Figura 40, en la cual se 

observa que las cepas para las que se confirmó la hidrólisis de OTA también 

presentan el gen que codifica CnOTasa, mientras que las cepas que no mostraron 

dicha actividad (C. oxalaticus y C. campinensis) no muestran este producto de 

amplificación en la PCR.  

 

Tabla 23. Proteínas similares a CnOTasa en el género Cupriavidus. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

C. necator WP_011615094.1 100 / 100 

C. malaysiensis WP_071070808.1 90,40 / 84,36 

C. basilensis WP_150987640.1 88,86 / 85,11 

C. taiwanensis WP_012352648.1 93,90 / 91,23 

C. numazuensis WP_211953016.1 91,29 / 86,88 
                                                                 a aa, aminoácido; nt, nucleótido 
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Figura 40. Detección del gen que codifica CnOTasa en cepas del género Cupriavidus. Las cepas analizadas 

fueron C. necator DSM 13513T (carril 1), C. malaysiensis DSM 19416T (carril 2), C. taiwanensis DSM 17343T 

(carril 3), C. numazuensis DSM 15562T (carril 4), C. oxalaticus DSM 1105T (carril 5), C. campinensis DSM 17293T 

(carril 6) y C. basilensis DSM 106286T (carril 7). Los productos de la PCR obtenidos con los oligonucleótidos 

2051 y 2052 se sometieron a electroforesis en gel. El marcador de tamaño molecular EcoT14I (Takara, Japón) 

aparece en el carril izquierdo. Los números indican algunos de los tamaños moleculares. 

 
Con objeto de conocer si la presencia de las proteínas de Cupriavidus descritas 

previamente por Al-nussairawi (2020) se asocian con el fenotipo degradador de 

OTA, se decidió analizar in silico su presencia en las siete especies de Cupriavidus 

estudiadas en esta tesis. Como se puede observar en la Tabla 24 (CPA1), la Tabla 

25 (CPA2), y la Tabla 26 (CPA3), las dos D-alanil-D-alanina carboxipeptidasas 

(CPA1 y CPA3) se encuentran presentes en todas las especies, 

independientemente de su capacidad para degradar OTA; en el caso de la 

carboxipeptidasa metalodependiente (CPA2), además de en las especies 

degradadoras, también encontramos la proteína en C. oxalaticus, especie no 

degradadora de OTA. Estos resultados parecen indicar que la presencia de CPA1, 

CPA2 y CPA3 no está asociada con el fenotipo de degradación de OTA observado 

en los cultivos. Por otra parte, cabe señalar que, al realizar este análisis, se observó 

que la enzima CPA2 está anotada como una aminoacilasa de la familia M20. De 

acuerdo con los resultados de Al-nussairawi (2020), CPA2 de C. basilensis 

presenta una capacidad degradadora de OTA limitada en comparación con la 

capacidad de la también peptidasa M20 CnOTasa de C. necator identificada en 

esta tesis, capaz de degradar la OTA presente en el medio por completo.  
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Tabla 24. Proteínas similares a D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (CPA1) de Cupriavidus basilensis en el 

género Cupriavidus. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

C. necator  WP_042883913.1 
 

87,31 / 87,80 

C. malaysiensis WP_071010855.1 85,82 / 87,17 

C. basilensis  WP_006160152.1 
 

100 / 100 

C. taiwanensis  WP_116335986.1 
 

86,32 / 87,05 

C. numazuensis WP_211954225.1 87,06 / 87,39 

C. oxalaticus WP_063236616.1 86,57 / 86,85 

C. campinensis WP_144199024.1 84,54 / 85,43 
                                                                 a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 

Tabla 25. Proteínas similares a carboxipeptidasa metalodependiente (CPA2) de Cupriavidus basilensis en el 

género Cupriavidus. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

C. necator WP_011299417.1 90,80 / 81,35 

C. malaysiensis WP_071068405.1 94,51 / 86,93 

C. basilensis WP_006157324.1 100 / 100 

C. taiwanensis  CAQ72129.1 
 

55,50 / 62,51 

C. numazuensis WP_211956842.1 90,57 / 81,44 

C. oxalaticus WP_133097791.1 90,05 / 83,75 

C. campinensis WP_144201211.1 48,12 / 60,51 
                                                                 a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 

Tabla 26. Proteínas similares a D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (CPA3) de Cupriavidus basilensis en el 

género Cupriavidus. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

C. necator  WP_011614586.1 
 

72,66 / 76,95 

C. malaysiensis WP_071068652.1 74,95 / 78,98 

C. basilensis  WP_006158086.1 
 

100 / 100 

C. taiwanensis WP_116336217.1 80,76 / 75,91 

C. numazuensis WP_211954054.1 80,35 / 79,65 

C. oxalaticus WP_151071193.1 77,97 / 75,78 

C. campinensis  WP_144197302.1 
 

70,40 / 75,59 
                                                                 a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 

Con objeto de dilucidar la presencia o ausencia de residuos relevantes en 

CPA2 de C. basilensis que pudieran explicar su baja actividad sobre OTA, se 

realizó un alineamiento de secuencias entre las proteínas identificadas como 

M20D similares a CPA2 en las especies de Cupriavidus ensayadas, las proteínas 

similares a CnOTasa, las proteínas similares a AfOTasa en las especies de 

Alcaligenes ensayadas (por ser también peptidasas M20D con actividad sobre 

OTA) y la proteína SnAH de S. nitritireducens (por ser también una peptidasa 

M20D con una capacidad de degradación de OTA limitada). La Figura 41 

muestra el alineamiento donde se observa que CPA2 tiene conservados los 

motivos característicos de la subfamilia M20D, así como los residuos del centro 

catalítico y otros residuos conservados dentro de esta subfamilia. A pesar de la 

limitación para determinar in silico los aminoácidos responsables de las 

diferencias en actividad observadas entre CPA2 y CnOTasa, es posible encontrar 
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ciertas diferencias. En el alineamiento se señalan algunos residuos conservados 

entre las proteínas CPA2 que son diferentes a los residuos conservados en las 

proteínas con alta actividad ocratoxinasa y en los que también difiere la proteína 

SnAH. Estos residuos son Arg-102, Gly-119, Thr-147, Ala-156, Phe-196, Phe-188, 

Thr-326 y Leu-438 en SnAH. Dichos residuos pueden ser candidatos iniciales 

adecuados para analizar las diferencias en la actividad de las enzimas, ya sea 

porque causen una reducción de ésta o porque estén involucrados en sitios de 

unión al sustrato que puedan determinar una mayor especificidad por otros 

sustratos. En este contexto, la construcción de mutantes en dichos residuos 

podría aportar información relevante a este respecto, aumentando así el 

conocimiento sobre los requisitos que ha de cumplir una proteína para hidrolizar 

OTA. 
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Figura 41. Alineamiento de proteínas M20D similares a CPA2 de C. basilensis Ör16 en las especies de 

Cupriavidus ensayadas, proteínas similares a CnOTasa, similares a AfOTasa y la proteína SnAH de S. 

nitritireducens. El nombre de las secuencias corresponde a la primera letra del género y las dos primeras 

letras de la especie del microorganismo del que procede. Se indica (*) identidad entre aminoácidos, (:) 

cambio semiconservativo y (.) cambio conservativo. Los guiones representan espacios introducidos para 

maximizar similitudes. Los recuadros rojos indican los dominios conservados “RADXDALP” y 

“HACGHDXH” (Natsch et al., 2003). Los residuos de unión a iones metálicos están resaltados en azul 

oscuro. En amarillo aparecen otros residuos conservados en las proteínas de la subfamilia M20D. En azul y 

rojo se resaltan los residuos estrictamente conservados en las enzimas con alta actividad ocratoxinasa 

(OTasas) y que difieren con SnAH y con los residuos conservados en las enzimas CPA2. Las estrellas indican 

aquellas posiciones conservadas en las enzimas OTasas y en las que el residuo de SnAH coincide con los 

residuos de las enzimas CPA2. 
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La organización genética de la región contigua al gen que codifica CnOTasa se 

estudió en las cepas ensayadas y se observó que C. necator, C. taiwanensis y C. 

numazuensis poseen dicho gen en una región muy conservada en todas ellas, 

flanqueada por los genes denominados argE (ORF4) y serB (ORF6) (Figura 42). 

Además, comparten una región similar con C. oxalaticus y C. campinensis, aunque 

en éstas el gen cnotasa está ausente, lo que coincide con su incapacidad para 

degradar OTA. En el caso de C. malaysiensis y C. basilensis, en la región upstream 

se observa la presencia de un gen que codifica una proteína anotada como “MFS 

transporter” entre cnotasa y argE; downstream, la organización genética es distinta 

a la observada en las otras especies de este género (Figura 42).  

 

 
Figura 42. Organización genética de la región cromosómica contigua al gen que codifica CnOTasa en 

especies del género Cupriavidus. Se incluyen C. malaysiensis (NZ_CP017754.1), C. basilensis (NZ_CP062803.1), 

C. necator (NZ_CP039287.1), C. taiwanensis (NC_010528.1), C. numazuensis (NZ_CAJPVI010000009.1), C. 

oxalaticus (NZ_CP032519.1) y C. campinensis (NZ_VCIZ01000001.1). Las flechas indican los genes. Los genes 

que codifican proteínas similares a CnOTasa están representados por flechas negras.  

 

La Tabla 27 muestra las características de los genes situados alrededor del gen 

cnotasa en C. necator. En conjunto, los resultados obtenidos indican que, al menos 

en las cepas analizadas, el fenotipo de hidrólisis de OTA parece estar asociado 

con la presencia del gen que codifica la enzima CnOTasa. 

 
Tabla 27. Organización genética de la región cromosómica contigua a CnOTasa en C. necator 

(NZ_CP039287.1). 

ORF Locus/gen Cadena aa Anotación 
Número de 

acceso 

ORF1 E6A55_RS07360 - 169 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato 

sintasa 

WP_010810113.1 

ORF2 E6A55_RS07355 - 246 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato 

citidililtransferasa 

WP_037023390.1 

ORF3 mfd + 1149 Factor de reparación de transcripción WP_011615095.1 

ORF4 argE + 404 Acetilornitina deacetilasa WP_010810116.1 

ORF5 E6A55_RS07340 + 455 Amidohidrolasa WP_011615094.1 

ORF6 serB + 284 Fosfoserina fosfatasa SerB WP_010810118.1 

ORF7 E6A55_RS07330 + 95 Proteína hipotética WP_011615093.1 

ORF8 E6A55_RS07325 + 100 Proteína hipotética WP_011615092.1 

ORF9 E6A55_RS07320 + 549 Proteína con un dominio PepsY WP_011615091.1 
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Puesto que se habían descrito previamente tres proteínas capaces de hidrolizar 

parcialmente OTA, con objeto de identificar inequívocamente la proteína 

responsable del fenotipo degradador de OTA en C. necator DSM 13513T, se 

decidió construir una cepa mutante de C. necator mediante la interrupción del 

gen cnotasa, para analizar su capacidad de degradar la micotoxina. Así, en caso 

de confirmarse la pérdida de actividad, se obtendría una evidencia directa de la 

asociación entre el fenotipo degradador y la presencia de CnOTasa. Con este 

objetivo, se clonó un fragmento interno de 472 pb del gen que codifica CnOTasa 

(fg-cnotasa) en el plásmido conjugativo pK18mob. Tal y como se comentó en el 

caso de B. linens, este vector carece de un origen de replicación utilizable por C. 

necator. Así, al introducirse en la bacteria, y debido a la presencia de regiones 

idénticas al gen cnotasa, debería insertarse en el ADN cromosómico por 

recombinación homóloga mediante un proceso de inserción-duplicación 

produciendo la interrupción del gen de interés. Con este objetivo, se realizaron 

numerosos intentos para modificar C. necator mediante conjugación con el 

plásmido recombinante pK18mob-fg-cnotasa, variando diferentes parámetros. 

Como en el caso de B. linens, en el transcurso de este trabajo no se ha conseguido 

la obtención de mutantes de interrupción de dicho gen. No obstante, como se ha 

expuesto anteriormente, las evidencias presentadas en este trabajo apoyan la 

hipótesis de que el fenotipo de hidrólisis de OTA por parte de los cultivos parece 

estar exclusivamente asociado a la presencia de CnOTasa, al menos en las 

especies ensayadas.   

 

 

  

4.4 Género Lysobacter 

El género Lysobacter pertenece a la clase de -proteobacterias y está formado por 

bacilos Gram-negativos, que se encuentran de forma ubicua en suelos y 

ambientes acuáticos. Su nombre proviene de su actividad lítica frente a otros 

microorganismos como bacterias, hongos y nematodos. Este género se 

caracteriza por la producción de enzimas extracelulares como quitinasas, 

proteasas, lipasas y esterasas, y por ser una fuente de metabolitos secundarios 

con actividad antibiótica. Por este motivo, se utilizan frecuentemente como 

agentes de biocontrol contra microorganismos fitopatogénicos (Puopolo et al., 

2018). En la actualidad, la LPSN recoge 70 especies dentro de este género 

(www.bacterio.net). 

 

La capacidad hidrolizadora de OTA presentada por cepas del género 

Lysobacter se describió previamente en un estudio realizado por Wei y 

colaboradores (2020), quienes demostraron la transformación de OTA por parte 

de la cepa Lysobacter sp. CW239, aislada de muestras de suelo contaminadas con 

hidrocarburos aromáticos policíclicos. En esta tesis, tal y como se ha descrito 
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previamente (Apartado 1 de Resultados y discusión), se demostró la capacidad 

para degradar OTA de L. concretionis DSM 16239T. Para conocer la capacidad de 

hidrolizar OTA que presentan otras especies del género Lysobacter, se adquirieron 

las cepas tipo de las siguientes especies: L. spongiicola DSM 21749T, L. niastensis 

DSM 18481T, L. daejeonensis DSM 17634T, L. soli DSM 24712T, L. capsici DSM 19286T, 

L. enzymogenes DSM 2043T y L. silvestris DSM 104734T (Tabla 18). Las cepas se 

incubaron en presencia de OTA durante siete días y se analizó la micotoxina 

remanente en el sobrenadante de los cultivos (Figura 43). Todas las cepas 

analizadas, excepto la cepa L. silvestris DSM 104734T, muestran desaparición de 

la OTA presente en el medio. Este resultado demuestra que la capacidad de 

degradar OTA no es una característica presente en todas las especies del género 

Lysobacter. Por otro lado, la ausencia de OTA tras el lavado de las células con 

metanol, en los casos en los que había desaparecido la OTA presente en el medio, 

descartó la adsorción como mecanismo de reducción de la micotoxina.  

 

En el mismo estudio en el que se describió la capacidad degradadora de OTA 

de la cepa de Lysobacter sp. CW239, se realizó un cribado del genoma de L. 

concretionis (especie filogenéticamente más cercana) en busca de la enzima 

responsable de este fenotipo. Para esta búsqueda se basaron en la capacidad 

degradadora de OTA previamente descrita de otras enzimas clasificadas como 

carboxipeptidasas (Wei et al., 2020). Como resultado, encontraron cuatro 

carboxipeptidasas como posibles responsables de la degradación de OTA. Wei y 

colaboradores (2020) clonaron y expresaron heterólogamente estas enzimas y 

caracterizaron su capacidad degradadora de OTA, incubándolas en presencia de 

10 g/L de la micotoxina durante 24 h a 37 °C. Una de ellas mostró actividad 

frente a OTA dando lugar a OT, proteína a la que denominaron cp4. La enzima 

cp4 exhibió una actividad degradadora de OTA moderada e inferior a la 

observada en los cultivos de la cepa Lysobacter sp. CW239. La cepa mostró una 

degradación de OTA del 86% después de 24 h de incubación en presencia de la 

micotoxina, mientras que, en ese mismo tiempo, cp4 sólo transformó un 37% de 

la OTA presente. En un estudio posterior, estos mismos investigadores 

construyeron una cepa de Lysobacter sp. CW239 deficiente en cp4 y observaron 

que la capacidad de degradación de OTA de la cepa mutante se reducía en menos 

de un 10% respecto a la cepa silvestre. Por ello, concluyeron que debe existir otra 

enzima más eficiente responsable de la capacidad degradadora de OTA de esta 

cepa o que la hidrólisis de OTA se debe a la acción conjunta de múltiples enzimas, 

siendo la carboxipeptidasa cp4 sólo una de las proteínas responsables de este 

fenotipo (Qian et al., 2021). 
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Figura 43. Degradación de OTA por cepas del género Lysobacter. Las cepas analizadas fueron L. capsici DSM 

19286T, L. concretionis DSM 16239T, L. daejeonensis DSM 17634T, L. enzymogenes DSM 2043T, L. niastensis DSM 

18481T, L. silvestris DSM 104734T, L. soli DSM 24712T y L. spongiicola DSM 21749T. Las cepas se cultivaron en 

el medio de cultivo correspondiente (MR2A, BMB o CY) durante siete días en presencia de OTA (2 μg/ml), 

y el sobrenadante se analizó por HPLC. Se indican con (C) los controles (medio de cultivo con OTA no 

inoculado). 

 

En el estudio in silico realizado en esta tesis, se encontró una proteína anotada 

como “amidohidrolasa” en L. concretionis DSM 16239T, con una identidad del 

28,84% respecto a la ocratoxinasa de A. niger UVK143. Esta proteína, LcOTasa, 
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hidrolizó por completo la OTA presente en el medio (2 g/ml) al incubarla 

durante 18 h a 37 °C (Apartado 3.2 de Resultados y discusión). Por otro lado, se 

realizó una búsqueda de proteínas similares a LcOTasa en otras especies del 

género Lysobacter, con las cuales se realizó un alineamiento de secuencias que 

permitió identificar motivos conservados de aminoácidos (Tabla 28) (Anexo V). 

A partir de dos de estos motivos se diseñaron los oligonucleótidos degenerados 

2156 y 2157 que codifican los motivos conservados GGHADPTN y FGTDMGVG, 

respectivamente, y que amplifican un fragmento interno de 558 pb del gen que 

codifica la enzima LcOTasa (Tabla 8). El ADN cromosómico de las cepas 

incluidas en el estudio se utilizó como molde para llevar a cabo una PCR con 

dichos oligonucleótidos. En la Figura 44, se puede observar que las cepas tipo de 

las ocho especies ensayadas amplifican el gen que codifica la enzima, excepto la 

cepa L. silvestris DSM 104734T. Estos resultados coinciden con la información 

previamente obtenida del análisis de la presencia de OTA en los sobrenadantes 

de los cultivos. Con objeto de conocer si la carboxipeptidasa cp4 se encuentra en 

todas las especies ensayadas, se analizó su presencia in silico (Tabla 29). La 

búsqueda reveló que el gen que codifica la enzima cp4 se encontró en todas las 

especies ensayadas, incluyendo L. silvestris, especie que no degradó OTA en 

cultivo. Estos resultados indican que la presencia de la carboxipeptidasa cp4 no 

parece ser la responsable del fenotipo de degradación de OTA encontrado en los 

cultivos, lo que coincide con la baja actividad de la proteína pura descrita por 

Wei y colaboradores (2020).  

 

 
       Tabla 28. Proteínas similares a LcOTasa en el género Lysobacter. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

L. concretionis WP_036192648.1 100 / 100 

L. spongiicola WP_078757295.1 80,60 / 79,57 

L. daejeonensis WP_036134298.1 77,70 / 80,02 

L. soli WP_181902676.1 77,01 / 78,79 

L. niastensis WP_228760451.1 80,47 / 79,72 

L. enzymogenes WP_096377361.1 78,39 / 81,30 

L. capsici WP_096414057.1 78,06 / 78,90 
                                                                  a aa, aminoácido; nt, nucleótido 
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Figura 44. Detección del gen que codifica LcOTasa en cepas del género Lysobacter. Las cepas analizadas 

fueron L. concretionis DSM 16239T (carril 1), L. spongiicola DSM 21749T (carril 2), L. niastensis DSM 18481T 

(carril 3), L. silvestris DSM 104734T (carril 4), L. daejeonensis DSM 17634T (carril 5), L. soli DSM 24712T (carril 

6), L. capsici DSM 19286T (carril 7) y L. enzymogenes DSM 2043T (carril 8). Los productos de PCR obtenidos 

con los oligonucleótidos 2156 y 2157 se sometieron a electroforesis en gel. El marcador de tamaño molecular 

EcoT14I (Takara, Japón) aparece en el carril izquierdo. Los números indican algunos de los tamaños 

moleculares. 

 
Tabla 29. Proteínas similares a la carboxipeptidasa cp4 en el género Lysobacter. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

L. concretionis WP_052103234.1 100 / 100 

L. spongiicola WP_078757865.1 77,97 / 81,03 

L. daejeonensis WP_036140135.1 77,39 / 81,59 

L. soli WP_115841175.1 76,73 / 79,18 

L. niastensis WP_228760731.1 78,09 / 81,07 

L. enzymogenes  WP_207526357.1 
 

80,22 / 78,90 

L. capsici WP_096416191.1 77,53 / 79,72 

L. silvestris WP_103073588.1 73,28 / 74,17 
                                                                  a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 
Una vez demostrada la implicación de LcOTasa en el fenotipo de degradación 

de OTA, se estudió la organización genética de la región que rodea al gen lcotasa 

en las especies ensayadas. Como se muestra en la Figura 45, los genomas de las 

especies analizadas muestran una organización genética bastante conservada en 

la región upstream del gen, donde aparecen dos locus conservados, lptE-leuS 

(ORF1-ORF2). Downstream, aparece conservado el gen que codifica la tioredoxina 

A (trxA) (ORF6). Por su parte, el BLAST realizado contra el genoma de L. 

silvestris, sólo encontró una proteína con un porcentaje de identidad inferior al 

40% con LcOTasa. Sin embargo, L. silvestris sí posee algunos de los genes 

conservados en las otras especies alrededor del gen lcotasa, aunque en el entorno 

no aparece ningún gen que codifique una proteína anotada como 

“amidohidrolasa” u otra denominación equivalente, lo que justificaría la 

ausencia de actividad degradadora de OTA en esta especie. La organización 
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genética próxima al gen que codifica LcOTasa en L. concretionis aparece detallada 

en la Tabla 30.  

 

 

 
Figura 45. Organización genética de la región cromosómica contigua al gen que codifica LcOTasa en especies 

del género Lysobacter. Se incluyen L. silvestris (NZ_NPZB01000001.1), L. spongiicola (NZ_FUXP01000001.1), 

L. daejeonensis (NZ_AVPU01000002.1), L. soli (NZ_CP046603.1), L. niastensis (NZ_JADLZT010000001.1), L. 

concretionis (NZ_AVPS01000003.1), L. enzymogenes (NZ_AP014940.1) y L. capsici (NZ_CP023465.1). Las 

flechas indican los genes. Los genes que codifican proteínas similares a LcOTasa están representados por 

flechas negras.  

 
Tabla 30. Organización genética de la región cromosómica contigua a LcOTasa en L. concretionis 

(NZ_AVPS01000003.1). 

ORF Locus/gen Cadena aa Anotación 
Número de 

acceso 

ORF1 lptE - 224 Lipoproteína ensamblaje LPS LptE WP_036192646.1 

ORF2 leuS - 928 Leucín-tRNA ligasa WP_084105388.1 

ORF3 N792_RS03305 + 556 Diguanilato ciclasa WP_052103384.1 

ORF4 N792_RS03310 + 438 Amidohidrolasa WP_036192648.1 

ORF5 N792_RS03315 + 160 Alquil hidroperóxido reductasa WP_036192649.1 

ORF6 trxA + 290 Tiorredoxina WP_036192650.1 

ORF7 N792_RS03325 + 479 Proteína familia aldehído 

deshidrogenasa 

WP_036192651.1 

 
De las 70 especies reconocidas dentro del género Lysobacter, en este trabajo se 

han analizado cepas tipo de ocho de ellas. Los cultivos en presencia de OTA de 

todas las cepas ensayadas, excepto la cepa tipo de L. silvestris, fueron capaces de 

degradar la toxina. En todas las cepas con capacidad degradadora se ha 

encontrado el gen que codifica la peptidasa M38 LcOTasa, tanto mediante un 

estudio in silico como mediante amplificación del gen de interés. Por otra parte, 

analizando bases de datos genómicas, se ha encontrado la presencia del gen que 

codifica la carboxipeptidasa cp4 en todas las especies ensayadas, incluyendo L. 
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silvestris. Los resultados obtenidos sugieren que, al menos en las especies 

analizadas, el fenotipo de hidrólisis de OTA parece estar asociado con la 

presencia del gen que codifica la enzima LcOTasa y ser independiente de la 

presencia del gen que codifica la carboxipeptidasa cp4. 

 

 

 

4.5 Género Sphingomonas 

El género Sphingomonas incluye a un grupo de -proteobacterias Gram-negativas, 

quimioheterótrofas y aerobias (Yabuuchi et al., 1990). Las bacterias 

pertenecientes a este género se aíslan de diversos ambientes como la rizosfera, 

suelos contaminados, aguas subterráneas, aguas residuales y aguas marinas. Uno 

de los fenotipos más característico de los miembros de este género es la presencia 

de glicoesfingolípidos en su envoltura celular, en vez de lipopolisacáridos. Se 

trata de bacterias metabólicamente versátiles, con gran capacidad de 

degradación de una gran variedad de xenobióticos, incluyendo tintes azoicos, 

fenoles clorados, dibenzofuranos, insecticidas y herbicidas (Leys et al., 2004). La 

explotación de las capacidades metabólicas del género Sphingomonas puede 

aportar importantes beneficios comerciales en el campo de la biotecnología. 

Estudios recientes demuestran que estos organismos poseen capacidades 

adecuadas para degradar contaminantes recalcitrantes y para actuar como 

antagonistas de hongos fitopatógenos, por lo que se consideran aptos para su 

utilización en biorremediación (He et al., 2017). Se trata de un género muy amplio 

en el cual se han descrito numerosas especies. Actualmente, la LPSN recoge la 

descripción de 153 especies dentro de él (www.bacterio.net).  

 

Cabe destacar que, del mismo modo que en el género Cupriavidus, dentro del 

género Sphingomonas se han descrito cepas capaces de degradar otras 

micotoxinas. Este es el caso de la cepa Sphingomonas sp. ATCC 55552, patentada 

como cepa degradadora de fumonisinas (Duvick et al., 2003), y la cepa 

Sphingomonas S3-4, que posee la capacidad de degradar deoxinivalenol y 

zearalenona (He et al., 2017). Por este motivo, las cepas del género Sphingomonas 

también pueden resultar organismos adecuados para la destoxificación de 

materias primas contaminadas por una combinación de micotoxinas.  

 

La degradación de OTA por cepas del género Sphingomonas se describió por 

primera vez por Schatzmayr y colaboradores (2002, 2006). Estos autores 

describieron que cepas de las especies S. paucimobilis y S. assacharolytica eran 

capaces de degradar OTA (Schatzmayr et al., 2006). Asimismo, describieron la 

capacidad degradadora de la cepa Sphingomonas sp. DSM 14167 (Schatzmayr et 

al., 2012) que, como se explica en el Apartado 1 de Resultados y discusión, en esta 
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tesis se ha identificado taxonómicamente como S. dokdonensis, mediante 

secuenciación del gen ARNr 16S.  

 

En el estudio in silico realizado en el presente trabajo, se identificó una proteína 

en la cepa S. dokdonensis DSM 21029T anotada como “amidohidrolasa” que 

presenta similitud con la ocratoxinasa de A. niger UVK143 y, posteriormente, se 

confirmó su capacidad para transformar OTA en OT (Apartado 3.2 de 

Resultados y discusión). Esta proteína es la primera enzima descrita como 

degradadora de OTA en este género. La hidrólisis de OTA también se confirmó 

en cultivos de esta cepa en medio suplementado con la micotoxina (Apartado 1 

de Resultados y discusión). Para conocer la capacidad de hidrolizar OTA que 

presentan otras especies del género Sphingomonas, se adquirieron las cepas tipo 

de las siguientes especies: S. adhaesiva DSM 7418T, S. canadensis DSM 29393T, S. 

endophytica DSM 101535T y S. jeddahensis DSM 103790T. Las cepas se incubaron en 

presencia de OTA durante siete días y se analizó la micotoxina remanente en el 

sobrenadante de los cultivos (Figura 46). No se muestran resultados de la cepa S. 

canadensis DSM 29393T ya que no fue capaz de crecer en el medio de cultivo 

recomendado por el proveedor, ni en otros medios ricos testados.  De las cepas 

analizadas, todas muestran disminución de OTA en el medio, excepto la cepa S. 

endophytica DSM 101535T. Este resultado revela que la capacidad de degradar 

OTA no es una característica común a todas las especies del género. Además, la 

ausencia de OTA tras el lavado con metanol de las células sedimentadas confirmó 

que en ninguno de los casos la reducción de la toxina se debió a un mecanismo 

de adsorción de OTA a las paredes celulares.  

 

A continuación, para analizar si la presencia de la proteína SdOTasa se puede 

asociar con el fenotipo de la cepa para degradar la micotoxina, se analizó la 

presencia del gen que la codifica en las especies de Sphingomonas ensayadas. Se 

realizó una búsqueda en los genomas de estas especies de proteínas similares a 

SdOTasa (Tabla 31) y con ellas se realizó un alineamiento de secuencias en el que 

se identificaron motivos conservados (Anexo V). Dos de estos motivos 

conservados se seleccionaron para diseñar oligonucleótidos degenerados. De 

modo que se diseñaron los oligonucleótidos 2188 (motivo LGAQVIK) y 2189 

(motivo GVSKHG) que amplifican un fragmento interno de 438 pb del gen que 

codifica SdOTasa (Tabla 8). Seguidamente, se realizó una PCR con dichos 

oligonucleótidos utilizando como molde el ADN cromosómico de las cepas tipo 

incluidas en el estudio. A pesar de numerosos intentos, variando diferentes 

condiciones de la reacción de PCR para aumentar la inespecificidad o variando 

las polimerasas empleadas, no se obtuvo producto de amplificación en ninguno 

de los casos.  
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Figura 46. Degradación de OTA por cepas del género Sphingomonas. Las cepas analizadas fueron S. adhaesiva 

DSM 7418T, S. dokdonensis DSM 21029T, S. endophytica DSM 101535T y S. jeddahensis DSM 103790T. Las cepas 

se cultivaron en el medio de cultivo correspondiente durante siete días (M1 o TSB) en presencia de OTA (2 

μg/ml), y el sobrenadante se analizó por HPLC. Se indican con (C) los controles (medio de cultivo con OTA 

no inoculado). 

 
Tabla 31. Proteínas similares a SdOTasa en el género Sphingomonas. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

S. dokdonensis WP_088366708.1 100 / 100 

S. adhaesiva WP_096640851.1 67,81 / 72,36 

S. jeddahensis WP_076743622.1 84,70 / 44,88 

S. canadensis MCW3837133.1 68,34 / 71,52 
                                                                   a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 
Al igual que en el estudio realizado en los otros géneros, en el género 

Sphingomonas se analizó también la región cromosómica contigua al gen que 

codifica SdOTasa en las especies ensayadas. En la Figura 47 se observa que los 

genomas comparten una organización genética similar alrededor del gen que la 

codifica, apoyando la hipótesis de que se trata de la misma proteína en todos los 

casos. El BLAST realizado contra el genoma de la especie S. endophytica no 

encontró proteínas con alta identidad de secuencia. No obstante, se identificaron 
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los genes conservados alrededor del gen sdotasa y se comprobó que en esta 

localización no aparece ningún gen que codifique una proteína similar anotada 

como “amidohidrolasa” o alguna denominación equivalente, lo que justificaría 

la incapacidad de S. endophytica para degradar OTA. A falta de la comprobación 

por PCR, el análisis in silico indica que, al menos en las especies analizadas, el 

fenotipo de hidrólisis de OTA parece estar asociado con la presencia del gen 

sdotasa. La organización genética contigua al gen que codifica SdOTasa en S. 

dokdonensis aparece detallada en la Tabla 32. 

 
 

 
Figura 47. Organización genética de la región cromosómica contigua al gen que codifica SnOTasa en especies 

del género Sphingomonas. Se incluyen S. endophytica (NZ_JACIJN010000006.1), S. adhaesiva 

(NZ_NWVC01000003.1), S. dokdonensis (NZ_NBBI01000002.1), S. jeddahensis (NZ_MPSB01000003.1) y S. 

canadensis (JAPDRA010000006). Las flechas indican los genes. Los genes que codifican proteínas similares a 

SdOTasa están representados por flechas negras.  

 
 

Tabla 32. Organización genética de la región cromosómica contigua a SdOTasa en S. dokdonensis 

(NZ_NBBI01000002.1). 

ORF Locus/gen Cadena aa Anotación 
Número de 

acceso 

ORF1 SPDO_RS06785 + 203 Fosfatasa familia HAD WP_088367022.1 

ORF2 pyk - 484 Piruvato quinasa WP_088366707.1 

ORF3 SPDO_RS06795 + 97 Proteína con dominio DUF1244 WP_088367023.1 

ORF4 SPDO_RS06800 + 440 Amidohidrolasa WP_088366708.1 

ORF5 SPDO_RS06805 + 88 Proteína con dominio DUF2312 WP_076743623.1 

ORF6 SPDO_RS06810 + 140 Proteína hipotética WP_088366709.1 

ORF7 SPDO_RS06815 - 485 Proteína de unión a ATP WP_088366710.1 

ORF8 SPDO_RS06820 + 178 Proteína con dominio DUF1003 WP_088367024.1 

ORF9 SPDO_RS06825 + 247 Regulador transcripcional de unión a 

ADN familia YebC/PmpR  

WP_088366711.1 
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4.6 Género Rhizorhabdus 

El género Rhizorhabdus se encuentra dentro de las -proteobacterias y pertenece 

a la familia Sphingomonadaceae. Francis y colaboradores en 2014 propusieron la 

creación de este género, ya que consideraron que el género Sphingomonas 

englobaba microorganismos con características demasiado diversas, haciendo 

necesaria una nueva clasificación. Estos investigadores aislaron 

microorganismos Gram-negativos y quimioheterótrofos a partir de raíces de 

lechuga, de cardo mariano y de suelo, que resultaron ser similares a los miembros 

de los géneros Rhizorhapsis y Sphingomonas (Francis et al., 2014). En este mismo 

trabajo, se propuso la reclasificación taxonómica de dichos microorganismos y la 

creación del nuevo género Rhizorhabdus. En la actualidad, dentro de Rhizorhabdus, 

la LPSN recoge 6 especies, de las cuáles sólo 4 poseen las secuencias de sus 

genomas depositados en la base de datos del NCBI.  

 

El estudio in silico realizado en este trabajo para localizar proteínas 

potencialmente transformadoras de OTA identificó una proteína perteneciente a 

Sphingomonas wittichii DSM 6014T (Apartado 1 de Resultados y discusión), que 

presenta un grado de identidad del 30,59% con la ocratoxinasa de A. niger 

UVK143. Dicha cepa se adquirió y se clonó el gen que codifica la proteína 

candidata. En 2020, Hördt y colaboradores publicaron un estudio en el que 

revisaron la taxonomía dentro de las -proteobacterias y propusieron la re-

clasificación de numerosas especies, entre las que se incluía S. wittichii, que pasó 

a denominarse Rhizorhabdus wittichii (Hördt et al., 2020). Esta nueva 

denominación fue aceptada, de tal modo que la DSMZ renombró a la cepa DSM 

6014T como R. wittichii. Las clasificaciones taxonómicas son un campo en continua 

revisión y sujeto a modificaciones permanentes. Este hecho resalta la importancia 

de utilizar cepas de colección en estudios como el desarrollado en este trabajo. 

 

En el caso de Rhizorhabdus, en el momento de realizar este trabajo, la DSMZ 

tenía disponibles las cepas tipo de las especies: R. argentea DSM 100912T, R. 

wittichii DSM 6014T y R. dicambivorans DSM 107650T. De igual forma al estudio 

realizado en los otros géneros, se adquirieron dichas cepas y se incubaron en 

presencia de OTA durante siete días. Tras la incubación, se observó la 

desaparición de la micotoxina del sobrenadante de los cultivos y la acumulación 

de OT en los cultivos de R. wittichii DSM 6014T y R. dicambivorans DSM 107650T 

(Figura 48). En ambos casos, la ausencia de OTA tras el lavado de las células con 

metanol descartó la adsorción como mecanismo de reducción de la micotoxina. 

Estos resultados indican que la capacidad de degradar OTA no es un fenotipo 

común a todas las especies del género Rhizorhabdus, ya que R. argentea DSM 

100912T no posee dicha capacidad.  
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Figura 48. Degradación de OTA por cepas del género Rhizorhabdus. Las cepas analizadas fueron R. argentea 

DSM 100912T, R. dicambivorans DSM 107650T y R.  wittichii DSM 6014T. Las cepas se cultivaron en el medio 

de cultivo correspondiente (MR2A o MSR) durante siete días en presencia de OTA (2 μg/ml), y el 

sobrenadante se analizó por HPLC. Se indican con (C) los controles (medio de cultivo con OTA no 

inoculado). 

 

En el caso de Rhizorhabdus, en la bibliografía no se ha descrito ninguna enzima 

con capacidad degradadora de OTA, por lo que la enzima descrita en este estudio 

(RwOTasa) constituye la primera descripción de una proteína con capacidad para 

degradar OTA en este género.  Para comprobar la hipótesis de que esta enzima 

es la responsable del fenotipo degradador de OTA de las bacterias que la poseen, 

se analizó la presencia del gen que la codifica en las distintas especies de 

Rhizorhabdus. Se seleccionaron proteínas similares a RwOTasa (Tabla 33) para 

realizar alineamientos y poder encontrar motivos conservados (Anexo V). La 

especie R. argentea no aparece ya que la secuencia de su genoma no está 

depositada en la base de datos del NCBI. Para este género, debido al reducido 

número de cepas disponibles en la DSMZ, en el estudio in silico se han incluido 

dos especies que no se han ensayado pero cuyos genomas sí están disponibles en 

el NCBI, estas son R. phycospherae y R. histidinilytica. Cabe señalar que, al contrario 

que lo que ocurre en los géneros anteriormente estudiados, la identidad entre 

estas proteínas no es muy alta (Tabla 33). Tan sólo entre las proteínas de R. 

wittichii y R. histidinilytica el porcentaje de identidad supera un 90%, mientras que 

con R. dicambivorans es de un 53%. A pesar de la menor identidad entre las 

proteínas, se pudieron identificar motivos conservados. A partir de dos de estos 

motivos se diseñaron los oligonucleótidos 2186 y 2187 que codifican los motivos 

conservados GFTSVRD y KIAFGTD, respectivamente, y que amplifican un 
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fragmento interno de 663 pb del gen de la RwOTasa (Tabla 8). El ADN 

cromosómico de las cepas incluidas en el estudio se empleó como molde para 

llevar a cabo una reacción de PCR con dichos oligonucleótidos. Al igual que en 

el caso de las cepas del género Sphingomonas, a pesar de realizar numerosos 

intentos variando las condiciones de las reacciones de PCR, no se obtuvo ningún 

producto de amplificación. El hecho de que entre los géneros analizados en esta 

tesis, sólo se haya tenido problemas en la amplificación de los genes de las cepas 

de Rhizorhabdus y Sphingomonas, muy relacionados filogenéticamente ya que 

ambos géneros pertenecen a la familia Sphingomonadaceae, podría indicar que o 

bien el ADN de estos géneros posee características que lo hacen más resistente a 

la amplificación  o bien que poseen un metabolito común que pueda estar 

acompañando al ADN cromosómico durante su purificación e inhiba la ADN 

polimerasa dificultando por tanto la amplificación. 

 

Tabla 33. Proteínas similares a RwOTasa en el género Rhizorhabdus. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

R. wittichii WP_029994416.1 100 / 100 

R. dicambivorans WP_066965089.1 53,23 / 59,75 

R. histidinilytica WP_079647352.1 97,26 / 94,61 

R. phycospherae WP_165325230.1 59,18 / 65,94 
                                                                a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 

 

Se estudió la región cromosómica que rodea al gen que codifica RwOTasa en 

las especies estudiadas (Figura 49). En todas las especies cuyo genoma está 

disponible se encontraron proteínas equivalentes a RwOTasa (Tabla 33). Como 

se muestra en la Figura 49, R. wittichii y R. histidinilytica presentan una 

organización genética muy conservada. Ambas especies presentan dos genes que 

codifican proteínas de la familia de las fumarilacetoacetato hidrolasas en la 

región downstream (ORF6 y ORF7); upstream, aparece un gen que codifica un 

receptor TonB (ORF4), precedido de dos genes que codifican dos hidrolasas 

(ORF2 y ORF3) (Tabla 34). En el caso de R. phycospherae, el único gen que aparece 

conservado es el que codifica el receptor TonB. En el caso de la organización 

genética de la amidohidrolasa en R. dicambivorans, esta no se encuentra 

conservada. La presencia de una amidohidrolasa similar a RwOTasa en las cepas 

analizadas únicamente in silico podría sugerir que también poseen capacidad 

hidrolizadora de OTA. Hubiera resultado interesante disponer del genoma de R. 

argentea para determinar si esta especie posee una proteína equivalente a 

RwOTasa o si, por el contrario, carece de ella; con el fin de obtener una evidencia 

indirecta de la posible relación de la presencia de esta proteína con el fenotipo 

degradador de OTA. Asimismo, el no haber podido obtener resultados de la PCR 

realizada con oligonucleótidos degenerados ha impedido dar respuesta a esta 

cuestión por el momento. 
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Figura 49. Organización genética de la región cromosómica contigua al gen que codifica RwOTasa en 

especies del género Rhizorhabdus. Se incluyen R. phycospherae (NZ_CP049107.1), R. histidinilytica 

(NZ_FUYM01000002.1), R. wittichii (NZ_CP059319.1) y R. dicambivorans (NZ_CP023449.1). Las flechas 

indican los genes. Los genes que codifican proteínas similares a RwOTasa están representados por flechas 

negras.  

 
Tabla 34. Organización genética de la región cromosómica contigua a RwOTasa en R. wittichii 

(NZ_CP059319.1). 

ORF Locus/gen Cadena aa Anotación 
Número de 

acceso 

ORF1 HRJ34_RS07195 - 386 Dipeptidasa de membrana WP_208633711.1 

ORF2 HRJ34_RS07190 - 521 Metalohidrolasa familia 

M20/M25/M40  

WP_030092246.1 

ORF3 HRJ34_RS07185 - 911 Carboxipeptidasa familia M14 WP_226949087.1 

ORF4 HRJ34_RS07180 + 756 Receptor dependiente de TonB WP_226949086.1 

ORF5 HRJ34_RS07175 + 438 Amidohidrolasa WP_029994416.1 

ORF6 HRJ34_RS07170 - 259 Proteína familia fumarilacetoacetato 

hidrolasa 

WP_030092242.1 

ORF7 HRJ34_RS07165 - 277 Proteína familia fumarilacetoacetato 

hidrolasa 

WP_208633709.1 

ORF8 HRJ34_RS07160 - 253 Alfa/beta hidrolasa WP_208633708.1 

ORF9 HRJ34_RS07155 - 514 Proteína oxidante de alfa-hidroxi-

ácidos 

WP_226949085.1 

 

 

4.7 Género Stenotrophomonas 

El género Stenotrophomonas pertenece a la clase de las -proteobacterias (Palleroni 

& Bradbury, 1993). Se trata de un género muy heterogéneo formado por bacterias 

Gram-negativas, aerobias y con una gran versatilidad metabólica. Sus miembros 

se distribuyen de forma ubicua en el ambiente, aunque sus principales 

reservorios son las plantas y el suelo. Los miembros de este género desempeñan 

un papel ecológico importante en los ciclos del nitrógeno y del azufre. Además, 

varias especies de Stenotrophomonas participan en interacciones beneficiosas con 

las plantas, por ejemplo, se ha demostrado que el tratamiento con 

Stenotrophomonas spp. puede dar lugar a un mayor crecimiento de las plantas e 

influir en su desarrollo en suelos marginales (Ryan et al., 2009). Estas 

propiedades se deben a su alta adaptabilidad a entornos hostiles y limitados en 

nutrientes. Asimismo, su capacidad para metabolizar una gran variedad de 
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compuestos orgánicos presentes en la rizosfera convierte a estas bacterias, como 

en el caso de los otros géneros estudiados en esta tesis, en buenas candidatas para 

su uso en biorremediación (Lee et al., 2002; Juhasz et al., 2000).  Según la LPSN, 

el género comprende 29 especies actualmente (www.bacterio.net).  

 

Schatzmayr y colaboradores (2002, 2006) describieron por primera vez la 

capacidad de hidrolizar OTA de la cepa S. nitritireducens 041-9 (posteriormente 

DSM 14168) y de otras dos cepas de este mismo género, 041-10 (posteriormente 

DSM 14169) y 043-1a, en las que no se determinó la especie a la que pertenecían. 

La cepa Stenotrophomonas sp. DSM 14169 se adquirió para este estudio 

(Schatzmayr et al., 2012), sin embargo, el análisis de la secuencia del gen ARNr 

16S de esta cepa la identificó taxonómicamente como perteneciente a la especie 

Pseudoxanthomonas indica, género filogenéticamente cercano a Stenotrophomonas 

(Lee et al., 2008) (Apartado 1 de Resultados y discusión). Posteriormente, se 

describió la capacidad de degradar OTA de otras dos nuevas cepas de S. 

nitritireducens (DSM 17575 y DSM 17576) (Schatzmayr et al., 2012). Asimismo, 

durante el desarrollo de esta tesis, Luo y colaboradores (2022) describieron la 

capacidad de hidrolizar OTA de la cepa Stenotrophomonas sp. CW117. Esta cepa 

se aisló de suelo contaminado con hidrocarburos aromáticos policíclicos y cabe 

destacar su versatilidad, ya que previamente fue descrita como degradadora de 

la micotoxina AFB1 por estos mismos investigadores (Cai et al., 2020).  

 

Para el estudio de este género, se adquirieron las cepas tipo de siete especies 

de entre las disponibles en la DSMZ: S. nitritireducens DSM 12575T, S. 

acidaminiphila DSM 13117T, S. bentonitica DSM 103927T, S. indicatrix DSM 28278T, 

S. chelatiphaga DSM 21508T, S. pictorum DSM 19282T y S. terrae DSM 18941T. El 

cultivo de las cepas durante siete días en presencia de OTA reveló que 

únicamente S. nitritireducens y S. acidaminiphila fueron capaces de eliminar la 

micotoxina del medio, dando lugar a la acumulación de OT (Figura 50). Estos 

resultados indican que la hidrólisis de OTA no es una característica presente en 

todas las especies de este género. Tras el lavado de las células sedimentadas no 

se observó incremento de OTA, por lo que se descartó que estuviese implicado 

un mecanismo de adsorción a las paredes celulares como medio de 

destoxificación.   

 

Tal y como se ha señalado previamente, en un estudio publicado durante la 

realización de esta tesis, Luo y colaboradores (2022) describieron la capacidad de 

degradación de OTA de la cepa Stenotrophomonas sp. CW117 y, además, 

describieron en esta cepa una hidrolasa eficiente en la transformación de OTA, a 

la que denominaron ADH3, cuyo gen clonaron y expresaron heterólogamente. 

Posteriormente, también identificaron en esta misma cepa una N-acil-L-

aminoácido amidohidrolasa (NA) capaz de degradar OTA (Chen et al., 2022). 

Estos investigadores describen la proteína NA como una isoenzima de ADH3, 
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pero que, sin embargo, es 29.113 veces menos activa que ADH3 en la degradación 

de OTA. Los investigadores concluyeron que ADH3 es la enzima con mayor 

capacidad de destoxificación de OTA en la cepa CW117 (Chen et al., 2022). 

Además, en este mismo estudio, construyeron un mutante de la cepa CW117 

deficiente en NA. Dicho mutante mostró una reducción significativa de la 

capacidad de degradar OTA en las primeras 6 h de cultivo. Por ello, sugirieron 

que las dos enzimas podrían tener un efecto interactivo en la transformación de 

OTA. También estudiaron la expresión de este gen y los niveles de proteína 

mediante PCR a tiempo real y western blot, respectivamente. Los resultados 

mostraron que el mutante deficiente en NA y la cepa silvestre presentaban 

niveles de expresión de ADH3 similares; sin embargo, la deficiencia de NA 

disminuía el nivel de proteína ADH3 in vivo. Además, el análisis fisiológico 

mostró que la deleción de na no produjo ningún defecto en el crecimiento de la 

cepa. Por lo que la reducción en la capacidad de degradación del mutante no se 

puede atribuir a cambios fisiológicos en la cepa. Por todo ello, propusieron que 

la isoenzima NA incrementa la estabilidad de ADH3 in vivo, a pesar de que no se 

trata de una hidrolasa relevante en la hidrólisis de OTA (Chen et al., 2022). 

 

Recientemente, Gonaus y colaboradores (2023), en la cepa Stenotrophomonas sp. 

043-1a, describieron una enzima degradadora de OTA un 98,8% idéntica a ADH3 

de Stenotrophomonas sp. CW117. Además, en este mismo estudio y en esta misma 

cepa (043-1a), describieron otra proteína con capacidad de degradar OTA 

perteneciente a la familia de peptidasas S9, lo que constituye la primera enzima 

de esta familia descrita con capacidad para degradar OTA (Gonaus et al., 2023).  

 

En el estudio in silico realizado en esta tesis, se identificaron dos proteínas en 

la cepa S. nitritireducens DSM 12575T con potencial para degradar OTA (Apartado 

1 de Resultados y discusión). Al evaluar su actividad sobre la micotoxina, se 

observó que SnOTasa (enzima similar a ADH3 y con una identidad del 30,57% 

frente a AnOTasa) es capaz de transformar OTA, mientras que SnAH (enzima 

similar a NA y con una identidad del 39,49% frente a AfOTasa) presenta una 

actividad reducida, ya que en el mismo tiempo de incubación es incapaz de 

degradar por completo la micotoxina (Figura 11). Al realizar un alineamiento de 

secuencia con las proteínas de la cepa Stenotrophomonas sp. CW117 descritas en 

la literatura, se comprobó que SnOTasa y ADH3 poseen un 90,87% de identidad 

de secuencia y SnAH y NA poseen un 93,38% de identidad. De este modo, los 

resultados descritos en esta tesis coinciden con los obtenidos por Luo y 

colaboradores (2022), siendo la actividad de la enzima similar a ADH3 (SnOTasa) 

superior a la presentada por la enzima similar a NA (SnAH).  
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Figura 50. Degradación de OTA por cepas del género Stenotrophomonas. Las cepas analizadas fueron S. 

acidaminiphila DSM 13117T, S. bentonitica DSM 103927T, S. chelatiphaga DSM 21508T, S. indicatrix DSM 28278T, 

S. nitritireducens DSM 12575T, S. pictorum DSM 19282T y S. terrae DSM 18941T. Las cepas se cultivaron en el 

medio de cultivo correspondiente (M1 o TSB) durante siete días en presencia de OTA (2 μg/ml), y el 

sobrenadante se analizó por HPLC. Se indican con (C) los controles (medio de cultivo con OTA no 

inoculado). 

 

Con el fin de verificar que SnOTasa es la principal responsable de la capacidad 

de degradación de OTA en el género Stenotrophomonas, se analizó la presencia de 

los genes que codifican SnAH y SnOTasa en las cepas ensayadas en este estudio.  
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Con este objetivo, se identificaron las proteínas similares presentes en estas 

especies y se realizaron alineamientos para encontrar motivos conservados 

(Tabla 35 y Tabla 36) (Anexo V). A partir de dos motivos conservados, se 

diseñaron los oligonucleótidos 2158 (motivo ACGHDAH) y 2159 (motivo 

GNPATVN) que amplifican un fragmento interno de 630 pb del gen que codifica 

SnAH, y los oligonucleótidos 2160 (motivo AVGYAEK) y 2161 (motivo 

MVEAGI), que amplifican un fragmento interno de 768 pb del gen que codifica 

SnOTasa (Tabla 8).  

 
Tabla 35. Proteínas similares a SnAH en el género Stenotrophomonas. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

S. nitritireducens WP_200911391.1 100 / 100 

S. acidaminiphila WP_182335938.1 93,15 / 93,09 

S. bentonitica WP_070208528.1 84,44 / 83,26 

S. indicatrix WP_025874644.1 84,63 / 83,30 

S. chelatiphaga WP_057509267.1 82,84 / 83,18 

S. pictorum WP_057506254.1 92,47 / 88,15 

S. terrae WP_057628017.1 90,64 / 86,33 
                                                                a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 
Tabla 36. Proteínas similares a SnOTasa en el género Stenotrophomonas. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

S. nitritireducens WP_152984101.1 100 / 100 

S. acidaminiphila WP_182334784.1 90,87 / 90,89 
                                                                a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 
El ADN cromosómico de las cepas incluidas en el estudio se empleó como 

molde para llevar a cabo una reacción de PCR con dichos oligonucleótidos. En la 

Figura 51A, se observa que todas las cepas analizadas amplifican el gen que 

codifica SnAH, mientras que únicamente S. nitritireducens y S. acidaminiphila 

amplifican el gen que codifica SnOTasa (Figura 51B). En consecuencia, los 

resultados indican que para degradar OTA se necesita la presencia de SnOTasa, 

mientras que por sí sola, SnAH no confiere esta capacidad a las cepas que la 

poseen. Asimismo, se analizó in silico la presencia de la peptidasa S9 descrita por 

Gonaus y colaboradores como degradadora de OTA (Gonaus et al., 2023). El gen 

que codifica dicha proteína se encontró en todas las cepas ensayadas, 

independientemente de su capacidad para degradar OTA (Tabla 37). Estos 

resultados apoyan la hipótesis de que la enzima SnOTasa es la principal 

responsable de la capacidad para degradar OTA de las cepas del género 

Stenotrophomonas.  

 



Resultados y discusión 

 149 

 
Figura 51. Detección de los genes que codifican SnAH (A) y SnOTasa (B) en cepas del género 

Stenotrophomonas. Las cepas analizadas fueron S. nitritireducens DSM 12575T (carril 1), S. acidaminiphila DSM 

13117T (carril 2), S. bentonitica DSM 103927T (carril 3), S. indicatrix DSM 28278T (carril 4), S. chelatiphaga DSM 

21508T (carril 5), S. pictorum DSM 19282T (carril 6) y S. terrae DSM 18941T (carril 7). Los productos de PCR 

obtenidos con las parejas de oligonucleótidos 2158 y 2159 (SnAH) y 2160 y 2161 (SnOTasa) se sometieron a 

electroforesis en gel. El marcador de tamaño molecular EcoT14I (Takara, Japón) aparece en el carril 

izquierdo. Los números indican algunos de los tamaños moleculares. 

 
Tabla 37. Proteínas similares a la peptidasa S9 en el género Stenotrophomonas. 

Especie Código Identidad (aa/nt) a (%) 

S. nitritireducens WP_057505203.1 100/100 

S. acidaminiphila WP_225546641.1 93,29/91,92 

S. bentonitica WP_070208733.1 70,46/75,99 

S. indicatrix WP_099782868.1 71,98/75,51 

S. chelatiphaga WP_057507830.1 71,07/76,74 

S. pictorum WP_057506080.1 82,16/84,04 

S. terrae WP_057627523.1 81,85/82,97 
                                                                a aa, aminoácido; nt, nucleótido 

 
Se analizó también la organización genética de las regiones en las que se 

localizan los genes que codifican las enzimas clonadas en este estudio, SnAH y 

SnOTasa. La organización genética está muy conservada alrededor de estos 

genes. Como se muestra en la Figura 52A, todos los genomas de las cepas 

ensayadas contienen SnAH, lo que corrobora el resultado observado en la PCR 

con los oligonucleótidos degenerados. La organización genética en torno al gen 

snah en S. nitritireducens aparece detallada en la Tabla 38. En el caso de SnOTasa, 

el gen que la codifica se encuentra en una localización conservada contigua a los 

locus leuS-lptE-holA-nadD (ORF4-ORF1) en la región upstream; downstream, se 

encuentra adyacente el gen que codifica la tiorredoxina A (trxA) (observable en 

la especie S. acidaminiphila) (Figura 52B). La organización genética en torno al gen 

que codifica SnOTasa en S. nitritireducens aparece detallada en la Tabla 39. 

Resulta interesante señalar la similitud hallada en la localización en el 

cromosoma de los genes snotasa en Stenotrophomonas y lcotasa en el género 

Lysobacter. Ambos genes que codifican la enzima degradadora de OTA se sitúan 

en una región downstream a LeuS y upstream a TrxA, lo que confirma la 
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proximidad filogenética de estos géneros, puesto que ambos pertenecen a la 

familia Xanthomonadaceae de -proteobacterias (Tabla 18). 

 

 

 

 
Figura 52. Organización genética de la región cromosómica contigua a los genes que codifican SnAH (A) y 

SnOTasa (B) en especies del género Stenotrophomonas. Se incluyen S. nitritireducens (NZ_LDJG01000005.1), 

S. acidaminiphila (NZ_CP043567.1), S. mori (NZ_JAIKTS010000004.1), S. bentonitica 

(NZ_JAAZUH010000001.1), S. indicatrix (NZ_CP037883.1), S. chelatiphaga (NZ_LDJK01000007.1), S. pictorum 

(NZ_LLXS01000029.1) y S. terrae (NZ_LDJJ01000023.1). Las flechas indican los genes. Los genes que 

codifican proteínas similares a SnAH y SnOTasa están representados por flechas negras.  

 
Este estudio revela que el gen snotasa sólo aparece en dos de las siete especies 

ensayadas (S. nitritireducens y S. acidaminiphila), coincidiendo con la capacidad de 

estas especies para degradar OTA. Por este motivo, se decidió realizar un BLAST 

frente a cada una de las especies de Stenotrophomonas con genomas depositados 

en el NCBI. Como resultado de este análisis, además de en S. nitritireducens y S. 

acidaminiphila, se encontró una proteína con un alto porcentaje de identidad de 

secuencia (91,65%) anotada como “amidohidrolasa” en la especie S. mori 

(incluida en la Figura 52).  
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S. nitritireducens y S. acidaminiphila son especies filogenéticamente cercanas. El 

análisis filogenético de siete genes housekeeping entre cepas tipo de 12 especies de 

Stenotrophomonas, reveló que S. nitritireducens es la especie más cercana a S. 

acidaminiphila (Huang et al., 2018).  Asimismo, un árbol filogenético basado en el 

gen ARNr 16S mostró que S. nitritireducens se agrupa en una rama con S. 

acidaminiphila con un valor de bootstrap del 99% (Zhang et al., 2022c). Por otra 

parte, un análisis filogénetico del genoma completo de la cepa tipo de S. mori 

CPCC101365T reveló que ésta forma un clúster con las cepas tipo de las especies 

S. nitritireducens y S. acidaminiphila (Deng et al., 2022). La gran variabilidad del 

pangenoma de las cepas del género Stenotrophomonas puede explicar que el gen 

que codifica SnOTasa sólo se encuentre en 3 de las 26 especies de este género con 

genomas disponibles en el NCBI. En un estudio realizado con los genomas de 

cepas tipo de 19 especies del género Stenotrophomonas, se encontró que sólo el 

36,5% del pangenoma formaba el genoma central (core), siendo la proporción de 

genes únicos alrededor del 44,9%; este pangenoma abierto sugiere que el género 

Stenotrophomonas ha experimentado un considerable intercambio de genes, 

probablemente por transferencia horizontal, para ampliar sus perfiles 

funcionales (Deng et al., 2022). 

 
Tabla 38. Organización genética de la región cromosómica del gen que codifica SnAH en S. nitritireducens 

(NZ_LDJG01000005.1). 

ORF Locus/gen Cadena aa Anotación 
Número de 

acceso 

ORF1 ABB22_RS04630 - 1040 Subunidad permeasa transportadora 

RND 

WP_055771029.1 

ORF2 ABB22_RS04625 - 1078 Subunidad permeasa transportadora 

RND 

WP_055770845.1 

ORF3 ABB22_RS04620 - 417 Subunidad adaptadora de transporte 

periplásmico RND 

WP_05770843.1 

ORF4 ABB22_RS04615 + 443 Amidohidrolasa WP_200911391.1 

ORF5 queF + 270 7-ciano-7-deazaguanina reductasa 

dependiente de NADPH QueF 

WP_055770837.1 

ORF6 ABB22_RS04605 + 99 Proteína con dominio de unión a 

peptidoglicano LysM 

WP_055770834.1 

ORF7 ABB22_RS04600 + 158 Proteína hipotética WP_055770830.1 

 
Tabla 39. Organización genética de la región cromosómica del gen que codifica SnOTasa en S. nitritireducens 

(NZ_LDJG010000013.1). 

ORF Locus/gen Cadena aas Anotación 
Número de 

acceso 

ORF1 nadD - 236 Nicotinato-nucleótido 

adenililtransferasa 

WP_055764649.1 

ORF2 holA - 347 Subunidad delta ADN polimerasa III WP_055764647.1 

ORF3 lptE - 181 Proteína hipotética (LptE) WP_057505197.1 

ORF4 leuS - 880 Leucín-tRNA ligasa WP_055764643.1 

ORF5 ABB22_RS09255 + 427 Amidohidralasa  WP_152984101.1 
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En esta tesis se ha descrito la capacidad de degradar OTA de diferentes 

especies dentro de los géneros bacterianos Alcaligenes, Brevibacterium, 

Cupriavidus, Lysobacter, Rhizorhabdus, Sphingomonas y Stenotrophomonas. En todos 

los géneros estudiados se han encontrado especies que no poseen fenotipo 

degradador de OTA, por lo que no se trata de una característica común entre las 

especies de ninguno de ellos. Los géneros estudiados pertenecen a grupos 

taxonómicos muy variados. La identificación de proteínas con actividad sobre 

esta micotoxina en diversas especies que no han sido aisladas de ambientes en 

los que la OTA se encuentra presente – excepto en el caso de AnOTasa – sugiere 

que OTA no es el sustrato natural de dichas enzimas. Hasta la fecha, las enzimas 

descritas con esta capacidad son peptidasas generalmente inespecíficas, capaces 

de hidrolizar enlaces peptídicos que poseen en su extremo C-terminal residuos 

hidrofóbicos neutros. Este tipo de enzimas resultan de utilidad para la 

adaptación a diferentes hábitats donde la disponibilidad de aminoácidos es 

reducida. Las bacterias estudiadas tienen en común la pertenencia a géneros con 

una amplia flexibilidad metabólica, lo que les confiere la capacidad de 

adaptación a dicho tipo de hábitats.  

  



V. Conclusiones 
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1. En la actualidad, las enzimas descritas en la literatura científica con 

actividad eficiente sobre OTA pertenecen a las familias M20 (M20D) y M38 de 

peptidasas, según la base de datos MEROPS. Los miembros de estas familias son 

metaloproteínas que poseen como rasgo común la presencia de un centro 

catalítico binuclear metálico.  

 

2. La búsqueda de proteínas similares a las descritas en la literatura con 

actividad eficiente sobre OTA ha dado lugar a la identificación de dos proteínas 

pertenecientes a la familia de peptidasas M20 (M20D) y a seis proteínas de la 

familia M38. De entre las ocho proteínas seleccionadas, siete de ellas mostraron 

actividad degradadora de OTA mediante la hidrólisis de su enlace amida.  

 

3. Entre las proteínas M20D identificadas con capacidad para degradar OTA, 

la enzima SnAH presenta una actividad reducida sobre la micotoxina, mientras 

que CnOTasa es capaz de eliminarla por completo. Las proteínas identificadas de 

la familia M38 presentan actividad eficiente sobre OTA. Sin embargo, la 

pertenencia a esta familia no es condición suficiente para mostrar dicha 

actividad, como revela el caso de la proteína Cnp, incapaz de degradar OTA.   

 

4. Los alineamientos múltiples de secuencia aportan información relevante 

sobre la especificidad de sustrato de estas proteínas, habiéndose confirmado la 

actividad prolidasa de la enzima Cnp a partir de su similitud de secuencia con 

enzimas descritas como prolidasas. Por ello, un mayor conocimiento de la 

función de los residuos implicados en la especificidad de sustrato podría mejorar 

la capacidad de discriminación de este método de búsqueda. 

 

5. El estudio de especificidad de sustrato de estas enzimas revela que existe 

diversidad en sus perfiles hidrolíticos, encontrando enzimas más específicas, 

como AnOTasa, y otras con actividad sobre un amplio grupo de sustratos. Estos 

resultados manifiestan la importancia del estudio de la especificidad de sustrato 

de estas enzimas, siendo preferibles aquellas que muestran un espectro 

hidrolítico más reducido, con el fin de minimizar la hidrólisis de otros 

componentes de la matriz alimentaria.  

 

6. La caracterización de las enzimas estudiadas muestra que presentan 

actividad óptima a valores de pH entre 6,5 y 7 y temperaturas elevadas (en torno 

a los 55 C), además, en general se trata de enzimas termoestables, siendo 

AnOTasa la enzima más termoestable en las condiciones ensayadas. El estudio in 

silico de la posible alergenicidad de las proteínas identificadas revela que 

probablemente se trate de proteínas no alergénicas.  
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7. La enzima PsSDO muestra capacidad degradadora de OTA mediante la 

hidrólisis del enlace amida. Sin embargo, su actividad es inferior en comparación 

con la observada en el resto de las enzimas de este estudio, exceptuando SnAH. 

PsSDO está descrita como una dioxigenasa por lo que la actividad 

amidohidrolasa sobre OTA constituiría una actividad secundaria de la enzima. 

 

8. En este trabajo se ha confirmado la capacidad degradadora de OTA de las 

cepas que poseen las enzimas identificadas. La relación existente entre el fenotipo 

degradador de OTA y la presencia de las enzimas identificadas indica que éstas 

son las responsables de dicha capacidad, al menos en las especies ensayadas. 

 

9. Se ha demostrado que la capacidad de degradar OTA no es una 

característica propia de los géneros a los que pertenecen las especies bacterianas 

estudiadas, ya que en todos ellos se ha encontrado alguna especie que no 

presenta dicha actividad.   

 

10. Se ha demostrado la capacidad de degradación de OTA de especies 

bacterianas pertenecientes a diversos grupos taxonómicos, lo que resulta 

consistente con el hecho de que las enzimas descritas son peptidasas inespecíficas 

que son de utilidad para la adaptación de la bacteria a diferentes hábitats donde 

la disponibilidad de aminoácidos es reducida.   
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1. At present, the enzymes described in the scientific literature as efficient 

OTA degraders belong to the M20 (M20D) and M38 families of peptidases, 

according to the MEROPS database. Members of these families are 

metalloproteins that share as a common feature the presence of a binuclear 

catalytic center.  

 

2. The search for proteins similar to those described in the literature as OTA 

degraders resulted in the identification of two proteins belonging to the M20 

(M20D) peptidase family and six proteins from the M38 family. Among the eight 

selected proteins, all except one showed OTA degrading activity through the 

hydrolysis of its amide bond. 

 

3. Among the identified M20D proteins, the enzyme SnAH shows reduced 

activity on the mycotoxin, while CnOTase can degrade it completely. As to the 

M38 family proteins, the identified enzymes show efficient activity on OTA. 

Nonetheless, belonging to this family is not a sufficient condition to display such 

activity, as revealed in the case of the enzyme Cnp, which is unable to degrade 

this mycotoxin.  

 

4. Multiple sequence alignments provide relevant information on the 

substrate specificity of these proteins, since the prolidase activity of the enzyme 

Cnp has been confirmed based on its sequence similarity with enzymes described 

as prolidases. Thus, the increase of the knowledge of the function of the residues 

involved in substrate specificity could improve the discriminatory power of this 

method for searching new proteins.  

 

5. The study of the substrate specificity of these enzymes reveals that they 

display diverse hydrolytic profiles. Some enzymes are more specific, such as 

AnOTase, while others show activity on a wider group of substrates. These 

results demonstrate the relevance of studying the substrate specificity of the 

enzymes, being preferable those that show a reduced hydrolytic spectrum, in 

order to minimize the hydrolysis of other components of the food matrix.  

 

6. The characterization of the enzymes shows that these proteins display 

optimal activity at pH values between 6.5 and 7 and high temperatures (around 

55 C). In general, they are thermostable, being AnOTase the most thermostable 

enzyme under the conditions tested. The in silico study of the possible 

allergenicity of the identified proteins suggests that they are probably non-

allergenic.  
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7. The enzyme PsSDO shows OTA degrading activity through the hydrolysis 

of the amide bond. However, its activity is lower compared to that observed for 

the other identified enzymes, except SnAH. PsSDO is described as a dioxygenase, 

so the amidohydrolase activity on OTA would constitute a secondary activity.  

 

8. In this work, the OTA degrading capacity of the strains possessing the 

identified enzymes has been confirmed. The relationship between the OTA 

degrading phenotype and the presence of the enzymes identified indicates that 

these enzymes are responsible for this capacity, at least in the analyzed species.  

 

9. It has been demonstrated that the capacity to degrade OTA is not a 

characteristic of the genera to which the studied bacterial species belong, since 

species that do not present this activity have been found in all the genera tested.  

 

10. The OTA degrading capacity of bacterial species belonging to various 

taxonomic groups has been demonstrated. This is consistent with the fact that the 

enzymes described are non-specific peptidases that are useful for the bacterial 

adaptation to different natural habitats, where amino acids availability is 

reduced.  
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ANEXO I. Estructura química de los sustratos empleados en esta 

tesis 
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  Figuras realizadas con el programa ChemDraw Professional 19.0.  
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ANEXO II. Ensayo de actividad endopeptidasa sobre albúmina de 

suero bovino 

 

 

Actividad endopeptidasa sobre BSA de las proteínas producidas en este trabajo, BlOTasa (carril 1), CnOTasa 

(carril 2), AfOTasa (carril 3), AnOTasa (carril 4), SdOTasa (carril 5), RwOTasa (carril 6), LcOTasa (carril 7), 

SnOTasa (carril 8) y PsSDO (carril 9). También se muestra la proteína BSA incubada sin enzima (C). El 

marcador de peso molecular Broad-Range (Bio-Rad, EEUU) aparece a la izquierda. Gel SDS-PAGE 15% de 

acrilamida. 
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ANEXO III. Características de las enzimas destoxificadoras de ocratoxina A analizadas en esta tesis 

 

 
Proteína Código Familia aa/kDa 

Hidrólisis de 

OTA 
Rendimiento 

(mg/L) 
Tópt 
(C) 

pHópt 
Perfil hidrolítico 

Micotoxinas A- a Z- a Otros 

AfOTasa WP_026482608.1 M20D 420/44 +++ 8,65 55 7 OTA, OTB  AF, AL, AM, AY 
 

ZF, ZL, ZM, ZY, ZS, ZE, ZK HF, GF 

CnOTasa WP_011615094.1 M20D 433/47 +++ 4,08 30-55 6,5-7 OTA, OTB  AA, AF, AL, AM, AY, 

AN, AQ 
 

ZA, ZF, ZL, ZI, ZM, ZY, ZS, 

ZN, ZQ, ZK 

HF, GF, 

GA 

SnAH WP_200911391.1 M20D 422/45 + 4,90 - - OTA - 
 

- - 

AnOTasa A0A075TJ05.1 M38 486/52 +++ 2,67 65 6-6,5 OTA, OTB 
 

ZF, ZL, ZY 
 

HF, GF 
 

BlOTasa WP_101553338.1 M38 410/42 +++ 29,76 55 8 OTA, OTB AF, AL, AY  ZF, ZL, ZM, ZY, ZS, ZN, ZK 
 

HF, GF, 

GA 

LcOTasa WP_036192648.1 M38 419/44 +++ 2,00 45 6,5-7 OTA, OTB  AA, AF, AL, AM, AY, 

AQ, AK 
 

ZL, ZI, ZM, ZY, ZS, ZK HF, GF 

SdOTasa WP_088366708.1 M38 428/44 +++ 13,14 55 6,5 OTA, OTB AF, AL, AM ZF, ZL, ZY HF, GF 
 

SnOTasa WP_152984101.1 M38 415/44 +++ 2,50 45 6,5 OTA, OTB  AM 
 

 
HF 

RwOTasa WP_029994416.1 M38 418/44 +++ 3,60 37-45 6,5-7 OTA, OTB  AM 
 

 
HF, GF 

PsSDO PWJ76357.1 Cupin 374/42 + 7,10 - - OTA, OTB AA, AF, AL, AM, AY, 

AE, AK 

ZA, ZF, ZE, ZK HF, GF, 

GA 

Tópt, temperatura óptima; pHópt, pH óptimo; A-, derivados N-acetil; Z-, derivados N-carbobenciloxi   
a No se han incluido los sustratos sobre los que la actividad relativa es inferior a 5%
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ANEXO IV. Alineamiento de secuencia de CnOTasa con proteínas 

de Cupriavidus basilensis Ör16 descritas previamente como 

degradadoras de ocratoxina A 

 
Matriz de identidad (A) y alineamiento (B) de CnOTasa de C. necator DSM 13513T con proteínas de C. 

basilensis Ör16 degradadoras de OTA previamente descritas por Al-nussairawi (2020) (CPA1, CPA2 y 

CPA3). Se indica (*) identidad entre aminoácidos, (:) cambio semiconservativo y (.) cambio conservativo. 

Los guiones representan espacios introducidos para maximizar similitudes. El alineamiento y la matriz de 

identidad se obtuvieron mediante el programa Clustal Omega. 
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ANEXO V. Alineamientos de secuencias para el diseño de 

oligonucleótidos degenerados 

Género Alcaligenes 

ANE      MTFSFRLSLLAASCLMAGTAMAQASSGLVDQALSKADALEQQVIEWRRHIHQNPELSYQE 60 

APA      MKYSFRLSLLAATCLMASTALAQASNPIIDTAMSKADALEQQVIEWRRHIHQNPELSYQE 60 

AFA      MKHSFRLSLLAATCLMAGTALAQASNPMMDTALSKADALEQQVIEWRRHIHQNPELSYQE 60 

AAQ      MKNPFCLSLLAATCLMAGTA-AQASNPMMDTAMSKADALEQQVIEWRRHIHQNPELSYQE 59 

         *.  * ******:****.** ****. ::* *:*************************** 

 

ANE      HNTAAYIKAALETMPGYEIQTGIAQTGIKAVLKGGKPGPVVALRADMDALPVLERNDLPF 120 

APA      HNTAAYIKAALETMPGYEIQTGIAQTGIKAVLKGGKPGPVVALRADMDALPVQERNDLPF 120 

AFA      HNTAAYIKAALETMPGYQIQTGIAQTGVKAVLKGGKPGPVVALRADMDALPVQERNDLPF 120 

AAQ      HNTAAYIKAALETMPGYQIQTGIAQTGVKAVLKGGKPGPVVALRADMDALPVQERNDLPF 119 

         *****************:*********:************************ ******* 

 

ANE      KSTAKGQWQGKEVPVSHACGHDTHVAMLLGAAKVFSDMRDQLPGTVVLLFQPAEEQGPGT 180 

APA      KSTAKGTWQGKEVSVSHACGHDTHVAMLLGAAKVFSDMRAELPGTIVLLFQPAEEQGPGK 180 

AFA      KSVAKGTWQGKEVSVSHACGHDTHVAMLLGAAKVFSDMRDELPGTIVLLFQPAEEQGPGK 180 

AAQ      KSVAKSTWQGKEVSVSHACGHDTHVAMLLGAAKVFSDMRDELPGTIVLLFQPAEEQGPGK 179 

         **.**. ****** ************************* :****:*************. 

 

ANE      PLSGANAMMKEGVLDKPKVDVIMGQHIGPAFPAGSIGYRQGSIMASGDVFTITLDGKGGH 240 

APA      PLSGANAMMAEGVLDKPKVDVVMGQHIGPSYPAGSIGYRQGSLMASGDVFSISLAGKGGH 240 

AFA      PLSGANAMMAEGVLDQPKVDVVMGQHIGPSYPAGSIGYRQGSLMASGDVFSISLAGKGGH 240 

AAQ      PLSGANAMMAEGVLDQPKVDVVMGQHIGPSYPAGSIGYRQGSLMASGDVFSISLAGKGGH 239 

         ********* *****:*****:*******::***********:*******:*:* ***** 

 

ANE      GSSPWSASSPVVAAAETVTALNNIIAQRTNPLDGTTVVTVGSLQSGNRPNVLPESAHISG 300 

APA      GSSPWNAASPVVAAAETVVALNNIIAQRTNPQDGTTVVTVGSLQSGNRPNVLPESADISG 300 

AFA      GSSPWNAASPVVAAAETVVALNNIIAQRTNPQDGTTVVTVGSLQSGNRPNVLPESADISG 300 

AAQ      GSSPWNAASPVVAAAETVVALNNIIAQRTNPQDGTTVVTVGSLHSGNRPNVLPESADISG 299 

         *****.*:**********.************ ***********:************.*** 

 

ANE      TVRSLSKMNQATAHDLIKLYAQNIANSHGLKSTVKIDTGYEVLISDPAVTQLVSPALNQA 360 

APA      TVRSLSKQNQATAHELIQRYAQNIAANHDLKATVRIDTGYEVLVSDPKATQTVIPALDLA 360 

AFA      TVRSLSKQNQATAHELIQRYAQNIAANHDLKATVRIDTGYEVLVSDPKATQTVIPALDLA 360 

AAQ      TVRSLSKHNQATAHELIQRYAQNIAANHDLKATVRIDTGYEVLVSDPKATQTVIPALDLA 359 

         ******* ******:**: ****** .*.**:**:********:*** .** * ***: * 

 

ANE      TDGVGAKEVPPGMGSEDFGAFSKNVPLVFWRLNASPYADKPGAPNHSPEFMIDEKALRIG 420 

APA      TDGIGAKEVPPGMGSEDFGAFGKNVPVVFWRLNASPYSDKMGSPNHSPEFMIDEKALRIG 420 

AFA      TDGIGAKEVAPGMGSEDFGAFGKNVPVVFWRLNASPYSDKMGAPNHSPEFMIDEKALRIG 420 

AAQ      TDGIGAKEVAPGMGSEDFGAFGKNVPVVFWRLNASPHSDKMGAPNHSPEFMIDEKALRIG 419 

         ***:***** ***********.****:*********::** *:***************** 

 

ANE      TRALVASSLTYMIDNKKP 438 

APA      TRALLASSLTYMIQSNKP 438 

AFA      TRALVASSLTYMMDHKKP 438 

AAQ      TRALVASSLTYMMENKKP 437 

         ****:*******:: :** 

  

2049 

2050 
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Género Brevibacterium 

BCA      MVTVFTNAKVFDGTRFVPGRRDVVVDGDRITAITEEGQGSHNAGDEFVDATDRTLVPGII 60 

BEP      MVTVLTHATVFDGTRFLPGTRDVVIDGGRITSVTEGGQGSHNAGDDYVDCTGKTIIPGVI 60 

BLI      MVTVLTHATVFDGTRFLPGTRDVVVDGGRIAAVTEGGQGSHNAGDNHIDCTGQTIIPGVI 60 

BPE      MVTVLTQATVFDGTRFLPGTRDVVIDDGRIASVAEGGQGSHNAGDDYVDCTGRTIIPGVI 60 

BSE      MVTVLTHATVFDGTRFLPGTRDVVIDGGRIASVAEGGQGSHNAGDDHIDCAGKTIIPGVI 60 

BAN      MVTVFKNAKVFDGTRFLPGLRDIVVDGGAISSVTEGGQGSHDAGDTYVDCAGKTIIPGVI 60 

BAU      MVTVFKNAKVFDGFRFLAGVRDIVVDGGAIVAVTEGGQGSHDAGDTYIDCAGKTVIPGVI 60 

         ****:.:*.**** **: * **:*:*.. * :::* *****:*** .:*.:.:*::**:* 

 

BCA      DCHVHLMSAGAANVSAFHDPFSLQFYNSVRHMADTLAGGVTTVRDAGGTDLGTKTAVETG 120 

BEP      DCHVHLTSSGAAATANFHDPFSLQFYNSVANMEATLKGGVTTVRDAGGTDLGAKVAVETG 120 

BLI      DCHVHLTSSGAAATSNFHDPFSLQFYNSVKNMEATLKGGVTTVRDAGGTDLGAKVAVETG 120 

BPE      DCHVHLTSSGAAATSNFHDPFSLQFFNSVKNMEATLNGGVTTVRDAGGTDLGAKVAVETG 120 

BSE      DCHVHLTSSGAAATSNFHDPFSLQFYNSVKNMEATLKGGVTTVRDAGGTDLGAKVAVETG 120 

BAN      DCHVHLMSTGASNSSSFHDPFSLQFYNSVDNMEKTLKGGVTTVRDAGGTDLGAKVAVETG 120 

BAU      DCHVHLMSTGASNSSSFHDPFSLQFYNSVDNMEKTLKGGVTTVRDAGGTDLGAKVAVETG 120 

         ****** *:**:  : *********:*** :*  ** ***************:*.***** 

 

BCA      VVPGPRLTIAVNIMSQTGGHGDNHLVSGAESPFLAAHPGRPSGVADGVEGVQRKARELLR 180 

BEP      VVRGPRLTIAVSIMSQTGGHGDFHLVSGAESPFLAPHPGRPSGVADGLEGVQKKARELLR 180 

BLI      VVRGPRLTIAVNIMSQTGGHGDFHLVSGAESPFLAPHPGRPSGVADGLEEVQKKARELLR 180 

BPE      VVRGPRLTIAVNIMSQTGGHGDFHLVSGAESPFLAPHPGRPSGVADGLEEVQKKTREMLR 180 

BSE      VVRGPRLTIAVNIMSQTGGHGDFHLVSGAESPFLAPHPGRPSGVADGLEEVQKKTRELLR 180 

BAN      IVRGPRMSIAVNIMSQTGGHGDFHLVSGADSPFLAPHPGRPSGVADGLEGVQRKTRELLR 180 

BAU      IVRGPRMSIAVNIMSQTGGHGDFHLVSGADSPFLAPHPGRPSGVADGLEGVQRKTRELLR 180 

         :* ***::***.********** ******:***** ***********:* **:*:**:** 

 

BCA      AGADHIKICSTGGVLSPRDDPRHSQFSDAEIAMIVAEAAAQGAHVMSHAQGAPGIKAAVR 240 

BEP      AGADHIKICSTGGVLSPRDDPRHSQFTEAEIAVIVAEAAAQGASVMSHAQGAPGIKNAVR 240 

BLI      AGADHIKICSTGGVLSPRDDPRHSQFTEAEISVIVAEAAAQGAHVMSHAQGAPGIKNAVR 240 

BPE      AGADHIKICSTGGVLSPRDDPRHSQFTEAEIAVIVAEAAAQGAHVMSHAQGAPGIKNAVR 240 

BSE      AGADHIKICSTGGVLSPRDDPRHSQFTEAEIAVIVAEAAAQGAYVMSHAQGAPGIKNAVR 240 

BAN      AGADHIKICSTGGVLSPRDDPRHSQFTEAEIAVIVAEAAAQGAHVMSHAQGAPGIKNAVR 240 

BAU      AGADHIKICSTGGVLSPRDDPRHSQFTEAEIAVIVAEAAAQGAHVMSHAQGAPGIKNAVR 240 

         **************************::***::********** ************ *** 

 

BCA      AGVRSIEHGIYLDDEAIDLMLEHGTFLVPTLQAPRAVIKAAEAGANMPQSVIDKAKTVID 300 

BEP      AGVRSIEHGIYLDDEAIDLMCEHGTFLVPTLQAPQAVIKAADTGAALPASVVDKARRVVE 300 

BLI      AGVRSIEHGIYLDDEAIDLMREHGTYLVPTLQAPQAVIKAADAGAGLPASVVDKARRVVD 300 

BPE      AGVRSIEHGIYLDDEAIDLMCEHGTFLVPTLQAPQAVIKAADAGAGLPASVVDKARRVVD 300 

BSE      AGVRSIEHGIYLDDEAIDLMLEHGTFLVPTLQAPQAVIKAADAGAGLPASVVDKARRVVD 300 

BAN      AGVRSIEHGIYLDDEAIDLMLENGTFLVPTLQAPQAVIKAAEAGSALPQSVVDKAHSVIE 300 

BAU      AGVRSIEHGIYLDDEAIDLMLENGTFLVPTLQAPQAVIKAAEAGSALPQSVVDKAHSVIE 300 

         ******************** *:**:********:******::*: :* **:***: *:: 

 

BCA      AHHDSIVRAHEAGVRIAMGTDAGVGPHGENLEEISLLAGAGLSGAEALAAGTSVAADLLG 360 

BEP      AHQESIARAHEAGVPIALGTDAGVGPHGENLEEISLLAEVGLSTTEALAAGTSVAARLLD 360 

BLI      AHQESIARAHEAGVPIALGTDAGVGPHGQNLEEISLLAEVGLSTTEALAAGTSVAARLLD 360 

BPE      AHQESIGRAHAAGVPIALGTDAGVGPHGENLEEISLLAEVGLSTTEALAAGTSVAARLLD 360 

BSE      AHQESISRAHEAGVPIALGTDAGVGPHGENLEEISLLAEVGLSTTEALAAGTSVAARLLD 360 

BAN      AHQESITRAYEAGVTIAMGTDAGVGPHGENLEEISLLAGVGLSTSEALAAGTSVAAELLG 360 

BAU      SHYASITKAHEAGVRIAMGTDAGVGPHGENLEEISLLAEVGLSTTEALAAGTSIAVELLG 360 

         :*  ** :*: *** **:**********:********* .*** :********:*. **. 

 

BCA      HEDRGRIAPDLLADLVLIDGDLSTDDVRGIEDRVSQVWLGGVRV 404 

BEP      DDRVGRLGAGGLADLVVVDGDLRTADVRGIENRVNAVYLDGELV 404 

BLI      DDRVGRISEGGLADLVVVDGDLRTADVRGIEDRVNSVYLDGALV 404 

BPE      DDRVGRISEGGLADLVVVDGDLRTADVRGIEDRVNSVYLDGGLV 404 

BSE      EDRVGRIGEGGLADLVVVDGDLRTADVRGIENRVNSVYLDGGRV 404 

BAN      HDNVGRIAEGALADLVVVDGDLSTEDVRGIESRVSSVHLGGDLI 404 

BAU      HDNVGRIEAGALADLVVVDGDLSTADVRGIESRVSSVHLGGALV 404 

         .:  **:  . *****::**** * ******.**. * *.*  : 

  

2048 

2047 
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Género Cupriavidus 

CBA      MAA-RQARSPAALRAGVSALTLAAGLLCLAPAAAQA--------QATGSESLQAQIETRA 51 

CMA      ------------MAGTLGTLALAAGLLMAPAAQAQTAAAPQAATATPAAADLHAQIETRA 48 

CNU      MAVRRT-ASRSTPRLALAALALAAGVLCNA-AHAQS---TA---PAASADDLHAQIETRA 52 

CNE      MAVRDS-ASRPTTRFALAGLALAAGLLCNT-AQAQT---T---PAPISADTLHAQIETRA 52 

CTA      MAARRTASRSTPPRFTLAGLALAAGLLCHA-AQAQV---PAAPTAPLGADALHAQIETRA 56 

                         :. *:****:*    * **            .:  *:******* 

 

CBA      KAVEAQLIAWRRDIHQHPELGNYEVRTAKLVADHLRKLGMEVTTGVAKTGVVGVLKGGKP 111 

CMA      KAIEAQLIAWRRDIHQHPELGNYEVRTSKLVADHLRKLGMEVKTGVAKTGVVGLLKGGKP 108 

CNU      KAVEAQLIAWRRDIHQHPELGNYETRTAKLVADHLRKLGMEVKTGVAKTGVVGVLKGGKP 112 

CNE      KAVEKQLIAWRRDIHQHPELGNYETRTAKLVADHLRKLGMEVKTGVAKTGVVGVLKGGKP 112 

CTA      KAVEKQLIAWRRDIHQHPELGNYETRTAKLVADHLRKLGMEVKTGVAKTGVVGLLKGGKP 116 

         **:* *******************.**:**************.**********:****** 

 

CBA      GPVVALRADMDALPVKERVDVPFASKAKGQYLGKEVDVMHACGHDTHVAILMATAEVLAG 171 

CMA      GPVVALRADMDALPVKERVDVPFASKAKGQYLGKEVDVMHACGHDTHVAILMATAEVLAG 168 

CNU      GPVVALRADMDALPVKERVDVPFASKAKGQYLGKEVDVMHACGHDTHVAILMATAEVLAG 172 

CNE      GPVVALRADMDALPVKERVDVPFASKAKGQYLGKEVDVMHACGHDTHVAILMATAEVLAG 172 

CTA      GPVVALRADMDALPVKERVDVPFASKAKGQYLGKEVDVMHACGHDTHVAILMATAEVLAG 176 

         ************************************************************ 

 

CBA      MKDQLPGTVKFIFQPAEESPADFEPNGSNMWGAKQMVAEGVLDNPKVDAIFGLHVSSGIE 231 

CMA      MKDQLPGSVKFIFQPAEESPADFEPNGSNMWGAKQMVAEGVLDNPKVDAIFGLHVSSGLE 228 

CNU      MKDQLPGTVKFIFQPAEESPADFEPNGKNMWGAKQMVAEGVLDNPKVDAIFGLHVAAGME 232 

CNE      MKDQLPGTVKFIFQPAEESPADFEPNGSNTWGAKQMVSEGVLDNPKVDAIFGLHVSSGIE 232 

CTA      MKDQLPGTVKFIFQPAEESPADFEPNGSNMWGAKQMVAEGVLDNPRVDAIFGLHVTSGIE 236 

         *******:*******************.* *******:*******:*********::*:* 

 

CBA      SGKLAWRSGPSMAAADQFWIDVKGRQTHGARPWGGIDPIVVASQIVMGLQTIQSRQVNAM 291 

CMA      SGKLGWRSGPSMAAADQFWIDVKGRQTHGARPWAGIDPVVVASQIVLGLQTIQSRQVNAM 288 

CNU      SGKLGWRSGASMAAADQFWIDVKGRQTHGARPWAGVDPIVVASQIVMGLQTIQSRQVNAM 292 

CNE      SGKLGWRSGPSMAAADQFWIDVKGRQTHGARPWGGIDPIVVASQIVMGLQTIQSRQVNAM 292 

CTA      SGKLGWRSGASMAAADQFWIDVKGRQTHGARPWGGIDPIVVASQIVMGLQTIQSRQVNAM 296 

         ****.**** ***********************.*:**:*******:************* 

 

CBA      LEPSVITVGTIHGGNRMNIVPEKVEMMGTVRTYDEGMKKDIHARMKRTTEAIASSAGAEA 351 

CMA      LEPSVITVGTIHGGNRMNIVPEKVEMMGTIRTYDEGMKKDIHARMKRTTEAIASSSGAEA 348 

CNU      LEPSVITVGTIHGGNRMNIVPEQVEMMGTVRTYDEGMKKDIHARMKRTTETIAASAGAEA 352 

CNE      LEPSVITVGTIHGGNRMNIVPEKVEMMGTVRTYDEGMKKDIHARMKRTTEAIATSAGAEA 352 

CTA      LEPSVITVGTFHGGNRMNIVPEKVEMMGTIRTYDEGMKKDIHARMKRTTEAIASSAGAEA 356 

         **********:***********:******:********************:**:*:**** 

 

CBA      TFKVVELYNATVNQPALTDKMAPTLKRVAGDGNWMIAPKATASEDFSFYQEKVPGLFFNL 411 

CMA      TFKVVELYNATVNQPALTEKMAPTLVRVAGDGNWMIVPKATASEDFSFYQEKVPGLFFNL 408 

CNU      TFRVVELYNATINQPALTEKMAPTLRRVAGEGNWLTMPKATASEDFSFYQEKVPGLFFNL 412 

CNE      NFRVVELYNATINQPALTEKMAPTLQRVAGEGNWMITPKATASEDFSFYQEKVPGLFFNL 412 

CTA      NFRVVELYNATINQPALTEKMAPTLQRVAGDGNWMITPKATASEDFSFYQEKVPGLFFNL 416 

         .*:********:******:****** ****:***:  *********************** 

 

CBA      GVTPKGVDVAKAASNHSPEFYVDEAALVNGVRALAGLTVDYMTMAQR 458 

CMA      GVTPKGTDLAKAASNHSPEFYVDEPALVNGVRALSNLTVDYMVMAQR 455 

CNU      GVTPKGTDLAKAASNHSPEFYVDEPALVNGVRALSNLTVDYMTMAQR 459 

CNE      GVTPKGQDVTKAPSNHSPEFYVDEPALINGVRALSSLTVDYMVMAQR 459 

CTA      GVTPKGQDVTKAPSNHSPEFYVDEPALINGVRALSSLTVDYMVMAQR 463 

         ****** *::** *********** **:******:.******.**** 
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Género Lysobacter 

LSP      -----MRPL-------LLLVACALA--PATLLANEANPVAVHCGQVFDSRSGEVRGPHTL 46 

LCO      MTVR-LVRTAVCTALA--------LSCLSFASHAASGSTALHCGQLFDSRSGDVLGPHTV 51 

LEN      MPRTLTTRPTAAAPLALAVLACALAGAAQAAPAPPAEPTALRCGKLFDARSGKLLGPHTV 60 

LCA      -----MTRLATAVSIALAAAAGAFA-APALAAAVPAEPLALQCGKLFDARSGKVLGARTV 54 

LSO      ----MLKPLSLALLAAIASI--PVHAEAQTAAPAKDAAQALQCGQVFDARSGKLTGPQTL 54 

LDA      --------MRYCLPA---------LVLMMTALPAAAATTALQCGDVFDARSGKLVGARTI 43 

LNI      -----MKPLALALAA---------IT-ASVAAHAAEPARALHCGQLFDARSGKLLDARTV 45 

                                                *::**.:**:***.: . :*: 

 

LSP      LVRNGRIEQMVTGGHADVLGTPSIDLRGHTCMPGWTDLHVHLGSQSSPDSYSEGFRLDDV 106 

LCO      LIRDDRIAAVTAGHA-EVPGTPGIDLSGHTCTPGWTDLHVHLGSQSSPDSYSEGFRLDDV 110 

LEN      TVRDGKIAEVRAGLN-DVAGARAVDLSQHTCTPGWTDLHVHLGGQSSAQSYSEGFRLDPV 119 

LCA      VVRDGKIEQVLDGRA-EAPGARAIDLSQHTCTPGWTDLHVHLGSQSSPQSYSEGFRLDEV 113 

LSO      LVRNGKIEQVIGGASADVAGATRVDLSGHTCMPGWTDLHVHLGSQSSPQSYSEGFRLDDV 114 

LDA      VVRDGKVAEVLPSGS-SVADARAIDLSGHTCTPGWTDLHVHMASQSSPQSYSEGFRLDDV 102 

LNI      VVRDGKVAEVLPGRA-SVADAQSVDLSGHTCTPGWTDLHVHMGSQSSPQSYSEGFRLDDT 104 

          :*:.::  :  .   .. .:  :**  *** *********:..*** :********* . 

 

LSP      DYAFRSVGYARKTLLAGFTSVRDLGGEVAPHLRDAINQGLVDGPRIWAAGKSIATTGGHA 166 

LCO      DYAFRSVGYAKKTLLAGFTSVRDLGGEVSPHLRDAINQGLVDGPRIWAAGKSIATTGGHA 170 

LEN      DFAFRAVGYANKTLQAGFTSVRDLGGEVTPHLRDAINQGLVAGPRIWAAGKSIATTGGHA 179 

LCA      DFAFRAVGYANKTLQAGFTSVRDLGGEVSPHLRDAINQGLVEGPRIWAAGKSIATTGGHA 173 

LSO      DYAFRSVDYAKKTLMAGFTSVRDLGGEVSPHLRDAINQGLVSGPRIWAAGKSIATTGGHA 174 

LDA      DFAFRSVDYAKKTLMAGFTSVRDLGGEVAPHLRDAINQGLVDGPRIWAAGKSIATTGGHA 162 

LNI      DYAFRSVGYAKKTLLAGFTSVRDLGGEVSPHLRDAINQGLVDGPRIWAAGKSIATTGGHA 164 

         *:***:*.**.*** *************:************ ****************** 

 

LSP      DPTNGYNSMLSHLLGPPGPTEGVINSVDEARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYARSG 226 

LCO      DPTNGYNSSLSHLLGPPGPTEGVINSVADARQAVRQRYKDGSDVIKITATGGVLSYARSG 230 

LEN      DPTNGMNDALSHLIGPPGPTEGVINSIDDARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYAKSG 239 

LCA      DPTNGYNDALSHLIGPPGPTDGVINSIDDARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYAKSG 233 

LSO      DPTNGYNDALSHLIGPPGPTEGVINSIDDARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYAKSG 234 

LDA      DPTNGVNSVLAHLIGPPGPTEGVINSIDDARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYAKSG 222 

LNI      DPTNGYNDALSHLIGPPGPTEGVINSIDDARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYAKSG 224 

         ***** *. *:**:******:*****: :**********:*****************:** 

 

LSP      DAPQFTVDEVSAVVQTAKDYGYAVAAHAHGEEGMRRAVEAGVTSIEHGTYMSDEVMSLMK 286 

LCO      DAPQFRVDEIQAIVDTAKDYGYHVAAHAHGEEGMRRAVEAGVTSIEHGTYMSDEVMALMK 290 

LEN      DAPQFTVEEVKAIVDTAKDYGYRVAAHAHGEEGMKRAVLGGVTSIEHGTYMSPEVMSLMK 299 

LCA      DAPQFTVEEVKAIVDTARDYGYRVAAHAHGTEGMKRAMLGGVTSIEHGTYMTDEVMSLMK 293 

LSO      DAPQFTVEEVKAIVDTAKDYGYRVAAHAHGEEGMKRAVLGGVTSIEHGTYMSDEVMKLMK 294 

LDA      DAPQFTVEEVKAIVDTAKDYGYRVAAHAHGTEGMKRAVLGGVTSIEHGTYMTDEVMSLMK 282 

LNI      DAPQFTVDEVKAIVDTAKDYGYRVAAHAHGDEGIRRAVQGGVTSIEHGTYMSPETMSLMK 284 

         ***** *:*:.*:*:**:**** ******* **::**: .***********: *.* *** 

 

LSP      QRGTWYIPTIHAGRFVAEKAEIDGYFPEVVRPKAARIGALIQDTAARAHRAGVKIAFGTD 346 

LCO      RKGTWYVPTVYAGRFVADKAKIDGYFPDVVRPKAARIGELIQATAARAYKAGVKMAFGTD 350 

LEN      QRGTWYVPTIYAGRFVADKAKIDGYFPDVVRPKAARIGAMIQQTAANAYKNGVKIAFGTD 359 

LCA      QKGTWYIPTIYAGRFVADKAKIDGYFPDVVRPKAARIGALIQDTAAKAYKNGVKIGFGTD 353 

LSO      QHGTWYVPTIYAGRFVADKAKIDGYFPDVVRPKAQRIGALIQQTAANAYKNGVKIAFGTD 354 

LDA      QKGTWYIPTIYAGRFVAEKAKMDGYFPEVVRPKAARIGALIQQTAEKAYKSGVKIAFGTD 342 

LNI      QKGTWYVPTVYAGRFVADKAKVDGYFPELVRPKAARIGALIQDTASRAYKNGVKIAFGTD 344 

         ::****:**::******:**::*****::***** *** :** ** .*:: ***:.**** 

 

LSP      MGVGPHGDNAREFLYMVEAGIPAAQALQAATIRAAEVLGVEDQGVLAPGKRADVVAVRGN 406 

LCO      MGVGPHGDNAREFVYLVEAGVPAAVALQMATIRAAEVLGVDDQGVIAPGQRADIVAVKGN 410 

LEN      MGVGPHGDNAREFVYMVEAGIPAAVALQAATIRAAEVLGVDDQGVIETGKRADIVAVKGD 419 

LCA      MGVGPHGDNAREFLYMVEAGIPAAVALQAATIRAAEVLGVDDQGVIETGKRADIVAVPGN 413 

LSO      MGVGPHGDNAREFIYMVEAGIPAPVAFQAATIRAAEVLGVDDQGVIEVGKRADIVAVPGN 414 

LDA      MGVGPHGDNAREFLYMVEAGIPAAVALQAATIRAAEVLGVDDQGVIEAGKRADIVAVPGN 402 

LNI      MGVGPHGDNAREFVYMVEAGIPAAVALQAATIRAAEVLGVDDQGVIEAGKRADIVAVPGN 404 

         *************:*:****:**  *:* ***********:****:  *:***:*** *: 

 

LSP      PLDNIETVLDVAFVMKDGKVYKQPERDAQATSASAPAP 444 

LCO      PLEDINRVLDVAFVMKDGVVYSQPGTSP---------- 438 

LEN      PVADINAVLDVAFVMKDGAVYKQAL------------- 444 

LCA      PVEDINAVMKVEFVMKDGKVYKQTF------------- 438 

LSO      PLEDIQQVMKVDFVMKDGAVFRTPEA------------ 440 

LDA      PLQDIGAVLKVDFVMKDGTVYRQP-------------- 426 

LNI      PIEDIGAVLKVDFVMKDGVMYRQPQG------------ 430 

         *: :*  *:.* ****** ::                  
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Género Sphingomonas 

SDO      MKT-MFLAALLAAATPALAQTAAPP-----APPAVTYIHAGALLDRPGQAPRGNSTIIVR 54 

SJE      MRKTIAAALLMGAAMPVVAQT---A-----PASKVTYIHAGALLDRPGQAPRGNSTIIVR 52 

SAD      MLKTIATAMVLAMAAPAVAQPAAAPAAA--APATVAYIHAGALLDRPGQPPRGNSTIVVR 58 

SCA      MIRTIATALALAIAGPALAQSAAPAPGAAPVAAKVTYIHAGRLLDRPGQPPRGNSTIIVR 60 

         *   :  *  :. * *.:**              *:***** ******* *******:** 

 

SDO      DGKIAEVRDGFVPPEAGAKLVALNDKFVLPGLIDLHVHLLGIGGDPLRARMTALNTEQAD 114 

SJE      DDKIAEVRNGFVPAEAGAKLVALNDKFVLPGLIDLHVHLLGIGGDPMRARLSALNIEGAD 112 

SAD      DGVVAEIRDGFVAPPAGATLVDLSRRFVMPGMIDMHVHLWGIGGDPLRERLARMTTDDAD 118 

SCA      DGRIAEVRDGFAAPEGGAALIDLKDRFVLPGLIDLHVHLLGIGGDPMRARLLALTNDDAD 120 

         *. :**:*:**.   .** *: *. :**:**:**:**** ******:* *:  :. : ** 

 

SDO      DVLYGAGNAKATLNAGFTTVRDLGGDPRGIRALRDAVDRGDVTGPTIVNAGTAISVTGGH 174 

SJE      NVLYGAGNARATLHAGFTTVRDLGGEPRSIRALRDAVDRGDVDGPTIVNAGTAISVTGGH 172 

SAD      DMMTSVANARKTLEAGFTTVRDLGGDARGIRALRDAIERGDVAGPSIVNAGQMISVSGGH 178 

SCA      DLLIGISNARVTIDAGFTTIRDPGDDPRSIRALRDAIERGDVAGPTIVNGGLMLSVTGGH 180 

         ::: . .**: *:.*****:** *.: *.*******::**** **:***.*  :**:*** 

 

SDO      GDPLNGLAEPYAHAVAQSVDNLCDGPADCVRATRRQIGLGAQVIKITATGGVLSNVSGGL 234 

SJE      GDPLNGIAEPFAHAVKETVENTCDGPADCVRATRRQVGLGAQVIKITATGGVLSNVSGGL 232 

SAD      GDGTNGLAEEWADAVHAHQMNVCDGADECRRAVRRQVGLGAQVIKFAATGGVLSNVAGGL 238 

SCA      GDGSNGVRADVAEMIIQKQEQVCDGAVDCARAVRRQIALGAQVIKFAATGGVLSNVSGGL 240 

         **  **:    *. :     : ***  :* **.***:.*******::*********:*** 

 

SDO      GRAFTPEEMKAIVDTAHNLGRKVAAHSHAAEGTKAALTAGVDTIEHGSFIDDEAIAMFKK 294 

SJE      GRAFTPEEMKAIVDTAHNLGRKVAAHSHAAEGTKAALAAGVDTVEHGSFIDEETIAAFKR 292 

SAD      GRAMTPEEMRAIVETAHALGRKATAHSHAAEGTRAALEAGVDSVEHASYLDDDTIRLFKA 298 

SCA      GRAMTPEEMRAIVETAHGLGRKVAAHSHAADGTKAALIAGVDTIEHGSFLDDEAIRLFKE 300 

         ***:*****:***:*** ****.:******:**:*** ****::**.*::*:::*  **  

 

SDO      TGAYLVPTEIAPVAAVAQARSGVLPAAVLPKAEAAAAAMQDSHRRAYKAGVKFAFGTDSG 354 

SJE      TGAYLVPTEIAPVAAVAQARAGSLPAAVLPKAEAAAAAMQESHRKAYKAGVKFAFGTDSG 352 

SAD      KGAWLVPTEIAPIAALAQARSGALPPATIPKAEAAAAAMHASHKRAFAAGVKFAFGTDTG 358 

SCA      KGAWLVPTMLAPRAAVAQARGGALPPAVIPKAEEAAAAAFESHKKAIAAGVKIAFGTDTG 360 

         .**:**** :** **:****.* ** *.:**** ****   **::*  ****:*****:* 

 

SDO      VSKHGDNGQEFALLVEKVGMTPTEAIRSATVTAAEVLNQGDRIGTIEPGKAADIIAVDSS 414 

SJE      VSKHGDNAQEFALLVEKVGMTPADAIRSATVTAAEVLGQGNAIGTIEPGKAADIIAVDAS 412 

SAD      VSKHGGNATEFAQLI-DLGMTPAQAIRSATVDAADLLGR-DDLGLLAPGKRADIIAVSGS 416 

SCA      VSKHGDNAQEFALMV-KAGMKPADAIAAATVNAADALGRKGELGSIEPGKWADIIAVSGD 419 

         *****.*. *** :: . **.*::** :*** **: *.: . :* : *** ******... 

 

SDO      PLQDVRQLERVRFVMHKGDVAKPLTD------- 440 

SJE      PLKDVRQLERVRFVMHKGAVAKPIAE------- 438 

SAD      PLEDVTRLEHVDFVMHRGVVAKRPAA------- 442 

SCA      PLSDVTRLESVEFVMRRGAVHKAGGKRQGFPPQ 452 

         **.** :** * ***::* * *            
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Género Rhizorhabdus 

RDI      MRKLIRSGL----IMGLLLAAPAQLWAKDIAVHAGRLIDGVSKAPRSNMTILIRDDRIIS 56 

RPH      -------------------------MARDVVIHAGKLIDGVSRQPRERVSIIIKDDRITG 35 

RWI      MAGFLSSRLLRVAALALCAT-STAALARDVVVHAGHLIDGVSAKPRDKVSILIHDDRITA 59 

RHI      MAGYLSSRLLRIAALALCATTSTAALARDVVVHAGHLIDGVSAKPRDKVSILIHDDRITG 60 

                                   *:*:.:***:******  **..::*:*:**** . 

 

RDI      VTPGFTTPVGAEVVDLSRLTVLPGLIDCHVHLSFDLFTVKLPPQLQIVKRSSYDELLTAV 116 

RPH      VEPGFVDKPGADVVDLSGKTVLPGLIDTHVHLLLELGK--GSQVVNAVTKNAFDHVLDGT 93 

RWI      VQDGFVTPAGAEVVDLSSATVLPGLIDMHDHITGQYTG--KNPIAERFTTNNLDTAYESV 117 

RHI      VQDGFVTPAGAEVVDLSSATVLPGLIDMHDHITGQYTG--KNPIAERFTTNNLDTAYESV 118 

         *  **.   **:*****  ******** * *:  :          : .. .  *    .. 

 

RDI      ESGRRTLMAGFTSVRDVAGYTPAMAALKNAVKSGGITGPRMWISGTPLGPTGGHSDLSNG 176 

RPH      VNARKTLMAGFTSVRDVGGYTPAIVALKKAVASGEIVGPRMWVAGSIISPTGGHADASTG 153 

RWI      AYVKRTLDAGFTSVRDVGGDTDVVVALKRAIKSGEISGPRLWVSGYPLGPSGGHGDPRNG 177 

RHI      AYVKRTLDAGFTSVRDVGGDTDVVVALKRAIKSGEIPGPRLWVSGYPLGPSGGHGDPRNG 178 

            ::** *********.* * .:.***.*: ** * ***:*::*  :.*:***.*  .* 

 

RDI      FDAQVSKAEWRDAVIDGPDEAVKSVRQHHKGGADVIKITISGGTTTEGDNPHAQLMSDAE 236 

RPH      FDEALSKPEWTEGIADGPEEAIKSVRRHHRQGTDLIKIVPSGGVASVGDDPQAQLMTDEE 213 

RWI      IRTDLDLH-SENKVVDGPEAAVRIVREMHRDGVDLIKIMPSGGVLSIGDDPNVTLMSDAE 236 

RHI      IRTDLDLH-SENKVVDGPDEAVRIVRQMHRDGVDLIKIMPSGGVLSIGDDPNVTLMSDAE 237 

         :   :.     : : ***: *:: **. *: *.*:***  ***. : **:*:. **:* * 

 

RDI      IQAVVDTAHVLGMKVAAHVQARGAIGRAAALGVDTIEHGTFADAADYNEMKAKGAWFVPT 296 

RPH      IKAVVDTAHTLHMKVAAHAHGTVAIEHAAKLGVDSIEHGSFADADGDKIMKANGTWLVPT 273 

RWI      IKAIVDTAHNLGMRVAAHAHGQNAIVRASALGVDSIEHGSFGDAEAYKVMKEHGTWLVPT 296 

RHI      IKAVVDTAHNLGMRVAAHAHGQDAIVRASALGVDSIEHGSFGDAAAYKVMKDHGTWLVPT 297 

         *:*:***** * *:****.:.  ** :*: ****:****:*.**   : ** :*:*:*** 

 

RDI      PLVAKFKADVARSRPEMFSASAASKLLSIDPL-LENLGRAHKAGVKIAFGTDAGVVPHGQ 355 

RPH      LTAGASVVDYAKTHPELLAPSVAAKALAVGPIMQANLARAYKAGVKIAFGTDAGVFAHGT 333 

RWI      LLVADTVVKVAKAHPESLPPSSAKKALEVGPITLRNLGAAYKAGVKIAFGTDQGMAPHGT 356 

RHI      LLVADTVVKVAKAHPESLPPSSAKKALEVGPITLRNLGAAYKAGVKIAFGTDQGMAPHGT 357 

           ..   .. *:::** :  * * * * :.*:   **. *:*********** *:  **  

 

RDI      NAQGFALLVRSGLTPMEAIQTATASAAEAIGAAEDIGTIQPGRYADLVATANDPLADITE 415 

RPH      NAREFELLVGAGMTPMDAILAATSSAAALIGDEADIGSIQAGRYADIIAVDGDPLQDIAT 393 

RWI      NGKEFALMVAAGMPPMETIRAATVNAAELLGAKADVGSVQAGRYADIIAVSGDPLSDVTE 416 

RHI      NGKEFALMVAAGMPPMETIRAATVNAAELLGAKADVGSVQAGRYADIIAVSGDPLSDVTE 417 

         *.: * *:* :*: **::* :** .**  :*   *:*::* *****::*. .*** *::  

 

RDI      LERIKFVMKGGSVVRANIAPQP-- 437 

RPH      LRRMSFVMKGGEVVKAQPSPAPTR 417 

RWI      LERVRFVMKGGDVVKPWSAAAQ-- 438 

RHI      LERVRFVMKGGDVVKPWSASAQ-- 439 

         *.*: ******.**:   :   
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Género Stenotrophomonas (SnAH) 

SNI      MRKARMIRNTVLLAALTCALAPVSALAAEGQRPEVEAAAARLQRQVVEWRRDFHQHPELS 60 

SAC      -----MIRKTVLLTALSCALAPAAALAADAQRPEVEAAAARLQRQVVEWRRGFHQHPELS 55 

SPI      -----MARKTVLLSALLCALSPLVAQARDAQRPEVAAAAARLQRQVVDWRRDFHAHPELS 55 

STE      -----MARKTVLLSALLCALAPLAQAQDAAQRPEVAAAANRLQQQVVDWRRDFHTHPELS 55 

SBE      -----MPRLSLLLSALLLA-SPALAAAAPAERPEVTAAAARLQAQVVEWRRDFHQHPELS 54 

SIN      ------MRRSLLLSALLLA-LPALAHAEDAQRPEVTAAAQRLQAKVVEWRRDFHQHPELS 53 

SCH      -----MPRRALLSSALLLA-LPMLAHGQAAERPEVAAAAQRLQAQVVEWRRDFHQHPELS 54 

                * ::* :**  *  *       .:**** *** *** :**:***.** ***** 

 

SNI      NREVRTAAKVAERLRAMGLKPQTGVAVNGVVAIIKGALPGPRIALRADMDALPVTEQTGL 120 

SAC      NREARTAAKVAERLRAMGLQPKTGVAVHGVVAVIKGGLPGPKIALRADMDALPVTEQTGL 115 

SPI      NREVRTAAKVAERLRAMGLTPKTGVAVHGVVAIIKGGLPGPKIALRADMDALPVTEQTGL 115 

STE      NREERTAAKVAERLRAMGLSPKTGVAVHGVVAIIKGGLPGPKIALRADMDALPVTEQTGL 115 

SBE      NREERTAAKVAEQLRAMGLKPKTGIAHHGVVAIIKGGKPGPRIALRADMDALPVTEQTGL 114 

SIN      NREERTSAEVAKRLRAMGLKPKTGIAHHGVVAIIEGGKPGPKIALRADMDALPVTEQTGL 113 

SCH      NREERTSAEVAKRLRAMGLKPKTGIAHHGVVAIIEGGKPGPKIALRADMDALPVTEQTGL 114 

         *** **:*:**::****** *:**:* :****:*:*. ***:****************** 

 

SNI      PFASTATSEYRGEKVGVMHACGHDAHTATLLGVADALVAMRDRLPGEVMLIFQPAEEGAP 180 

SAC      PFASTATAEYRGEKVGVMHACGHDAHTATLLGVADALMAMRDKLPGEVMLIFQPAEEGAP 175 

SPI      PFASKATAEYRGEQVGVMHACGHDAHTATLLGVADALVAMRDTLPGEVMLIFQPAEEGAP 175 

STE      PFASKATAEYRGEQVGVMHACGHDAHTATLLGVADALVAMRDKLPGEVMLIFQPAEEGAP 175 

SBE      PFASKATSTYRGEPVGVMHACGHDAHTATLLGVADALVKMKANLPGEVMLIFQPSEEGAP 174 

SIN      PFASKATAQYRGQTVGVMHACGHDAHTATLLGVAEALVAMKKDLPGQVMLIFQPSEEGAP 173 

SCH      PFASKATSTYRGQQVGVMHACGHDAHTATLLGVAEALVAMRKDLPGQVMLIFQPAEEGAP 174 

         ****.**: ***: ********************:**: *:  ***:*******:***** 

 

SNI      PPEQGGAELMLKEGLFKDFKPEAVFGLHVFSSVQAGQIAVRGGPLMAASDRFGITVNGRQ 240 

SAC      PPEQGGAELMLKEGLFKDFKPEAVFGLHVFSSVQAGQIAVRGGPLMAASDRFSITVNGRQ 235 

SPI      PPEQGGADLMLKEGLFKDFKPEAVFGLHVFSSVQAGQIAVRGGPLMAASDRFGITVNGRQ 235 

STE      PPERGGAELMLKEGLFKDFKPEAVFGLHVFSSVQAGQIAVRGGPLMAASDRFGITVNGRQ 235 

SBE      APEEGGASLMLKEGLFADFKPDAVFGLHVFSSVQAGQIAVRSGPLMAASDRFGIKVIGRQ 234 

SIN      PPEEGGAALMLKEGLFADFKPEAVFGLHVFSSVQAGQIAVRGGPLMAASDRFGIKVIGRQ 233 

SCH      SPEEGGAALMLKEGVFADFKPEAVFGLHVFSSVQAGKIAVRGGPLMAASDRFGIKVIGRQ 234 

          **.*** ******:* ****:**************:****.**********.*.* *** 

 

SNI      THGSAPWNGIDPIVAASDLIGTAQTIVSRRANLSKQPAVLTFGAIKGGIRYNIIPDSVEM 300 

SAC      THGSAPWNGIDPIVAASDLIGTAQTIVSRRANLSRQPAVLTFGAIKGGIRYNIIPDAVEM 295 

SPI      THGSAPWNGIDPIVAASDLIGTAQTIVSRRANLSRQPAVLTFGAIKGGIRYNIIPDSVEM 295 

STE      THGSAPWNGVDPIVAASDLIGTAQTIVSRRVNLSKQPAVVTFGAIKGGIRYNIIPDSVEM 295 

SBE      THGSAPWNGVDPIVATADLVGTAQTIVSRRSNISKQPAVVSFGAIKGGIRYNIIPDEVEM 294 

SIN      THGSAPWNGVDPIVATADLIGTAQTIVSRRANLSKQPAVLTFGAINGGIRYNIIPDEVEM 293 

SCH      THGSAPWNGVDPIVATADLIGTAQTIVSRRTNLAQQPAVVTFGAINGGIRYNIIPDEVEM 294 

         *********:*****::**:********** *:::****::****:********** *** 

 

SNI      VGTIRTFDPEMRQQIFADLRNVAEHTAAAHGATAVTDIYEKDGNPATVNDPALTARMLPS 360 

SAC      VGTIRTFDPDMRRQIFADLRSVAEHTAAAHGATATTDIYEKDGNPATVNDPALTARMLPS 355 

SPI      VGTIRTFDPDMRKQIFADLRNVAEHTAAAHGATAVTDIYENDGNPATVNDPALTARMLPS 355 

STE      VGTIRTFDPDMRKQIFADLRNVAEHTAAAHGATAVTDIYEKDGNPATVNDPALTARMLPS 355 

SBE      VGTIRTFDEGMRQQIFADLRNVAEHTAAAHGAKAQTEIYEAEGNPATVNDPALTARMLPS 354 

SIN      VGTIRTFDEGMRQQIFADLRNVADHTAAAHGAKAVTDIYESEGNPATVNDPALTAKMLPS 353 

SCH      VGTIRTFDEGMRQQIFADLRNVAEHTTAAHGATAVTEIYEAEGNPATVNDPQLTARMLPS 354 

         ********  **:*******.**:**:*****.* *:*** :********* ***:**** 

 

SNI      LQAVVGKANVYEPPLQMGSEDFSLYAQQVPAMFFFVGSTSEGIDPATAPSNHSPKFLLDE 420 

SAC      LQAVVGKDNVYEPPLQMGSEDFSLYAQQVPAMFFFVGSTGAGIDPATAPSNHSPKFLLDE 415 

SPI      LQAVVGKDNVYEPPLQMGSEDFSLYAQQVPAMFFFVGSTGAGIDPATAPSNHSPKFLLDE 415 

STE      LQAVVGKDNVYEPPLQMGSEDFSLYAQQVPSMFFFVGSTGAGIDPATAPSNHSPRFLLDE 415 

SBE      LQAVVGEANVYEPPLQMGAEDFSLYAQQVPGMFFFVGATSEGIDPATAPANHSPKFLLDE 414 

SIN      LQAVVGKDNVYEPPLQMGAEDFSLYAKEVPGMFFFVGSTSVGIDPATAPANHSPKFLLDE 413 

SCH      LQAVVGKDNVYEPPLQMGAEDFSLFAREVPGMFFFVGSTSEGIDPAKAPANHSPKFLLDE 414 

         ******: **********:*****:*::**.******:*. *****.**:****:***** 

 

SNI      KALDVGLRALLQVSLDYLHGAQG--- 443 

SAC      TALDVGLRALLQVSLDYLHGAAG--- 438 

SPI      KALDVGLRALLQVSLDYLHGGTGRR- 440 

STE      KALDVGLRALLQVSLDYLHGGKAG-- 439 

SBE      KALDVGLRALLQVSLDFLNAPAT--- 437 

SIN      KALDVGFRALLQVSLDYLHGAGTPAG 439 

SCH      KALDVGLRALLQVSLDYLHGAPVEG- 439 

         .*****:*********:*:.       
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Género Stenotrophomonas (SnOTasa) 

SMO      --MSFHRSCLAAALLLACAPAWADPVAVHCGRLFDARSGQMRGPHTLLVVDGRIQQVVSG 58 

SNI      MPMPIMRRHLAVLLLLACAPACAEPVAVHCGRLFDARSGQLKGPHTLVVAHGRIQQVLSG 60 

SAC      --MP-IRRRLASLLLLACAPAWAEPVAVQCGRLFDARSGQLKGPHTLLVADGRIRQVLPG 57 

           *   *  **  ******** *:****:***********::*****:*..***:**: * 

 

SMO      GNADVLGWQAVDLRDKVCLPGWTDLHVHLGSQSSAQSYSEGFRLDPVDYAFRAVGYAEKT 118 

SNI      ADADGGGVRSVDLRDKVCLPGWTDLHVHLGSQSSPQSYSEGFRLDPVDYAFRAVGYAEKT 120 

SAC      TGADAAGTRVVDLGDKVCLPGWTDLHVHLGSQSSPQSYSEDFRLDPVDHAFRAVGYAEKT 117 

          .**  * : *** ******************** *****.*******:*********** 

 

SMO      LMAGFTSVRDLGGTVSPHLRDAVAQGLVKGPRIFAAGRSIATTGGHADPTNGWNDQLSHL 178 

SNI      LMAGFTSVRDLGGEVSPHLRDAISQGLLKGPRIFAAGKSIATTGGHADPTNGWNDQLSHL 180 

SAC      LMAGFTSVRDLGGEVSPHLRDAINQGLVRGPRIFAAGKSIATTGGHADPTNGWNERLAHL 177 

         ************* ********: ***::********:****************::*:** 

 

SMO      IGPPGPTQGVVNSVDDARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYARSGDAPQFTVDEVKAI 238 

SNI      IGPPGPTEGVVNSVDDARQAVRQRYKEGSDVIKITATGGVLSYARSGDAPQFTVDEIKAI 240 

SAC      VGAPGPTEGVVNSVDEARQAVRQRYKEGSDLIKITATGGVLSYARSGDAPQFTVDEIKAV 237 

         :* ****:*******:**************:*************************:**: 

 

SMO      VETAHDYGFRVAAHAHGTEGMKRAVLGGVTSIEHGTYMDDEVMRLMKQRGTWYIPTFYAG 298 

SNI      VDTAHDYGFRVAAHAHGTEGMKRAVLGGVTSIEHGTYMDDEVMRLMKQHGTWYVPTFYAG 300 

SAC      VDTARDYGFRVAAHAHGTEGMKRAVQAGVTSIEHGTYMDDEVMRLMKQHGTWYVPTFYAG 297 

         *:**:******************** .*********************:****:****** 

 

SMO      RFVADKAAIDGYFPEVVRPKAARIGALISETAAKAYRNGVRIAFGTDQGVGPHGDNAREF 358 

SNI      RFVTDKAAIDGYFPEVVRPKAARIGALISQTAAKAYRNGVKIAFGTDQGVGPHGDNAREF 360 

SAC      RFVTEKAAIDGYFPEVVRPKAARIGALISQTAAKAYRNGVRIAFGTDQGVGPHGDNAREF 357 

         ***::************************:**********:******************* 

 

SMO      IYMVEAGIPAAYALQAATVHAAEVLGVDDQGVLEPGKRADVIALAGDPLEDIGAVMDVRF 418 

SNI      IYMVEAGIPAAYALQAATVHAAQVLGVDDQGVLEAGKRADVIALAANPLEDINAVMDVRF 420 

SAC      VYMVEAGIPAAYALQAATVHAAQVLGVDDQGVLEPGKRADVIALAGDPLEDINAVLDVRF 417 

         :*********************:*********** **********.:*****.**:**** 

 

SMO      VMKDGVIHKQP 429 

SNI      VMKDGVIYKQ- 430 

SAC      VMKDGVIYKQ- 427 

         *******:**  
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